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РЕФЕРАТ
Пояснювальна записка: 116 ст., 12 рисунків, 6 таблиць, 101 посилання.
Метою роботи є розробка технології виробництва високоякісного рекомбінантного ІФН-γ,  що призначений для терапевтичного застосування. З метою підвищення продуктивності білка було обрано та обґрунтовано генно-інженерний метод виробництва рекомбінантного білка за допомогою періодичних процесів з підживленням. На основі аналізу переваг і недоліків мікроорганізмів-продуцентів рекомбінантного ІФН-γ обґрунтовано вибір штаму - Escherichia coli BL21 (DE3). На основі порівняння способів очищення рекомбінантних білків було запропоновано найбільш оптимальну та економічно вигідну технологію очищення ІФН-γ.  
Охарактеризовано кінцевий продукт – ІФН-γ, його біологічні властивості, механізм дії та біохімічні перетворення в ході його отримання.  Було проведено аналіз методів створення високопродуктивних промислових продуцентів і запропоновано схему отримання обраного штаму.
Виконано розрахунок матеріального балансу виробництва в рік, розроблено технологічну та апаратурну схеми виробництва та підібрано відповідне апаратурне обладнання, яке є максимально автоматизованим. Розраховано та обґрунтовано вибір виробничого ферментеру. 
Технологія виробництва рекомбінантного ІФН-γ, представлена в даній роботі відповідає екологічним та санітарно-гігієнічним нормам та техніці безпеки і охорони праці. 
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ABSTRACT
Explanatory note: 116 pages, 12 figures, 6 tables, 101 references.
The aim of the work is to develop a technology for the production of high-quality recombinant IFN-γ intended for therapeutic use. In order to increase protein productivity, a genetically engineered method for the production of recombinant protein using batch processes with feeding was selected and substantiated. Based on the analysis of the advantages and disadvantages of microorganisms producing recombinant IFN-γ, the choice of the strain - Escherichia coli BL21 (DE3) - was substantiated. Based on the comparison of recombinant protein purification methods, the most optimal and cost-effective technology for IFN-γ purification was proposed.  
The final product, IFN-γ, its biological properties, mechanisms of action and biochemical transformations during its production were characterised.  The methods for creating high-performance industrial producers were analysed and a scheme for obtaining the chosen strain was proposed.
The material balance of production per year was calculated, technological and hardware production schemes were developed, and the appropriate hardware equipment was selected, which is as automated as possible. The choice of a production bioreactor that meets the conditions of heat and mass transfer in the process of cultivation of the product has been calculated and justified. 
The production technology of recombinant IFN-γ, presented in this work, complies with environmental and sanitary-hygienic standards and occupational safety and health technology.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ І СКОРОЧЕНЬ
ІФН – інтерферон;
HCDC – метод культивування високої щільності клітин;
DE-52 – діетиламіноетил целюлоза;
CM-52 – карбоксиметил целюлоза;
LB – бульйон Лурії-Бертані;
ЕМБ – еозино-метиленовий синій агар;
TSI – потрійний цукровий агар із залізом;
КІА – агар Клінгера із залізом;
ЕДТА – етилендіамінтетраоцтова кислота;
ІПТГ – ізопропіл-β-D-1-тіогалактопіранозид;
NK-кілери – природні клітини кілери;
IL – інтерлейкін;
МНС – головний комплекс гістосумісності;
CD – кластер диференціювання;
МО – міжнародна одиниця;
ФМСФ – фенілметансульфонілфторид;
НФБ – натрій-фосфатний буфер;
ХГХ – хронічна гранулематозна хвороба.
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ВСТУП
Інтерферони - група біологічно активних протеїнів, які синтезуються імунокомпетентними клітинами у відповідь на чужорідні агенти, такі як віруси, бактерії та ракові білки. Механізм дії інтерферонів реалізується через взаємодію із специфічними рецепторами клітинних мембран, що в свою чергу ініціює активацію транскрипції генів, білкові продукти яких мають противірусну, антимікробну, протипухлинну та імуномодулюючу дію [1].
[bookmark: _Hlk137229898]Одним із ключових цитокінів, які беруть участь в імунній відповіді є ІФН-γ. Він є основним активатором макрофагів серед цитокінів та має більший вплив на імунну систему порівняно з ІФН-α та ІФН-β. А завдяки цитостатичним, проапоптичним та антипроліферативним властивостям ІФН-γ може бути перспективним у ад’ювантній імунотерапії різних видів раку. Встановлено, що ІФН-γ здатний запобігати поділу ракових клітин шляхом припинення клітинного циклу. Окрім того, було показано, що введення ІФН-γ знижує активність активність SARS-CoV-2 [2-5].
Такі унікальні біологічні властивості ІФН-γ обумовлюють його терапевтичне застосування для лікування різноманітних вірусних та грибкових інфекцій, імунодифіцитів, гранульоматозної хвороби, остеопетрозу, аутоімунних та деяких онкологічних захворювань [6].
На сьогодні розроблено препарати природного та рекомбінантного ІФН-γ. Проте застосування природних препаратів ІФН, зокрема людського лейкоцитарного ІФН-γ, обмежене високою вартістю, дефіцитом сировини для його виробництва а також  складністю стандартизації противірусної активності та нестабільністю складу цитокінів у різних серіях. Це, у свою чергу, ускладнює прогнозування побічних ефектів. Тому останнім часом все більше уваги 

	
	
 приділяють рекомбінантним препаратам, розробленим за допомогою генно-інженерних технологій [2, 7 – 10]. На відміну від препаратів ІФН природного походження, технології виробництва рекомбінантного ІФН є дешевшими, дозволяють досягти високого ступеня очищення та уникнути недоліків природних препаратів ІФН.
Серед відомих препаратів, що містять рекомбінантний ІФН-γ - Immukin (Boehringer, Німеччина) і Actimmune (InterMune Pharm., США). На даний час в Україні не виробляють препарати рекомбінантного ІФН-γ. Через це хворі, які потребують цих препаратів вимушені купувати закордонні, витрачаючи великі гроші. Тому розробка технології отримання рекомбінантних препаратів ІФН-γ за допомогою генно-інженерних технологій є актуальною. 
Метою роботи є розробка технології виробництва високоякісного рекомбінантного ІФН-γ.
Для досягнення мети були поставлені наступні завдання:
· обґрунтувати вибір оптимальної технології для отримання рекомбінантного ІФН-γ;
· обґрунтувати вибір штаму для отримання рекомбінантного ІФН-γ на основі порівняння та аналізу переваг та недоліків мікроорганізмів-продуцентів, встановити його морфолого-фізіологічні, біохімічні та культуральні особливості; 
· охарактеризувати кінцевий продукт, його біологічні особливості та біохімічні перетворення в ході його отримання;  
· порівняти способи виділення і очистки продукту та обґрунтувати вибір оптимальної технології за критеріями ефективності, економічності, безпеки та простоти реалізації;
· проаналізувати методи отримання промислового штаму та підібрати найбільш оптимальний;
· виконати розрахунок матеріального балансу;
· скласти технологічну та апаратурну схеми виробництва та підібрати необхідне обладнання; 
· розрахувати апарат, який би задовольняв умови тепло-масообміну при проведенні біосинтезу культури Esсherichia coli;
· передбачити всі необхідні вимоги щодо охорони праці та охорони навколишнього середовища на виробництві.


























[bookmark: _Hlk137294756]РОЗДІЛ 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БІОЛОГІЧНОГО АГЕНТА ТА ОБҐРУНТУВАННЯ ТЕХНОЛОГІЇ
1.1 [bookmark: _Hlk137294814]Обґрунтування вибору технології
[bookmark: _Hlk136937039]На сьогодні існує декілька способів отримання ІФН-γ. Першим було запропоновано отримання інтерферонів з лейкоцитів донорської крові людини. Така  технологія дозволяє отримати 1 мкг препарату ІФН з 1 л донорської крові. За цією технологією лейкоцити інкубують разом з вірусом (наприклад, вірусом Сендай або вірусом хвороби Ньюкасла), а компонентом середовища є людська або бичача сироватка (іноді казеїн молока). Потім суміш очищають хроматографічними методами та отримують відповідний концентрований препарат ІФН [11]. Технологія отримання ІФН-γ з використанням вірусів є небезпечною як для працівників, так і для навколишнього середовища в цілому. Також недоліком даної технології є ймовірність контамінації цільового продукту вірусами гепатитів В і С, імунодефіциту та ін. Така технологія є трудомісткою, багатостадійною, потребує великого об’єму ручної праці, так як відсутня можливість автоматизації деяких стадій технологічного процесу. Враховуючи відсутність автоматичного контролю та підтримки температурних параметрів суспензії, це призводить до отримання ІФН з різною противірусною активністю, що в свою чергу впливає на собівартість і рентабельність препарату [12]. 
На сьогодні більш перспективною вважається генно-інженерна технологія отримання рекомбінантного препарату ІФН. Така технологія дає можливість отримати цільовий продукт з більшим виходом із відносно дешевої сировини. В даний час існує декілька способів отримання рекомбінантного ІФН-γ, найпоширенішим з яких є виробництво з використанням генетично



	
 модифікованого продуцента (рис. 1.1). Використаний у цьому випадку підхід дозволяє створити оптимальні варіанти структурного гена для бактеріальної експресії, а також регуляторні елементи, що контролюють його експресію [12]. На відміну від препаратів ІФН-γ природного походження, такі препарати характеризуються високим ступенем очищення. 
[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, Шрифт, линия
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Рис. 1.1. Загальна схема отримання рекомбінантних білків [13]
На сьогодні в якості вихідних мікроорганізмів-продуцентів найчастіше використовуються різні штучно сконструйовані штами P. Pastoris і E. Coli [10]. В даному проєкті увагу буде приділено Escherichia coli, як продуценту рекомбінантного ІФН. Було обрано саме цей мікроорганізм через ряд переваг: порівняно з іншими мікроорганізмами, потенційно високі рівні експресії, низька вартість, прості умови культивування, швидкий ріст, легке маніпулювання геномом, більшість параметрів культивування можна змінити для оптимізації експресії білка. Крім того, E. coli є найбільш вивченим організмом порівняно з іншими організмами, що полегшує роботу з ним [14].
Основна ферментація відбувається шляхом культивування продуцента на простому середовищі, оптимальному для забезпечення максимальної кількості цільового продукту на виході. Загалом, використовуються три типи середовищ: синтетичні, напівсинтетичні та природні (натуральні). Як правило, синтетичні середовища містять глюкозу як джерело вуглецю, сульфат амонію та/або хлорид амонію як джерело азоту, а також сульфат магнію та фосфатні солі. Компоненти середовища, такі як гліцерин, можуть посилити ріст клітин і виробництво рекомбінантного білка. Додавання двовалентних катіонів (сульфату магнію) забезпечує кращий ріст клітин і більший вихід білка. Фосфатні солі в середовищах забезпечують буферну здатність, запобігаючи коливанням pH, які можуть негативно вплинути на нормальну метаболічну активність [13, 15].
Найчастіше продуцентом для виробництва гетерологічних білків використовуюють штами E. coli.  Однак багато з цих білків накопичуються у формі нерозчинних біологічно неактивних тілець включення.  Таким чином, об’ємна продуктивність рекомбінантного білка пропорційна не тільки кінцевій щільності клітин, але й питомому виходу (кількості продукту, що утворюється на одиницю маси клітини). Метод культивування високої щільності клітин (HCDC) був розроблений з метою підвищення продуктивності рекомбінантних білків. При використанні даного методу максимальні концентрації клітин найчастіше досягаються за допомогою періодичних процесів із підживленням. Цей метод є простим і ефективним і не потребує спеціального обладнання, вдосконаленого комп’ютерного контролера чи спеціальної системи керування зі зворотним зв’язком [16].
Ефективність процесу і вихід цільового продукту залежать від технології виділення та очистки білку, які використовуються у виробництві. 
Відомий спосіб отримання ІФН, що включає в себе культивування клітин Ps. putida, руйнування біомаси, обробку поліетиленіміну, фракціонування сірчанокислим амонієм, гідрофобну хроматографію на фенілсілохроме С-80, рН-фракціонування лізата, його концентрування і діафільтрація, іонообмінну хроматографію на целюлозі DE-52, елюювання в градієнті рН, іонообмінну хроматографію отриманого елюента на целюлозі СМ-52, концентрування пропусканням через касету фільтрів і гель-фільтрацію на сефадекса G-100 [12]. 
Недоліком способу, крім складної багатостадійної ферментації, є багатостадійність процесу отримання кінцевого продукту [12].
Відомий також спосіб отримання ІФН, який передбачає культивування штаму E. coli SG 20050/pIF16 у бульйоні LB у колбах на шейкері при постійній температурі, центрифугування біомаси, промивання буферним розчином та обробку ультразвуком для руйнування клітин [12]. 
Недоліком способу є відносно низька продуктивність основних стадій процесу виділення та очищення. Особливо це стосується ультразвукової обробки продукту, діалізу та окисного сульфітолізу, що призводять до нестабільності виробництва цільового продукту, а також неможливості використання цього методу для промислового виробництва [12].
Як найближчий аналог можна використовувати спосіб отримання ІФН людини, який полягає у культивуванні рекомбінантного штаму E.coli, заморожуванні отриманої біомаси при температурі не вище -70°С, розморожуванні, руйнуванні клітин лізоцимом, видаленні ДНК і РНК шляхом введення лізату ДНКази та очищенні виділеної нерозчинної форми ІФН промиванням буферним розчином з детергентами, розчиненні осаду ІФН в розчині гуанідину гідрохлориду, ренатурації і одностадійному очищенні методом іонообмінної хроматографії. В якості продуцента використовують штам E. coli SS5, отриманий за допомогою рекомбінантної плазміди pSS5, яка містить три промотори: Plac, Pt7 і Ptrp, а також ген ІФН з введеними нуклеотидними замінами [12].
Недоліком такого способу є низька технологічність при використанні ферментативного руйнування клітин, ДНК і РНК мікроорганізму та одностадійної хроматографічної очистки ІФН. Це викликає нестабільність процесу виділення ІФН, призводить до зниження його якості та обмежує можливість використання даної схеми промислового виробництва [12].
Отже, вибрано генно-інженерну технологію отримання рекомбінантного ІНФ-γ, оскільки вона є більш дешевшою, забезпечує кращий ступінь очистки та високий вихід цільового білка. Вибір продуцента є ключовим етапом в біотехнологічному процесі, тому наступним завданням було обґрунтувати вибір найефективнішого штаму продуцента для виробництва рекомбінантного ІФН-γ. 
[bookmark: _Hlk137294861]1.2. Основні промислові продуценти
На сьогодні як продуценти рекомбінантного ІФН-γ використовують бактерії (Escherichia coli),  дріжджі (Pichia pastoris та Kluyveromyces lactis)  та гриби аскоміцети (Trichoderma reesei) [17]. У таблиці 1.1 наведено порівняння найбільш використовуваних та перспективних систем експресії.
Таблиця 1.1. Порівняння перспективних систем експресії [17]
	Продуцент
	Переваги
	Недоліки

	Escherichia coli
	· висока швидкість росту;
· дешевизна;
· контрольованість;
· високий вихід цільового білка;
· можливість до оптимізації експресії шляхом зміни великої кількості параметрів;
· є детально вивченою, тому більш прогнозована;
· простота умов культивування.
· недорогі поживні середовища
	· низька ефективність створення дисульфідних зв’язків;
· ймовірність порушення синтезу білків в цитоплазмі.


	Pichia pastoris
	· наявність механізму посттрансляційної модифікації;
· утворення дисульфідних зв’язків;
· простота умов культивування.
	· використання легкозаймистої рідини в якості індуктора;
· низький рівень виходу цільового продукту.

	Kluyveromyces lactis
	· не потребує аналізу на наявність ендотоксинів;
· не потребує використання шкідливих речовин в якості індуктора;
· високий рівень експресії.
	· довгий час культивування;
· низький вихід цільового продукту;
· утворення побічних продуктів метаболізму.


	Trichoderma reesei
	· придатна для широкомасштабних процесів бродіння;
· недорогі поживні середовища;
· відносно короткий час процесу культивування.
	· продукція протеаз, що призводить до низького рівня продукції цільового білку



На відміну від бактерій, дріжджі є одноклітинними еукаріотами, тому вони мають механізм посттрансляційної модифікації, який забезпечує правильне згортання білкової молекули [7]. Pichia pastoris - метилотрофні дріжджі, які вважають універсальною платформою для експресії гетерологічних розчинних білків [8]. 
[bookmark: _Hlk137233737]Для отримання високого виходу ІФН-γ Prabhu зі співавторами сконструювали рекомбінантні штами P. pastoris: GS115-hIFNγ — з нативним геном ІФН-γ, GS115-hIFNγ-PDI — з нативним геном ІФН-γ та коекспресією PDI, GS-hIFN-γopt — з геном ІФН-γ, що містив оптимізовані кодони. Було встановлено, що штам GS115-hIFNγ синтезував ІФН-γ у кількості (0,0002 г/л). При культивуванні GS115-hIFNγ-PDI продукція ІФН зросла у 2,5 рази та становила 0,0005 г/л.  Оптимізація кодону гена, що кодує ІФН-γ, призвела до значного посилення продукції білка, яке досягло 0,0018 г/л, такий вихід зумовлений більшою ефективністю трансляції та більш стабільною мРНК. Тому в подальшому автори оптимізували параметри культивування штаму GS-hIFNγopt. Після оптимізації параметрів (t 25 °С, pH 7, концентрація метанолу 1%, швидкість перемішування 250 об/хв, концентрація інокулята 2%) продукція ІФН-γ штамом GS-hIFNγopt зросла ще на 40% - до 0,00252 г/л [8], проте такий вихід продукту не є перспективним для комерційного виробництва ІФН-γ.  
Razaghi A. зі співавторами, проаналізувавши близько 50 трансформованих колоній P. Pastoris, також зробили висновок, що комерційне виробництво рекомбінантного ІФН-γ є економічно невигідним, оскільки найвищий рівень ІФН-γ було зареєстровано для P. pastoris CBS7435: MutS та становило ~0,000016 г/л [7].
 Отже, недоліком P. pastoris є низький рівень виходу кінцевого продукту на грам біомаси та необхідність використання метанолу в процесі культивування.
K. lactis також розглядається як альтернативна платформа для конструювання рекомбінантних штамів, здатних синтезувати інтерферон. Гетерологічні системи експресії білку на основі K. lactis не потребують аналізу на наявність ендотоксинів. Дослідження показали, що рівень експресії підвищився в 2,2 рази, проте збільшення кількості джерела вуглецю призводить до значного зниження виробництва біомаси [18]. 
Trichoderma reesei придатні для широкомасштабних процесів бродіння, і їх можна культивувати в недорогих поживних середовищах з відносно коротким часом процесу. Проте продукція протеаз T. reesei є важливою перешкодою для досягнення високого рівня продукції ІФН [17].
Проте найчастіше в промисловому виробництві застосовують бактерії Escherichia coli. Escherichia coli вважають найкращим вибором для виробництва рекомбінантного ІФН-γ завдяки його здатності розмножуватися шляхом простого поділу на середовищах, що містять недорогі і легкодоступні компоненти, такі як глюкоза, пептон, дріжджовий екстракт або іноді навіть комерційно доступне середовище Лурії–Бертані (LB). При культивуванні на збагаченому рідкому середовищі логарифмічна фаза росту за стандартних умов час генерації становить 22 хв [10].
Крім того, до переваг кишкової палички можна віднести високий вихід цільового продукту (100-2000 мг/л в залежності від конкретного продукту), низьку вартість живильного середовища та ферментації, а головне можливість отримання мікрокристалів цільового білка [19]. Вивчення генетичного апарату цієї бактерії та її високої продуктивності робить економічно доцільним і взагалі можливим генетично модифікувати штами, які б брали участь у біосинтезі ІФН-γ.
Найбільш відомими штамами Escherichia coli для виробництва рекомбінантних білків є E. coli JM109, E. coli НВ101, E. coli GALG20(DE3) і E. coli BL21(DE3). Найбільші значення продукування ІФН-γ було встановлено для штамів E. coli GALG20(DE3), BL21(DE3) та MG1655(DE3) [20].
У роботі [21] показано, що штам E. coli BL21 (DE3), трансформований загальнодоступною плазмідою pET3a має наступні властивості: швидкий ріст клітин у мінімальному середовищі, низьке утворення ацетату при вирощуванні на високих рівнях глюкози, низький вміст протеаз, які розщеплюють чужорідні білки та перешкоджають їх секреції, висока проникність зовнішньої мембрани та здатність культури до високої щільності. Крім того, цей штам має дефіцит протеази lon, яка розпізнає та руйнує неправильно згорнуті або агреговані білки, і протеази ompT, яка розщеплює чужорідні білки, коли вони потрапляють у клітину. Відсутність цих протеаз призводить до кращого виробництва білка з клонованих генів  [10, 14, 22, 23].
Отже, порівнявши декілька перспективних систем експресії білків для виробництва рекомбінантного ІФН-γ було обрано штам E. coli BL21 (DE3), трансформований загальнодоступною плазмідою pET3a оскільки він має ряд переваг, а саме здатність розмножуватися шляхом простого поділу на середовищах, що містять недорогі і легкодоступні компоненти, такі як глюкоза, пептон, дріжджовий екстракт, швидкий ріст, потенційно високі рівні експресії, порівняно з іншими мікроорганізмами, легке маніпулювання геномом, більшість параметрів культивування можна змінити для оптимізації експресії білка, дефіцит протеаз, які перешкоджають секреції чужорідних білків.

