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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird die Entwicklung automatisierter Hochdurchsatzmethoden zur Optimie-
rung der heterologen Proteinproduktion beschrieben. Hierzu werden im ersten Teil der Arbeit die
technischen Voraussetzungen geschaffen, indem eine automatisierte Kultivierungsplattform -
dem Jiilich Bioprocess Optimization System (JuBOS) - konzipiert und validiert wird. Die beiden
Hauptinstrumente sind hierbei ein Mikrotiterplatten (MTP) - basiertes Kultivierungssystem und
ein angebundener Pipettierroboter, durch den u.a. ein Flussigkeitstransfer in und aus den einzel-
nen MTP-Kavititen ermdglicht wird. Funktionale Erweiterungen des Systems durch weitere In-
strumente ermoglichen auf dem JuBOS automatisierte mikrobielle Arbeiten wie z.B. Probenahme
und Aktivitdtsassays. Durch eine Maf3stabsvergroflerung verschiedener MTP-Kultivierungen in
Labor-Bioreaktoren (1 L, 20 L) wird die Validitdt der Ergebnisse nachgewiesen.

In dem zweiten Teil der Arbeit werden auf dem JuBOS vier Methodenmodule zur beschleu-
nigten Bioprozessentwicklung der heterologen Proteinproduktion entwickelt. Als Modellprotein
wurde hierzu Cutinase aus Fusarium solani pisi verwendet, sekretorisch produziert mit Coryne-
bacterium glutamicum. In dem ersten Methodenmodul werden aus einer Signalpeptid-Bibliothek
durch ein automatisiertes Stammscreening die produktivsten Cutinase-Signalpeptid-
Kombinationen identifiziert. Als bioverfahrenstechnische Optimierung wird mit der Methode des
sogenannten /nduction Profilings optimale Kombinationen von IPTG-Konzentration und Induk-
tionszeitpunkt verschiedener Modellproteine untersucht. Neben einer Produktivititssteigerung
von 40% wird ebenfalls ein deutlicher Einfluss des Zielproteins selbst deutlich. Als weiterer Pa-
rameter wird das Minimalmediums CG XII hinsichtlich maximaler Proteinproduktion mit
C. glutamicum optimiert. Durch ein Screening von 19 Medienkomponenten und einer Algorith-
men-basierten Optimierung wird ein neues Minimalmedium entwickelt, mit dem die Ausbeute
von zwei Zielproteinen um den Faktor 1.5 gesteigert wird. Als abschlieende Methode zur Bio-
prozessoptimierung wird die Méglichkeit zur Miniaturisierung von Fed-Batch-Prozessen mit Hil-
fe eines enzymatischen Glucose-Release-Mediums untersucht. Hierdurch ist eine systematische
Variation der linearen Feedrate bereits in Mikrotiterplatten moglich und die biomassespezifische
Produktbildung um 100% gesteigert.

Im einfachsten Fall einer Prozessoptimierung werden diese beschriebenen Methoden nachei-
nander abgearbeitet. Bei einer solchen Kette von Optimierungsschritten wird mit dem JuBOS der
Durchsatz einer Bioprozessentwicklung um den Faktor 17 im Vergleich zu parallelen Bioreaktor-

kultivierungen gesteigert.






Abstract

This work includes the development of automated high-throughput methods for optimizing
heterologous protein production. In the first part of the work, the automated cultivation platform
named “Jiilich Bioprocess Optimization System” (JuBOS) is designed and validated. The two
main parts are a microtiter plate (MTP)-based cultivation system and a pipetting robot platform.
The robot enables fluid transfer in and out of the MTP wells during cultivation. Further instru-
ment integrations enable automated microbial work on the JuBOS, like sample handling and en-
zyme activity assays. MTP cultivations of various protein producer strains are successfully scaled
up to laboratory bioreactors with volumes of 1 L and 20 L showing the validity of the results.

In the second part, four methods for enhancing bioprocess optimization have been developed
and applied. Mostly cutinase from Fusarium solani pisi secreted with Corynebacterium
glutamicum was used as recombinant model protein. In the first method an automated strain
screening results in an appropriate selection of signal peptide/cutinase combinations with higher
precision than hitherto screening methods. As first biochemical engineering parameter, optimal
combinations of IPTG concentration and induction time are evaluated with the Induction Profil-
ing. Besides an impact of the two parameters on the product yield, also the target protein itself
influences the optimum. The third method of this work is the automated media optimization
shown for CG XII minimal media optimized for protein production. A screening of 19 media
components and a subsequent algorithm-based optimization leads to a new minimal medium,
which increases the yield by factor 1.5. Furthermore, the possibility of miniaturization of fed-
batch processes using an enzymatic glucose release medium is shown.

In the simplest case, these optimization methods are carried out subsequently. In such a se-
quence, the throughput of a bioprocess optimization is enhanced by factor 17 compared to paral-

lel bioreactor cultivations.
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Abkirzungsverzeichnis

Tabelle I: Liste der verwendeten Abkiirzungen
Abkiirzung Bedeutung
a.u. Arbitrary Unit
BHI Brain Heart Infusion
BSLA Bacillus subtilis lipase A
CCD Central Composite Design
CSV Datei Comma Separated Value Datei
DoE Design of Experiments
DSP Downstream Processing
DWP Deepwellplate
EA Enzymaktivitit
FbFP Flavin-based Fluorescent Protein
FDA Food- and Drug- Administration
FFD Full Factorial Design
FL Fluoreszenz
FP Flowerplate
GA Genetischer Algorithmus
GFP Green Fluorescent Protein
Glc Glucose
GRAS Generally Regarded As Safe
HCDC High Cell Density Cultivation
HEPA High Performance Particle Filter
HTC High Throughput Cultivation
HTS High Throughput Screening
1B Inclusion Bodies
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
JUuBOS JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
MBR Mikrobioreaktor
MOPS 3-(N-morpholino)propansulfonsdure
MTP Microtiter Plate (dt.: Mikrotiterplatte)
OEM Original Equipment Manufacturer
OFAT One-Factor-At-the-Time
PLS Prozessleitsystem
RT Raumtemperatur
SEC Secretion
SP Signalpeptid
STR Stirred Tank Reactor
TAT Twin-Arginin-Translocation
USP Upstream Processing
YFP Yellow Fluorescent Protein




Tabelle I1:

Liste verwendeter Formelzeichen

Formelzeichen Einheit Bedeutung
mg mmol Lh™ Erhaltungsstoffwechsel- Koeffizient
0, Bar Sauerstoffpartialdruck
Yys Ausbeutekoeffizient
u h' Spezifische Wachstumsrate
c gL’ Konzentration
14 L Volumen
Ky L Volumenkonstante
t S Zeit
F Lh’ Feedrate
R gL'h! Rate
(0] h! Spezifische Rate
o) gL’ Dichte
n mPa's Viskositit
A m’ Phasengrenzflache
v, m’ Fliissigkeitsvolumen
A m’ Volumenspezifische Phasengrenzfléche
OTR mol L h! Oxygen Transfer Rate
k. mh’ Stoffiibergangskoeffizient auf Fliissigkeitsseite
H M Hohe
D M Durchmesser
Vrip ms’” Riihrerspitzen- Geschwindigkeit
P W Leistung
Vg ms’! Gasleerohr- Geschwindigkeit
FL a.u. Fluoreszenz
BS a.u. Backscatter
EA UmL"’ Enzymaktivitat
Tabelle III:  Liste der verwendeten Indize

Index Bedeutung

Spez biomassespezifisch

X Biomasse

P Produkt

R Reaktor

1 Innen-

0 Wert der Feedlgsung

Max Maximalwert







1 EINLEITUNG

Die Nutzung von Mikroorganismen wurde bereits in den ersten Aufzeichnungen der Mensch-
heitsgeschichte dokumentiert, z.B. zur Produktion von Nahrungsmitteln und alkoholischen Ge-
tranken. So beschrieb Homer bereits ca. 800 v. Chr. in den Ilias-Schriften die Herstellung von
Kése aus Ziegenmilch unter Zuhilfenahme von Magensaft. Lange Zeit wurde fiir bioaktive Sub-
stanzen wie Hefe oder eben solche Verdauungsenzyme das Wort ,,Ferment™ verwendet. Mit der
Ausbreitung der modernen Naturwissenschaften im 18. und 19. Jahrhundert wurden biokatalyti-
sche Stoffumsetzungen systematischer untersucht, und durch die Einfithrung des Begriffs ,,En-
zym* das nicht-lebende Ferment von lebendem Ferment (also Mikroorganismen) unterschieden.
Die Nutzbarmachung der verwendeten Proteine erfolgte bis in das 20. Jahrhundert hinein konven-
tionell durch Gewinnung von pflanzlichem, tierischen oder mikrobiellem Rohmaterial, wie z.B.
das Labferment aus Kélberméigen oder spéter Insulin aus tierischen Bauchspeicheldriisen.

Durch die Erfindung rekombinanter DNA-Techniken wurden in den 1970er Jahren die Mog-
lichkeiten fiir die Herstellung von Proteinen grundlegend verdndert. Durch das Einbringen von
Fremd-DNA in E. coli wurde in dieser Zeit erstmals rekombinantes, menschliches Insulin als
Therapeutikum hergestellt und als Medikament (Humulin™) zugelassen. Zu Beginn des 21.
Jahrhunderts wurden basierend auf diesen Techniken jéhrlich mehr als 10 Tonnen Insulin mit
einem Wert von mehr als 3 Mrd. Euro hergestellt (Buchholz et al. 2005). Die Entschliisselung
des menschlichen Genoms, sowie die fortschreitende Entwicklung gentechnischer Methoden be-
wirkten in den letzten zehn Jahren einen starken Zuwachs von biotechnisch hergestellten Arz-
neimitteln. Das weltweite Marktvolumen von therapeutischen Proteinen als Biopharmazeutika
betrug 2010 jahrlich 46 Mrd. Euro (Walsh 2010). Weiterhin werden Enzyme seit den 1960er Jah-
ren u.a. in Waschmitteln zur schonenden Beseitigung von Verschmutzungen verwendet. Ebenso
haben die milden Reaktionsbedingungen und die Selektivitit der Biokatalysatoren Vorteile in
Prozessschritten zur Herstellung von Feinchemikalien gegeniiber konventionellen chemischen
Verfahren (Schmid et al. 2001).

Die Herstellung solcher rekombinanten Proteine erfolgt wie in anderen verfahrenstechnischen
Herstellungsverfahren in aufeinander folgenden Schritten, den Grundoperationen (engl.: Unit
Operations). In Bioprozessen erfolgt die erste grob gefasste Einteilung in Upstream- und

Downstream- Prozesse. Zu den Upstreamprozessen zdhlt die Kultivierung der Produktionsorga-



nismen in Bioreaktoren sowie alle anfallenden Vorarbeiten hierzu, wie z.B. die Stammhaltung,
Anzucht des Inokulums, die Medienerstellung und Sterilisation. Alle Grundoperationen nach der
Kultivierung werden als Downstreamprozesse bezeichnet. Nach einer primiren Abtrennung von
Biomasse und Fliissigkeit folgen z. B. chromatographische Methoden oder Filtrationen zur Auf-
reinigung der rekombinanten Proteine. Die jeweils notwendigen Prozessschritte und deren Ent-
wicklung ergeben sich aus der anféinglichen Produktdefinition und den damit verbundenen Ziel-
gréfen wie Produktart, Menge, Reinheit.