[bookmark: _Hlk137294888]1.2.1. Систематичне положення
Царство: Bacteria
Тип: Proteobacteria
Класс: Gammaproteobacteria
Порядок: Enterobacteriales
Сімейство: Enterobacteriaceae
Рід: Escherichia
Вид: Escherichia coli
Відносяться до п’ятої групи за визначником Берджі [24].

[bookmark: _Hlk137294963]1.2.2. Морфолого-цитологічні ознаки
E. coli BL21 (DE3) - це прямі короткі палички із заокругленими кінцями, розміром 1,1 - 6 мкм. Одиночні або розташовуються в парах. Рухливі (джгутики розташовані перитрихіально ), капсул, спор та цист не утворюють (рис. 1.2). Відносяться до грамнегативних. На кінці джгутика розташований білок FimH, який прикріплюється до молекул цукрів на поверхні, а сам джгутик складається з ланцюжка взаємопов'язаних білкових сегментів, закручених у формі тонкої довгої пружини і пружно витягуються при дії сили [24, 25].  Escherichia coli - факультативний анаероб. E. coli має транспортні білки в клітинній мембрані для масообміну. Їх число залежить від осмолярності середовища і служить для пристосування до середовища існування [26]. Клітинна стінка складається із зовнішньої мембрани, що містить ліпополісахариди, периплазматичного простору з шаром пептидоглікану та внутрішньої цитоплазматичної мембрани [27].

[image: Изображение выглядит как Организм, черно-белый, насекомое, беспозвоночный
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Рис. 1.2. Електронна мікрофотографія Escherichia coli [28]
[bookmark: _Hlk137294978]1.2.3. Культуральні ознаки
 У лабораторних умовах E. coli може рости як на твердому, так і на рідкому поживному середовищі. Її можна культивувати на середовищі з базовим мінімумом компонентів, що включає глюкозу як джерело вуглецю та енергії, амонійні солі як джерело азоту, інші солі та мікроелементи [29]. Оскільки кишкова паличка має прості вимоги до поживних речовин, її можна легко культивувати на звичайних поживних середовищах, таких як поживний агар, агар Мак-Конкі та агар ЕМВ [30].
E. coli на поживному агарі утворює великі, товсті, сірувато-білі, вологі, гладкі, непрозорі або напівпрозорі диски у вигляді колоній, як показано на рис. 1.3. Гладкі форми (S) колоній, що спостерігаються у свіжому виділенні, легко емульгуються у фізіологічному розчині. Шорсткі форми (R) колоній, що спостерігаються у старих культурах, з тьмяною поверхнею, часто автоматично аглютинуються у фізіологічному розчині. S-R варіації виникають в результаті повторного культивування і пов'язані з втратою поверхневих антигенів і, як правило, вірулентності [31].
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Рис. 1.3. Ріст E. coli на поживному агарі [32]
На агарі Мак-Конкі колонії мають рожевий колір через ферментацію лактози, що важливо для того, щоб відрізнити E. coli від інших бактерій у зразку (рис. 1.4) [33].
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Рис. 1.4. Колонії E. coli на агарі Мак-Конкі мають колір від рожевого до темно-рожевого [33]
На еозино-метиленовому синьому агарі (ЕМВ) колонії E. coli ростуть із зеленим металевим блиском як показано на рис. 1.5, що зумовлено метахроматичною властивістю барвників (еозину та метиленового синього у співвідношенні 6:1) та здатністю E. coli ферментувати лактозу, що змінює рН середовища до кислого [34]. 
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Рис. 1.5. E. coli на агарі EMВ утворює зелені колонії з металевим блиском [34]
E. coli на рідких поживних середовищах протягом 12-18 годин демонструють однорідний каламутний розчин через збільшення кількості бактерій, бульйон каламутніє. Після тривалого періоду інкубації (>72 год) на поверхні рідкого середовища ростуть пелікули. Утворюються густі осади, які розсіюються при струшуванні, як показано на рис. 1.6 [30].
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Рис. 1.6. Ріст E. coli на рідкому середовищі LB [30]
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Клітини E. coli ростуть при оптимальній температурі 37 оС, рН 7,2–7,8, граничні значення рН 4,5-9,0. Е. coli ферментативно активні. У них добре виражені сахаролітичні властивості. Вони можуть розщеплювати глюкозу, лактозу, маніт, мальтозу, сахарозу, L-арабінозу та інші вуглеводи до кислоти і газу (не ферментують лактозу і сахарозу); відновлювати нітрати до нітритів. Протеолітичні властивості виражені слабко.  Вони можуть утворювати індол, не розріджують желатин. Е. coli оксидазо-негативні й каталазо-позитивні [35].
Утворення сірководню зазвичай відсутнє, коли E. coli вирощують на потрійному цукровому залізі (TSI) і залізному агарі Кліглера (KIA). Такі середовища використовуються для виявлення бродіння певних вуглеводів і завдяки введенню тіосульфату натрію та заліза дозволяють виявити сірководень. У Escherichia coli не відбувається дезамінування фенілаланіну, тоді як в більшості штамів може відбуватися декарбоксилювання лізину і вони можуть використовувати ацетат натрію [36]. Зовнішня мембрана Escherichia coli складається з ліпополісахариду, фосфоліпіду, білка та загального ентеробактеріального антигену. Зовнішня мембрана як шар виконує захисну функцію. Окремим компонентам можна приписати кілька специфічних функцій. Крім того, багато білків утворюють різні пори або канали, які сприяють проникненню поживних речовин через зовнішню мембрану. Наявність більшості цих пор залежить від культурального середовища, що відображає харчові потреби клітини [37].
Біохімічні характеристики Escherichia coli наведені в таблиці 1.2.
Таблиця 1.2 Біохімічні особливості [36]
	Характеристики
	Реакція

	Рухливість
	+

	Ріст на середовищі MacConkey
	+

	Ферментація маніту
	+, зазвичай газ

	Лактоза, 37 оС
	кислота +, газ +

	Лактоза, 44 оС
	кислота +, газ +

	Адонітол
	Рідко ферментується

	Індозитол
	Рідко ферментується

	Індол при 37 оС
	Зазвичай виробляється

	Індол при 44 оС
	Зазвичай виробляється

	Реакція з метиловим червоним
	+

	Реакція Фогеса-Проскауера
	-

	Сечовина
	Не гідролізує

	Дезамінування фенілаланіну
	-

	Середовище Кліглера H2S (сірководень)
	Немає потемніння

	Середовище Меллера KCN (ціанід калію)
	Немає росту

	Окислення глюконату
	-

	Розрідження желатину
	-

	Декарбоксилаза глутамінової кислоти
	+

	Лізиндекарбоксилаза
	+
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Штами Escherichia coli є комменсальними організмами, які є частиною нормальної мікрофлори кишечника людини та інших ссавців. Традиційний метод ідентифікації кишкової палички використовує антитіла для тестування на поверхневі антигени: O-полісахаридні антигени, джгутикові H-антигени та капсульні K-антигени. Однак, існує багато проблем, пов'язаних із традиційним серотипуванням для визначення О- та Н-груп E. coli. Це дорого, трудомістко та займає багато часу, виникає перехресна реактивність антисироваток з різними серогрупами, антисироватки доступні лише в спеціалізованих лабораторіях, можуть мати місце варіації антитіл від партії до партії, і багато штамів E. coli виділено з різних джерел не підлягають друкуванню [38]. 
Зовнішня мембрана E. coli складається з ліпополісахаридів, які включають ліпід А, олігосахариди ядра та унікальний полісахарид, який називають О-антигеном. Втрата О-антигенів призводить до ослабленої вірулентності, що свідчить про їхню важливість у взаємодії між господарем і патогеном. На підставі антигенного різноманіття різних О-антигенів вони були визначені як біомаркери для класифікації E. coli. Пізніше було розроблено схему, засновану на наявності трьох основних поверхневих антигенів, O-антигенів, джгутикових H-антигенів і капсулярних K-антигенів [38].

1.2.6. Поширення в природі
Оскільки E. coli використовується як фекальний індикатор у водних шляхах, специфічні ознаки E. coli були використані з певним успіхом для ідентифікації потенційних джерел фекального забруднення. Escherichia coli є однією з домінуючих факультативно аеробних бактерій у кишковому тракті, хоча кількість анаеробних бактерій переважає.  Escherichia coli включає патогенні штами, які спричиняють різноманітні захворювання людини, що призводить до понад 2 мільйонів смертей щороку. Патогенні штами E. coli причетні до багатьох спалахів, що передаються через воду. Патогенне забруднення навколишнього середовища кишковою паличкою може відбуватися через гній та інші відходи тваринництва, стічні води з боєнь і стоки з очисних споруд [39]. 
Багато штамів кишкової палички кислотостійкі, оскільки їм потрібно пройти через середовище з низьким рН у шлунку тварини/людини, щоб потрапити в кишковий тракт. Кишкові умови хазяїна можуть впливати на структуру популяції E. coli. Відносна чисельність філогенетичних груп кишкової палички залежить від тварини-господаря та дієти [39]. 
До недавнього часу вважалося , що кишкова паличка не виживає поза хазяїном, оскільки вона не здатна розмножуватися в навколишньому середовищі. Однак останні дослідження показали, що ця бактерія може виживати протягом тривалого періоду часу поза кишковим трактом і розмножуватися в ґрунті, піску та осадах у тропічному, субтропічному та помірному кліматі. Деякі E. coli можуть натуралізуватися (тобто стати частиною місцевої мікрофлори) у цих середовищах. На ріст і виживання E. coli в природному середовищі можуть впливати як біотичні, так і абіотичні фактори. Абіотичні фактори включають температуру, доступність води та поживних речовин, pH і сонячну радіацію. Біотичні фактори включають присутність інших мікроорганізмів і здатність E. coli отримувати поживні речовини, конкурувати з іншими мікроорганізмами та утворювати біоплівки в природному середовищі [39]. 
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1.3. Методи виділення та очистки цільового продукту
Після успішної експресії рекомбінантного ІФН-γ з E. coli необхідно провести його виділення та очистку, щоб отримати високоочищений продукт для терапевтичного використання. Подальша обробка продукту відіграє важливу роль і складає близько 50–80% вартості загального виробництва. Таким чином, метою процесу очистки є досягнення більш високого рівня чистоти цільового продукту з мінімальною витратою часу [13].
Стандартна процедура отримання чистих біологічно активних білків з тілець включення включає в себе наступні етапи [40, 41]:
1. Збір біомаси центрифугуванням.
2. Руйнування клітин. 
3. Розчинення тілець включення.
4. Очищення денатурованого білка за допомогою хроматографії на Q-Sepharose-FF.
5. Очищення за допомогою хроматографії на SP-Sepharose-FF.
6. Повторне згортання білка.
7. Очищення повторно згорнутого білка хроматографією на SP-Sepharose-FF.
Після виробничого культивування відбувається центрифугування ферментаційного бульйону з метою  видалення залишкових солей та відділення біомаси від культуральної рідини. У великомасштабному виробництві  застосовуються безперервні центрифуги [13].
Після отримання клітинної біомаси необхідно зруйнувати клітинну стінку продуцента, щоб виділити тільця включення, що містять синтезований рекомбінантний білок. Для цього використовують різні методи, основними з яких є хімічні, біологічні та фізичні [13].
Хімічні способи руйнування включають обробку лугами, органічними розчинниками, детергентами. На жаль, використання детергентів погіршує техніко-економічні властивості технології, в більшості випадків в їх присутності відбувається денатурація білків, крім того, вони забруднюють кінцевий продукт [13].
Біологічні методи включають ферментативне руйнування лізоцимом і етилендіамінтетраоцтовою кислотою (EДTA), які руйнують клітинну стінку грамнегативних бактерій. Ферментативна обробка є високоспецифічною, і розщеплення відбувається в м’яких умовах [13].
Фізичні методи включають немеханічні методи (осмотичний шок, багаторазове швидке заморожування/розморожування) та механічні методи (обробка ультразвуком, руйнування за допомогою кулькових млинів, гомогенізація під тиском) [13]. 
В даній роботі був обраний фізичний метод, так як він є високоефективним, що робить його більш привабливим. У великомасштабному виробництві для руйнування клітин зазвичай використовують гомогенізацію під високим тиском та охолодження [13].
Після руйнування клітин фракцію розчинного білка видаляють центрифугуванням. Тільця включення, що випали в осад, промивають буфером із низькими концентраціями хаотропних реагентів або детергентами та центрифугують, отримуючи супернатант, що містить солюбілізований і денатурований ІФН-γ. Цей крок необхідний для видалення небілкових домішок, а також білків, які адсорбовані на тільцях включення в результаті гідрофобних взаємодій, і можуть додатково вплинути на перехід рефолдингу та кінцевий вихід цільового білка [42].
ІФН-γ продукується у формі тілець включень, де рекомбінантні білки знаходяться в агрегованій, неактивній формі. Щоб відновити біологічну активність білка, тільця включення повинні бути розчинені та повторно згорнуті (рефолдинг). Тому наступним етапом технології є процедура розчинення тілець включення.
Розчинення тілець включень, як правило, здійснюється шляхом використання високонцентрованих хаотропних агентів (наприклад, 8М сечовина, 6М гуанідин гідрохлорид або тіоціонатні солі) та/або детергентів (0,3-1% додецилсульфат натрію, 1% бромід цетилтриетиламонію, 2% N-лаурилсаркозин, твін-80). Згідно літературних даних при використанні 8М розчину сечовини в якості хаотропного агента, великий відсоток сторонніх домішок залишається в нерозчиненому вигляді, що полегшує подальшу очистку. Тому в даній роботі було для розчинення тілець включення було використано 8М сечовини. В результаті отримують денатурований білок [43, 44, 13].
У промислових масштабах зазвичай використовуються такі хроматографічні методи,  такі як металхелатуюча, іонообмінна, оберненофазова хроматографія, а також гель-фільтрація.. Перевага хроматографічних методів полягає в тому, що процес можна проводити в умовах, в яких білок знаходиться в денатурованому стані. Використовуючи відповідні буферні розчини (без денатуруючих агентів) і оптимізуючи умови елюції, можна одразу отримати чисті та біологічно активні рекомбінантні білки [45].
Для даної роботи використано послідовну хроматографічну очистку з використанням аніоно- та катіонообмінного сорбентів Q-Sepharose та SP-Sepharose з середнім діаметром 90 мкм, висотою 800 мм та швидкістю потоку 400-700 см/год. Q-Sepharose має аніонні обмінні групи, які здатні зв'язувати білки з позитивним зарядом, тоді як SP-Sepharose має катіонні обмінні групи, які здатні зв'язувати білки з негативним зарядом. Таким чином, використання обох смол у послідовності дозволяє розділити білки за їх зарядом та забезпечити більш глибоке очищення. Після першої хроматографії на Q-Sepharose, білки з позитивним зарядом залишаються зв'язаними на смолі, тоді як білки з негативним зарядом проходять через стовпець. Потім, при наступній хроматографії на SP-Sepharose, зв'язані білки з позитивним зарядом можуть бути елюйовані з смоли, тоді як білки з негативним зарядом продовжують проходити через стовпець. Послідовна двостадійна очистка з використанням Q-Sepharose і SP-Sepharose зазвичай дозволяє досягти високої чистоти цільового білку. Цей підхід також може забезпечити високий вихід білку, що є важливим для подальшого промислового виробництва [13, 16].
Після послідовної хроматографічної очистки відбувається рефолдинг розбавленням фракції в буферному розчині, після чого використовується хроматографічне очищення повторно згорнутого білка на колонці з SP-Sepharose-FF.  Даний етап очистки має на меті концентрування розчину ІФН та переведення його у розчин зберігання. Чистота кінцевого продукту становить 99.9% [16].
Така процедура очищення призводить до збільшення виходу цільового продукту з тілець включення, що становить 9 г за виробничий цикл [16].



РОЗДІЛ 2. БІОХІМІЧНІ ОСНОВИ ВИРОБНИЦТВА
2.1. Характеристика кінцевого продукту
ІФН-γ - це глікопротеїн із загальною молекулярною масою 25 кДа. ІФН-γ являє собою поліпептид, синтезований із 166 амінокислот, який містить сигнальну послідовність із 23 амінокислот. Зрілий білок містить 143 амінокислоти [21]. Ген, що кодує ІФН-γ розташований у 12 хромосомі людини. У вродженій імунній системі він є основним цитокіном, що виробляється NK-клітинами (природними клітинами-кілерами), діючи як медіатор вродженого імунітету. При вродженому імунітеті виробляється Т-клітинами у відповідь на розпізнавання антигену, а його секреція збільшується інтерлейкінами 12 та 18. Крім того, В-клітини та антигенпрезентуючі клітини (макрофаги, дендритні клітини) також беруть участь у синтезі ІФН-γ. Незважаючи на приналежність до сімейства інтерферонів, ІФН-γ не виробляє сильного противірусного ефекту, виступаючи головним чином як активатор ефекторних клітин імунної системи [46].
На природних і рекомбінантних формах людського ІФН-γ було виявлено щонайменше шість різних карбоксильних кінців.  Оскільки ця частина молекули містить велику кількість позитивно заряджених залишків, різні укорочення сприяють неоднорідності заряду що спостерігається у повністю зрілій молекулі. Два поліпептиди самоасоціюються, утворюючи гомодимер з уявною молекулярною масою 34 кДа. Оскільки зрілий поліпептид ІФН-γ  людини позбавлений цистеїну, гомодимер утримується разом виключно нековалентними зв’язками (рис. 2.1) [47].
[image: Изображение выглядит как графическая вставка, рисунок, мультфильм, иллюстрация

Автоматически созданное описание]
Рис. 2.1. Молекулярна структура ІФН-γ [48]
Окремі субодиниці мають сплющену видовжену еліптичну форму. Однак загальна структура димеру є компактною і глобулярною. Молекула має переважно спіральну форму (62%) і не має β-листової структури. Кожна субодиниця складається з шести α-спіралей, утримуваних разом короткими неспіральними ділянками. Димер утворений унікальним переплетенням спіралей на поверхні субодиниці, що забезпечує можливість для численних взаємодій вздовж кожної субодиниці. Такий тип тісної взаємодії між субодиницями є надзвичайно незвичайним і спостерігається лише у кількох інших білках. Модель передбачає, що субодиниці взаємодіють антипаралельно, що призводить до зіставлення амінокислотних і карбоксильних кінців протилежних частин поліпептиду [47]. 



[bookmark: _Hlk137295186]2.2. Схема хімічних перетворень
Виробниче культивування культури Е. coli BL21 (DE3) відбувається на поживному середовищі, що має наступний склад: глюкоза - 10 г, Na2HPO4 ⋅ 7H2O - 12,8 г, KH2PO4 - 0,3 г, NaCl - 0,5 г, NH4Cl - 1 г, MgSO4 - 0,24 г, канаміцин - 0,045 г [16].
Бактерія живиться шляхом поглинання компонентів поживного середовища, в основі якого лежить розщеплення амінокислот до пірувату, який входить до циклу трикарбонових кислот. ІФН-γ має білкове походження, тому необхідно розглянути хімічне перетворення пірувату до амінокислот, які утворюють продукт.
Глюкоза розщеплюється за допомогою гліколізу, в результаті чого утворюється піровиноградна кислота, яка далі ферментативно перетворюється на ацетил-КоА. В результаті ряду перетворень із ацетил-КоА утворюються оксалоацетат і α-кетоглутарат, які з аміаком утворюють аспарагінову і глутамінову кислоти, з яких в подальшому утворюються інші амінокислоти (рис.2.2) [49].
[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, снимок экрана, Шрифт
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Рис. 2.2. Схема метаболізму пірувату Е. coli [50]
Експресія білка відбувається в  цитоплазмі, що дає більший вихід продукту. Стабільність білка певною мірою залежить від дисульфідних зв'язків. Утворення дисульфідних зв'язків є відокремленим в E. coli і активно каталізується в периплазмі за допомогою системи Dsb. Зменшення кількості цистеїнів у цитоплазмі досягається за допомогою тіоредоксину та глутаредоксину. Тіоредоксин підтримується у відновленому стані за допомогою тіоредоксинредуктази, а глутаредоксин - за допомогою глутатіону. Низькомолекулярна молекула глутатіону відновлюється глутатіонредуктазою. Порушення генів trxB і gor, що кодують ці дві редуктази, дозволяють утворювати дисульфідні зв'язки в цитоплазмі E. Coli  [51, 52].
Індукція експресії білка запускається додаванням індуктора ізопропіл-β-D-1-тіогалактопіранозиду (ІПТГ), який є структурним неметаболізованим аналогом алолактози. РНК-полімераза Т7, що утворюється після індукції, специфічно транскрибує кодуючу послідовність білка, який вставляється в експресійну плазміду під контролем промотору Т7 [53].
Після індукції експресії білка у обраного продуцента в цитоплазмі утворюються нерозчинні білкові гранули - тільця включення, в яких накопичується цільовий білок [54].

[bookmark: _Hlk137295258]2.3. Біологічні особливості і механізми дії цільового продукту
В організмі ІФН-γ секретується Т-клітинами (Т-хелпери і цитотоксичні Т-клітини), природними клітинами-кілерами (NK-кілери),  антигенпрезентуючими клітинами, такими як дендритні клітини, макрофаги і меншою мірою В-клітинами. Експресія ІФН-γ посилюється продукуванням цитокінів інтерлейкіну, таких як IL-12, IL-15, IL-18, а також інтерферонів типу I. Тим часом відомо, що IL-10, трансформуючий фактор росту бета і глюкокортикоїди знижують експресію [55, 56].
ІФН-γ має противірусні, імунорегуляторні та протипухлинні властивості. Він змінює транскрипцію до 30 генів, викликаючи різноманітні фізіологічні та клітинні реакції [57].
Противірусний ефект ІФН досягається шляхом пригнічення проникнення вірусних частинок у клітини, пригнічення синтезу мРНК і трансляції вірусних білків, а також блокування збірки та виходу вірусних частинок з інфікованих клітин. Вважається, що основним механізмом противірусної дії ІФН є пригнічення синтезу вірусного білка [58].
В результаті зв'язування молекул ІФН зі специфічними рецепторами ІФН на поверхні клітин активується набір генів, розташованих в 21-й хромосомі людини. Цей процес супроводжується утворенням більше 20 нових внутрішньоклітинних білків, які сприяють виникненню резистентності до вірусу і відсутні в клітинах, які не піддаються впливу ІФН [58].
[bookmark: _Hlk137238168]Гранульома - це спосіб організму справлятися з речовиною, яку він не може видалити або стерилізувати. Інфекційні причини гранульом (інфекції, як правило, є найпоширенішою причиною виникнення гранульом) включають туберкульоз, проказу, гістоплазмоз, криптококоз, кокцидіоїдомікоз, бластомікоз і токсоплазмоз. Прикладами неінфекційних гранулематозних захворювань є саркоїдоз, хвороба Крона, бериліоз, гігантоклітинний артеріїт, гранулематоз з поліангіїтом, еозинофільний гранулематоз з поліангіїтом, легеневі ревматоїдні вузлики та аспірація їжі та інших твердих частинок у легені [59]. Ключовий зв’язок між ІФН-γ і гранульомами полягає в тому, що ІФН-γ активує макрофаги, завдяки чому вони стають більш потужними у знищенні внутрішньоклітинних організмів. Активація макрофагів ІФН-γ з допоміжних клітин при мікобактеріальних інфекціях дозволяє макрофагам подолати інгібування дозрівання фаголізосом, спричинене мікобактеріями. Першим кроком є активація хелперних клітин макрофагами, які вивільняють IL-1 та IL-12 у присутності внутрішньоклітинних патогенів, і презентація антигенів цих патогенів. Далі хелперні клітини агрегують навколо макрофагів і вивільняють ІФН-γ, який активує макрофаги. Подальша активація макрофагів викликає цикл подальшого знищення внутрішньоклітинних бактерій і подальшу презентацію антигенів хелперним клітинам з подальшим вивільненням ІФН-γ. Нарешті, макрофаги оточують допоміжні клітини і стають фібробластоподібними клітинами, що відгороджують інфекцію [60-62].
ІФН-γ  посилює антипроліферативний стан ракових клітин, водночас посилюючи експресію MHC I та MHC II, що підвищує імунологічне розпізнавання та видалення патогенних клітин. ІФН-γ також зменшує метастази в пухлинах шляхом підвищення регуляції фібронектину, який негативно впливає на архітектуру пухлини [63, 3].
[bookmark: _Hlk137273247]Результати досліджень впливу ІФН-γ на ракові клітини in vitro вказують на антипроліферативну активність ІФН-γ, що призводить до пригнічення росту або загибелі клітин, як правило, викликаного апоптозом  [64]. ІФН-γ запобігає поділу пухлинних клітин шляхом прямої дії на них, що призводить до збільшення експресії білків, які перешкоджають продовженню клітинного циклу пухлинними клітинами (тобто зупинка клітинного циклу). Також ІФН-γ може запобігати росту пухлини шляхом опосередкованої дії на ендотеліальні клітини, які вистилають кровоносні судини поблизу місця пухлини, перекриваючи приплив крові до пухлинних клітин і, таким чином, постачання необхідних ресурсів для виживання та проліферації пухлинних клітин [4].
Специфічні ефекти ІФН-γ включають посилення окислювального метаболізму макрофагів, антитілозалежну клітинну цитотоксичніть, активацію природних Т-кілерів і експресію Fc-рецепторів і основних агентів гістосумісності [65].
Зв’язування ІФН-γ з його рецептором активує канонічний сигнальний шлях Янус-кінази (JAK) - передавача сигналу та активатора транскрипції (STAT). Лігування ІФН-γ-R призводить до активації рецептор-асоційованих протеїн-тирозинових кіназ JAK1 і JAK2 з подальшим фосфорилюванням тирозину та активацією в першу чергу STAT1, який транслокується в ядро, зв'язується з консервативними елементами ДНК сайту активації ІФН-γ (GAS) і безпосередньо активує транскрипцію ІФН-стимульованих генів (ISGs). ISGs кодують багато продуктів, які мають прямі ефекторні імунні функції, такі як хемокіни, антигенпрезентуючі молекули, фагоцитарні рецептори та різні противірусні та антибактеріальні фактори (рис. 2.4) [66].
[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, диаграмма
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Рис. 2.4. Продукція та передача сигналів ІФН-γ [66]
Методом клінічних досліджень було встановлено, що введення ІФН-γ знижує активність віруса SARS-CoV-2, що характеризувалося покращенням респіраторного статусу. Оскільки імунопатологія представляє один ендофенотип COVID-19, який, як вважають, керує ІФНом-γ, були припущення, що ІФН-γ може спровокувати гіперзапальну реакцію, але не виявили доказів погіршення системного запалення [67].
Існують припущення, що така імунотерапія покращила противірусну відповідь шляхом посилення цитотоксичності CD8+ T-клітин і експресії основних молекул комплексу гістосумісності на різних типах клітин. Найголовніше те, що імуностимуляція за допомогою ІФН-γ запобігала необхідності штучної вентиляції легенів, яка могла б підвищити ризик пневмонії, пов’язаної з вторинною вентиляцією легень. Таким чином, було встановлено, що переваги імуностимуляції шляхом введення ІФН-γ при COVID-19, заслуговують на подальші дослідження [5].

[bookmark: _Hlk137295281]2.4. Перспективи медичного застосування ІФН-γ
Препарати ІФН-γ людини завдяки біологічним властивостям цього цитокіна надають терапевтичний ефект при деяких клітинних імунодефіцитах, низці важких інфекцій, спричинених мікроорганізмами, різноманітних злоякісних новоутвореннях, гранулематозних та склеротичних ураженнях різної локалізації, окремих алергійних і аутоімунних синдромах, а також у пацієнтів, які зазнали тяжких травм або зазнали серйозних хірургічних втручань [6].
Перевагами ІФН-γ є висока біологічна активність, плейотропні молекулярні ефекти і пов'язаний з цим широкий терапевтичний спектр, фізіологічність дії, посилення імунорезистентності та успішний профіль толерантності [6].
Період напіврозпаду рекомбінантного ІФН-γ становить від 3,5 до 7,5 год, а біодоступність досягає 89%. Крім того, існує короткострокова (1-2 міс, наприклад, під час лікування папілом), середньострокова (5-6 міс, наприклад, при мультирезистентному туберкульозі легень) та довгострокова (більше ніж пів року, наприклад, при хронічній гранулематозній хворобі) інтерферонотерапія [68, 69].
Завдяки імуномодулюючим впливам препарати ІФН-γ можуть застосовуватися для лікування імунодефіцитних захворювань людини. Kurzrock R. зі співавторами у спеціально спланованому дослідженні продемонстрували такі імуномодулюючі ефекти рекомбінантного ІФН-γ людини [6]:
· посилення експресії молекул гістосумісності на лейкоцитах;
· збільшення кількості циркулюючих В-лімфоцитів, що несуть молекули IgG, В-лімфоцитів;
· зростання сироваткової концентрації лізоциму;
· підвищення як кількості, так і цитотоксичної активності NK.
Завдяки імуномодулювальній дії ІФН-γ є базисною імунотерапією деяких первинних імунодефіцитів, переважно захворювань з ураженням клітинної ланки вродженого та/або адаптивного імунітету, включно з хронічною гранулематозною хворобою, вродженим остеопетрозом 1-го типу, дефіцитом мієлопероксидази фагоцитів, порушенням шляху ІL-12/ІL-23, виборчим дефіцитом ІФН-γ, ізольованим дефіцитом NK і NKТ-лімфоцитів, ідіопатичною СD4+-Т-клітинною лімфопенією [6].
Тяжкі інвазивні грибкові інфекції, спричинені кандидами та аспергілами, можуть бути показанням до клінічного застосування препаратів рекомбінантного ІФН-γ людини завдяки його здатності посилювати фагоцитоз і Тh1-опосередковані імунні реакції, важливі в захисті від грибкових патогенів [70].
Delsing C.E. зі співавторами повідомили про 8 випадків успішного використання препарату ІФН-γ у добовій дозі 100 мкг підшкірно двічі на тиждень упродовж 2 тижнів як ад'ювантної терапії до антимікотиків при тяжких грибкових інфекціях з ураженням нервової системи та внутрішніх органів [71].
Abbas Z. зі співавторами показали переваги додавання ІФН-γ (по 2 млн МО двічі на тиждень упродовж 48 тижнів) порівняно з амантадином до комбінованого лікування за допомогою ІФН-α2b короткої дії та рибавірину при резистентних випадках хронічного гепатиту С, спричиненого вірусом 3-го генотипу [72].
Дані клінічного дослідження за участю 8 пацієнтів із запущеним мультирезистентним до антибіотиків туберкульозом легень показали, що застосування рекомбінантного ІФН-γ людини в добовій дозі 1 млн МО щоденно підшкірно протягом 1 місяця та тричі на тиждень протягом 5 місяців призводить до усунення мікобактерій у харкотинні до 3-го місяця лікування і майже повного усунення осередків ураження паренхіми легень до 5-го місяця імунотерапії [6].
ІФН-γ модулює активність фібробластів і макрофагів, чинить амбівалентний антифібротичний ефект шляхом придушення синтезу колагену та посилення колагенолітичної активності моноцитів, завдяки чому його можна використовувати для лікування фіброзу, склерозу і цирозу внутрішніх органів, а також рубцевих уражень шкіри [73].
Завдяки здатності потенціювати специфічну клітинну цитотоксичну імунну реакцію та посилювати імуногенність пухлини, ІФН-γ продемонстрував клінічну ефективність при низці злоякісних новоутворень людини. Крім того, препарат посилює клінічні ефекти і покращує толерантність до цитостатичної хіміотерапії, а також може бути ад'ювантом під час використання протипухлинних вакцин [73].
Видається очевидним, що ІФН-γ ефективний переважно при так званих високоімуночутливих пухлинах, таких як меланома, карцинома нирки та поверхневий рак сечового міхура, або вірусіндукованих неоплазіях, наприклад, раку шийки матки, назофарингеальній карциномі або лімфомі Беркітта, за яких імуномодулюючий протипухлинний ефект препарату посилюється його антивірусним впливом. Проте, є позитивні результати імунотерапії при широкому спектрі злоякісних новоутворень людини [73].
Неодноразово робили спроби використання імунотерапії як супроводу хірургічних втручань і травм завдяки антимікробному впливу ІФН-γ і здатності цього цитокіна посилювати імунорезистентність, прискорювати загоєння ран і запобігати утворенню патологічних рубців. Таким чином, de Metz J. зі співавторами продемонстрували, що ад'ювантна імунотерапія із застосуванням рекомбінантного ІФН-γ людини в пацієнтів, які проходять великі хірургічні операції, підвищує клітинний імунітет і покращує протимікробну резистентність без індукції прозапального ефекту. Dries D.J. за участю 416 пацієнтів показав, що застосування рекомбінантного ІФН-γ людини в добовій дозі 100 мкг щоденно підшкірно впродовж 21 дня як доповнення до стандартної антибіотикотерапії знижує смертність від тяжких інфекцій, що асоціюються з травматичними ураженнями [74, 75].
Завдяки здатності модулювати імунну відповідь, наприклад, підвищувати експресію Fcγ-рецепторів 1-го типу на нейтрофілах або посилювати функціональну активність регуляторних CD4+CD25+-Т-лімфоцитів, і сприяти розсмоктуванню гранульом, ІФН-γ може бути корисним під час лікування ревматоїдного артриту (РА) і деяких інших аутоімунних та імунозапальних синдромів у людей [73].
Завдяки посиленню роботи убіквітин-протеасомної системи ІФН-γ може бути корисним у лікуванні нейродегенеративних процесів, однак вивчення у цьому напрямі потребує чимало досліджень. Відповідно до цього, Grüber L. зі співавторами повідомили про клінічне покращення при додаванні препарату рекомбінантного ІФН-γ людини до стандартної схеми терапії антипсихотиками у 2 пацієнтів із шизофренією [73, 76].
ІФН-γ добре комбінується як з антимікробними та протипухлинними хіміопрепаратами, посилюючи їхній терапевтичний вплив та покращуючи переносимість, так і з іншими імунобіологічними агентами, забезпечуючи разом із ними синергічний вплив, як це відмічено щодо ІФН-α, посилюючи їхній терапевтичний ефект, як це відбувається у випадку застосування TNF-α, або доповнюючи функціональним ефектом проліферативний потенціал препарату, як це відмічено при комбінації з ІЛ-2 і колонієстимулюючими факторами [73].
Отже, ІФН-γ - високоактивний імунорегуляторний цитокін, який має мультимодальний біологічний вплив і плейотропні терапевтичні ефекти. Незважаючи на це, ІФН-γ все ще залишається незатребуваним, але має перспективні та різнобічні терапевтичні можливості, реалізація яких могла б оптимізувати лікування багатьох пацієнтів, що мають імуносупресію, та важку імунозалежну патологію.




РОЗДІЛ 3. МЕТОДИ ОТРИМАННЯ ПРОМИСЛОВИХ ПРОДУЦЕНТІВ
[bookmark: _Hlk137295434]3.1. Генетична вивченість біологічного об’єкту
На сьогоднішній день бактерія Escherichia coli є найбільш вивченим та секвенованим організмом.  Секвенування ДНК окремих генів E. coli почалося 30 років тому з клонування та аналізу кількох амінокислотних генів у шляху біосинтезу E. coli. Ці дослідження допомогли зрозуміти загальні принципи метаболічних шляхів, але вчені не мали повного розуміння цих процесів до січня 1997 року, коли вчені завершили свої дослідження під керівництвом доктора Блаттнера [77].
Найбільш відомими штамами Escherichia coli для виробництва рекомбінантних білків є E. coli JM109, E. coli НВ101, E. coli GALG20(DE3) і E. coli BL21(DE3). 
Таблиця 3.1. Характеристика штамів E.coli [78]
	Назва
	Характеристика

	E. coli НВ101
	Є гібридною бактерією K12 і B, яка містить мутацію recA13, яка мінімізує рекомбінацію та сприяє стабільності вставки. Крім того, він містить генотип рестрикції hsdS20(rB-mB-), який запобігає розщепленню клонованої ДНК ендогенними ферментами рестрикції.

	E. coli JM109
	Бактерія штаму К, яка забезпечує мінімізовану рекомбінацію та сприяє стабільності плазміди, що призводить до високоякісного приготування плазмідної ДНК. Штам має генотип hsdR17, який запобігає розщепленню гетерологічної



ДНК ендогенною ендонуклеазою.

	E. coli GALG20(DE3)
	Мутантний штам GALG20 (DE3) був розроблений раніше зі штаму К12 дикого типу MG1655 для збільшення продуктивності плазміди та характеризується мутацією гена pgi, який кодує фермент фосфоглюкозоізомеразу.    

	E. coli BL21(DE3)
	Трансформований плазмідою pET3a та має ряд переваг у порівнянні з іншими штамами: швидкий ріст клітин у середовищі з мінімальним складом, низьке утворення ацетату при вирощуванні на високих рівнях глюкози, низький вміст протеази та здатність росту культури до високої щільності.