Die Entwicklung der Upstreamprozesse rekombinanter Proteine wird von Doig (2006) wie in
Abbildung 1.1 eingeteilt. Nach der Produktdefinition und der Stammauswahl (,,Cell Screening®),
werden die Produktionseigenschaften der Stimme verbessert (,,Cell enhancement”), anschlieBend
die Kultivierungsbedingungen optimiert (,,Process optimization*) und in den benétigten Produk-
tionsmafstab tberfiihrt (,,Scale-up*). Von dieser linearen Abfolge wird ggf. durch Riickschritte
abgewichen, da beispielsweise im Vorfeld unbekannte Bedingungen eine neue Stammauswahl

notwendig machen.
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In den ersten drei Entwicklungsphasen von industriellen Bioprozessen werden entscheidende

Parameter festgelegt, die bei einem spéteren Scale-up moglichst unverdndert tibertragen werden

sollen (Schmidt 2005). Eine Riickkopplung von der MafBstabsvergroferung in die Stamm- und




Prozessoptimierung wird also nur selten durchgefiihrt. Dies zeigt die Tragweite der Entscheidun-
gen, die in dieser frithen Entwicklungsphase getroffen werden. Dass in der Forschungsphase
MaBnahmen zwar leicht zu revidieren sind, aber mit fortschreitender Entwicklung einen starken
Einfluss auf den weiteren Projektverlauf haben (s. Begriffe ,,Kostenverantwortung™ und ,,Auf-
wand®“ in Abbildung 1.1) wurde auch in Planungsmodellen industrieller Anlagen hinreichend
beschrieben (Aggteleky 1982; Eversheim 2000).

Fiir unterschiedliche Produktklassen wie z. B. Aminoséuren, Polymere oder eben rekombinan-
te Proteine konnen fiir einen optimalen Prozess einige Parameter basierend auf Vorkenntnissen
eingegrenzt oder sogar festgelegt werden. So ist die Zulassung von einem GRAS-Organismus
einfacher als die von unbekannten Stimmen. Einige Organismen besitzen dariiber hinaus bereits
optimierte physiologische Eigenschaften und lassen sich durch die zur Verfiigung stehenden mo-
lekularbiologischen Werkzeuge in der Stammentwicklung einfach genetisch manipulieren. Auch
bei der Prozessoptimierung wird meist auf bestehende Kultivierungsmethoden und Erfahrungs-
werte zuriickgegriffen. So werden im Allgemeinen gut charakterisierte Rithrreaktoren definierter
Geometrie  verwendet und Prozessparameter wie pH-Wert, Standardmedien und
Zufiitterungsprofile von bekannten Prozessen ibernommen und ggf. angepasst.

Mit dem neuen Forschungsfeld der Systembiotechnologie entstehen vor allem bei der Herstel-
lung von Primérstoffwechselprodukten wie z. B. Aminosduren computergestiitzte Werkzeuge, um
die Wahl zu optimierender Parameter in-silico eingrenzen zu koénnen (Park et al. 2005;
Stephanopoulos 1999). Solche empirischen oder mechanistischen Modelle sind aber zur Herstel-
lung rekombinanter Proteine bisher nur selten angewendet worden (Ian 2005; Terpe 2006). Auch
nach jahrzehntelanger Forschung gilt, dass fiir neu zu produzierende Proteine eine hohe Zahl von
Parametern in einem vergleichsweise weiten Bereich de-novo optimiert werden muss (Baneyx
1999; Dragosits et al. 2011; Weickert et al. 1996).

Bei einer Optimierung der Proteinproduktion sind sowohl biologische, als auch verfahrens-
technische Parameter entscheidend (vgl. hierzu auch Kapitel 3.1). Hierzu zdhlen die Stamm-
Vektor-Kombination, Transport des Proteins durch die Zellwand, Expressionsstirke, Induktions-
zeitpunkt, Temperatur, Medienzusammensetzung und die Wachstumsrate, um nur einige zu nen-
nen. Wiirde man in der experimentellen Optimierung all diese Parameter miteinander kombinie-
ren, ergibe sich eine mit jedem weiteren Parameter kombinatorisch explodierende Versuchsan-
zahl. Die Zeit und der Aufwand, um alle Parameterkombinationen zu testen, wéren zu grof3.

Meist werden aus diesem Grund optimierte Parameter aus vorherigen Prozessen fiir neue Prote-



inproduktionen tibernommen, was aber dazu fiihrt, dass sich viele interessante Proteine nur in
sehr geringer Konzentration oder sogar gar nicht rekombinant produzieren lassen (Ian 2005).
Durch eine Trennung der molekularbiologischen Stammentwicklung und der verfahrenstechni-
schen Prozessoptimierung (vgl. Abbildung 1.1) kann es durch negativ wirkende kombinatorische
Effekte zwischen technischen und biologischen Parametern zu den unerwiinschten, teils kostenin-
tensiven Riickschritten in der Entwicklungskette kommen.

Um den hohen experimentellen Aufwand auf ein praktikables Ma3 einzuddimmen, konnen
durch Werkzeuge wie der statistischen Versuchsplanung (vgl. hierzu auch Kapitel 3.5) die An-
zahl der Versuche verringert und durch die Anwendung parallelisierter Kultivierungen der expe-
rimentelle Durchsatz erhoht werden. Da aber auch mit diesen Methoden nicht alle Parameter-
kombinationen untersucht werden konnen, ist fiir zukiinftige Bioprozessoptimierungen die In-
formation von grofler Bedeutung, welche Parameter sich gegenseitig beeinflussen und wieso sich

einige Proteine unter bestimmten Bedingungen produzieren lassen, aber andere Proteine nicht.



2 MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

DIE MOTIVATION dieser Arbeit ist die Optimierung der heterologen Proteinproduktion als we-
sentlicher Baustein zur schnellen Entwicklung wirtschaftlicher Bioprozesse. Zur Beschleunigung
der Entwicklungszeit sollten Optimierungsexperimente mit einem moglichst hohen Durchsatz
durchgefiihrt werden, nach Moglichkeit unter Beriicksichtigung verfahrenstechnisch kontrollier-
ter Bedingungen. Diese definierten Bedingungen sollen zu skalierbaren, informationsreichen Er-
gebnissen bereits in der frithen Entwicklungsphase fithren. Wie im Kapitel 1 dargelegt, miissen
Kultivierungsexperimente dennoch in hoher Zahl durchgefiihrt werden, wobei definierte Bedin-
gungen durch verschiedene Methoden eingestellt werden konnen.

Ein héufig verwendetes Werkzeug ist der Modell-Bioreaktor, oder auch Labor-Bioreaktor mit
Volumina zwischen 0.25 L und 5 L, in dem konstante Bedingungen bzgl. des Sauerstoffeintrags,
des pH-Wertes, und der Temperatur herrschen. Ein Laborant kann fiir aussagekréftige Ergebnisse
mit dieser etablierten Methodik etwa 15 Kultivierungsansétze parallel bearbeiten. Durch die
Verwendung von Schiittelkolben kann der experimentelle Durchsatz nochmals etwa verdoppelt
werden, wobei bei dieser Methode selten definierte Reaktionsbedingungen eingestellt werden.
Bei auf Mikrotiterplatten (MTP) basierenden Methoden kénnen mit Hilfe einer Robotikplattform
sogar bis zu 30000 Ansitze pro Tag getestet werden (Hallborn and Carlsson 2002). Der hierbei
erzielte Informationsgewinn fiir die spétere Bioprozessentwicklung ist jedoch aufgrund meist
undefinierter Bedingungen weit geringer als in anderen Reaktionssystemen. Sowohl bei Modell-
Bioreaktoren, als auch bei Schiittelkolben und MTP-Methoden stehen sich also der experimentel-
le Durchsatz und die gewonnene Information gegeniiber. Diese Gegentiberstellung lésst sich in
einer Matrix veranschaulichen (Abbildung 2.1), in der sich die jeweiligen Kultivierungsmethoden

je nach Durchsatz und Informationsgewinn anordnen lassen (Betts and Baganz 2006; Doig 2006).
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Abbildung 2.1: Einordnung von Mikrobioreaktoren (MBR): Matrix zur Ei-
nordnung von Mikrotiterplatten, Schiittelkolben, Laborbioreak-
toren und Pilotbioreaktoren anhand des jeweiligen Durchsatzes
und der gewonnenen Prozessinformation, nach Doig (2006).

In den letzten Jahren wurde der Begriff Mikrobioreaktor (MBR) gepriagt (Amanullah et al.
2010; Betts and Baganz 2006; Duetz 2007; Kensy and Muller 2007; Puskeiler et al. 2005a), der
von verschiedenen Autoren jeweils unterschiedlich ausgelegt wird. In einigen Arbeiten werden
die MBR als miniaturisierte und geriihrte Bioreaktoren beschrieben, die in der Regel eine dhnli-
che Reaktorgeometrie und Sauerstoffversorgung wie Modellbioreaktoren aufweisen (Puskeiler et
al. 2005a). Ein weiteres Konzept fiir MBR sind (geschiittelte) Blasensdulen unter Messung und
Regelung wichtiger verfahrenstechnischer Groflen wie dem pH-Wert und dem Sauerstoffpartial-
druck po, (Isett et al. 2007). Andere Autoren bezeichnen dariiber hinaus MTP-basierte Kultivie-
rungsmethoden als MBR, da auch hier ein Sauerstoffeintrag vergleichbar zu Modellbioreaktoren
erreicht werden kann. Wichtigstes gemeinsames Merkmal aller Ansitze ist die Messung von Kul-
tivierungsparametern (z.B. pH und po,) sowie ein hoher und bekannter Stofftransport fiir skalier-
bare Ergebnisse.

Hieran ankniipfend ist das Ziel dieser Arbeit, die Optimierung der Proteinproduktion mit ho-
hem Durchsatz unter moglichst kontrollierten Bedingungen mit Hilfe eines MBR-Systems durch-
zuftihren. Fir eine Beschleunigung der Arbeiten sollen alle zeitkritischen Arbeitsschritte, wie

z.B. Medienerstellung und Probenverarbeitung, soweit wie moglich automatisiert werden. Das



MBR-System soll fiir diese Automatisierung in eine Robotik-Anlage integriert werden, die iiber
deren Standardmethoden hinaus einen Fliissigkeitstransfer in oder aus den Reaktoren gewihrleis-
tet. Sowohl Pipettierroboter, als auch verschiedene MBR-Systeme sind zu heutiger Zeit kommer-
ziell verfiigbar. Eine fiir mikrobielle Arbeiten voll funktionsfihige Kombination beider Elemente
muss jedoch zundchst konzipiert und danach durch zielfithrende Systemtests in Betrieb genom-
men werden (Ahn et al. 2007; Huber et al. 2009; Puskeiler et al. 2005a). Daher werden in dieser
Arbeit Protokolle und automatisierte Optimierungsmethoden anhand der heterologen Proteinpro-
duktion validiert. Hierbei miissen die Ergebnisse aus dem MBR-System mit Ergebnissen aus
etablierten Modell-Bioreaktoren (z. B. mit V = 1 L und 20 L) verglichen werden, um dadurch
deren Relevanz fiir einen spiteren Produktionsprozess darzulegen. Fiir diese Validierung wird
Cutinase als Modellprotein fiir industriell relevante o/f-Hydrolasen (z.B. Subtilisin) verwendet.

Mit den erstellten Protokollen sollen anschlieSend Methoden zur Optimierung der heterologen
Proteinexpression entwickelt werden, wobei auch hier die Cutinaseproduktion als Modellprozess
dient. Hierbei sollen die Methoden einfach verinderbar sein, um somit diec Anwendbarkeit auch
fir andere rekombinante Proteinproduktionen zu gewéhrleisten. Neben der Entwicklung eines
Stammscreening-Verfahrens zur Auswahl produktiver biologischer Systeme, sollen Optimie-
rungsmethoden fiir verschiedene verfahrenstechnische Parameter getestet werden, die einen mog-
lichen Einfluss auf die rekombinante Proteinproduktion haben.

Hierbei ist die Frage relevant, ob das jeweils ermittelte Optimum vom Produktionswirt, bzw.
vom Modellprotein abhéngt. Nach Moglichkeit sollen also mit den Optimierungsmethoden ver-
schiedene biologische Systeme untersucht werden. Die Arbeit soll dadurch einen Ausblick darauf
geben, inwieweit schon beim Stammscreening verfahrenstechnisch optimierte Bedingungen be-

achtet werden miissen.



3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

3.1 MIKROBIELLE PROTEINPRODUKTION

Rekombinante Proteine werden in vielen biotechnologischen Produkten und Verfahren ver-
wendet und gelten dadurch als Schliisselelement der Biotechnologie. Sie werden in hochpreisigen
Produkten wie Biopharmazeutika, bioanalytischen Kits oder molekularbiologischen Werkzeugen
verwendet, bei denen entsprechend hohe Qualitatskriterien gefordert sind. Die Enzyme in der
Textil-, Waschmittel-, oder Lebensmittelindustrie werden hingegen héufig als Rohextrakte einge-
setzt, was deren Kosten im Downstream-Processing (DSP) in der Regel vermindert. Ungeachtet
der spiteren Anwendung werden rekombinante Proteine im Upstream-Processing (USP) mit sich
ghnelnden Techniken in-vivo mittels pro-oder eukaryotischen Wirtsorganismen hergestellt. Wel-
che Wirte und welches Verfahren eingesetzt werden, ist u.a. vom jeweiligen Zielprotein und den
geforderte Qualitétskriterien abhdngig. Die Zellen hoherer Organismen (z.B. menschliche Tu-
morzelllinien, Insektenzellen) werden hdufig zur Produktion komplexerer Proteine fiir Bio-
pharmazeutika verwendet. Nach der Transkription und Translation erfolgt in den entsprechenden
Zell-Kompartimenten eine Faltung der Proteine ggf. durch Bildung von Disulfid-Briicken und bei
der Glycosylierung eine wirtspezifische Verkniipfung mit Zuckern an Aminosdurereste der
Peptidkette. In bakteriellen Wirten kann zwar keine Glycosylierung erfolgen, eine Bildung von
Disulfid-Briicken hingegen ist durch einen Transport in den periplasmatischen Raum Gram-
positiver Bakterien moglich. So wird E. coli beispielsweise zur Herstellung therapeutischer Anti-
korperfragmente verwendet, die mehrere Disulfidbriicken aufweisen konnen. Der Proteintrans-
port wird auch bei Gram-negativen Organismen biotechnologisch verwendet, wobei hier die re-
kombinanten Proteine direkt in das umgebende Medium abgegeben werden (Choi and Lee 2004;
Simonen and Palva 1993). So kann das DSP um den Zellaufschluss reduziert werden, der hiufig

mit einer Kontamination des Produkts mit DNA und Wirtsproteinen einhergeht.



3.1.1 Proteinsekretion und Signalpeptide

Aus Gram-negativen Bakterien (z.B. bei Escherichia coli) sekretierte Proteine verbleiben
meist zwischen den Zellmembranen im Periplasma, wo sie einerseits Disulfidbriicken ausbilden
konnen, andererseits aber auch zur Bildung von ,,Inclusion Bodies* neigen (Choi and Lee 2004).
Bei Gram-positiven Wirten (z. B. Bacillus spec.) werden sekretierte Proteine durch die Zellwand
direkt in das umgebende Medium transportiert und erreichen dort eine im Vergleich zum intrazel-
luldren Raum geringere Konzentration. Die Limitierung dieser Technik ist hauptséchlich die kor-
rekte Proteinfaltung und nicht die Bildung von extrazelluldren Inclusion Bodies.

Es sind mehrere Sekretionsmechanismen beschrieben, die sich in zwei generelle Gruppen ein-
teilen lassen. Bei dem weitreichend beschriebenen SEC-Weg (von Secretion) werden ungefaltene
und damit meist inaktive Proteine sekretiert (griiner Weg in Abbildung 3.1). Durch eine SEC-
Sekretion wurde beispielsweise ein hoher Titer von 3 gL' rekombinanter a-Amylase mit
B. subtilis erzielt (Palva 1982). Dem gegeniiber steht der Twin-Arginin-Translocation- oder auch
TAT-Weg (Chaddock et al. 1995), iiber den vor allem gefaltete und damit aktive Proteine trans-
portiert werden (roter Weg in Abbildung 3.1). Von Bakterien wird dieser alternative Sekretions-
weg genutzt um z.B. Redox-Cofaktor enthaltende Enzyme zu sekretieren (Berks et al. 2003).
Diese Moglichkeit ldsst sich ebenfalls biotechnologisch nutzen, um sekretierte Proteine zu ge-
winnen, deren Aktivitdt von der kovalenten Bindung eines Cofaktors im katalytischen Zentrum
abhédngt (Kikuchi et al. 2008b). Durch die TAT-Sekretion wird jedoch nur vereinzelt ein zur
SEC-Sekretion vergleichbar hoher Titer erreicht, wie z.B. mit C. glutamicum, der 0.8 gL' einer
aktiven Glutaminase (Kikuchi et al. 2008a). Durch Nutzung des SEC-Weges wird aber nicht im-
mer einen vergleichbar hoher Produkttiter erreicht (Westers et al. 2004), genauso wenig wie die
Nutzung des TAT-Weges immer zu 100% funktionalen Proteinen fiihrt (DeLisa et al. 2003).

Die Entscheidung, tiber welchen Mechanismus die Proteine transportiert werden, ist durch
Signalpeptide festgelegt, die mit dem Zielprotein fusioniert sind. Unter anderem fiir diese Entde-
ckung erhielt Giinter Blobel im Jahr 2000 den Nobelpreis in Physiologie und Medizin (Blobel
2000). Signalpeptide haben in der Regel einen konservierten Aufbau (Abbildung 3.1, links) aus
einer positive geladenen N-Region, einer hydrophoben H-Region und einer hydrophilen C-
Region, in der die Erkennungssequenz fur die Signal Peptidase (SPase) enthalten ist. Die Peptide
interagieren co- bzw. posttranslational mit Sekretionsweg-spezifischen Elementen wie
Chaperonen, Translokasen oder Proteasen, wodurch das Zielprotein durch die Zellwand dirigiert

wird.
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Abbildung 3.1: Konzepte der Proteinsekretion. Links: Prinzipieller Aufbau von Signalpeptiden. Die membran-
gebundene SP Peptidase (SPase) spaltet das in der Membran verankerte Signalpeptid ab. H: Hyd-
rophobe Region; N: positiv geladene Region; C: polare Region. Rechts: Sekretorische Proteinpro-
duktion iiber den SEC-Weg (griin), und den TAT-Weg (rot).

Welches Signalpeptid in der rekombinanten Proteinproduktion zu einem hohen Titer im Uber-
stand Gram-positiver Organismen fiihrt, hdngt von verschiedenen Faktoren ab. So gibt es in
B. subtilis 300 Proteine, die jeweils unterschiedliche Signalpeptide haben (Tjalsma et al. 2000).
Welches Signalpeptid sich bei der Produktion rekombinanter Proteine als effektiv erweist, hingt
dabei auch vom zu produzierenden Zielprotein ab, was eine immer erneute Auswahl der Signal-
peptide in Screeningversuchen erfordert (Brockmeier et al. 2006a). Seit der Entdeckung der Sig-
nalpeptide wurden Algorithmen entwickelt, die anhand der Aminosiuresequenz die Effizienz der
Signalpeptide bewerten sollen (von Heijne 1986). Eine bekannte Kenngrof3e ist der D-Score der
SignalP-Software (Dyrlov Bendtsen et al. 2004), deren Eignung zur Abschitzung guter und we-
niger guter Signalpeptide aber umstritten ist (Brockmeier et al. 2006a; Leggewie et al. 2010). So
konnen Signalpeptide, die zwar eine schnelle Translokation durch die Zellwand bewirken, eine
tiber den Kultivierungsverlauf schlechte Produktivitit aufweisen (Caspers et al. 2010). Hierbei
spielen nicht nur die Eigenschaften der Signalpeptide eine Rolle. Biologische und verfahrens-
technische Parameter sowie deren Kombinationen wirken sich positiv wie negativ auf die Prote-
inproduktion aus. Einige zur Produktionsoptimierung in Frage kommende Parameter sind in Ta-

belle 3.1 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1:  Parameter zur Optimierung der Proteinproduktion. Biologische und verfahrenstechnische
Parameter, mit denen die Produktion rekombinanter Proteine optimiert werden kann.

IB = Inclusion Bodies

Parameter Kommentar Literatur
Expressionswirt Haufig wird auf etablierte Organismen wie

E. coli, B. subtilis, P. pastoris zuriickgegriffen. (Gustafsson et al. 2004)
Temperatur Hat Einfluss auf den Zellmetabolismus und die | (Dragosits et al. 2011)

Chaperon-Coexpression

Agglomeration rekombinanter Proteine.

Kann die Stabilitdt und die korrekte Faltung
begtinstigen.

(Hoffmann and Rinas 2004;
Rosenau et al. 2004)

Signalpeptide Konnen rekombinante Proteine aus der Zelle (Brockmeier et al. 2006a; Tjalsma
hinaus dirigieren. et al. 2000)

Promotor/ Zu hohe Expressionsrate kann zu falscher . .

Induktionsstirke Transkription und zur Bildung von IB fiihren. (Lee et al. 1997; Studier 2005)

Induktionszeitpunkt Ist bei toxischen Proteinen und starken Promo- | (Donovan et al. 1996; Levisauskas

Gen-Copynumber

toren ein wesentlicher Parameter.

Kann durch die Wahl des Plasmids und dessen
Stabilitéit beeinflusst werden.

et al. 2003)

(Kramer 1994)

Nahrstoffversorgung/ Hat direkten Einfluss auf den Zellmetabolis- (Curless et al. 1990; Jones and
Wachstumsrate mus. Anthony 1977)
Medienbestandteile, Konnen Einfluss auf den Zellmetabolismus . .
Nihrstoffe und die Proteinstabilitit und Aktivitit haben, | (D8vid etal- 20105 Lee etal. 1997)
Sauerstoffversoreun Hat direkten Einfluss auf den Zellmetabolis-

gung mus und kann bei Limitation die (Konz et al. 1998)

Plasmidstabilitit herabsetzen.

Zielprotein Optimale Parameter sind vom Zielprotein (Ahn et al. 2007; Brockmeier et al.

abhingig aufgrund z.B. toxischer Eigenschaf-
ten oder hohem Gehalt seltener Aminosduren.

2006a; Hust et al. 2009)

3.1.2 Verwendete Organismen zur sekretorischen Proteinproduktion

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist ein Gram-positives, aerob wachsendes, stibchenformiges Bakterium
(s.Abbildung 3.2), das in der Natur normalerweise im Boden oder Gewéssern vorkommt. Das als
ngenerally-regarded-as-safe” (GRAS) deklarierte Bakterium ist ein weithin verwendeter Platt-
formorganismus in der industriellen Biotechnologie wegen seiner nicht-pathogenen Eigenschaf-

ten, seiner unspezifischen Codon-Usage und der Eigenschaft, Proteine in groen Mengen in den
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extrazelluldren Raum transportieren zu kénnen (Wong 1995). Die effizienten Sekretionsmecha-
nismen von B. subtilis transportieren ca. 200 wirtseigene Proteine (,,Sekretom®) in den extrazellu-
liren Raum (Tjalsma et al. 2000), wodurch sich bis zu 25 gL' Gesamtprotein im Uberstand be-
finden konnen. Diese Mechanismen werden in der industriellen Biotechnologie genutzt, um bei-
spielsweise mit Bacillus Arten Waschmittelenzyme (Subtilisin) in groBen Mengen herzustellen

(Jaeger et al. 1999; Pierce et al. 1992).

Abbildung 3.2: Elektronenmikro-
skopische Aufnahme von B. subtilis-
Zellen (Zweers et al. 2008).