Нещодавно було секвеновано генетичну карту Escherichia coli B, який є попередником штаму E. coli BL21(DE3) (рис. 3.1), який розглядається в якості продуцента у цьому проєкті [79].
Було встановлено, що розмір геному E. coli BL21(DE3) - 4558953 bp, що містить 4700 генів, з яких 4,339 білкових, 116 генів РНК та 245 псевдогенів [80]. Штам BL21(DE3) був отриманий зі штаму BL21 шляхом інтеграції профага DE3 в лямбда-сайт BL21 для використання РНК-полімерази фага Т7(T7 RNAP) у виробництві рекомбінантного білка. Ген, що кодує T7 RNAP, знаходиться під контролем промотора lac UV5 (P lac UV5), який є сильним варіантом промотора lac дикого типу. У похідних BL21 відсутні протеази Lon та OmpT, що стабілізує експресію деяких рекомбінантних білків. Додавання ізопропіл-β-D-1-тіогалактопіранозиду (ІПТГ) призводить до експресії гена, що кодує Т7 RNAP. T7 RNAP спеціально розпізнає промотор T7, який керує експресією гена, що кодує рекомбінантний білок. РНК-полімераза транскрибує настільки активно та ефективно, що комбінація елементів з ДНК бактеріофага Т7 може спрямувати більшість ресурсів індукованої клітини на виробництво цільового білка, який за сприятливих умов може накопичуватися до більш ніж половини загального вмісту білка в клітині [81, 23].
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Автоматически созданное описание]
Рис. 3.1. Генетична карта E. coli BL21(DE3) [82]
Регулювання експресії рекомбінантного білка є підходом, який можна успішно застосувати для збільшення виходу продукції рекомбінантного білка в культурах з високою щільністю клітин. Для цього у якості регуляторних елементів використовуються різні промотори [21].
Експресія генів - це процес, за яким інформація, що міститься в генах ДНК, перетворюється в функціональний білок або РНК. Експресія генів може залежати від кількості генів, хоча набагато частіше лімітуючим фактором для виробництва білка є процеси, що протікають після транскрипції [21].
Однією з найважливіших причин утворення тілець включення є дуже високий рівень експресії. Для того, щоб контролювати рівень експресії білка, потрібно включити до складу плазміди промотори [21]. 
На сьогоднішній день промотори, які використовують в експресії, поділяють на нативні та ті, яким потрібна власна РНК-полімераза. До нативних промоторів відносяться lac, trp, tac, trc та ara. Промотори, яким потрібна власна РНК-полімераза, - Т7 та Т7lac [21].
У відомій системі експресії pET в E. coli експресія, спричинена додаванням індуктора, відбувається не власне рекомбінантного гена, а вірусної РНК-полімерази бактеріофага Т7, яка, в свою чергу, розпізнає промотор, що контролює рекомбінантний ген. РНК-полімераза Т7, яка присутня у профазі DE3, інтегрованому в бактеріальну хромосому штаму BL21(DE3), що широко використовується, знаходиться під контролем промотора lacUV5. Після індукції лактозою або ізопропіл-β-D-1-тіогалактопіранозидом (ІПТГ - синтетичний аналог лактози, що не метаболізується) експресована РНК-полімераза Т7 розпізнає сильний промотор Т7, який контролює експресію рекомбінантного гена на введеній плазміді. Основною перевагою цієї системи є дуже потужна транскрипція рекомбінантного гена, оскільки РНК-полімераза Т7 має дуже високу продуктивність і розпізнає лише промотор Т7, присутній у плазміді pET, а не ендогенні промотори в E. coli. Використання IPTG в якості індуктора є доцільним, так як він не розкладається бактерією, а отже немає необхідності постійно підтримувати концентрацію [83, 84].
Таким чином, можна зробити висновки, що геном Escherichia coli добре вивчений.

[bookmark: _Hlk137295592]3.2. Загальні методи створення високопродуктивних промислових штамів
3.2.1. Використання природного та штучного добору
 Добір поділяють на природний і штучний. Природний добір — це процес виживання тих організмів, які завдяки особливостям свого генотипу найкраще пристосовані до навколишнього середовища і залишають найбільше потомства. При використанні цього методу необхідно виділити природний штам мікроорганізму, щоб використовувати його надалі. Використання природного добору для створення високопродуктивних промислових штамів E. coli має великий недолік - процес займає тривалий час, оскільки спонтанні мутації виникають рідко [85].
Штучний добір — це створення нових або вдосконалення існуючих штамів мікроорганізмів шляхом систематичного збереження кількох поколінь особин з певними генетичними ознаками [85]. 
 Природний і штучний добір без використання мутагенно активних хімічних речовин і фізичних мутагенів характеризується виділенням кількох штамів з великої кількості перспективних виробничих штамів, які виявляють найбільший потенціал для синтезу цільової речовини. Якщо біосинтетичні показники кінцевого продукту відповідають вимогам, то обирається найбільш ефективний, який будуть впроваджувати у виробництво. Недоліком цієї методики є те, що корисні властивості виробничого штаму необхідно постійно підтримувати регулярним відбором і створенням оптимальних умов культивування [85].

[bookmark: _Hlk137295646]3.2.2. Використання індукованого мутагенезу
 Найважливішим етапом селекційної роботи мікроорганізмів є індукований мутагенез.  Експериментальне отримання мутацій відкриває практично безмежні перспективи для створення високопродуктивних штамів.  Мікроорганізми менш схильні до мутацій, ніж інші організми.  Але ймовірність виділення мутації певного гена у бактерій набагато вище, тому що отримати багатомільйонне потомство від мікроорганізмів досить просто і швидко [86].
Простим та зручним методом отримання мутантів різного типу є УФ-опромінення.  Однак висока частота мутацій досягається при низькій виживаності клітин.  Крім того, опромінення необхідно проводити в умовах, що унеможливлюють фотореактивацію.  З хімічних мутагенів широке застосування в селекційній роботі з мікроорганізмами отримав нітрозогуанідин.  Алкілюючи в точці реплікації, де ДНК існує в однонитковій формі, він часто викликає множинні мутації на обмеженій ділянці хромосоми.   Серед хімічних мутагенів добре вивчена дія азотної кислоти, яка викликає окисне дезамінування азотистих основ ДНК (заміна аміногрупи на гідроксильну).  Це порушує принцип комплементарності основ і замінює AT на ГЦ. Множинність мутацій, як правило, є негативним фактором, оскільки поряд з бажаними мутаціями можуть виникати мутації, що знижують життєздатність клітини.  Однак іноді корисна і стабільна ознака може бути отримана при одночасній зміні кількох генів або навіть кількох ділянок одного і того ж гена [85].  
Після виділення найпродуктивнішого варіанту, процедуру мутагенезу і відбору повторюють, тобто проводять ступінчастий відбір. Зазвичай ступінчастий відбір включає етапи мутагенезу, а також виділення спонтанних мутантів [85].
Основний недолік ступінчастого відбору – його колосальна трудомісткість.  Робота зі створення активного штаму цим методом нерідко займає багато років.  Крім того, у процесі багаторазового мутагенезу, крім мутацій, що підвищують продуктивність, у геномі продуцента накопичуються шкідливі мутації [85].

[bookmark: _Hlk137295670]3.2.3. Використання гібридизації для створення промислових продуцентів
 Важливим підходом у селекційній роботі з мікроорганізмами є отримання рекомбінантних організмів шляхом гібридизації різних штамів бактерій. Даний метод здійснюється за допомогою трансформації, трансдукції, кон’югації та злиття протопластів [85].
Кон'югацією називається процес генетичного обміну, що супроводжується перенесенням генетичної інформації від клітини-донора до клітини-реципієнта, який здійснюється при безпосередньому контакті клітин між собою. Кон'югація все частіше застосовується при конструюванні промислових штамів мікроорганізмів.  Використовуючи цей метод, можна легко отримувати генетичні рекомбінанти, проводити мобілізацію некон'югативних плазмід, створювати гібридні плазміди, поєднувати різні плазміди в одній клітині [85].
Трансдукція це перенесення генетичної інформації від клітини донора до клітини-реципієнта, який здійснюється фагом.  Цей процес використовується для картування геному та конструювання штамів.  У той же час вірулентні фаги можуть знищувати бактеріальну популяцію, тому процес трансдукції з їх допомогою не має великого значення в проведених дослідженнях [85].
Трансформація - це процес перенесення генетичної інформації, при якому ДНК, виділена з клітини-донора, поступає в клітину-реципієнт.  Реципієнтна клітина, де відбувається експресія генетичного матеріалу донора, називається трансформантом.  Трансформація може здійснюватися як хромосомною, і плазмидной ДНК.  Процес, при якому виділена ДНК фагів надходить у бактеріальні клітини та обумовлює утворення в них зрілих фагових частинок, називається трансфекцією [85].
Виділена з донорних клітин ДНК може бути піддана маніпуляціям in vitro (мутагенез, одержання рекомбінантних молекул), а потім введена в реципієнтні клітини.  Таким чином, гібридизація за допомогою трансформації по суті знаходиться на межі методів роботи in vivo u in vitro [85].
Хромосомна трансформація ефективно здійснюється високомолекулярної дволанцюжкової ДНК.  Щоб її отримати, застосовують різні методи руйнування клітин, нерідко з попереднім ферментативним лізисом клітинної стінки [85].
Найбільшу популярність набув метод індукції компетентності у E. coli за допомогою іонів кальцію.  Клітини витримують у присутності 50 мм Са2+ при 0°С з подальшим короткочасним тепловим впливом при 37 або 42°C. У цих умовах виникає загальний стан компетентності та з'являється можливість здійснення трансфекції, хромосомної та плазмідної трансформації. У ряді наступних робіт цей метод було вдосконалено. З'ясувалося, що ефективність трансформації підвищується при спільній дії іонів Ca2+ та Mg2+, Са2+ та Mn2+, Са2+ та Rb+, тривалому інкубуванні з іонами кальцію, а також при додаванні диметилсульфоксиду [85].  
Злиття протопластів дає можливість поєднувати генетичні матеріали таких мікроорганізмів, які не схрещуються в природних умовах. Для отримання протопластів у мікроорганізмів використовують кілька методів.  Один з них заснований на придушенні синтезу клітинної стінки структурними аналогами її компонентів та антибіотиками. З цією метою використовують пеніцилін і фосфоміцин або високі концентрації амінокислот гліцину, метіоніну та треоніну. Зазначені сполуки так чи інакше порушують синтез пептидоглікану – основного компонента ригідної оболонки бактерій [85].
Друга група методів передбачає ферментативний лізис клітинної стінки.  З цією метою у бактерій широко використовують фермент лізоцим, який розчиняє пептидоглікан. У грамнегативних бактерій обробку лізоцимом проводять у присутності етилендіамінтетраацетату (ЕДТА) і тільки в цьому випадку отримують задовільні результати [85].
На сьогоднішній день ці методи втратили самостійне значення [85].

3.2.4. Використання методів генної та клітинної інженерії
Сучасним методом отримання продуцентів є метод генної інженерії.  Суть генної інженерії полягає в навмисному створенні генетичної системи поза організмом і подальшому введенні її в живий організм.  У цьому випадку рекомбінантна ДНК стає частиною генетичного апарату організму хазяїна, а також забезпечує нові генетичні, фізіологічні та біохімічні властивості, корисні для людини [85].
Генна інженерія поєднує генетичні детермінанти з різних джерел, у тому числі представників видів, які мають різний геном, створюючи тим самим можливість синтезу організмів у нові, негенетичні організми з комбінаціями генетичних ознак [85].
 Escherichia coli є кращою як хазяїн для клонування генів через високу ефективність у введенні молекул ДНК у клітини.  Крім того, штами E. coli відбираються для виробництва рекомбінантних білків через їх швидкий ріст і здатність експресувати білки на високому рівні [85].
В даному проєкті для отримання продуценту використовується метод гібридизації за допомогою трансформації.

3.2.5. Схема отримання продуценту, що використовується в роботі
Плазміда, що використовується в цьому проєкті, є похідною плазміди pBC26, що містить ген ColEl і фаг f1, а також ген стійкості до ампіциліну і ген цільового продукту lаcZ. Для контролю транскрипції гена lacZ спочатку було клоновано промотор T7. Для того, щоб посилити трансляцію мРНК, між сайтами рестрикції BglII та PstI нижче промотора Т7 промотора було вставлено синтетичний одноланцюговий ДНК для зв'язування з рибосомою. Ця ділянка зв'язування рибосоми (RBS) містить оптимальний інтервал послідовності Шайна-Дальгарно для максимальної активації трансляції. Вставка RBS значно підвищує ефективність трансляції від мРНК до білка. В даному проєкті в якості було використано штам BL21 (DE3), в хромосомі якого міститься ген РНК-полімерази Т7, ген lac1 та промоторний ген lacUV5.
Трансформацію плазміди в клітину-хазяїна BL21 (DE3) проводили за допомогою методу з використанням хлориду кальцію. Трансформанти були розподілені на декількох агарових пластинах, що містили 100 мг/мл ампіциліну. На кожній пластині утворилося близько 20 колоній. Одну з них відбирали і культивували на середовищі LB з додаванням 100 мг/мл ампіциліну. Коли клітини виросли до достатньої концентрації (OD близько 0,6) в мідекспоненціальній фазі, культуру проаналізували на Р-галактозидазу, щоб перевірити, чи має ця колонія резистентність до ампіциліну. Після виявлення активності Р-галактозидази культуру змішували зі стерильним 50% гліцерином у співвідношенні 1:1, розподіляли по 1 мл у кріогенні флакони і зберігали в морозильній камері при -70°C для подальшого використання [87].

[bookmark: _Hlk137295763]3.3. Особливості методу, який використовується в роботі для отримання продуценту
Трансформація тепловим шоком хлоридом кальцію - це потужний метод в молекулярній біології, який використовується для введення чужорідної ДНК в клітину-господаря. Принцип методу полягає в тому, щоб зробити клітини компетентними за допомогою CaCl2 для введення плазміди.  Тепловий шок полегшує транспортування плазміди до відповідної клітини. Трансформовані клітини використовують, наприклад, для експресії білків [88].
Через свій розмір ДНК не може самостійно пройти через клітинну мембрану, щоб досягти цитоплазми. Клітинна мембрана клітин, оброблених CaCl2, сильно деполяризована під час стадії теплового шоку, і в результаті падіння мембранного потенціалу зменшує негативний характер внутрішнього потенціалу клітини, дозволяючи негативно зарядженій ДНК проникнути всередину клітини. Після цього мембранний потенціал можна повернути до початкового значення шляхом наступного холодового шоку  [89].









[bookmark: _Hlk137295792]РОЗДІЛ 4. ТЕХНОЛОГІЧНА ЧАСТИНА ВИРОБНИЦТВА
4.1. Характеристика кінцевого продукту виробництва
Назва продукту: рекомбінантний ІФН-γ у флаконах.
Категорія та номер діючого нормативно-технічного документу на продукцію: Монографія «Інтерферон гамма-1b концентрований розчин» у Європейській Фармакопеї, 9-е видання; ISO 13485:2003.
Призначення продукту: готовий продукт застосовується при для лікування різноманітних вірусних та грибкових інфекцій, імунодифіцитів, гранульоматозної хвороби, остеопетрозу, аутоімунних та деяких онкологічних захворювань [6].
Зовнішній вигляд та фізико-хімічні характеристики продукту: стерильний, прозорий, безбарвний розчин, заповнений в однодозовому флаконі для підшкірних ін'єкцій.
Склад:
· діюча речовина: ІФН-γ; на кожні 0,5 мл препарату містить 2 мільйони міжнародних одиниць ІФН-γ.
· допоміжні речовини: гексагідрат натрію сукцинату (0,37 мг), маніт (20 мг), полісорбат 20 (0,05 мг), бурштинова кислота (0,14 мг) та стерильна вода для ін'єкцій [65].
Термін придатності: 2,5 року.
 Умови зберігання: Зберігати флакони в холодильнику при температурі від 2 до 8 °C. Не заморожувати. Уникати надмірного або енергійного збовтування. Не струшувати. Невикористаний флакон можна зберігати при кімнатній температурі до 12 годин. Утилізувати флакони, якщо вони не були використані протягом 12 годин. Не повертати до холодильника. Зберігати в недоступному для дітей місці [65].




Упаковка: субстанція зберігається у скляних флаконах для підшкірних ін'єкцій по 0,5 мл (2 млн МО/0,5 мл) [65].
Маркування: на упаковці вказується назва препарату, склад, кількість діючої речовини в МО, кількість флаконів в упаковці, реєстраційний номер, дата виготовлення, термін придатності, серія, умови зберігання, виробник та адреса виробництва. На кожному флаконі зазначається назва препарату, діюча речовина та її кількість в МО, дата виготовлення, термін придатності, серія, виробник. 
Категорія відпуску: за рецептом [65].

4.2. Характеристика сировини, матеріалів та напівпродуктів, що використовуються у виробництві
Характеристика основної сировини, матеріалів та напівпродуктів, що
використовуються у виробництві, наведена в таблиці 4.1.
Таблиця 4.1. Характеристика сировини, матеріалів та напівпродуктів
	Найменування
	Категорія і номер НТД, згідно якої перевіряються показники якості
	Показники, що обов’язкові для перевірки та їх нормативне значення 
	Примітки

	1
	2
	3
	4

	1. Основна сировина:

	1.1. Глюкоза моногідрат
	Монографія ДФУ 1.2, 2008, Ч.4, С. 417
	Усі показники згідно з ДФУ
	Компонент поживного середовища

	1.2. Гідрофосфат натрію
	di-Sodium hydrogen phosphate EMPROVE® ESSENTIAL, Ph Eur,USP
	pH = 8.9 - 9.2;
Вміст (розрахований на висушену речовину відповідно до Ph Eur): 98,0 - 101,0%;
Частки, нерозчинні у воді (в розрахунку на висушену речовину): ≤ 0,20%;
Дигідрофосфат натрію (NaH₂PO₄): ≤ 2,5%;
Значення pH (1%, вода): 9,0 - 9,4;
хлорид (Cl): ≤ 0,010%;
Фторид (F): ≤ 0,001%;
Сульфат (SO₄): ≤ 0,030%;
Важкі метали (як Pb): ≤ 0,0010%;
Миш'як: ≤ 0,0001%;
Cd (кадмій): ≤ 0,0001%;
Fe (залізо): ≤ 0,002%;
Hg (ртуть): ≤ 0,0001%;
Ni (нікель): ≤ 0,0002%
Pb (свинець): ≤ 0,0001%;
Втрати при висиханні (130 °C): ≤ 1,0%
	Компонент поживного середовища

	1.3. Дигідрофосфат калію
	Монографія ДФУ 2.0, 2016. Т.2. С. 329
	Усі показники згідно з ДФУ
	Компонент поживного середовища

	1.4. Хлорид натрію 
	Монографія ДФУ 2.0, 2016. Т.2. С. 490
	Усі показники згідно з ДФУ
	Компонент поживного середовища

	1.5. Амоній хлорид
	ДСТУ ISO 3332:2008
	Масова частка азоту не менше 45%
	Компонент поживного середовища

	1.6. . Сульфат магнію
	Монографія ДФУ 2.0, 2016. Т.2. С. 422
	Усі показники згідно з ДФУ
	Компонент поживного середовища

	1.7. Канаміцину
сульфат

	Монографія ДФУ 1.0
	Усі показники згідно з ДФУ

	Компонент поживного середовища

	1.8. Ферум(II) сульфат гептагідрат 
	EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur
	Рівень чистоти 99.5-102.0%; pH = 3-4; хлорид (Cl-): ≤0,0005%; фосфати (PO43-): ≤0,001%; As: ≤0.0002%; Ca: ≤0.005%; Co: ≤0.0025%
Cr: ≤0.0050%; Cu: ≤0.001%; Fe3+: ≤0.02%; K: ≤0.002%; Mg: ≤0.002%
Mn: ≤0.05%; N: ≤0.001%; Na: ≤0.02%
Ni: ≤0.0050%; Pb: ≤0.0005% Zn: ≤0.0050%;
важкі метали (as Pb): ≤0.005%;
домішки: ≤0,01% нерозчинної речовини.
	Компонент розчину мікроелементів