Viele der Proteine, die von B. subtilis sekretiert werden, haben hydrolytische Aktivitit, um
komplexes organisches Material aus der Umgebung fiir die eigene Nihrstoffversorgung nutzbar
zu machen. In diesem Sekretom sind 27 wirtseigene Proteasen bekannt (Tjalsma et al. 2000), die
in industriellen Ndhrmedien kostengiinstige, aber auch schwer zu verwertende Komponenten wie
z.B. Kartoffelschalenextrakte (Mukherjee et al. 2008) abbauen. Neben dem positiven Effekt der
Nutzung wirtschaftlicher Ndhrmedien, sind rekombinante Zielproteine leider ebenfalls ein poten-
tielles Substrat dieser Proteasen. Durch einen Knock-out von sechs Proteasen wird der Abbau der
Zielproteine vermindert und B. subtilis als Produktionsstamm etabliert (Wu et al. 1991). Weiter-
hin machte die Verfiigbarkeit molekularbiologischer Werkzeuge wie Plasmide mit starken Pro-
motoren oder Signalpeptidbibliotheken diesen Stamm zu einem Plattformorganismus fiir die sek-

retorische Proteinproduktion.
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Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum (grch.: coryne = Keule) ist ein Gram-positives, nicht-pathogenes
(GRAS) Bodenbakterium der Klasse der Actinobacteria mit vergleichsweise hohem GC-Gehalt
(56%). Durch einen besonderen Zellwandaufbau, z.B. mit langkettigen Mycolsduren ist das Bak-
terium stabiler als andere Gram-positive Bakterien gegeniiber extremen Umwelteinfliissen
(Brennan and Nikaido 1995). Der Organismus wird seit seiner Entdeckung 1957 in der Lebens-
mittel- und Futtermittelindustrie als Produktionswirt fiir die Aminosduren Glutamat und Lysin
verwendet (Hermann 2003), dient aber auch zur Herstellung von z.B. Vitaminen (Eggeling and

Bott. 2005).

Abbildung 3.3: Elektronenmikroskopische Auf-
nahme von C. glutamicum-Zellen (Eggeling and
Bott. 2005).

Seit etwa 20 Jahren wird C. glutamicum ebenfalls zur Herstellung rekombinanter Proteine er-
forscht, was anhand einiger Beispiele wie der a-Amylase (Billman-Jacobe et al. 1995) oder dem
human epidermal growth factor hEGF (Date et al. 2006) publiziert wurde. Obwohl nur acht
wirtseigener Proteine sekretiert werden, sind die notwendigen Mechanismen sowohl fiir den
SEC-Weg als auch den TAT-Weg vorhanden. Da von C. glutamicum nur 3 wirtseigene Proteasen
sekretiert werden, ist bisher eine Proteolyse der Zielproteine im umgebenden Medium nur in ge-
ringem Mafle beobachtet worden (Billman-Jacobe et al. 1995; Date et al. 2006; Watanabe et al.
2009). Daneben machen gut erforschte physiologische Phinomene und etablierte Bioprozesse
C. glutamicum zu einem attraktiven Wirtsorganismus fiir die Produktion rekombinanter Proteine.
So bietet seit einigen Jahren der japanische Aminosédurehersteller AJINOMOTO optimierte Plasmi-
de und C. glutamicum-Stamme fiir die Sekretion rekombinanter Proteine unter dem Namen Cory-

nEx™ an (Teramoto et al. 2011).
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3.2 BIOPROZESSKINETIK

Die mikrobielle Produktion biotechnologischer Produkte erfolgt in der Regel in Bioreaktorkul-
tivierungen, in denen Mikroorganismen die benétigten Nahrstoffe in geloster Form zur Verfii-
gung stehen. Die Aufnahme und Verwertung dieser Substrate beeinflusst direkt die Wachstums-
und Produktbildungskinetik der Mikroorganismen und lésst sich technisch verhéltnisméBig ein-
fach durch einen kontrollierten Néhrstoffzulauf steuern. Anhand dieser Substratzufuhr werden in
der Bioverfahrenstechnik das Satzverfahren (auch: Batch-Verfahren), das Zulaufverfahren (auch:
Fed-Batch-Verfahren) und die kontinuierliche Kultivierung voneinander unterschieden. Da bei
einer Satzkultivierung alle Néhrstoffe von Beginn an im Medium vorhanden sind, zeichnet sich
dieses Verfahren durch eine einfache Durchfiihrung mit einem geringen technischen Aufwand
aus. Durch die anfanglich hohe Substratkonzentration kann es aber zur Bildung toxischer Neben-
produkte kommen (Riesenberg 1991), wodurch hierbei selten hohe Zellkonzentrationen und hohe
Raum-Zeit-Ausbeuten erreicht werden. Daher werden in industriellen Verfahren zur Herstellung
von z.B. rekombinanten Proteinen meist Fed-Batch-Verfahren verwendet, um durch einen kon-
trollierten Substratzulauf hohere Produktkonzentrationen und damit wirtschaftliche Ausbeuten zu
erlangen. Bei kontinuierlichen Kultivierungen wird nicht nur Substrat zugegeben, sondern auch
Zellsuspension entnommen. Durch diesen stindigen Zellaustrag lassen sich solche Produktions-
verfahren iiber Wochen bis Monate durchfithren, was auf solche lange Sicht zu hohen Raum-
Zeit-Ausbeuten fiihrt. Dieses Verfahren wird zur Herstellung rekombinanter Proteine aber selten
angewendet, u.a. wegen der moglichen genetischen Instabilitidt von rekombinanten Produktions-
organismen. Im Folgenden wird daher die mikrobielle Kinetik des Satzverfahrens und des Zu-

laufverfahrens erldutert.

3.2.1 Satzverfahren (Batch-Verfahren)

Bei der Kultivierung im Satzverfahren (engl.: Batch-Verfahren) wird nach dem Animpfen mit
Mikroorganismen kein weiteres Substrat mehr zugegeben. Das Volumen bleibt also weitestge-
hend konstant, die Substrat-, Biomasse-und Metabolitkonzentrationen dndert sich jedoch stindig
(s. Abbildung 3.4). Durch diese Anderungen lassen sich vier charakteristische Kultivierungspha-
sen voneinander abgrenzen: Die Lag-Phase, die exponentielle Phase, die Stationdrphase und die

Absterbephase.
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Abbildung 3.4: Kultivierung im Satzverfahren (Batch). Links: Typischer Verlauf einer Batch-Kultivierung.
1: lag-Phase, 2: exponentielle Phase, 3: Stationdrphase, 4: Absterbephase. Der Ubergang zwischen
Phase 2 und 3 wird transiente Phase genannt. Rechts: Schematische Darstellung des Batch-
Reaktors. cy: Biomassekonzentration, cs: Substratkonzentration, Vy: Fliissigvolumen im Reaktor.

In der lag-Phase passen sich die Zellen ihre Physiologie an das neue Milieu nach dem
Animpfen an und erhéhen ihre Wachstumsrate auf einen Maximalwert (Abbildung 3.4, pyay). Ist
dieser Wert erreicht, wachsen die Zellen unlimitiert, solange Substrat im Uberschuss vorhanden
ist. Diese Phase lédsst sich anhand des exponentiellen Wachstumsmodells von Malthus (1798)

beschreiben. Die spezifische Wachstumsrate p ist konstant beim Maximalwert ppy,, und die

dc . I
Wachstumsrate ry = d—tX nur von der Biomasse cy abhéingig.

dcy
Tx = E = Upmax " Cx Formel 1

Fiir die Biomasse ergibt sich durch Integration der Differentialgleichung folgender Ausdruck in

Abhingigkeit der Zeit:

Mit ¢, = 0: cx(t) = cx(0) - eHmaxts Formel 2
Die spezifische, maximale Wachstumsrate L,y ist ein fiir die Bioprozessauslegung wichtiges

Kriterium. Der hier beschriebene Ausdruck von cx und pn.x dient hdufig zur Abschitzung von

HUmax 10 Batchkultivierungen.
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3.2.2 Zulaufverfahren (Fed-batch-Verfahren)

Wird wahrend der Kultivierung eine Substratlosung zugegeben, spricht man von einem Zu-
laufverfahren (engl.: Fed-Batch Verfahren). Durch den stetigen Verbrauch zugefiihrter Néhrstoffe
ergeben sich in der Regel nur niedrige Substratkonzentrationen im Bioreaktor, womit metaboli-
sche Uberschussreaktionen, wie sie im Batch-Verfahren auftreten, minimiert werden. So lisst
sich in der Regel im Fed-Batch-Verfahren mehr Substrat in Biomasse, bzw. zum gewiinschten
Produkt umsetzen. Die Endkonzentration und die Raum-Zeit-Ausbeute sind entsprechend hoher
im Vergleich zum Batch-Verfahren. Unter anderem ist aus diesem Grund in der biopharmazeuti-
schen Industrie das Fed-Batch Verfahren zur Produktion rekombinanter Proteine stark verbreitet
(Balbas 2001).

Es sind verschiedene Fed-Batch Strategien beschrieben, die sich nach der Art und Weise ein-
teilen lassen, wie die Substratlgsung zugegeben wird (Shimizu 1996; Yee and Blanch 1992). Eine
erste, grobe Unterscheidung erfolgt zwischen geregelten und gesteuerten Verfahren. Bei geregel-
ten Verfahren ist eine Messgro3e im Bioreaktor (z.B. der Sauerstoffpartialdruck pO,) tiber eine
Riickkopplungsschleife mit der Feed-Pumpe verbunden, wodurch sich die Pumprate und damit
das Feedprofil dem Zustand der Kultivierung im Bioreaktor anpasst (Jenzsch et al. 2006). Diese
Vorgehensweise kann durch die PAT-Initiative (Process-Analytical-Technology) der amerikani-
schen Food and Drug Administration (FDA) inzwischen auch bei der Produktion von Bio-
pharmazeutika angewendet werden (Rathore et al. 2010).

Bei gesteuerten Verfahren hingegen wird das Feedprofil vor dem Prozesses anhand bekannter
Kenngroflen der Bioprozesskinetik (Wmax, Yxis, ...) definiert und ohne analytische Messung des
metabolischen Zustandes der Kultivierung durchlaufen. Bei hinreichender Information tiber die
KenngroBen lédsst sich das gesteuerte Feedprofil parametrieren, die Pumprate entsprechend pro-
grammieren und auch in verschiedene Maf3stébe skalieren. Weicht die Bioprozesskinetik jedoch
vom modellierten Verhalten ab, so kann es zu nicht vorhersehbaren Abweichungen von Produkt-
ausbeute und Qualitdt kommen. Vor der PAT-Initiative wurden in der Herstellung von proteinba-
sierter Biopharmazeutika fast ausschlielich gesteuerte Verfahren angewendet, die auch bis heute
ein wichtiges Werkzeug in der Proteinproduktion sind. Eine weitere Einteilung der gesteuerten
Fed-Batch Verfahren kann anhand der Pumprate erfolgen, die entweder konstant bleibt oder aber
dem mikrobiellen Wachstum entsprechend exponentiell ansteigt (Yee and Blanch 1992). Beide

Vorgehensweisen sind in der folgenden Abbildung 3.5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.5: Typische Kultivierungen im Zulaufverfahren (Fed-batch): Links: mit linearer Substratzugabe,
Mitte: mit exponentieller Subtratzugabe jeweils nach einer anfinglichen Batchphase. Rechts:
Schematische Darstellung eines Fed-Batch-Reaktors.

Bioprozesskinetik bei linearer Substratzugabe

Wenn man annimmt, dass die Zellen asynchron wachsen, der Zellmetabolismus nicht direkt
von dem Alter der Kultivierung abhéngt und dass der Erhaltungsstoffwechsel vernachlissigt wer-
den kann, lasst sich die Wachstumsrate p wihrend eines linearen Fed-Batch-Profils nach Jones

and Anthony (1977) bestimmen.