	1.9. Манган(ІІ) хлорид тетрагідрат
	Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat EMSURE® ACS
	pH =  3,5 - 6,0; Сульфат (SO₄): ≤ 0,002%;
Важкі метали (як Pb): ≤ 0,0005%;
Ca (кальцій): ≤ 0,001%; мідь: ≤ 0,0005%;
Fe (залізо): ≤ 0,0005%; К (калій): ≤ 0,001%;
Mg (магній): ≤ 0,005%; Na (натрій): ≤ 0,005%;
Pb (свинець): ≤ 0,0005%; Zn (цинк): ≤ 0,001%
Частини, не осаджені сульфідом амонію (як SO₄): ≤ 0,2%;
Відновлюючі фракції перманганату калію (як O): ≤ 0,0005%.
	Компонент розчину мікроелементів

	1.10. Гептагідрат сульфату кобальту(II)
	Cobalt(II)-sulfat Heptahydrat EMSURE®

	рН = 4; чистота: ≥ 99%; хлорид (Cl): ≤ 0,001%; загальний азот (N): ≤ 0,002%;
Ca (кальцій): ≤ 0,005%; мідь: ≤ 0,001%;
Fe (залізо): ≤ 0,0005%; Na (натрій): ≤ 0,01%;
Ni (нікель): ≤ 0,005%; Pb (свинець): ≤ 0,001%; Zn (цинк): ≤ 0,005%
	Компонент розчину мікроелементів

	1.11. Кальцій хлорид дигідрат
	Calciumchlorid-Dihydrat EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

	pH = 4,5 - 8,5; Сульфат (SO₄): ≤ 0,005%;
Al (алюміній): ≤ 0,0001%; Ba (барій): ≤ 0,003%; мідь: ≤ 0,0005%; Fe (залізо): ≤ 0,0003%; К (калій): ≤ 0,01%; Mg (магній): ≤ 0,005%; Na (натрій): ≤ 0,01%; NH₄ (амоній): ≤ 0,005%; Sr (стронцій): ≤ 0,05%;
Окислювальні фракції (як NO₃): ≤ 0,003%.
	Компонент розчину мікроелементів

	1.12. Купрум хлорид дигідрат
	Kupfer(II)-chlorid-Dihydrat  EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

	pH - 3,0 - 3,8; чистота: ≥ 99,0%; Сульфат (SO₄):  ≤ 0,005%; Нітрати (NO₃): ≤ 0,015%;
Загальний азот (N): ≤ 0,003%; миш'як: ≤ 0,0001%; Ca (кальцій): ≤ 0,005%; Fe (залізо): ≤ 0,003%; К (калій): ≤ 0,01%; Na (натрій): ≤ 0,02%; Ni (нікель): ≤ 0,001%; Pb (свинець): ≤ 0,004%.
	Компонент розчину мікроелементів

	1.13. Цинк сульфат гептагідрат
	Zinksulfat-Heptahydrat  EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur

	pH = 4,4 - 5,6; хлорид (Cl): ≤ 0,0005%;
Загальний азот (N): ≤ 0,0005%; Нітрати (NO₃): ≤ 0,002%; миш'як: ≤ 0,00005%; Ca (кальцій): ≤ 0,001%; Cd (кадмій): ≤ 0,0005%; мідь: ≤ 0,0005%; Fe (залізо): ≤ 0,0005%; К (калій): ≤ 0,001%; Mn (марганець): ≤ 0,0003%; Na (натрій): ≤ 0,001%; NH₄ (амоній): ≤ 0,001%; Pb (свинець): ≤ 0,001%.
	Компонент розчину мікроелементів

	1.14. Екстракт дріжджовий сухий

	ТУ 9385-007- 39484474-03

	Усі показники згідно з ТУ

	Компонент поживного середовища

	1.15. Пептон
	ДСТУ 13805-76
	Зовнішній вигляд; колір; запах; рН 6,5-7,0; масова частка,%, не більше: нерозчинних домішок - 1,0; вологи - 7,0; сульфовані золи - 5,0; істинного пептону,%, не менше 70,0

	Компонент поживного середовища

	0. Допоміжна сировина:

	2.1. Перекис водню
	ДСТУ 177-88
	Масова частка перекису 30%- 40%
	Для дезінфекції обладнання та приміщень

	2.2.  Засіб миючий синтетичний
	ДСТУ 25644-96
	Вміст активного хлору 4,86%
	Для мийки приміщень та обладнання

	2.3.  Вода питна 
	ДСТУ 7525:2014
	Смак, запах, вміст мікробних частин, рН, жорсткість
	Для ополіскування

	2.4. Вода технічна
	ДСТУ 17.1.1.04-80
	Відсутність механічних часток
	Для подачі в сорочку ферментера

	2.5. Повітря очищене
	ДСТУ Р ISO 8573–1–2016
	Кількість КУО, не більше ніж 10-6 кл/м3
	Для аерації

	2.6. ІПТГ
	IPTG, Sigma-Aldrich
	Biological source: synthetic; assay: ≥99%
form: powder; impurities: ≤0.1% Dioxane
	Індуктор

	2.7. ЕДТА
	ДСТУ 10652-73
	Масова частка солі, нерозчинних у воді речовин (не більше 0,02%), заліза та міді (не більше 0,005%), рН розчину (4–5)
	Компонент буферного розчину

	2.8. Фенілметансульфонілфторид
	ДК 021:2015: 24327000-2
	Чистота: >98,5%
	Компонент буферного розчину

	2.9. Сечовина
	ДСТУ 7312:2013
	Масова частка азоту в перерахунку на суху речовину (не менше 46,2%), масова частка біурету (не більше 1,4%),розсипчастість (100%), статична міцність гранул (0,3 кгс/гранулу)

	Компонент буферного розчину

	2.10. Ацетат амонію
	Ammonium acetate, Sigma-Aldrich
	Grade: reagent grade;
assay ≥98%;
form: solid
	Компонент буферного розчину

	2.11. Трис-хлоридна кислота
	Tris-HCl, Invitrogen™, Catalog number: 15567027
	pH - 7.5
	Компонент буферного розчину

	2.12. SP-сефароза (сульфопропіл сефароза)
	SP Sepharose® Fast Flow, GE Healthcare
	Form: aqueous ethanol suspension; matrix active group: -CH2-SO3-; particle size: 45-165 μm (wet); pore size: ~4,000,000 Da exclusion limit; capacity: 180-250 μeq/mL, gel
	Реагент хроматографічної колонки

	2.13. Q-Sepharose 
	Q Sepharose® Fast Flow, GE Healthcare
	Chemical stability: Stable to commonly used aqueous buffers:1.0 M NaOH, 8 M urea, 8 M guanidine hydrochloride, 70% ethanol; Matrix: cross-linked, 6% agarose particles; Particle size: ~90 µm; Pressure/Flow Specification: 400-700 cm/h, 100 kPa, XK 50/30 column, bed height 15 cm
	Реагент хроматографічної колонки

	2.14. Вода для ін'єкцій
	СТ-Н МОЗУ 42-3.7: 2013
	Загальний органічний вуглець (≤ 0,5 мг/л), питома електропровідність (≤ 25 мкСм/см), нітрати (≤ 0,00002%), алюміній (≤ 0,000001%), важкі метали (≤ 0,00001%), бактеріальні ендотоксини (< 0,25 МО/мл), хлориди (≤ 0,00005%), амонію солі (≤ 0,00002%), кальцій і магній (слабко-синє забарвлення), сухий залишок (≤ 4 мг), механічні включення і стерильність - витримує випробування
	Компонент готового препарату

	2.15. Гексагідрат натрію сукцинат
	CAS 6106-21-4
	рН = 8,0 - 9,5; 
Чистота: ≥ 99,0%
	Компонент готового препарату

	2.16. Маніт
	EUROPEAN PHARMACOPOEIA 6.0
	Зовнішній вигляд: прозорий і безбарвний розчин.
Вміст цукру: : max 0,2%
Свинець: max 0.5 проміле
Нікель: max 1 проміле
Вода: max 0,5% (1г)
	Компонент готового препарату

	2.17. Полісорбат 20
	Імпортний, «Croda»
	Зовнішній вигляд: в'язка прозора рідина. рН (розчин 5%): 5,87, кислотне число, Mg КОН / g: 0,46. Число омилення, Mg КОН / g: 46,8. Йодне число, g L2/100g: <5.0.
	Компонент готового препарату

	2.18. Бурштинова кислота
	ACS
	Нерозчинна речовина у H2O: 0,005 %; Хлорид (Cl): 0,001 %; Сполуки азоту (як N): 0,001 %; Фосфат (PO4): 0,001 %; Сульфат (SO4): 0,003 %; Важкі метали (як Pb): 0,0005 %; As: 0,0001 %; Ca: 0,005 %; Cd: 0,0005 %; Co: 0,0005 %; Cu: 0,0005 %; Fe: 0,0005 %; Mg: 0,005 %; Mn: 0,0005 %; Ni: 0,0005 %; Pb: 0,0005 %;  Zn: 0,0005 %
	Компонент готового препарату

	0. Матеріали

	3.1. Скляні флакони
	ДСТУ 2890-9
	Усі показники згідно вимогам ДСТУ
	Пакування готової продукції

	3.2. Пробки пластикові 
	ДСТУ 32626- 2014
	Усі показники згідно вимогам ГОСТ
	Пакування готової продукції

	3.3. Коробки картонні
	ДСТУ 64-071- 89
	Зовнішній вигляд, основні розміри
	Пакування готової продукції