F
”_KV+F't Formel 3
Mit:
~ Viorcxo
v Y, [L] Volumenkonstante nach Jones and Anthony (1977)

Csp ™ XXy
Yx, [gervgatc '] Ausbeutekoeffizient

S Jlc
Cs [g'L'l] Substratkonzentration im Feed
Cxo [g'L‘l] Zellkonzentration bei t =0

t [h] Zeit

— ﬂ [L'h'l] Feedrate

dt

Fur niedrige und mittlere Zelldichten kann der Erhaltungsstoffwechsel vernachldssigt werden,

woraus sich ein linearer Anstieg der Biomasse ergibt:

cx(t) =Xo+K,-F-t Formel 4
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Weiterhin wird angenommen, dass die Fliissigkeitsvolumen-Zunahme im Reaktor dem Volumen
der zugegebenen Fliissigkeit entspricht, die Volumenkontraktion also ebenfalls vernachldssigbar

ist. Analog gilt fiir die Volumenzunahme:

V(t) =V, o+F-t Formel 5

Der Vorteil dieser Art der Prozessfiithrung ist die einfache Einstellung der konstanten Feedrate
F ohne weitere Ansteuerung der Pumpe tiber ein Prozessleitsystem. Der Nachteil ist jedoch die
tiber den Prozessverlauf abnehmende spezifische Wachstumsrate p einhergehend mit ggf. unzu-
reichender Raum-Zeit-Ausbeute. Bei Hochzelldichtefermentationen (HCDC) kann dariiber hin-
aus der Erhaltungsstoffwechsel nicht mehr vernachldssigt werden. So wiirde bei konstanter Feed-
rate die Biomassezunahme immer weiter abgeschwécht werden, bis alles zugefiihrte Substrat fiir
den Erhaltungsstoffwechsel verbraucht wiirde. Eine Beriicksichtigung solcher Faktoren ist mit

der exponentiellen Substratzugabe moglich.

Bioprozesskinetik bei exponentieller Substratzugabe

Eine gesteigerte Raum-Zeit-Ausbeute und hohere Zelldichten werden durch Feedprofile reali-
siert, deren Pumprate iiber den Prozessverlauf dem bakteriellen Wachstum entsprechend expo-
nentiell ansteigt. Hierdurch ist es moglich, eine wéhlbare spezifische Wachstumsrate p in der
Feedphase konstant zu halten.

Bei exponentiellen, also iiber die Zeit zunehmendem Zulauf ist auch die Feedrate F abhéngig

von der Zeit. So wird aus Formel 5:

V() = VL,O + f F(t)dt Formel 6

Das exponenticlle Wachstum, beschrieben fiir das unlimitierte Wachstum in Formel 1, wird also

durch diese verdiinnend wirkende Flissigkeitszugabe abgeschwicht.

_ d(Vy.cx)

— F 17
Tx T Pmax " Cx * VR orme
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Mit folgendem Ausdruck

- = F(t) Formel 8

ergibt sich:

Fy
E =u-(cx — VL) Formel 9

Die Bilanzierung von Substratverbrauch und Substratzugabe ergibt die Anderung der Sub-
stratkonzentration im Reaktor. Diese Grofle ist wie auch schon die Biomassezunahme von dem

Verdiinnungseffekt durch zugegebenes Volumen abhéngig.

d(CS'VL)_F_ _.U'CX'VL
dt =0 Cso YX/S Formel 10
Zugabe Verbrauch
Mit % = F, ergibt sich
des _Fo (cso — c5) — =%
dt Vv, Cs0 = Cs YX/S Formel 11

In Hochzelldichtekultivierungen werden in der Regel Sauerstofflimitierung und Nebenpro-
duktbildung durch eine Wachstumsrate g < pp,.x unterbunden. Zugefithrtes Substrat wird sofort
verbraucht und es kann angenommen werden, dass die Substratkonzentration cg zu jeder Zeit
anndhernd null ist und sich wihrend des Prozesses auch nicht dndert.

Fo c s c 2
7 =3 F 11
v, S,0 YX/ X orme

Bei p << pmax und bei hohen Zelldichten muss der Erhaltungsstoffwechsel in Form des Mainte-

nance-Koeffizienten mg berticksichtig werden. Hierbei wird zwischen dem ,,messbaren Ausbeu-

tekoeffizienten YX/S und dem ,,wahren“ Ausbeutekoeffizienten Yy /s unterschieden. Yy /s be-
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schreibt wie auch YX/S den Glucoseverbrauch pro Biomasse, aber abziiglich des Glucose-

verbrauchs durch den Erhaltungsstoffwechsel.

Y,
3 W Xx /s
YX/ = Formel 13
s u+Yy, "mg
Is
Mit Y’,(/S [ga1c 8BT™] wahrer Ausbeutekoeffizient
mg  [gaigsrvh ] Maintenance-Koeffizient

Aus Formel 12 ergibt sich unter Beriicksichtigung des Erhaltungsstoffwechsels:

Fo [ H
wCso=\gr—tmg |-cx Formel 14
VL YX /
s
Wird in Formel 14 der Ausdruck fiir exponentielles Wachstum (Formel 2) eingesetzt verwen-

det, so ergibt sich:

Uset * Vi " Cx,0

. e(uset‘t)
YX/S + mE) : Cs'o

Fo(t) = ( Formel 15

Mit dieser Gleichung lésst sich anhand der Feedrate Fy eine konstante spezifische Wachstums-
rate [lg einstellen.

Ist das Zielprodukt der Kultivierung nicht Biomasse als solche sondern z.B. ein Protein, eine
niedermolekulare Substanz, oder ein Polysaccharid, so dient die Produktbildungskinetik der ge-

naueren Auslegung des Bioprozesses.

3.2.3 Produktbildung

Die Kinetik einer Produktbildung hingt stark von deren urspriinglichen physiologischen Be-
deutung in der Zelle ab und lésst sich verallgemeinert nach Luedeking und Piret (1959) in Ab-
hingigkeit der Biomasse sowie deren Wachstum beschreiben.

dc

P
rP=E:AP'Cx+BP'

dcy
dt Formel 16

Bzw. biomassespezifisch: qp = Ap +Bp -
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Es wird generell zwischen drei Produktbildungstypen unterschieden. Ist das Produkt und damit
die Produktbildungsgeschwindigkeit rp direkt fiir das Uberleben der Zelle notwendig (wie z.B.
Primérstoffwechselprodukte), so ist diese proportional zum Biomassewachstum mit Ap = 0 und
Bp > 0. Findet eine Produktbildung nur in nicht-wachsenden Zellen statt, so ist Ap > 0 und Bp =0
(z.B. bei vielen Sekunddrmetaboliten). Eine dritte Moglichkeit ist eine Mischform, mit Ap > 0
und Bp > 0.

Die Bildung intrazelluldrer rekombinanter Proteine erfolgt in der Regel strikt wachstumsge-
koppelt. Bedingt durch Unterschiede in der Nukleotid- bzw. der Aminoséuresequenz lassen sich
aber die Kinetiken der einzelnen Biosyntheseschritte nur schwer vorhersagen (Arnold et al.
2001). Weitere post-translationale Schritte wie z.B. die Proteinsekretion erschweren dariiber hin-

aus noch die Modellierung der Proteinproduktion (Maurer et al. 2006).

3.3 SAUERSTOFFEINTRAG IN BIOREAKTOREN

Mikroorganismen benétigen in aerober Kultivierung neben Energie- und Kohlenstoffquellen
auch Sauerstoff, um diese Nihrstoffe zu Biomasse und (Neben-) Produkten zu verwerten. Ist
nicht ausreichend Sauerstoff verfiigbar, fiihrt dies bei vielen Mikroorganismen (u.a. auch bei
C. glutamicum, E. coli und B. subtilis) zu einer Verdnderung des Metabolismus einhergehend
z.B. mit der Sekretion organischer Sduren, die das weitere Wachstum inhibieren konnen. Dartiber
hinaus kann eine Sauerstofflimitation bei E. coli die Aminosdureproduktion und die
Plasmidreplikation verlangsamen (Konz et al. 1998). Beide Vorgidnge haben einen direkten Ein-
fluss auf die Bildung rekombinanter Proteine, was den Sauerstoffeintrag zu einem wesentlichen
Parameter in der Prozessoptimierung der Proteinproduktion macht.

Damit der Sauerstoff von den Zellen aufgenommen und metabolisiert werden kann, muss die-
ser in dem umgebenden wissrigen Medium geldst sein. Der Sauerstoffiibergang zwischen der
Gas- und der Fliissigphase ist bei einem Bioreaktor also ein entscheidender Parameter. Um diese
Vorginge mathematisch zu beschreiben wird hiufig das Zweifilm-Modell verwendet (s. Abbil-
dung 3.6). Bei diesem Modell geht man davon aus, dass die Gasphase und die Fliissigphase je-
weils homogen durchmischt sind. Bis auf eine diinne Schicht an der Phasengrenzflédche geht man

also von keinen weiteren Konzentrationsgradienten aus.
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Abbildung 3.6: Zweifilmmodell nach Lewis and Whitman (1924)

An der Phasengrenze wird eine sofortige Einstellung des Phasengleichgewichtes angenom-
men. Eine weitere Vereinfachung ist die Vernachldssigung des gasseitigen Widerstandes gegen-
iiber dem weitaus groBeren fliissigkeitsseitigen Widerstand, wodurch aus dem Zweifilm-Modell
das Einfilm-Modell wird. Hierbei entspricht der Sauerstofftransport, der von der Gasphase in die

Fliissigphase tibergeht, folgendem Ansatz:

dco, .
7= OTR—OUR = ky-a-(c5,.— co,.) — OUR Formel 17
Mit
A
a= V_L Formel 18
und
OTR [molL™h™ Oxygen Transfer Rate
a [m™] Volumenspezifische Phasengrenzfliche
f [m?] Fliissigkeitsvolumen
A [mz] Phasengrenzfliache
k; [mh'] Stoffiibergangskoeffizient auf Fliissigkeitsseite
CopL [molL™"] Sauerstoffsittigungskonzentration in der Fliissigphase
CopL [molL™"] Sauerstoftkonzentration der Bulkphase
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Die beiden Faktoren &, und a werden hiufig zusammengefasst als k a-Wert angegeben, der
unabhingig vom Konzentrationsgefille des Sauerstoffs in der fliissigkeitsseitigen Grenzschicht
und damit von c¢* ist. Um die Konzentrationsgradienten zu berticksichtigen, wird zur Beschrei-
bung des groftmoglichen Sauerstoffeintrags haufig die maximale Oxygen Transfer Rate OTR yiax

angegeben.

OTRpyax =k -a- CSZ,L Formel 19

Die Oxygen Transfer Rate (OTR) beschreibt, in welchem Male der Sauerstoff von einer
Gasblase in die Fliissigkeit tibergeht, wohingegen die Oxygen Uptake Rate (OUR) den Stoffstrom
von der Flussigkeit zum Mikroorganismus beschreibt. Beide Gréfen nehmen mit zunehmenden
Sauerstoffbedarf zu (Abbildung 3.7). Herrscht wihrend einer Kultivierung keine Sauerstofflimi-
tierung, so ist der Bedarf der Zellen gedeckt (OUR = OTR < OTR )y, Abbildung 3.7 rechts). Er-
reicht aber OTR den Maximalwert OTRy,,, liegt eine Sauerstofflimitation vor. Dies duflert sich

trotz einer Uberversorgung an Glucose in einem nichtexponentiellen, meist linearem Wachs-

tumsprofil.
A ‘}
& & VA4
) N OTR
Q Q Max
/
OTR pax
OTR
OTR R
Zeit Zeit

Abbildung 3.7: OTR einer Sauerstoff-limitierten Kultivierung (links) und einer Sauerstoff unlimi-
tierten Kultivierung (rechts) nach (Anderlei et al. 2004)

Um diese Sauerstofflimitation zu verhindern, lidsst sich der k;a-Wert, bzw. der OTR,,, in
Riihrkesselreaktoren (Stirred Tank Reactor, STR) durch technische Malinahmen erhShen, wie
z.B. durch die Erhéhung des Sauerstoffpartialdruckes in Gasphase, der Vergroflerung der Pha-

sengrenzflache, durch gréBere Turbulenz mittels Strombrechern oder hohere Riihrerdrehzahlen.