	3.4. Папір 
	ZOOM, Фінляндія
	А4, 80 г/м2, клас C
	Для інструкцій

	3.5. Етикетки 
	ТУ 9571-002- 14350732-2006
	Зовнішній вигляд
	Для маркування

	3.6. Колби
	ДСТУ 1770-74
	Згідно вимог
	Для розмноження музейної культури

	3.7. Чашки Петрі
	ДСТУ 23932-90
	Згідно вимог
	Лабораторний посуд



[bookmark: _Hlk137295845]4.3. Опис технологічного процесу
ДР 1. Санітарна підготовка виробництва
ДР 1.1. Підготовка персоналу
Працівники фармацевтичних підприємств повинні проходити медичні огляди відповідно до чинних нормативних документів.
Відповідно до ст. 169 Кодексу законів про працю України та ст. 17 Закону України «Про охорону праці» передбачено, що роботодавець зобов’язаний за власний рахунок організовувати первинний і періодичний медичний огляд тощо працівників, які виконують важкі роботи, роботи в шкідливих або небезпечних умовах, а також щорічно проводиться обов'язковий медичний огляд для осіб віком до 21 року.
    Перед початком роботи кожен працівник проходить навчання та інструктаж з техніки безпеки, особливо пожежної безпеки та охорони праці. Крім того, перепідготовка працівників відбувається на постійній основі безпосередньо в процесі роботи підприємства.
 Працівники чистих приміщень повинні знати правила поведінки в приміщеннях з відповідним класом чистоти.  Інструктаж повинен проводитися не рідше одного разу на рік, про кожен інструктаж повинен бути запис у відповідному журналі.  Перевірка знань є обов'язковою.  Непідготовлені працівники не допускаються до виробничих приміщень.
ДР 1.2. Приготування мийних та дезінфікуючих розчинів
ДР 1.2.1. Приготування пероксиду водню
Для приготування 6% розчину H2O2 беруть 30% розчин пероксиду водню, який є прозорою рідиною. На 1 л розчину відміряють 200 мл розчину і додають його в ємність на 10 л. Далі заповнюють його на третину потрібною кількістю питної води, ретельно перемішавши отриманий розчин. Після цього доливають питну воду до заповнення ємності, накривають ємність кришкою і знову перемішують вміст. Термін придатності готового розчину – доба.
ДР 1.2.2. Приготування розчину мийного засобу
Зважують 50 г синтетичного мийного порошку в мірній склянці та розчиняють у 10 л води при 45±5 oC. Зберігають в герметичній ємності протягом двох тижнів. Отриманий мийний розчин змішують з 6% розчином пероксиду водню в ємності, приготовленим в ДР 1.2.1, і використовують для промивання виробничих приміщень і комплектуючого обладнання.
ДР 1.3 Підготовка виробничих приміщень 
Дана стадія включає в себе щоденне та генеральне прибирання.  На початку і в кінці виробничого процесу приміщення миють мийними і дезінфікуючими розчинами (6% розчин пероксиду водню).  Обробка поверхонь проводиться досить акуратно, приділяючи особливу увагу підлозі і стінам, які стикаються з обладнанням.
 Перед початком робіт з відновлення музейної культури необхідно провести прибирання лабораторних приміщень із застосуванням мийних та дезінфікуючих засобів (пероксид водню).  Перед пересадкою музейної культури приміщення лабораторії додатково опромінюють УФ-випромінюванням.
 Генеральне прибирання проводиться раз на тиждень.  Стіни, двері, робочі поверхні приміщень обробляються миючими та дезінфікуючими розчинами. Після прибирання для уникнення контамінації вмикають бактерицидні лампи. Відпрацьовані розчини відправляються на знешкодження.
ДР 1.4 Підготовка обладнання та комунікацій
 Цей пункт включає мийку і ополіскування обладнання та комунікацій з наступною їх стерилізацією.  Комплекс робіт спрямований на забезпечення чистоти та стерильності виробничого обладнання з метою забезпечення відповідної якості продукції.  На цьому етапі проводиться контроль мікробіологічного забруднення.
ДР 1.4.1 Мийка обладнання та комунікацій
Очищення обладнання, що безпосередньо контактує з поживним середовищем, здійснюється шляхом очищення поверхонь щіткою, змоченою в мийному розчині, приготовленому в ДР 1.2.2. Цей процес має відбуватися після кожного виробничого циклу.
ДР 1.4.2. Дезінфекція обладнання і комунікацій
Дезінфікують обладнання дезінфікуючим засобом відповідно до типу обладнання. В основному дезінфекція обладнання проводиться шляхом очищення внутрішніх і зовнішніх поверхонь розчином, приготовленим в ДР 1.2.1. Цей процес відбувається після кожного виробничого циклу.
ДР 1.4.3. Технічний огляд та перевірка на герметичність.
Технічний огляд проводиться обслуговуючим персоналом, під час якого проводиться візуальна оцінка цілісності і герметичності запірної арматури, затяжки різьбових з'єднань, при пошкодженні необхідно замінити деталь або зняти пристрій з виробничого процесу. Ферментер герметично закривають і перевіряють на герметичність насиченою парою; пристрій піддають надлишковому тиску 0,15-0,2 МПа протягом 30 хвилин, якщо утворюються бульбашки - апарат не герметичний.
ДР 1.4.4. Стерилізація обладнання і комунікацій
Стерилізацію реактора і з'ємних частин обладнання проводять насиченою парою під тиском 0,3 МПа і при температурі 140 °С протягом 1 год. Ефективність стерилізації обов’язково перевіряється за допомогою мікробіологічного контролю.
ДР 2. Підготовка повітря
В біотехнології зазвичай функції технологічного повітря використовуються при біосинтезі. Технологічне аераційне повітря є джерелом кисню і енергії при перемішуванні культуральної рідини.
ДР 2.1. Забір повітря з атмосфери
Забір повітря з атмосфери виконується за допомогою спеціального повітрозбірника трубчатої конструкції з висотою 8-10 м в місцях з мінімальною загазованістю та запиленістю. Повітря проходить крізь решітку встановлену у повітропроводі для видалення крупних механічних часток – листя, гілки та ін.
ДР 2.2. Попереднє очищення від механічних часток
Використовуються фільтри попередньої очистки, що забезпечують видалення механічних часток розміром 5 мкм і більше. Ефективність очистки становить 50-60%. Здійснюється технологічний контроль. 
ДР 2.3. Стиснення повітря
Стиснення необхідне для подачі повітря необхідного об’єму з відповідним тиском на наступні стадії технологічного процесу. Стиснення здійснюється в компресорі до тиску 0,2 МПа. При цьому повітря нагрівається до 120°С.
ДР 2.4. Стабілізація параметрів повітря
Охолодження повітря здійснюється в теплообміннику, який встановлюють при виході з компресора. Повітря охолоджується до 37-40 °С. Для охолодження повітря в теплообміннику використовують воду. Щоб не утворювався конденсат (що може призвести до проходження мікроорганізмів) видаляють вологу у ресивері до 40-60%. 
ДР 2.5. Очистка повітря на головному фільтрі
Головний фільтр забезпечує видалення механічних часток розміром 1,5 мкм і більше. Ефективність очистки становить 98-99%. Здійснюється технологічний контроль. 
ДР 2.6. Очистка повітря на індивідуальному фільтрі Індивідуальний фільтр забезпечує видалення механічних часток розміром 0,3 мкм і більше. Ефективність очистки становить 99,9999%. Повітря з індивідуального фільтра надходить безпосередньо у ферментер. Здійснюється технологічний контроль. підготовка аераційного повітря.
ДР 3. Підготовка води для ін’єкцій
Воду для ін’єкцій отримують з питної води шляхом дистиляції згідно з перевіреними методами та процедурами, з регулярним контролем його питомої електропровідності та мікробіологічної чистоти під час виробничого процесу згідно з ДФУ. Одержання води для ін’єкцій здійснюється в асептичних приміщеннях в термокомпресійних аквадистиляторах. Першу порцію води, одержану на початку роботи, відкидають, потім дистилят збирають. Під час виробництва і подальшого зберігання проводиться контроль і моніторинг загальної кількості життєздатних аеробних мікроорганізмів (10 життєздатних аеробних мікроорганізмів у 100 мл). 
Надійність гарантується спеціальною системою з інертних матеріалів, в якій вода знаходиться при високій температурі і в постійному русі. Система складається з двох резервуарів з паровим нагріванням і фільтрами для дезінфекції повітря та насоса, який перекачує воду з одного резервуара в інший з постійною швидкістю 1–3 м/с. Температура циркулюючої води підтримується теплообмінниками в межах 80–95 °С. З’єднувальні труби мають нахил 2-3° для забезпечення повного змиву води при промиванні системи. Резервуари для зберігання, трубопроводи та арматура виготовлені зі спеціальних марок хімічно стійких матеріалів, таких як нержавіюча сталь, титан або скло. Максимальний термін зберігання в стерильних умовах - 24 години.
ДР 4. Приготування робочих розчинів
ДР 4.1. Приготування буферного розчину А1
Буферний розчин готується з 50 мМ натрій-фосфатного буферу, 2,0 мМ EДTA (динатрієва сіль), 0,001% фенілметансульфонілфториду (ФМСФ). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,5 [16].
ДР 4.2. Приготування буферного розчину А2
Буферний розчин готується з 3 М сечовини, 50 мМ натрій-фосфатного буферу, 2,0 мМ EДTA (динатрієва сіль), 0,001% фенілметансульфонілфториду (ФМСФ). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,5 [16].
ДР 4.3. Приготування буферного розчину Б
Буферний розчин готується з 8 М сечовини, 40 мМ натрій-фосфатного буферу, 2,0 мМ EДTA (динатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 9,0 [16].
ДР 4.4. Приготування буферного розчину С
Буферний розчин готується з 6 М сечовини, 40 мМ натрій-фосфатного буферу, 2,0 мМ EДTA (динатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,5 [16].
ДР 4.5. Приготування буферного розчину Д1
Буферний розчин готується з 6 М сечовини, 50 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,2 [16].
ДР 4.6. Приготування буферного розчину Д2
Буферний розчин готується з 6 М сечовини, 0,2 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,2 [16].
ДР 4.7. Приготування буферного розчину Д3
Буферний розчин готується з  6 М сечовини, 0,5 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв. pH 7,2 [16].
ДР 4.8. Приготування буферного розчину Е1
Буферний розчин готується з 20 мМ трис-HCl та 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв.  pH 7,7 [16].
ДР 4.9. Приготування буферного розчину Е2
Буферний розчин готується з 20 мМ Трис-HCl, 0,2 М NaCl, 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв.  pH 7,7 [16].
ДР 4.10. Приготування буферного розчину Е3
Буферний розчин готується з  20 мМ Трис-HCl, 0,8 М NaCl, 2,0 мМ EДTA (двонатрієва сіль). Отриманий розчин для гомогенізації перемішується в реакторі за допомогою мішалки з 100 об/хв.  pH 7,7 [16].
ДР 5. Підготовка поживного середовища
ДР 5.1. Приготування та стерилізація термостабільних компонентів поживного середовища
У реактор, обладнаний перемішуючим пристроєм, наливають питну воду відповідно до визначеного об’єму. До реактора у необхідній кількості через дозатор вносять: Na2HPO4 ⋅ 7H2O - 12,8 г/л, KH2PO4 - 0,3 г/л, NaCl - 0,5 г/л, NH4Cl - 1 г/л, MgSO4 - 0,24 г/л, канаміцин - 0,045 г/л. Відбувається гомогенізація за рахунок перемішування 30 хв при 200 об/хв. Стерилізація відбувається за допомогою установки безперервної стерилізації при температурі 125 оС. Здійснюється технологічний та хімічний контроль [16]. 
ДР 5.2. Приготування та стерилізація термолабільних компонентів поживного середовища
Розраховану кількість глюкози подають у реактор-змішувач. Її розчиняють в питній воді. Отриманий розчин стерилізують з використанням установки для безперервної стерилізації при температурі 125 оС і тиску 0,2 МПа. Здійснюється технологічний та хімічний контроль. Відпрацьовані тепло- та холодоагент відправляються на знешкодження.
ДР 5.3. Змішування компонентів поживного середовища
Усі компоненти поживного середовища змішують в реакторі, додаючи 10 г глюкози через штуцер, потім перемішують при 200 об/хв протягом 15 хв, потім витримують і охолоджують його до температури 37 oC, подаючи холодну водопровідну воду в сорочку реактора через штуцер для входу теплоносія.
ДР 5.4. Приготування розчину для підживлення
Простерилізовані розчини глюкози (750 г) та MgSO4 ・7H2O (20 г) змішують в реакторі з перемішуючим пристроєм з розчином мікроелементів (5 мл), який має такий склад: 2,8 г FeSO4 ·7H2O, 2 г MnCl2 ·4H2O, 2,8 г CoSO4 ·7H2O, 1,5 г CaCl2 ·2H2O, 0,2 г CuCl2 ·2H2O і 0,3 г ZnSO4 ·7H2O. Отриманий розчин стерилізують з використанням установки для безперервної стерилізації при 0,3 МПа, температурі 125 оС протягом 30 хв. Здійснюється технологічний та хімічний контроль. Відпрацьовані тепло- та холодоагент відправляються на знешкодження [16].
ДР 5.5. Приготування поживного середовища для отримання посівного матеріалу
В реакторі з перемішуючим пристроєм за допомогою дозатора вносять: дріжджовий екстракт - 5 г, пептон - 10 г, NaCl - 10 г та H2O - 950 мл. Стерилізація поживного середовища відбувається в установках безперервної стерилізації за t = 125°C, р = 0,3 МПа протягом 15 хвилин.
ТП 6. Вирощування посівного матеріалу
ТП 6.1.  Відновлення музейної культури
Для відновлення музейної культури використовується попередньо приготоване поживне середовище. Стерильно засіяні чашки Петрі витримують у термостаті сім діб за температури 28 - 30 °С.
ТП 6.2. Вирощування посівного матеріалу у колбах на качалці
Засівають культуру в колбу зі стерильним середовищем, додаючи 50 мкг/мл канаміцину, та інкубують протягом 15 годин. Поміщають колби в термостат, встановлюючи їх на качалки із частотою обертання 220-290 об/хв та інкубують при 37 oC протягом 18 год.
ТП 6.3. Вирощування посівного матеріалу в інокуляторі
Посівний матеріал з колб по закінченню інкубування в термостаті перекачується у підготовлений інокулятор із стерилізованим поживним середовищем. Процес в інокуляторі проводиться за температури 37 oС, тривалість - 3 год. Інокулятор оснащений перемішуючим пристроєм – відкритою турбінною мішалкою із частотою обертання 200 об/хв та барботером, який має забезпечити аерацію культури технологічним повітрям. Здійснюється технологічний, хімічний, мікробіологічний контроль.
ТП 7. Виробниче культивування
Виробниче культивування відбувається у ферментері з коефіцієнтом заповнення ферментеру складає 0,6. Завантажують поживне середовище та додають посівний матеріал. Процес відбувається за таких параметрів культивування: температура 37 oС, рН = 6,8. Розчинений кисень аналізують за допомогою полярографічного електрода і контролюють на рівні 20–30%. Ферментер оснащений механічним перемішуючим пристроєм – відкритою турбінною мішалкою із частотою обертання 200 об/хв. Під час ферментації кожні 30 хвилин відбирають проби для вимірювання оптичної густині культуральної рідини на спектрофотометрі при довжині хвилі 600 нм. В середині логарифмічної фази при оптичній густині 7-9 одиниць вносять індуктор – 1-ізопропіл-β-D-тіогалактопіранозид до 1 мМ для експресії білка. Після виснаження початкової глюкози в порційному середовищі, на що вказує збільшення концентрації розчиненого кисню, вносять розчин для підживлення, який складається з 750 г глюкози л, 20 г MgSO 4 ·7H 2 O л  і 5 мл розчину мікроелементів.  Культивування продовжують до утворення внутрішньоклітинних тілець включень гібридного білку  у 90-95% клітин (15 год) [16].
ТП 8. Збір біомаси центрифугуванням
Ферментаційний бульйон центрифугують при 5000  об/хв протягом 5 хвилин при 4 °C і супернатант відкидають. Біомасу ресуспендують в дистильованій воді та центрифугують при 5000  об/хв протягом 5 хвилин при 4 °C для видалення залишкових солей [16].
ТП 9. Руйнування клітин
Промитий осад ресуспендують в буфері A1 (1:20) при 4 °C і клітини руйнують, пропускаючи їх двічі через гомогенізатор при високому тиску 100 МПа. Суспензію зруйнованих клітин негайно охолоджують до 4 °C і центрифугують при 10000  об/хв протягом 20 хвилин при 4 °C. Осад промивають окремо буферами А1 і А2 і центрифугують при 10000  об/хв протягом 20 хв при 4 °C відповідно. Цей промитий осад, що містить тільця включення, використовують для очищення [16].
ТП. 10. Розчинення тілець включення
Тільця включення солюбілізують в буфері Б (1:40) при 4 °C за допомогою механічного гомогенізатора протягом приблизно 5 хвилин. Цю суспензію зберігають при 25 °C протягом 30 хвилин, потім центрифугують при 9000 об/хв протягом 20 хвилин при 4 °C для видалення нерозчинного матеріалу та залишків клітин. Супернатант, що містить солюбілізований і денатурований ІФН-γ, зберігають при 4 °C для подальшого використання. Чистота становить 60% [16].
ТП. 11. Очищення денатурованого білка за допомогою хроматографії на Q-Sepharose-FF
Денатурований розчин завантажують на першу хроматографічну колонку, що містила 350 мл наповненого гелю Q-Sepharose-FF, попередньо врівноваженого буфером C. Колонку елююють 1000 мл буфера C і збирають еффлюент. Чистота становить 70 % [16].
ТП 12. Очищення за допомогою хроматографії на SP-Sepharose-FF
Розчин завантажують на другу хроматографічну колонку, що містить 200 мл наповненого SP-Sepharose-FF гелю, який був попередньо врівноважений буфером Д1. Потім колонку промивають 1000 мл буфера Д2 і ІФН-γ елюють 300 мл буфера Д3. Чистота становить 85 % [16].
ТП 13. Повторне згортання білка
Фракцію, отриману з SР-Sepharose-FF, розбавляють у вісім-десять разів 10 мл розчину для рефолдингу (40 мМ натрій-фосфатний буфер, 2,0 мМ EДTA, pH 7,0) та зберігають при 4 °C протягом 24 годин [16].  
ТП 14. Очищення повторно згорнутого білка хроматографією на SP-Sepharose-FF
Повторно згорнутий білок ІФН-γ завантажують на колонку SP-Sepharose-FF, попередньо врівноважену буфером E1. Потім колонку промивають 1000 мл буфера E2 і очищений ІФН-γ елюють 300 мл буфера E3. Чистота становить 99.9% [16].
ТП 15. Отримання готової лікарської форми
Попередньо очищений ІФН-γ розчиняють у воді для ін’єкцій та додають допоміжні речовини.
ТП 16. Розлив у флакони та їх закупорювання
Отриману готову лікарську форму розливають на розливному апараті у однодозові флакони для підшкірних ін'єкцій.  Флакони з розчинами для ін'єкцій закупорюють підготовленими кришками згідно з правилами асептики під вакуумом або в струмені інертного газу.
ПМВ 17. Пакування, маркування, відвантаження готового продукту
Флакони з препаратом упаковують в картонні коробки закупорювальним апаратом, потім пакують у вторинну тару і поміщають в ящики. Маркування пакувальних матеріалів наносять печаткою.
ЗВ 18. Знешкодження відходів та промислових викидів
На підприємстві відходи сортують на папір, скло, пластик, органічні відходи та стічні води. Стічні води на підприємстві очищаються відповідними фільтрами для отримання питної та дистильованої води. Відпрацьоване повітря, що утворюється в процесі культивування очищається на фільтрі та викидається у атмосферу.
ПВ 19. Переробка відходів
Здійснюється для забезпечення можливості повторного використання фільтрувальних матеріалів. Для реагентів, які використовуються у технологічному процесі проводять регенерацію і знову використовують у виробництві. Відновлення тканинних фільтрів передбачає замочування їх у гарячій воді, потім очищення та утилізацію за допомогою дезінфікуючого засобу.


4.4. Матеріальний баланс
Матеріальний баланс виробництва ІФН-γ розрахований на 1 апарат від загальної потужності виробництва в рік і представлений в таблиці 4.2. У виробництві використовується 4 апарати.
Таблиця 4.2. Матеріальний баланс виробництва
	Використано
	Отримано

	Назва сировини, матеріалів та напівпродуктів
	Кількість
	Назва кінцевого продукту або напівпродукту, відходів та втрат
	Кількість

	
	кг
	шт
	л
	
	кг
	шт
	л

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ТП 5.3. Підготовка поживного середовища для біосинтезу

	Глюкоза
	40
	
	
	Розчин поживного середовища
	
	
	3894,563

	Na2HPO4
	51.2
	
	
	Втрати (5%)
	
	
	204,97

	KH2PO4
	1,2
	
	
	
	
	
	

	NaCl
	2
	
	
	
	
	
	

	NH4Cl
	4
	
	
	
	
	
	

	MgSO4
	0,96
	
	
	
	
	
	

	Канаміцин
	0,18
	
	
	
	
	
	

	Вода
	
	
	4000
	
	
	
	

	Всього:
	4099,54
	Всього:
	4099,54

	ТП 5.4. Приготування розчину для підживлення

	Глюкоза
	3000
	
	
	Розчин для підживлення
	
	
	2926

	MgSO4
	80
	
	
	Втрати (5%)
	
	
	154

	Розчин мікроелементів
	
	
	0,005
	
	
	
	

	Всього:
	3080
	Всього
	3080

	ТП 5.5. Підготовка поживного середовища для посівного матеріалу

	Дріжджовий екстракт
	20
	
	
	Розчин поживного середовища
	
	
	3705

	Триптон
	40
	
	
	Втрати (5%)
	
	
	195

	NaCl
	40
	
	
	
	
	
	

	Вода
	
	
	3800
	
	
	
	

	Всього:
	3900
	Всього:
	3900

	ТП 6. Вирощування посівного матеріалу

	Поживне середовище (10%)
	
	
	370,5
	Посівний матеріал
	
	
	387,36

	Канаміцин
	0,2
	
	
	Втрати (5%)
	
	
	20,39

	Посівна культура
	
	
	37,05
	
	
	
	

	Всього:
	407,75
	Всього:
	407,75

	ТП 7. Виробниче культивування

	Поживне середовище
	
	
	3894,563
	Культуральна рідина
	
	
	6850,47

	Посівний матеріал
	
	
	387,36
	Відбір проб
	
	
	0,9

	Індуктор
	4
	
	
	Втрати (5%)
	
	
	360,553

	Розчин дляпідживлення
	
	
	2926
	
	
	
	

	Всього:
	7211,923
	Всього:
	7211,923

	ТП 8. Збір біомаси центрифугуванням

	Культуральна рідина
	
	
	6850,47
	Біомаса
	137
	
	

	
	
	
	
	Супернатант
	
	
	6713,47

	Всього:
	6850,47
	Всього:
	6850,47

	ТП. 9. Руйнування клітин

	Біомаса
	137
	
	
	Тільця включення
	1,37
	
	

	Буфер А1
	
	
	20
	Втрати
	
	
	135,63

	Буфер А2
	
	
	20
	
	
	
	

	Всього:
	177
	Всього:
	177

	ТП. 10. Розчинення тілець включення

	Тільця включення
	1,37
	
	
	Денатурований ІФН-γ
	1,233
	
	

	Буфер В
	
	
	40
	Втрати (10%)
	
	
	40,137

	Всього:
	41,37
	Всього:
	41,37

	ТП. 11. Очищення денатурованого білка на Q-Sepharose-FF

	Денатурований ІФН-γ
	1,233
	
	
	Очищений розчин I ступеня
	1,048
	
	

	Буфер С
	
	
	1
	Втрати (15%)
	
	
	1,185

	Всього:
	2,233
	Всього:
	2,233

	ТП 12. Очищення за допомогою хроматографії на SP-Sepharose-FF

	Очищений розчин I ступеня
	1,048
	
	
	Очищений розчин II ступеня
	0,89
	
	

	Буфер D1
	
	
	1
	Втрати (15%)
	
	
	1,458

	Буфер D2
	
	
	0,3
	
	
	
	

	Всього:
	2,348
	Всього:
	2,348

	ТП 13. Повторне згортання білка

	Очищений розчин II ступеня
	0,89
	
	
	Згорнутий білок ІФН-γ
	0,8
	
	

	Розчин для рефолдингу
	
	
	0,01
	Втрати (10%)
	
	
	1,09

	Всього:
	1,89
	Всього:
	1,89

	ТП 14. Очищення повторно згорнутого білка на SP-Sepharose-FF

	Згорнутий білок ІФН-γ
	0,8
	
	
	Очищений ІФН-γ
	0,68
	
	

	Буфер Е2
	
	
	1
	Втрати (15%)
	
	
	1,42

	Буфер Е3
	
	
	0,3
	
	
	
	

	Всього:
	2,1
	Всього:
	2,1

	ТП 15. Отримання готової лікарської форми

	Очищений ІФН-γ
	0,68
	
	
	Готовий препарат ІФН-γ
	
	
	50,658

	Гексагідрат натрію сукцинат
	0,0355
	
	
	
	
	
	

	Маніт
	1,92
	
	
	
	
	
	

	Полісорбат 20
	0,0048
	
	
	
	
	
	

	Бурштинова кислота
	0,0137
	
	
	
	
	
	

	Вода для ін’єкцій
	
	
	48
	
	
	
	

	Всього:
	50,658
	Всього:
	50,658



[bookmark: _Hlk137295897]4.5. Контроль виробництва
Для забезпечення відповідності готової продукції вимогам НТД на підприємстві забезпечується постадійний контроль процесу. Перелік контрольних точок, параметри контролю та етапи виробництва наведені в таблиці 4.3.



Таблиця 4.3. Перелік контрольних точок.
	Назва стадії та номер
контрольної
точки
	Об'єкт контролю
та показник, що вивчається
	Методи
контролю

	Періодичність
перевірки

	Нормативна
Характеристика показника

	1
	2
	3
	4
	5

	ДР. 1.2.1. Приготування розчину перексиду водню, Кт
	Розчин перексиду
водню,
концентрація
	Мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну
операцію

	6%

	ДР. 1.2.2. Приготування розчину мийного засобу, Кт
	Розчин мийного
засобу,
розчинення
	Візуально
	Кожну операцію
	Відсутність
нерозчинених часток

	ДР. 1.3. Підготовка примiщень, Км
	Об’єкти в приміщенні, кількість мікроорганізмів
	Аналіз змиву з поверхонь, аналіз кількості КУО в повітрі
	Кожну операцію
	Кількість КУО/м3 повітря відповідно класу чистоти: A < 1, B < 10, C < 100, D < 200

	ДР. 1.4.1. Мийка обладнання та комунікацій, Кт, 
	Обладнання,
залишки дезинфікуючих
засобів
	Методами хімічного аналізу

	Кожну операцію
	-

	ДР. 1.4.2. Дезінфекція обладнання і комунікацій, Кт, Км
	Обладнання,
залишки миючих
засобів

	Методами
хімічного аналізу
	Кожну операцію
	-

	ДР. 1.4.3. Технічний огляд та перевірка на герметичність, Кт, Км
	Герметичність обладнання, тиск
	Манометр, візуально
	Кожну операцію
	0,2 МПа

	ДР. 1.4.4. Стерилізація обладнання і комунікацій, Кт, Км
	Мікробіологічна
чистота, час, тиск, температура
	Метод змивів, годинник, манометр, термометр
	Кожну операцію безперервно
	Відсутність
життєздатних м.о. після
дезінфекції, 0,3 МПа, 1 год, 140 оС


	ДР. 2.1. Забір повітря з атмосфери, Кт
	Відсутність перешкод для забору повітря
	Візуально
	Кожну операцію
	Безперешкодний забір повітря

	ДР. 2.2. Попереднє очищення від механічних часток, Кт
	Ефективність очистки повітря
	Манометр для вимірювання тиску до і після фільтра
	Кожну операцію безперервно
	Е = 50-60%

	ДР 2.3. Стиснення повітря, Кт
	Ступінь стиснення повітря, температура
	Манометр, термометр
	Кожну операцію безперервно
	0,2 МПа, 120 °С


	ДР 2.4. Стабілізація параметрів повітря, Кт
	Параметри повітря
	Термометр, психрометр
	Кожну операцію безперервно
	температура 37-40 °С,
вологість 40-60%

	ДР 2.5. Очистка повітря на головному фільтрі, Кт
	Ефективність очистки повітря
	Манометр для вимірювання тиску до і після фільтра
	Кожну операцію безперервно
	Е = 98-99%

	ДР 2.6. Очистка повітря на індивідуальному фільтрі, Кт
	Ефективність очистки повітря
	Манометр для вимірювання тиску до і після фільтра
	Кожну операцію безперервно
	Е = 99,9999%

	ДР. 3. Підготовка води для ін’єкцій, Кт, Кмб
	Мікробіологічна чистота, температура
	Метод мембранної
фільтрації, термометр
	Кожну операцію безперервно
	10 життєздатних аеробних мікроорганізмів у 100 мл, 80–95 °С

	ДР. 4.1. Приготування буферного розчину А1, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	50 мМ НФБ, 2,0 мМ EДTA, 0,001% ФМСФ;
рН = 7,5