23



Der Stromungszustand und damit die Transportkinetik lassen sich mittels empirischer Gleichun-

gen bei genormter Reaktorgeometrie gut abschitzen (Schliiter and Deckwer 1992).

3.3.1 Sauerstoffeintrag in geschiittelten Bioreaktoren

In der frithen Bioprozessentwicklung werden in Laborversuchen meist geschiittelte Reaktions-
systeme wie Schiittelkolben oder Mikrotiterplatten verwendet. Bei der Betrachtung von Trans-
portphdnomenen sind in diesen Reaktionssystemen zwei generelle Besonderheiten zu beachten:
Der Sauerstoff muss erst durch Membranen, Wattestopfen oder Metallkappen von der Umgebung
in den Luftraum des Gefifles gelangen, um dann dort in die Fliissigkeit tiberzugehen zu konnen.
Fiir Schiittelkolben mit verschiedenen Abdeckungen konnte aber gezeigt werden, dass nur bei
sehr hohen k;a-Werten der Transportwiderstand der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist
(Mrotzek et al. 2001). Die zweite Besonderheit des Sauerstoffeintrags in geschiittelte Systeme ist
die Begasung iiber eine einzige Oberflidche und nicht wie in STRs durch viele einzelne Gasblasen
bei submerser Begasung. Diese stets zusammenhédngende Oberflache ist in Aufnahmen von ge-
farbten Fliissigkeiten in geschiittelten MTPs zu erkennen (Abbildung 3.8). Wegen diese besonde-
ren Begasung ergeben sich nach Maier and Biichs (2001) in MTPs und Schiittelkolben in folgen-

den Abschnitten beschriebene Parameter, die den OTR .y beeinflussen.

Fiillvolumen der Kultursuspension

Mit zunehmenden Fiillvolumen steigt zwar die Fliissigkeitssdule in MTPs und Schiittelkolben,
die Oberflache bleibt jedoch (zumindest in zylindrischen MTPs) weitestgehend gleich (s. Abbil-
dung 3.8). Die OTR s, (Formel 17) sinkt also mit zunechmendem Fiillvolumen, da die volumen-
spezifische Phasengrenzfliche a abnimmt. Dieser lineare Zusammenhang wurde von Kensy et al.
in 24er MTP (Kensy et al. 2005) und 96er MTP (Kensy et al. 2009a) in einem weiten Volumen-
bereich experimentell bestitigt. Diese Abhédngigkeit ldsst sich aber nicht fiir alle Betriebsweisen
tibertragen. So kommt es beispielsweise in Schiittelkolben unter bestimmten Betriebszustdnden
zu einer ,,aus der Phase geratenen Durchmischung, bei der die Fliissigkeit vom Schiittelkolben
nicht mitgerissen wird. Daher findet unter bestimmten Bedingungen ein Einbruch des Leistungs-
eintrages (Biichs et al. 2001) und damit des Stofftransports statt. Fiir dieses Phanomen wurde die
dimensionslose Kenngrofle der Phase-Number Ph eingefiihrt, die einen kritischen Wert tiber-

schreitet, wenn die Fluiddynamik ,,aus der Phase® schwingt (Biichs et al. 2001).
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Abbildung 3.8: Fliissigkeitsprofil in einer geschiittelten Mikrotiterplatte: 96er MTP, Schiittel-
frequenz: 300 min”', Exzentrizitit: 50 mm mit unterschiedlichem Fiillvolumen, ver-
offentlicht von Duetz (2007).

Gefifligeometrie von geschiittelten Bioreaktoren

Es sind verschiedenste GefdBarten von MTPs und Schiittelkolben in der allgemeinen Verwen-
dung, von denen einige beziiglich des Sauerstofftransports charakterisiert sind. So fiihrt die Ver-
wendung von Strombrechern (Schikanen) in Schiittelkolben zu mehr Turbulenz in der Fliissig-
keit, was den kza-Wert um Faktor 5 bis 10 steigern kann, je nachdem welche GréBe und Anord-
nung die Schikanen haben (Biichs 2001). In MTPs beobachtete Diitz einen dhnlich positiven Ef-
fekt bei der Verwendung einer eckigen Wellgeometrie (Duetz 2007) anstelle einer runden. Funke
et al. (2009) berticksichtigten darauf aufbauend bei der Auswahl einer praktikablen MTP-
Wellgeometrie aus 50 Well-Designs nicht nur die moglichst hohe OTRy,,, sondern auch das
Spilling Over*, also das Uberschwappen bei hohen Schiittelfrequenzen. Ein Kompromiss zwi-
schen OTRy, und dem hoch geschleuderten Fliissigkeitspegel ist die heute kommerziell erhéltli-
che Flowerplate, die eine Well-Geometrie mit 6 Einkerbungen in Form einer Blumenstruktur

besitzt.

Schiittelfrequenz

Eine hohe Schiittelfrequenz bedeutet sowohl in Schiittelkolben als auch in MTP eine vermehr-
te Turbulenz und damit einen hoheren Sauerstoffeintrag (Duetz 2007). Erhoht man aber die
Schiittelfrequenz, so erhoht sich gleichzeitig auch die Gefahr des ,,Spilling Over® (vorheriger
Abschnitt). Ebenso erhoht sich in Schiittelkolben mit zunehmender Schiittelfrequenz die in Ab-

schnitt 2 beschriebene Gefahr der ,,aus der Phase* geratenen Fliissigkeit.
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Exzentrizitit

Mit Exzentrizitét ist der Ausschwing-Radius eines Schiittel-Tablars gemeint, der ebenfalls ei-
nen wesentlichen Einfluss auf den Stofftransport hat. So kann die OTR . durch eine grofere
Exzentrizitidt (50 mm) erhéht werden (Hermann et al., 2003). Durch eine kleine Exzentrizitét
wird das Spilling-Over vermindert, im Gegenzug muss aber fiir einen gleichen OTR y,, die Schiit-
telfrequenz erhoht sein (Duetz 2007).

Wie beim STR sind die Transportphdnomene anhand empirischer Gleichungen und dimensi-
onsloser Kenngrofien in Abhdngigkeit von den technisch einstellbaren Parametern abschéatzbar.
So stellen Maier und Biichs (2001) eine Proportionalitidt der OTR), in 250 mL Schiittelkolben

fiir die oben beschriebenen Parameter auf:

OTRyjqe~ NO84 - V7084 . g027 . g-125 Formel 20
mit
N [min™] Schiittelfrequenz
dy [m] Exzentrizitit
d [m] Maximaler Flaschendurchmesser

Erhoht man also Schiittelfrequenz und die Exzentrizitét, bzw. senkt man das Flussigkeitsvolumen
Vi und den Flaschendurchmesser (bei konstantem Flaschenvolumen), so kann man in Schiittel-
kolben die OTR,y,, erh6hen, um eine Sauerstofflimitation zu vermeiden. Mit Hilfe solcher Be-
rechnungen lassen sich verfahrenstechnisch kontrollierte Bedingungen bereits in der frithen Bio-
prozessentwicklung bewerkstelligen und erleichtern dadurch eine MaBstabsvergroBerung in

STRs.

3.4 KRITERIEN ZUR MABSTABSVERGROBERUNG

Prozesse innerhalb eines Bioreaktors sind ein Resultat der Kinetik der Mikroorganismen (Mik-
rokinetik), der Thermodynamik und des Stofftransports (Mavituna 1996). Wéhrend die Mikroki-
netik und die Thermodynamik weitestgehend vom Mafstab unabhéngig sind, ist der Stofftrans-
port (vgl. vorheriges Kapitel 3.3) stark vom Malstab abhidngig. Um Produkte wie z. B. rekombi-
nante Proteine wirtschaftlich zu produzieren, muss aber das Reaktorvolumen auf ein entspre-

chend groBles Mal iibertragen werden. In einer solchen MalistabsvergroBerung (engl.: Scale-up)
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werden die in Modellbioreaktoren (<5 L) optimierten Bedingungen, in einen Pilot-Bioreaktor
(0.5 m® bis 5 m’) und letztlich in eine Produktionsanlage (haufig > 5 m’) iibertragen. Der
DECHEMA Verband standardisierte 1991 die Geometrie der auch heute weit verbreiteten STR-
Bioreaktoren und deren Rithrer. So haben Bioreaktoren in den meisten Mafstiben ein Hohe-zu-
Durchmesser-Verhiltnis von H/D = 3:1 fiir mikrobielle Prozesse bzw. H/D = 2:1 flir Sdugetier-
zellen (Storhas 1994). Die meisten Berechnungen von Scale-up-Kriterien beruhen auf der An-
nahme dieser geometrischen Ahnlichkeit.

Ein klassisches Werkzeug in der chemischen Verfahrenstechnik ist die Auslegung der Frei-
heitsgrade anhand von im kleinen ModellmaBstab ermittelten dimensionslosen Kennzahlen, die
dann unabhingig von der Reaktorgrofe konstant gehalten werden. Ein bekanntes Beispiel einer
solchen Kennzahl ist die Reynolds-Zahl Re, die die Turbulenz einer stromenden Fliissigkeit an-
hand des Verhéltnisses zwischen Tréigheitskraften und Zdhigkeitskriften des Fluids beschreibt
(Rushton 1950).

Bei einem Scale-up kénnen aber nicht alle Kennzahlen konstant gehalten werden, was im fol-
genden Penney-Diagramm veranschaulicht ist. So nimmt mit dem Kriterium der gleichen Misch-
zeit die tiber den Riihrer eines STRs einzubringende Leistung pro Volumeneinheit (P/V, y-Achse)
um den Faktor 100 zu, wenn das Volumen von 1 L auf 1000 L erhéht werden soll (x-Achse). Das
Kriterium der Mischzeit wird in der chemischen Verfahrenstechnik angewendet, wo es im Ge-

gensatz zur mikrobiellen Kinetik zu sehr schnellen, chemischen Reaktionen kommen kann.

Wirmeiibergang Mischzeit
~ (a/D=idem) (t,, = idem)
100
N
é 10
on
g
= | Leistungseintrag
éo (P/V = idem)
Q
= 01
Riihrerspitzen-
Stromung Geschwindigkeit
Re = idem Viip = idem
0.01 ( ) (Viip )
10° 10" 10 10° 10 10°

Volumen [L]

Abbildung 3.9: Penney-Diagramm nach (Coker 2007; Kipke 1985): Verianderung des Leistungsein-
trags bei einer Maf3stabsvergrofSerung von Bioreaktoren, wihrend verschiedene Parame-
ter konstant (idem) gehalten werden.
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Das Kriterium des konstanten volumetrischen Leistungseintrages P/V wurde in der frithen
Bioverfahrenstechnik erfolgreich fiir z.B. die Auslegung von Antibiotikum-Produktionsanlagen
angewendet. Fiir unbegaste STR lédsst sich P/V anhand der Riihrerdrehzahl und des Riihrer-

Durchmessers berechnen:

Leistungseintrag P = NppN3d? Formel 21
Mit P [kgm?s® = W] Riihrerleistung

N [s’I ] Riihrerfrequenz

Np [-] Leistungszahl, rithrerspezifisch

d; [m] Rithrerdurchmesser

p [kgm™] Dichte

Im begasten Zustand ist dieser Wert um 30% bis 40% kleiner. Wird P/V bei einer MaBstabs-
vergroflerung konstant gehalten, fihrt dies zwar zu einer gleich beschaffenen Begasung in allen
Malstdben, aber nicht immer zu einem gleichen Sauerstoffeintrag kya. Ein konstanter Sauerstoft-
eintrag (kza, oder OTR ) wird in der industriellen Biotechnologie vor allem fiir aerobe Kultivie-
rungen verwendet, wie z. B. bei der Herstellung rekombinanter Proteine mit E. coli. Hierbei wer-
den anhand empirischer Parameter (s. Formel 22) die Freiheitsgrade der Rithrerdrehzahl und der

Begasungsrate eingestellt (Van't Riet 1979).

) P\? e
Sauerstoffiibergang kpa=c, (V) (vy)° Formel 22
Mit Vg [ms™] Gasleerohrgeschwindigkeit
¢ [-] Empirische Koeffizienten

Beispielsweise flihrte Islam einen Scale-up der rekombinanten Proteinproduktion mit E. coli
von 5 mL iiber 7.5 L hin zu 75 L bei zwei konstanten k;a-Werten durch. Bei dem niedrigen & a-
Wert konnten die Ergebnisse der kleineren Reaktoren im 75 L Mal3stab nicht reproduziert werden
(Islam et al. 2007; Islam et al. 2008), bei dem hohen k;a-Wert schon. Ahnliche mafstabsabhin-
gige Phanomene werden auf Substrat-oder Sauerstoffgradienten durch die inhomogene Durchmi-

schung groBer Reaktoren zuriickgefiihrt, die mitunter auch die Proteinproduktion beeinflussen
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(Bylund et al. 1999; Korneli et al. 2011). Solche grofitechnischen Phédnomene lassen sich inzwi-
schen mittels Scale-Down-Reaktoren experimentell auch im kleinen Maf3stab simulieren, in dem
durch einen Flussigkeitskreislauf in Zwei-Kompartiment-Reaktoren die Zellen einer zyklischen
Uber-und Unterversorgung an Nzhrstoffen ausgesetzt werden (Neubauer et al. 1995). So kénnen
Phénomene, die normalerweise erst nach einer Malistabsvergroflerung in Produktionsanlagen
auftreten, bereits in der frithen Bioprozessentwicklung aufgedeckt werden. Gebrauchliche Kenn-
grofen, die bei einem Scale-up konstant gehalten werden konnen, sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet.

Tabelle 3.2:  Gebriuchliche Scale-up Kriterien: Kriterien, die wihrend einer Mafistabsvergréerung (Scale-up)
in der chemischen Verfahrenstechnik und der Bioverfahrenstechnik einzeln oder ggf. in Kombination
konstant gehalten werden kénnen.

Scaleup-Kriterium Bemerkungen Referenz
o w Meist durch externe technische Kon-
Wirmetibergang o/dy [3—K] zepte gelost (z.B. Sole als Kithlmit- (Cooney 1983)
m3 -
tel)

Volumetrischer Leistungseintrag P/V
Leistungseintrag Formel 21 w] des Riihrers, hdufig angewendetes (Rushton 1950)
Kriterium fiir mikrobielles Wachstum

0 = finds, v) Kriterium bei schnellen, chemischen
Mischzeit " P \’/z}i [s] Reaktionen, nicht fiir mikrobielles (Fox and Gex 1956)
Wachstum (Ju and Chase 1992).

Volumetrischer 1 B
Saverstofeintrag Formel 22 H (Van't Riet 1979)
Rithrerspitzen- m Kriterium fiir schersensitive Prozesse,
Spitzen- Viip = 2T N d; [—] z.B. die Kultivierung von Pilzen oder (Chisti 1993)
Geschwindigkeit P s N .
Séugertierzellen
Stromungszustand Fiir Kultivierungen meist ungeeignet

am Riihrer Re = % d-v [1] (Ju and Chase 1992), da die Sauer- (Rushton 1950)

(Reynoldszahl) stoffversorgung nicht ausreicht.
Vol ifisch. 4 1

O;menspem ische VUM = — [ : ]

egasungsrate v, min . .

Zwei verschiedene Parameter der
(Ju and Chase 1992)
. Begasungsrate

Gasleerrohr- 4 [ m

Geschwindigkeit Vs = Ay min

Abkiirzungen: dg = Durchmesser des Reaktorraumes, Npo = Riihrer-spezifische Leistungsnummer, n = Rithrerdreh-
zahl, d; = Riihrer-Durchmesser, v, = Gasleerrohrgeschwindigkeit, V| = Fliissigkeitsvolumen, p = Dichte, n = Visko-
sitdt, Re = Reynoldszahl.

29



Die Maximalwerte der einstellbaren Prozessparameter sind durch technische Rahmenbedin-
gungen beschriankt. So kdnnte bis in den Produktionsmalstab > 5 m?® die volumetrische Begasung
(VVM, Tabelle 3.2, Punkt 7) nicht gleichgehalten werden, da es sonst bei héheren Viskositéten,
wie sie in Hochzelldichte-Kultivierungen auftreten, zu einer Férderung, also einem Austrag der
Fliissigkeitssdule durch zu hohe Begasungsraten kommen konnte. Daneben gibt es je nach Mik-
roorganismus auch biologische Grenzen und Rahmenbedingungen. So erhoht sich bei gleichem
Leistungseintrag die Geschwindigkeit der Rithrerspitzen (s. Tabelle 3.2, Punkt 5), was sich durch
deren Scherkrifte negativ auf Organismen wie filament6se Pilze oder Sdugetierzellen auswirken
kann.

Eine weitere Strategie der MafistabsvergoBerung in den PilotmafBistab kann mittels Regelungs-
technik erfolgen, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu sichern. Hierbei werden die
Riihrerdrehzahl, die Begasungsrate und der Uberdruck im Kopfraum durch den im Reaktor ge-
messenen Sauerstoffpartialdruck iiber einem kritischen Wert gehalten (Riesenberg et al. 1990).
Diese Strategie ist wegen der inhomogenen Durchmischung in grofleren Reaktoren (> 5 m?®) nur

bedingt anwendbar.

3.4.1 MaBstabsvergroBBerung aus geschiittelten Mikrobioreaktoren

In der frithen Bioprozessentwicklung wird die Optimierung von Stdmmen und Kultivierungs-
bedingungen meist in geschiittelten Reaktionsgefilen, wie Schiittelkolben oder Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Der Experimentator kann durch die einfache Handhabung in kurzer Zeit viele Ex-
perimente untersuchen, erhilt aber im Vergleich zu Kultivierungen im Bioreaktor kaum Informa-
tionen tiber wichtige prozesstechnische Parameter des Stromungszustands und Stofftransports.

Seit ca. 10 Jahren gibt es aber erfolgreiche Bestrebungen, das Reaktorkonzept des STR zu mi-
niaturisieren. So konnten beispielsweise 48 miniaturisierte, geriihrte Bioreaktoren parallelisiert
zur Bioprozessentwicklung eingesetzt und die Prozesse mit bekannten Berechnungsverfahren auf
herkémmliche Bioreaktoren iibertragen werden (Knorr et al. 2007; Puskeiler et al. 2005b). Der
technische Aufwand ist fiir Laborarbeiten in der frithen Entwicklungsphase jedoch sehr hoch,
weswegen viele Arbeitsgruppen nach wie vor auf geschiittelte Systeme wie Schiittelkolben oder
MTP zuriickgreifen. Viele dieser geschiittelten Systeme sind heute beziiglich der Transportphéa-
nomene charakterisiert, wie anhand des Sauerstoffeintrags auf Seite 25 bis 26 dargestellt wurde.
So kann eine Maf3stabsiibertragung anhand klassischer Scale-up Kriterien wie dem kza oder der

OTR )y erfolgen (Marques et al. 2010).
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Ein Ansatz zur Berechnung des kza in MTPs wurde von (Doig et al. 2005) mittels dimensions-
loser Kennzahlen eindrucksvoll erarbeitet. Die Autoren verwendeten eine in der Verfahrenstech-
nik verbreitete empirische Vorgehensweise zur Berechnung des Stoffiibergangskoeffizienten k;
(erster Koeffizient im kza-Term) in Abhéngigkeit der Turbulenz (Re) und der physiko-

chemische Eigenschaften der Fliissigkeit (Sc¢) mit folgendem Ansatz.

— h. c. a
Sh =b-Re-Sc Formel 23
mit
. Tragheitskrafte
Re [-] Reynoldszahl: Turbulenz ~ Zahigheitskrafte
Sc [-] Schmidtzahl: Stofftransport ~ M
Massentransfer
K kti
Sh [-] Sherwoodzahl: Effektiver Stoffiibergang ~ Ronvextion
Diffusion
b,c,d [-] Empirische Parameter

Die empirischen Parameter und damit auch k; waren fiir 24er, 96er oder 384er MTP gleich.
Die spezifische Oberflache a (zweiter Koeffizient im k;a-Term) wurde mit einem Ansatz iiber die

Froude und Bond-Zahl angegeben und erwies sich als abhéngig von der Plattengeometrie.

ar = a; - 165-d, - Fr* - Bo” Formel 24
mit
. Tragheitskréfte
Fr [-] Froudezahl: Turbulenz ~ Zahigheitskrafte
I 1 fe
Bo [-] Bondzahl: Stofftransport ~ mpulstranster
Massentransfer
as [m']  volumetrische Phasengrenzfliche, geschiittelter Zustand
a; [m"']  volumetrische Phasengrenzfliche, ungeschiittelter Zustand
X,y [-] Empirische Parameter
Aus Formel 23 und Formel 24 ergibt sich:
k,a =31.35-D - a; - Re®%8 - §c3¢ . FrX - Bo” Formel 25
mit
D [m?s] Diffusionskoffizient
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Islam et al. (2008) verwendete diese empirische Gleichung fiir einen erfolgreichen Scale-up
der rekombinanten Proteinproduktion mit E. coli aus geschiittelten 5 mL Mikrobioreaktoren
(n24, Pall, Port Washington/USA) in 7.5 L und 75 L Bioreaktoren (vgl. auch Kapitel 3.4). Um
die einstellbaren Parameter mit dem Sauerstoffeintrag zu korrelieren, wurde der OTR y,, mittels
Oxidation von Sulfit oder der enzymatischen Oxidation von Glucose bestimmt.

Ein schwierigerer zu messender Parameter ist die eingebrachte Leistung bei geschiittelten Kul-
tivierungen. Durch die Messung des Moments am Antriebsmotor eines Tablars (Biichs et al.
2000) konnten zwar empirische Gleichungen fiir Schiittelkolbenkultivierungen aufgestellt werden
(Btichs et al. 2000). Eine Messung des Leistungseintrages in Mikrotiterplatten ist bis heute aber
nicht durchgefiihrt, da der Leistungsunterschied beim Schiitteln zwischen vollen und leeren MTP

kaum messbar ist (Marques et al. 2010).

3.5 STATISTISCHE VERSUCHSPLANUNG IN DER
BIOPROZESSOPTIMIERUNG

Zur Beschleunigung der Bioprozessoptimierung kann die Anzahl der Versuchspunkte redu-
ziert werden. Um die Reaktionsbedingungen anhand vieler Parameter gleichzeitig zu optimieren,
werden durch systematische Versuche in einer ,,statistischen Versuchsplanung™ optimale Berei-
che identifiziert. Ein generelles Vorgehen hierbei gliedert sich in drei Schritte: A) das Aussieben,
B) das Eingrenzens und C) die Optimierung (Mandenius and Brundin 2008b; Weuster-Botz
1999).

Aussieben: erstes Screening der Parameter

Beim Aussieben wird meist nur ein einzelner Parameter bei gleichhalten aller anderen Parameter
variiert (s. Abbildung 3.10, A). Dieses Vorgehen wird auch One-Factor-at-a-time (OFAT)-
Analyse genannt und bietet in der Grundlagenforschung eine breite Anwendung. Dieses einfache
Vorgehen hat den Vorteil, dass die Versuchszahl nur linear mit der Anzahl zu untersuchender
Parameter steigt. Dabei werden aber keine Ergebnisse kombinierter Parametervariationen unter-

sucht, wodurch wichtiger Informationen verloren gehen kdnnen.

z =g+ Xy + X, + a3 X Xy + @ X7 + asX3 Formel 26
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Abbildung 3.10: Strategien bei der Parameteroptimierung. A: One-factor-at-a-time (OFAT); B: Full-factorial
design (FFD); C: Central composite design CCD (Mandenius and Brundin 2008a), D: Genetischer
Algorithmus, Schema von drei Populationen, die sich dem Optimum annédhern.