	ДР. 4.2. Приготування буферного розчину А2, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	3 М сечовини, 50 мМ НФБ, 2,0 мМ EДTA, 0,001% ФМСФ;
рН = 7,5

	ДР. 4.3. Приготування буферного розчину Б, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
Візуально
	Кожну операцію
	8 М сечовини, 40 мМ НФБ, 2,0 мМ EДTA;
рН = 9,0

	ДР. 4.4. Приготування буферного розчину С, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	6 М сечовини, 40 мМ НФБ, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,5

	ДР. 4.5. Приготування буферного розчину Д1, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	6 М сечовини, 50 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,2

	ДР. 4.6. Приготування буферного розчину Д2, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	6 М сечовини, 0,2 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,2

	ДР. 4.7. Приготування буферного розчину Д3, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	6 М сечовини, 0,5 мМ ацетату амонію, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,2

	ДР. 4.8. Приготування буферного розчину Е1, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	20 мМ трис-HCl, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,7

	ДР. 4.9. Приготування буферного розчину Е2, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	20 мМ Трис-HCl, 0,2 М NaCl, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,7

	ДР. 4.10. Приготування буферного розчину Е3, Кт, Кх
	Концентрація, рН
	Потенціометрично; мірний посуд, ваги;
візуально
	Кожну операцію
	20 мМ Трис-HCl, 0,8 М NaCl, 2,0 мМ EДTA;
рН = 7,7

	ДР. 5.1. Приготування та стерилізація термостабільних компонентів поживного середовища, Кт, Кх
	Кількість термостабільних компонентів, ефективність стерилізації
	Ваги, мірний посуд, візуально; термометр, манометр, годинник
	Кожну операцію безперервно
	маса окремих компонентів;
120 °С, 0,15 МПа, 30-40 хв


	ДР. 5.2. Приготування та стерилізація термолабільних компонентів поживного середовища, Кт, Кх
	Кількість термолабільних компонентів, ефективність стерилізації
	Ваги, мірний посуд, візуально; термометр, манометр, годинник
	Кожну операцію безперервно
	Маса окремих компонентів;
112-115 °С,
0,05 МПа,
40 хв

	ДР. 5.3.  Змішування компонентів поживного середовища, Кт, Кх, Кмб

	Концентрація, температура, час, швидкість обертів, мікробіологічна чистота
	Мірний посуд, ваги;  Висів на
чашки Петрі;
візуально; термометр, тахометр, годинник

	Кожну операцію
	Маса окремих компонентів; Відсутність
сторонньої
мікрофлори; 200 об/хв; 15 хв; 37 oC

	ДР. 5.4. Приготування розчину для підживлення, Кт, Кх
	Концентрація, ефективність стерилізації
	Мірний посуд, ваги; термометр; манометр; годинник
	Кожну операцію
	Маса окремих компонентів; 120 °С; 0,15 МПа; 30 хв

	ДР. 5.5. Приготування поживного середовища для отримання посівного матеріалу, Кт, Кх, Кмб
	Концентрація, мікробіологічна чистота, ефективність стерилізації
	Мірний посуд, ваги; термометр; манометр; годинник; висів на
чашки Петрі;
візуально

	Кожну операцію
	Маса окремих компонентів; 125°C; 0,3 МПа; 15 хв; відсутність
сторонньої
мікрофлори

	ТП 6.1.  Відновлення музейної культури, Кт, Кмб
	Мікробіологічна
чистота; фізіолого-морфологічний
стан культури; температура, тривалість
	Мікроскопіювання; термометр; годинник
	Кожну операцію
	Відсутність
сторонньої
мікрофлори; Типовий
для E. coli; 28 - 30 °С; 7 діб


	ТП 6.2. Вирощування посівного матеріалу у колбах на качалці, Кт, Кмб
	Мікробіологічна чистота, концентрація канаміцину, тривалість, температура, швидкість обертання
	Мікроскопіювання; термометр; годинник; мірний посуд, ваги; тахометр
	Кожну операцію
	Відсутність
сторонньої
мікрофлори; 50 мкг/мл; 220-290 об/хв; 37 oC; 18 год


	ТП 6.3. Вирощування посівного матеріалу в інокуляторі, Кт, Кмб, Кх

	Ступінь заповнення поживним середовищем, ступінь заповнення посівною культурою, температура, тривалість, швидкість обертання
	Вимірювання об’єму розчинів поживного середовища; Вимірювання об’єму посівної культури; термометр; годинник; тахометр
	Кожну операцію
	Кз = 0,6; Посівна культура у кількості 1/10 від об’єму поживного середовища; 37 oС; 3 год;  200 об/хв

	ТП 7. Виробниче культивування, Кт, Кх,
Кмб
	Мікробіологічна чистота; накопичення тілець включення, тривалість, оптична густина, температура, рН, концентрація індуктору і розчину для підживлення; концентрація розчиненого кисню; швидкість обертання; коефіцієнт заповнення
	Мікроскопіювання; годинник; спектрофотометрія; потенціометрія; термометр; датчик розчиненого кисню; мірний посуд, ваги; тахометр
	Кожну операцію;
ОГ - кожні 30 хв
	Відсутність
сторонньої
мікрофлори; тільця включення зрілі; Кз = 0,6; ОГ600=7-9 од.; 37 oС, рН = 6,8; рівень кисню - 20–30%; 200 об/хв; 15 год; індуктор до до 1 мМ



	ТП 8. Збір біомаси центрифугуванням, Кт
	Тривалість, температура, швидкість обертання
	Годинник, термометр, тахометр
	Кожну операцію
	5000  об/хв; 5 хв; 4 °C

	ТП 9. Руйнування клітин, Кт, Кх
	Тривалість, температура, швидкість обертання, тиск
	Годинник, тахометр, термометр, манометр
	Кожну операцію
	4 °C; 100 МПа; 10000  об/хв;
40 хв

	ТП. 10. Розчинення тілець включення, Кт, Кх
	Тривалість, температура, швидкість обертання, чистота розчину
	Годинник, термометр, тахометр, статистична обробка
	Кожну операцію
	4 °C; 9000 об/хв; 25 хв; чистота 60%

	ТП. 11. Очищення денатурованого білка за допомогою хроматографії на Q-Sepharose-FF, Кт
	Режим хроматографічної очистки, рН, чистота
	Визначення рН потенціометрично, об’єму речовин, статистична обробка
	Кожну операцію безперервно
	рН = 7,5
чистота 70%

	ТП 12. Очищення за допомогою хроматографії на SP-Sepharose-FF, Кт, Кх
	Режим хроматографічної очистки, рН, чистота
	Визначення рН потенціометрично, об’єму речовин, статистична обробка
	Кожну операцію безперервно
	рН = 7,2
чистота 85%

	ТП 13. Повторне згортання білка, Кх
	рН, об’єм розчину для рефолдингу
	мірний посуд, потенціометрія
	Кожну операцію безперервно
	рН = 7,0
10 мл розчину

	ТП 14. Очищення повторно згорнутого білка хроматографією на SP-Sepharose-FF, Кт, Кх
	Режим хроматографічної очистки, рН, чистота
	Визначення рН потенціометрично, об’єму речовин, статистична обробка
	Кожну операцію безперервно
	рН = 7,7
чистота 99,9%

	ТП 15. Отримання готової лікарської форми, Кт
	Кількість допоміжних речовин
	Вимірювання кількості речовин, що вноситься у флакон; Мірний
посуд
	Кожну операцію
	Маса окремих компонентів

	ТП 16. Розлив у флакони та їх закупорювання, Кт
	Герметичність, об’єм розчину у флаконі
	Апаратом під час
наповнення, візуально
	Кожну операцію
	0,5 мл розчину у флаконі; закритий флакон, без тріщин

	ПМВ 17. Пакування, маркування, відвантаження готового продукту, Кт
	Готовий продукт,
маркування,
пакувальні
матеріали
	Візуально відповідно до ДСТУ 4518-2008, 4623-2006,
2226-2004
	Кожну операцію
	Всі необхідні дані на штампі, розбірливий надпис, чіткі символи, відповідність НД





[bookmark: _Hlk137295922]РОЗДІЛ 5. РОЗРАХУНОК ОБЛАДНАННЯ ДЛЯ ПРОВЕДЕННЯ
ТЕХНОЛОГІЧНОГО ПРОЦЕСУ
5.1. Визначення потужності виробництва
Препарати ІФН-γ є лікарськими засобами діагностики та оптимізації лікування хронічної гранулематозної хвороби та затримки прогресування захворювання у пацієнтів з важким, злоякісним остеопетрозом.
Далі наводимо обґрунтування та розрахунок потреби в препаратах ІФН-γ для України.  Почнемо з того, що препарат ІФН-γ є новинкою на ринку, а тому обізнаність медичної спільноти про новий терапевтичний підхід є мінімальною, що потребуватиме надзвичайно інтенсивної та тривалої маркетингової кампанії.  Тому приймемо, що в перші роки виробництва та реалізації такого препарату буде призначено лише 10% від загальної кількості пацієнтів із цими захворюваннями.
Якщо екстраполювати європейські дані, наразі в Україні проживає щонайменше 23 тис. осіб із цим захворюванням.
Тоді, кількість пацієнтів, які будуть отримувати лікування препаратами ІФН-γ складатиме:
23 000 ˑ 0,1 = 2300 пацієнти 
Відповідно до літературних джерел [90]  для оптимізації лікування ХГХ рекомендована доза становить 50 мкг на кілограм маси тіла пацієнта тричі на тиждень. Курс лікування триває 9 місяці. Таким чином, курс лікування складає 108 доз. З урахуванням, що середня маса тіла дорослої людини становить 70 кг, розрахуємо річну потребу в ІФН-γ для оптимізації лікування ХГХ:
2300 ˑ70ˑ50ˑ10-6ˑ108 = 869,4 г 
За літературними даними поширеність остеопетрозу не перевищує одного 




випадку на 200 тисяч новонароджених, зустрічається один випадок доброякісної форми хвороби на 20 000 новонароджених. Таким чином, в Україні кількість хворих доброякісною формою хвороби приблизно 2 200 (якщо станом на 2021 рік населення України становило приблизно 44 млн осіб).
Тоді, кількість пацієнтів, які будуть отримувати лікування препаратами ІФН-γ складатиме:
2 200 ˑ 0,1 = 220 пацієнтів 
Відповідно до літературних джерел [90]  для затримки прогресування остепетрозу рекомендована доза становить 50 мкг на кілограм маси тіла пацієнта тричі на тиждень. Курс лікування триває 6 місяців. Таким чином, курс лікування складає 72 дози. З урахуванням, що середній вік пацієнтів 1,5-2 роки, то візьмемо середню масу тіла 11 кг, і розрахуємо річну потребу в ІФН-γ для затримки прогресування хвороби:
220 ˑ11ˑ50 ˑ 10-6 ˑ 72 = 8,712 г 
Загальна річна потреба в препараті ІФН-γ для лікування хворих в Україні становитиме:
869,4 + 8,712 = 2878,11 г 
Приймаємо, що загальна запланована потужність цеху по виробництву препарату ІФН-γ повинна складати:
М = 2880 г/рік 
Тоді потужність виробництва в день, з урахуванням, що в році 300 робочих днів, складає:
М = 2880/300 = 9,6 г/день 
В одному флаконі препарату міститься 0,0005 л ІФН-γ. Визначаємо номінальний об’єм виробничого ферментеру:
Vном = М/(Кз ˑ 0,0005) = 9,6/(0,6 ˑ 0,0005) = 32000 л або 32 м3 
Таким чином, для виробничого культивування необхідно використати 4 ферментери об’ємом 8 м3.

5.2. Обґрунтування вибраної конструкції. Підбір конструкційних
матеріалів для окремих елементів апарату
Для даного дипломного проєкту було обрано розробку ферментера для стадії культивування виробництва препарату ІФН-γ, продуцент E. coli BL21 (DE3).
За способом перемішування і аерації ферментери поділяють на механічні, пневматичні та циркуляційні змішувальні пристрої. Найбільш поширеною конструкцією в сучасному промисловому виробництві є конструкція з механічним перемішуванням. У цьому випадку мішалка є робочим елементом механічного перемішувального пристрою. Мішалка - це робочий орган, що рухається, механічного перемішуючого апарату, який здійснює безперервний вплив на рідке середовище В даний час перемішування в промислових ферментерах можна здійснювати всіма відомими мішалками, що використовуються в рідкофазних системах, але в біотехнології традиційно перевагу надають високошвидкісним мішалкам – лопатевим, гвинтовим і турбінним [91, 92].
Залежно від наявних в них різних конструктивних елементів, таких як циркуляційні труби, перегородки, тарілки, насадки та інші пристрої, в них також можна виділити два типи ферментерів - з циркуляційними петлями і без них (рис. 4.1) [91].

[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, Шрифт, План
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Рис. 4.1. Схема класифікації ферментерів з механічними перемішуючими пристроями [91]
Всі ферментери з механічним перемішуванням характеризуються наявністю єдиного конструктивного елемента, який здійснює первинне диспергування газу, і називається первинним диспергатором. Функцію цього диспергатора виконує барботер. Барботер призначений для забезпечення подачі необхідної кількості повітря, щоб величина парціального тиску кисню протягом періоду максимального зростання культури не падала нижче 20-30% [93]. 
Один раз диспергований газ може бути диспергований знову через вторинний диспергуючий пристрій - мішалку. Для багатоярусних механічних перемішуючих пристроїв кількість мішалок знаходиться в межах 1-6 [94].
У ферментерах часто спостерігається захлинання мішалки, коли утворений вертикальний стовп легкої газорідинної дисперсії піднімається, найчастіше вздовж валу мішалки, і обмежує циркуляцію рідини по висоті обладнання. Тому для однорідного перемішування всього об’єму апарату використовують багатоярусні мішалки [94].
Також, для унеможливлення цього явища використовують відбивні перегородки. Ці перегородки перешкоджають утворенню завихрень при обертанні мішалки, перетворюючи круговий рух рідини на вихровий, рівномірно розподілений по всьому об'єму. У перспективі подальше використання пристроїв із механічним перемішуванням обумовлено високою швидкістю масообміну та суттєвою економією електроенергії [94].
Для біосинтезу необхідне інтенсивне перемішування, щоб гарантувати масообмін. При невеликих номінальних обсягах апарату (Vн ≤ 100 м3) рекомендується використовувати ферментери з механічним диспергуванням газу. До переваг цих апаратів можна віднести створення розвиненої межі розділу газ-рідина в результаті інтенсивного дроблення бульбашок газу, рівномірно розподілених в об’ємі рідини [94].
[image: Изображение выглядит как зарисовка, диаграмма, рисунок, Технический чертеж
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Рис. 4.2. Схема ферментеру: 1 – привід; 2 – торцеве ущільнення; 3 – теплообмінник; 4 – сорочка; 5 – повітропровід; 6 – вал; 7 – мішалка; 8 – опора конусна; 9 – опора; 10 – опора проміжна; 11 – корпус [94]

Для механічного перемішування застосовуються різноманітні види мішалок. Мішалка здатна забезпечити високий рівень турбулентності, який необхідний для процесів тепло- та масообміну [92].
Турбінні мішалки використовуються, як правило, для перемішування рідин із середньою або малою в'язкістю. Турбінні мішалки застосовують при значній різниці в'язкості рідини, а також для диспергування газу в рідині. Турбінні мішалки оснащені лопатями. Якщо лопаті розміщені в корпусі так, що утворюють замкнуті канали, що нагадують ротор відцентрового насоса, то таку мішалку називають закритою турбінною мішалкою. У відкритих мішалках лопаті не знаходяться в корпусі. Найбільш примітивною і ефективною з відкритих турбінних мішалок є мішалка з прямими лопатями, розташованими радіально [92].
За конструкцією мішалки закріплені всередині апарату на вертикальному валу. Щоб добитися герметичності на виходах валів мішалок, що обертаються, встановлюють гідравлічні клапани, сальники і торцеві ущільнення. Для валів апаратів із стерильними біологічними процесами прийнято використовувати подвійне торцеве ущільнення з металевим сифоном. На кришці ферментера встановлюють електродвигун і редуктор, які забезпечують обертання пристрою, що перемішує [94].
Щоб зберегти температуру культивування, необхідно організувати безперервну подачу тепла до пристрою. Теплообмін забезпечується трубами з нагрівальним або охолоджуючим агентом, що покривають корпус приладу – сорочку [95].
Подача або виведення різних рідких або газоподібних речовин або теплоносіїв та інші спеціальні технологічні функції здійснюються за допомогою штуцерів. Ферментер оснащений технологічними штуцерами, а також штуцерами для вимірювальних і запобіжних пристроїв [95].
Отже, пристрій було обрано за основними ознаками:
- за стерильністю – герметичність;
- за способом культивування - апарат періодичної дії:
- за конструктивними особливостями - ферментер з механічним пристроєм, що перемішує.
Основні переваги:
1. Простота конструкції.
2. Можливість дотримання стерильності умов, отже, низька ймовірність забруднення.
3. Забезпечення інтенсивних процесів тепло- та масообміну.
4. Можливість зручного обслуговування апарату.
Основні недоліки:
1. Поганий контроль процесу.
2. Високе споживання енергії.
Ферментер – це вертикальний апарат циліндричної форми, зроблений зі сталі 12Х18Н10Т з еліптичним дном та кришкою. На кришці апарату встановлено привід мішалки, люк, оглядове вікно та штуцери для подачі поживного середовища, посівного матеріалу, подачі індуктора, подачі розчину для підживлення, подачі та відведення повітря та штуцери для кількох контрольних приладів, а саме: штуцер для манометра, термометра, рН-метра, відбір. Щоб розвантажити ферментер, у нижній частині пристрою встановлено штуцер для відведення продукту.
В апараті передбачено вал, на який кріпляться яруси турбінних мішалок. З метою забезпечення стерильності процесу встановлюють торцеве ущільнення типу ТТ. Під мішалками закріплений кільцевий барботер. Вал і пристрої, що перемішують, обертаються мотор-редуктором, який забезпечує швидкість обертання валу і мішалок.
Ферментер обладнаний гладенькою звареною сорочкою. Ферментер призначений для роботи при надмірному тиску 0,3 МПа та стерилізації за температури 130-145 °С.
Перш ніж розпочати біосинтез, апарат стерилізують та перевіряють на герметичність. Після завершення підготовчих робіт у стерильний апарат через штуцери подають поживне середовище і посівний матеріал, які перемішуються мішалками.
При повному завантаженні апарата повітря надходить у барботер через штуцер подачі повітря та трубку надлишкового тиску. У сорочці переміщається теплоносій, вода для охолодження апарату. У процесі біосинтезу тиск у ферментері становить 0,02 МПа, необхідно підтримувати постійну температуру культивування на заданому рівні - 37 °С. Процес біосинтезу тривалий і вимагає контролю тиску, температури та рН, що можливо завдяки наявності штуцерів із цими пристроями.
Після завершення біосинтезу культуральна рідина зливається та відправляється на наступний технологічний етап. Апарат та пов'язані з ним комунікації миють та стерилізують.

5.3. Розрахунок апарату
5.3.1. Конструктивний розрахунок
1) Параметри ферментеру:
· Номінальний об’єм ферментеру: ;
· Ступінь заповнення: ;
· Внутрішній діаметр ферментеру: 
· Температура у ферментері: ;
· Початкова температура теплоносія: ;
· Кінцева температура теплоносія: .
· Холодний теплоносій – вода;
· Тривалість культивування:.
2) Визначення теплофізичних властивостей поживного середовища.
Поживне середовище для біосинтезу містить 10 г глюкози. Маса всього поживного середовища 25,885 г. 
 
Отже, масова частка глюкози в поживному середовищі – 27,86%. 
За довідником розраховано теплофізичні властивості глюкози за температури.

· Густина меляси:
 
· Теплоємність:
 
· Теплопровідність:
 
· Коефіцієнт динамічної в’язкості меляси:
 
· Поверхневий натяг:
 (
Визначення теплофізичних властивостей води за середньої температури  
· Густина води:
 
· Теплоємність води:
 
· Теплопровідність води:
 
· Коефіцієнт динамічної в’язкості води:
 
· Коефіцієнт кінематичної в’язкості води:
 
Конструктивний розрахунок реактора полягає в визначенні розмірів апарата та його конструктивних елементів. Розрахунки проводяться за методикою [92, 96].
За [96] для ферментеру з номінальним об’ємом  з кількох можливих діаметрів обираємо, висота корпусу .
1) Розрахунок робочого об’єму апарату:
 
Апарат має еліптичне днище та кришку, які є стандартними виробами, за [96]:
· Висота еліптичної частини: 
· Висота основи еліптичного днища: 
· Товщина стінки еліптичного днища: 
· Внутрішня поверхня: 
· Ємність еліптичного днища: 
2) Повний об’єм ферментера:
 
Звідки об’єм циліндричної частини:
 
3) Повна висота днища апарату:
 
4) Висота циліндричної частини апарату:
 
5) Загальна висота апарату:
 
6) Висота рідини в апараті:

[bookmark: _Hlk137296689][bookmark: _Toc37610822]5.3.2. Розрахунок потужності перемішування
1) Вихідні дані для розрахунку потужності перемішування:
·  – питома швидкість поглинання кисню;
· – молекулярна маса кисню;
· молекулярна маса води;
· константа фазового переходу при температурі ;
· загальний тиск на виході повітря з апарату;
·  – масова частка кисню в атмосфері.
2) За умовами технологічного процесу кратність аерації становить
3) Секундна витрата повітря:;
4) Кількість повітря на робочий об’єм: 
; 
5) Висота стовпа рідини, розрахована раніше:

6) Тиск на вході за висоти стовпа рідини:
; 
7) Концентрація кисню на виході:
 

8) Рівноважна концентрація кисню на вході:
 
9) Рівноважна концентрація кисню на виході:
 
10) Концентрація розчиненого кисню:
 
11) , та середня рівноважні концентрації:
 
 
 
12) Об’ємний коефіцієнт масопередачі:
 
13) Приведена швидкість повітря:
 
14) Нехай питома потужність перемішування , а швидкість вільного підйому бульбашок газу , відносний газовміст:

 
15) Питома потужність перемішування: 
 
[bookmark: _Hlk137296720][bookmark: _Toc37610823]5.3.3. Розрахунок перемішуючого пристрою
1) Розрахункова потужність перемішування системи рідина-газ для турбінного перемішуючого пристрою:
 
2) Частота обертання мішалки, при , розрахунковий діаметр мішалки:

 

[bookmark: _Toc37610824]Конструктивний розрахунок перемішуючого пристрою
Обрано турбінну відкриту мішалку, для якої встановлені основні параметри:






Розрахунковий діаметр ; отже, за [96] обрано зі стандартним діаметром ;
1) Висота перемішуючого пристрою:
 
2) Висота розміщення перемішуючого пристрою над днищем апарату:
 
3) Довжина лопаті перемішуючого пристрою: 
 
4) Кількість мішалок: .
5) Відстань між ярусами мішалок: 
6) Кутова швидкість:
 
[bookmark: _Toc37610825]де n – частота обертання мішалки.
Розрахунок потужності перемішування
1) Уточнення критерію Ейлера:
· Симплекси геометричної подібності:



· За розрахованим критерієм Рейнольдса та графіком обираємо приблизний критерій Ейлера:
 отже за графіком 
· Для проектованої мішалки:
 
· Більш точне значення розраховано за методикою ЛенНІІхіммашу:
 
 
2) Уточнення потужності перемішування газорідинної системи:

3) Потужність перемішування без аерації:

4) Питома потужність:

Більше розрахункового значення, , проектована мішалка забезпечить потрібну швидкість масообміну;
5) Номінальна потужність приводу:
[bookmark: _Hlk137296763][bookmark: _Toc37610826]5.3.4. Розрахунок глибини воронки
Розрахунок глибини воронки проводиться для визначення необхідності встановлення відбивних перегородок (відбійників).
1) Параметр висоти завантаження апарату:

2) Критерій Рейнольдса при перемішуванні:

3) Параметр гідравлічного опору мішалки:

За значенням  знайдено параметр розподілу швидкості: , за графіком та параметр глибини воронки:.
За графіками: ;
4) Глибина воронки:

5) Гранично допустима глибина воронки: 

6) Оскільки,то необхідно встановити відбиваючі перегородки.
7) Товщина відбивної перегородки:


5.3.5. [bookmark: _Toc35186682][bookmark: _Toc37610827]Розрахунок барботеру
Даний розрахунок дозволяє визначити потужність, що витрачається на перемішування газорідинної суміші в реакторах з турбінною відкритою мішалкою, 3-ма перегородками та кільцевим барботером.
1) Висота перемішуючого пристрою над барботером становить:

2) Приймемо швидкість газу в трубі барботеру , тоді діаметр труби барботеру:

3) Середній діаметр барботера:

4) Абсолютний тиск в апараті:

 – тиск під час біосинтезу
5) Густина повітря при температури  і абсолютному тиску:

– густина повітря при ,  – атмосферний тиск,  – температура в Кельвінах;

6) Швидкість газу в отворах барботера:

7) Діаметр отворів:  обрано 
8) Загальна кількість отворів у барботері:

9) Кількість отворів в одному ряду:

 – крок між отворами, прийнято 40 мм;
10) Кількість рядів:



5.3.6. [bookmark: _Toc37610828][bookmark: _Hlk137296832]Тепловий розрахунок
[bookmark: _Toc37610829]Визначення кількості теплоти, що виділяється за ферментації
У ході ферментаці відбувається реакція, яку можна записати ідеалізованим рівнянням:

1) Маса цукру (глюкози) для вироблення L-лізину:


2) Тепловиділення:

3) Питома швидкість виділення теплоти:


[bookmark: _Toc37610830]Розрахунок площі поверхні теплообмінного пристрою
В якості теплообмінного пристрою обрано сорочку, площа поверхні якої 
1) Теплове навантаження на охолоджуючу поверхню:

2) Визначення середньої температури:



3) Розрахунок коефіцієнту тепловіддачі від середовища культивування до стінки апарату :
· Критерій Нуссельта:

При розрахунку температура стінки умовно розрахована як:

· Коефіцієнт тепловіддачі:


4) Розрахунок тепловіддачі від стінки апарату до охолоджуючої води:
· Визначення еквівалентного діаметру(визначального розміру):




· Витрати охолоджуючої води:

· Швидкість течії води у каналі:

· Критерій Рейнольдса для води:

· Критерій Нуссельта:

– коефіцієнт, що враховує кривизну спіралі:

· Коефіцієнт тепловіддачі від стінки апарату до охолоджуючої води:

5) Розрахунок коефіцієнту теплопередачі:

6) Коефіцієнт теплопередачі з урахуванням забруднення поверхні:

7) Поверхня охолодження:

8) Висота розміщення сорочки:

Розрахована площа теплообміну, є меншою ніж стандартна, тобто забезпечує необхідну температуру у ферментері протягом його роботи.

5.4. [bookmark: _Hlk137296883]Вибір загальнозаводського обладнання
Для підтримання постійного потоку рідини використовують насоси. В цілому, вибір насосу залежить від технологічних та конструктивних вимог та характеру середовища, що перекачується. Необхідно обрати насос для перекачування поживного середовища, розрахунок для якого виконується за методикою [97].
Потужність, що витрачається на прекачування води:

Gводи – витрати охолоджуючої води
Н – напір, м (приймаємо за 10);
g – прискорення вільного падіння.
Потужність електродвигуна:

 – ККД насоса (0,6)
пер – коефіцієнт корисної дії передачі (1)
Вибираємо відцентровий насос Calpeda NM 1/AE з електродвигуном потужністю 0,37 кВт ( Vт =1-4,2 м3/с, Н=16,3-22 м) з каталогу насосів Calpeda.
Для стерилізації повітря з відповідними властивостями застосовують два способи: знищення мікрофлори шляхом нагрівання або іонізаційного випромінювання, наприклад, за допомогою ультрафіолетового випромінювання, і її вилучення шляхом фільтрації [98].
Перший спосіб більш надійний і ефективний, але неприйнятний в промислових масштабах, оскільки кількість повітря, що витрачається у виробничих умовах, занадто велика, щоб це було економічно доцільним. У промислових умовах в основному використовується фільтрація через шари сипучого, пористого або волокнистого матеріалу [98].
Для попередньої стерилізації використовують глибинні фільтри на основі волокнистих матеріалів. Для остаточної стерилізації перед входом у ферментер встановлюють індивідуальні фільтри з розширеною поверхнею або абсолютні фільтри, які виконують роль сит патронного типу. Абсолютні сита викликають велику втрату тиску повітря і швидко забиваються, тому застосовуються рідко [98].
Незважаючи на те, що волокна набивного фільтра віддалені один від одного на порядок більше діаметрів мікрочастинок, вони працюють досить ефективно. На високих швидкостях частинки, що проходять через шар волоконного фільтра, рано чи пізно зустрічають на своєму шляху волокно і зупиняються [98].
Набивні фільтри мають ряд недоліків:
а) Через відносно малий поперечний переріз, щоб пропускати великі об’єми повітря, необхідно збільшити швидкість фільтрації (1-3 м/с), що призводить до утворення каналів так звані «краєві» ефекти, завдяки яким повітря протікає вздовж стінки апарата, не фільтруючись.
б) Краплі вологи також призводять до утворення каналів і пропускання через них повітря без фільтрації.
c) Набивні фільтри мають значний гідравлічний опір і їх важко використовувати [98].
Сьогодні такі фільтри використовуються тільки на першому етапі стерилізаційного очищення. В якості індивідуальних фільтрів широко застосовують рамочні або патронні фільтри з тканиною Петрянова на основі перхлорвінілового волокна [98].
Фільтр являє собою сталевий циліндр з кришкою і конічним дном. Усередині апарата встановлюють 73 циліндричні перфоровані трубки, обгорнуті тканиною Петрянова. Загальна площа фільтра 17,5 м2. Після проходження через тканину повітря стерилізується. Фільтр має продуктивність 1000 м3/год [98].
До системи очищення повітря входять різні апарати (обладнання) [98]: 
- фільтр для очистки повітря від пилу та інших механічних домішок (фільтр для вилучення механічних часток); 
- система стабілізації термодинамічних показників повітря (кондиціонери); 
- головний повітряний фільтр (груповий фільтр) для очищення всього повітря, що поступає із повітродувки; 
- індивідуальний повітряний фільтр перед кожним ферментером і посівним апаратом. 
Сенс вибору фільтра попереднього очищення повітря полягає в тому, щоб ефективно видалити з повітря більшість забруднень, які можуть пошкодити компресійне обладнання. Фільтр попереднього очищення повітря встановлюють перед повітродувкою для запобігання потраплянню пилу та механічних забруднень повітря. Перевага віддається відновлюваним фільтрам простої конструкції [98].
Далі повітря потрапляє в головний повітряний фільтр, який використовується для підготовки повітря для групи ферментерів. Фільтруючий матеріал являє собою багатошарову структуру, що складається з шару активованого вугілля висотою 700-900 мм, над і під яким розміщений шар скловати (100-150 мм), щоб виключити можливість випадання і виносу частинок вугілля. Діаметр волокна скловати становить 21 мкм [98].
Для остаточного очищення повітря перед ферментером встановлений індивідуальний повітряний фільтр. Фільтруючим матеріалом може бути тонка скловата, волокна якої мають діаметр не більше 1-2 мкм; часто використовують тонкі і супертонкі базальтові волокна (БСТВ). Діаметр волокна 0,7-1,0 мкм [98].
Широке розповсюдження мають фільтри, в яких фільтруючі елементи виготовлені з тканини Петрянова (ацетилцелюлози) [98]. Саме такий тип фільтрів було обрано при проектуванні виробництва ІФН-γ.
Щоб запобігти пошкодженню фільтра та потраплянню механічних часток і біологічних забруднювачів в основний процес, в системі встановлюють кілька фільтрів, щоб можна було вчасно замінити фільтри без зниження якості аераційного повітря [98].
Існує цілий набір методів стерилізації повітря, але ефективність видалення забруднюючих речовин повинна бути гарантована. У біотехнологічній практиці механічні та мікробні частки безперервно видаляються за допомогою типових багатоступеневих систем очищення [98].




















[bookmark: _Hlk137296920]РОЗДІЛ 6. ВИМОГИ ДО ОХОРОНИ ПРАЦІ ТА НАВКОЛИШНЬОГО СЕРЕДОВИЩА
На підприємствах мікробіологічного профілю застосовується ряд посудин, що працюють під тиском: інокулятори, ферментери, автоклави, теплообмінники, компресори. Їх оснащення та безпечна екплуатація повинні відповідати вимогам ДНАОП 0.00-1.07-94 «Правила будови та безпечної експлуатації посудин, що працюють під тиском» та технічним умовам на апарати.
При підвищенні тиску можливі зриви болтів, кришок люків, розриви корпусів та днищ, інші види руйнувань, викликаних виробничими дефектами, корозійними та іншими видами пошкоджень, а також порушенням технологічного режиму і правил експлуатації, несправності арматури, Для їх надійної роботи необхідно своєчасно проводити огляди, обстеження та профілактичні ремонти [99].
Безпека виробничого обладнання повинна забезпечуватися: 
· вибором принципів дії, джерел енергії, параметрів робочих процесів; 
· мінімізацією енергії, що споживається чи накопичується; 
· застосуванням засобів захисту, які вмонтовані в конструкцію та інформації про можливі небезпечні ситуації; 
· застосуванням засобів автоматизації, дистанційного керування та контролю; 
· дотриманням ергономічних вимог. 
Виробниче обладнання має відповідати вимогам безпеки протягом усього періоду його експлуатації [99].
Основними керівними матеріалами щодо безпеки роботизованих технологічних комплексів є ДСТУ 3738-98 «Роботи промислові. Роботизовані



технологічні комплекси. Вимоги безпеки та методи випробувань», де наведено вимоги безпеки до конструкції промислових роботизованих виробничих систем.
Основними вимогами безпеки до технологічних процесів є [100]:
· виключення безпосереднього контакту працівників із сировиною, заготовками, напівфабрикатами, готовою продукцією та відходами виробництва, які можуть бути ймовірними факторами ризику;
· заміна процесів і технологічних операцій, пов'язаних з наявністю небезпечних і шкідливих виробничих факторів, процесами і операціями, в яких ці фактори відсутні або мають меншу інтенсивність;
· комплексна механізація і автоматизація виробництва, застосування дистанційного керування процесами і технологічними операціями за наявності небезпечних і шкідливих виробничих факторів;
· герметизація обладнання;
· раціональна організація праці та відпочинку з метою запобігання монотонності праці, гіподинамії, зменшення труднощів праці;
· вчасне отримання інформації про виникнення небезпечних і шкідливих факторів на окремих технологічних операціях;
· впровадження систем контролю та управління технологічними процесами, що забезпечують захист працівників та аварійну зупинку роботи виробничого обладнання;
· вчасне видалення та знешкодження відходів виробництва, які є джерелом небезпечних і шкідливих виробничих факторів;
· забезпечення пожежо- і вибухобезпеки.
На будь-якому біотехнологічному підприємстві необхідно регулярно проводити комплексну профілактику, що включає вдосконалення технічного оснащення, ефективну роботу вентиляційних систем, забезпечення герметичності обладнання, перевірку якості утилізації відходів, мінімізацію відходів [100].
Щоб запобігти забрудненню повітря, використовують герметизацію виробничого обладнання, а також застосовують обладнання для очищення, таке як циклони, гідроциклони, камера для видалення пилу, тканинний та електричний фільтр, скрубер [101].
Стерилізація стічних вод також важлива, оскільки вони можуть містити мікроорганізми та шкідливі продукти життєдіяльності мікробів. Вибір методу очищення грунтується на аналізі складу стічних вод [101].
У промислових умовах стічні води спочатку очищають механічним шляхом, потім фільтрують через стоки, фільтрують, відстоюють, обробляють в циклонах, піддають флотації до досягнення ступеня очищення 50-70%. Також можна проводити такі види очищення, як обробка вапном, хлорування та озонування. Таким чином досягається ступінь очищення 80-90%. Також, крім хімічних, можна використовувати і фізико-хімічні методи, використовуючи адсорбенти. Існують процеси, засновані на ультрафільтрації, зворотному осмосі і дистиляції. Такі види очищення забезпечують чистоту на 90-95% [101].
Відпрацьоване повітря перед потраплянням в атмосферу очищається сітчастим фільтром. Повітря, що проходить через фільтр, не містить часток, що містять мікроорганізми. Ефективність очищення становить 99,6% [101].
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2. [bookmark: _Hlk137317062]На основі порівняння морфолого-фізіологічних, біохімічних та культуральних характеристик продуцентів рекомбінантного ІФН-γ обґрунтовано вибір штаму - Escherichia coli BL21 (DE3), оскільки він має ряд переваг: здатність розмножуватися шляхом простого поділу на середовищах, що містять недорогі і легкодоступні компоненти, швидкий ріст, потенційно високі рівні експресії, порівняно з іншими мікроорганізмами, легке маніпулювання геномом, більшість параметрів культивування можна змінити для оптимізації експресії білка, дефіцит протеаз, які перешкоджають секреції чужорідних білків.
3. [bookmark: _Hlk137317129][bookmark: _Hlk137272565]Охарактеризовано кінцевий продукт – ІФН-γ, його біологічні властивості, механізми дії та біохімічні перетворення в ході його отримання.  ІФН-γ являє собою прозорий, безбарвний розчин, який має мультимодальний біологічний вплив і плейотропні терапевтичні ефекти. 
4. На основі порівняння способів очищення рекомбінантних білків було запропоновано найбільш оптимальну та економічно вигідну технологію очищення ІФН-γ з використанням аніоно- та катіонообмінного сорбентів Q-Sepharose-FF та SP-Sepharose-FF з середнім діаметром 90 мкм та швидкістю потоку 400-700 см/год, що дозволяє отримати ІФН-γ зі ступенем чистоти 99,9%. При цьому сумарні втрати становлять 55%.




5. Було проведено аналіз методів створення високопродуктивних промислових продуцентів і запропоновано схему отримання обраного штаму, а саме шляхом трансформації плазміди за допомогою хлориду кальцію та теплового шоку. 
6. Виконано розрахунок матеріального балансу виробництва в рік з використанням 4 ферментерів, що становить 2720 г високоочищеного ІФН-γ.
7. Для реалізації технологічного процесу та у відповідності до вимог якості готового продукту та особливостей обраного продуценту розроблено технологічну та апаратурну схеми виробництва та підібрано відповідне апаратурне обладнання, яке є максимально автоматизованим.
8. Розраховано та обґрунтовано вибір ферментеру об’ємом 8 м3 з механічним перемішуючим пристроєм – відкритою турбінною мішалкою, гладкою сорочкою та барботером. Ферментер задовольняє умови тепло- та масообміну в процесі культивування продуценту. Технологічний та конструктивний розрахунки підтверджують надійність апарату.
9. Передбачено всі необхідні вимоги щодо охорони праці та охорони навколишнього середовища на виробництві, пов’язаному з отриманням лікарського препарату.
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