Eingrenzung der Parameterbereiche

Im ,,Eingrenzungs®-Schritt werden die in A) ,,ausgesiebten” Parameterrdume néher untersucht.
Hierbei werden mit faktoriellen Versuchspldnen detailliertere Abstufungen und Parameterkombi-
nationen untersucht. Der sogenannte vollfaktorielle Versuchsplan ist dabei das informativste, aber
auch aufwendigste Vorgehen, bei dem jede Abstufung von Parameter X; mit jeder Abstufung von
Parameter X, kombiniert wird (s. Abbildung 3.10, B). Mochte man z.B. 5 Parameter-
Abstufungen von n Parametern untersuchen ergeben sich hierbei 5" Versuche. Mit zunehmender
Zahl an zu untersuchenden Parametern steigt die Anzahl der Versuche also exponentiell an, was

bei steigender Parameterzahl zu einer ,,kombinatorischen Explosion* fiihrt.
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Optimierung

Im dritten Schritt werden die Bereiche mit vermuteten Optima genauer untersucht und mittels
quadratischer Modelle (Response Surface, als Beispiel mit zwei Parametern s. Formel 26) aus-
gewertet. Eine Reduktion der Versuchsanzahl erfolgt hier durch die gleichzeitige Verdnderung
mehrerer Parameter (hier: X; und X5), um so den Einfluss einzelner Parameter anhand der empi-
rischen Koeffizienten a;, a,, deren Kombinationen (o3) und das nicht lineare Verhalten (o4, os) zu
beschreiben. Es gibt eine Vielzahl von diesen Experimental Designs, das Central-Composite-
Design (CCD) ist exemplarisch in Abbildung 3.10 C dargestellt.

Eine vollstindige Durchfithrung eines solchen dreigliedrigen Vorgehens ist zwar in der indust-
riellen Qualitdtssicherung von z.B. Fertigungsprozessen weitreichend etabliert (Juran 1967), in
der Optimierung von Fermentationsmedien aber selten beschrieben. Bei publizierten Arbeiten
wird das Eingrenzen, also der Schritt B meist ausgelassen und nicht selten bei Schritt A auf Lite-
raturdaten zurtickgegriffen.

Neben der statistischen Versuchsplanung ist der genetische Algorithmus (GA) eine in den 90er
Jahren entwickelte und heute etablierte Vorgehensweise zur Bioprozessoptimierung (Franco-Lara
et al. 2006; Freyer 1992; Link and Weuster-Botz 2006; Weuster-Botz 2000). Bei diesem Vorge-
hen bediente man sich bei evolutiven Konzepten und Begriffen. Es wird in einer ersten Versuchs-
reihe die ,,Fitness* einer Parameter-,,Population® experimentell untersucht. Durch ,,Rekombinati-
on* und ,,Selektion” der Parameter werden Versuchsreihen einer neuen ,,Generation® fiir an-
schlieBende Versuche generiert, um sich nach und nach dem Optimum anzundhern. Diese ver-
hiltnismaBig schnelle Art der Bioprozessoptimierung findet meist wegen einer verteilten Startpo-
pulation tatséchlich ein praktikables, aber nur selten das globale Optimum.

Welche Vorgehensweise besser geeignet ist, hangt von den Vorkenntnissen des Bioprozesses,
von der Anzahl der Parameter und von den experimentellen Umsténden ab (Weuster-Botz 2000).
Konnen beispielsweise bei jeder MTP-Kultivierung 96 Ansitze kultiviert werden, wohingegen
der genetische Algorithmus aber weniger notwendige Versuchspunkte vorschlédgt, wird das volle
Potential der parallelen Kultivierung nicht ausgenutzt. Auch ist die Hiirde von einfach ersichtli-
chen OFAT/vollfaktoriellen Planen hin zu intuitiv schlecht zugénglichen, statistischen Versuchs-
planen ein Hindernis fiir viele Experimentatoren. Einige der Quality-by-Design-Richtlinien der
U.S. Food and Drug Administration (FDA 2007) regeln inzwischen die Qualitétssicherung bio-
pharmazeutischer Produkte mit Vorgaben zu &hnlich systematischen Vorgehensweisen wie oben

beschrieben (Yu 2008).
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 STAMME

Zur Herstellung kompetenter Zellen wird E. coli BL21 in mit Mg*'-Ionen versetztem LB-
Medium kultiviert, bei ODggp = 0.5-0.7 geerntet und bei 4°C mit 4000 g fiir 15 min zentrifugiert.
Das Zellpellet wird in 50 mL eiskaltem TMF-Puffer (100 mM CaClz; 50 mM RbCl2; 40 mM
MnCl2) vorsichtig resuspendiert, 1 h auf Eis gelagert, erneut zentrifugiert und in 4 mL TMF-
Puffer resuspendiert. Zur Kryokonservierung werden die kompetenten Zellen mit 1 mL Glycerin
versetzt und je 200 pL Zellsuspension aliquotiert.

C. glutamicum ATCC 13032 wird in BHI bis zur spiten exponentiellen Phase (ODggo = 4) an-
gezogen und bei einer Endkonzentration von 33% Glycerin bei -80°C gelagert. Einmal aufgetaute
Gefrierkulturen werden verworfen. Auf LB oder BHI-Agar angewachsene Kolonien werden nach
5 Tagen Lagerung (4°C) nicht mehr verwendet.

B. subtilis TEB1030 DB4 30 /ip A lip B werden aus einer Stammsammlung (Brockmeier et al.
2006a) auf LB-Selektiv-Platten vereinzelt, in LB-Flussigmedium angezogen und in der spiten
exponentiellen Phase (ODgoo = 3) in insgesamt 33% Glycerin bei -80°C kryokonserviert. Auf LB-

Agar angewachsene Kolonien werden nach 2 Tagen Lagerung (4°C) nicht mehr verwendet.

4.2 PLASMIDE

Tabelle 4.1:  Verwendete Plasmide in dieser Arbeit.
Name Promoter Induktion Resistenz Wirt Referenz
pEKEX2  tac IPTG Kanamycin E. coli/ Eikmanns 1991
C. glutamicum
pXMIJ19 tac IPTG Chloramphenicol E. coli/ Jakoby 1999
C. glutamicum
pet28a T7 ;Fp71:f(’} olymerase / Kanamycin E. coli Rosenberg 1987
pBSMul pHpall Keine Kanamycin E. coli/ Brockmeier
(konstitutiv) B. subtilis 2006
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4.3 NAHRMEDIEN

Die Hauptkulturen der verwendeten Bakterien werden soweit moglich in Minimalmedien kul-
tiviert, die ersten Vorkulturen in Komplexmedien. Soweit es die Stabilitit der Bestandteile er-
laubt, werden die Medien bei 121°C feuchter Hitze im Autoklaven fiir 20 min sterilisiert. Hitze-
labile Bestandteile werden mit Spitzenaufsatzfiltern (= = 0.22 um) filtriert. Losungen werden bei

4°C gelagert.

Tabelle 4.2:  Gepuffertes Minimalmedium CG XII fiir C. glutamicum (Keilhauer et al. 1993).
Alle Stammldsungen werden in VE-Wasser angesetzt, die Pufferlosung (MOPS,
(NH4),SO, wurde mit 4 M NaOH auf pH = 7 eingestellt). Mit einem * markierte Volu-
mina werden als Stammlosungen autoklaviert, alle Weiteren werden sterilfiltriert.

Substanz Masse V der Stammlsg.
pro Liter [mLL"]

Glucose 20¢g 50%

(NH,),504 20g

Harnstoff 5g

KH,PO, lg 940*

K,HPO, lg

MOPS 2g

MeSO, 025¢g 1

7H,0

CaCl, 10 mg 1%

FeSO, 10 mg

TH,0

NSO 10 mg

ZnS0, 1mg .

7TH,0

CuSO, 0.2 mg

NiCl, 0.02 mg

6H,0

Biotin 0.2 mg 1

PCA 7.5 mg 2

Tabelle 4.3: Komplexmedium Brain Heart Infusion BHI (Gies 1919) fiir C. glutamicum. Fir
Agarplatten werden 10 gL' Agaragar vor dem Autoklavieren zugesetzt.

Substanz Masse pro Liter

BHI 37g
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Tabelle 4.4:

Tabelle 4.5:

Supplementiertes Komplexmedium MVen3 fiir B. subtilis.

Substanz Masse pro Liter
Trypton 10g
Hefeextrakt 10g
NaCl S5g
Glucose 20g
(NH4)6Mo0,094 3.70 mg
H;BO; 24.70 mg
CoCl, 3.90 mg
CuSO, 1.60 mg
MnCl, 10.0 mg
FeCl3 1.60 mg
Natriumcitrat2H,0O 100 mg
Natriumglutamat 100 mg

Minimalmedium nach Wilms-Reuss fiir E. coli (Wilms et al. 2001). Stickstoffquelle,
Phosphat und MOPS werden auf pH = 7 eingestellt.

Substan Masse V der Stammlsg.
! ’ pro Liter [mLL™]

Glucose 20¢g 100

(NH4),S04 5¢ 1

NH,CI 05g

Nast4 2 g 2

K,HPO, 3g 3

o 0.50 g 10

7H,0

Zas04 0.54 mg

7H,0

CaCl, 2.00 mg

2 Hy,0

CoCl, 0.54 mg

6 H,0

CusO, 0.48 mg |

5 H0

ZnS0

o 5.40 mg

CuSO, 0.48 mg

TH,0

Titriplex 111 330 mg

Thiamin - HC1 0.01g 1

MOPS 21g 200
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Tabelle 4.6: Komplexmedium LB (Bertani 1951). Fiir Agarplatten werden 10 gL‘l Agaragar vor

dem Autoklavieren zugesetzt. Vor dem Autoklavieren wurde auf pH = 7.0 eingestellt.
Fiir die Kultivierung von C. glutamicum wird dem LB-Medium 5 gL Glucose nach
dem Autoklavieren zugesetzt.

Substanz Masse pro Liter
Trypton 10g
Hefeextrakt 10g
NacCl S5g

4.4 ANALYTIK

4.4.1 Biomassekonzentration

Die Biomassekonzentration wurde in dieser Arbeit anhand I) der optischen Dichte, II) durch

Auswiegen von Biotrockenmasse oder I1I) mittels Backscatter bestimmt.

D

1)

Die optische Dichte von Bakteriensuspensionen wird bei A = 600 nm in Halbmikrokiivetten
(LLG, Meckenheim/D) in einem Spektralphotometer Pharmspec UV 1700 (Shimadzu, Duis-
burg/D) bestimmt. Die Proben werden mit 0.9% NaCl auf Werte ODgo < 0.8 verdiinnt.

Die Biotrockenmasse wird gravimetrisch bestimmt. Hierzu werden Eppendorf-
ReaktionsgefiBe beschriftet, getrocknet (80°C, 24 h) und gewogen (Halb-Mikrowaage Re-
search R160 P, Satorius, Gottingen/D). Vor dem Wiegen werden die Gefdlle im Exsikkator
abgekiihlt, um Kondensation zu vermeiden. 1 mL Kultursuspension wird fiir 10 min bei
13000 g zentrifugiert (Biofuge von Heraeus, Hanau/D), der Uberstand verworfen, das Pellet
in 1 mL 0.9% NaCl Losung resuspendiert und erneut 10 min bei 13000 g zentrifugiert. Die
Gefille werden 24 h bei 80°C im gedffneten Zustand getrocknet. Die Biotrockenmasse wird

durch erneutes Auswiegen bestimmt.

IIT) Backscatter oder auch Riickstreulicht (Samorski et al. 2005) wird wihrend BioLector-

Kultivierungen online aufgezeichnet. Im Standardprotokoll Rohe48 werden mit einer Mess-
zykluszeit von § Minuten die Backscatterwerte aller 48 Flowerplate-Wells aufgenommen.
Diese Online-Werte werden mit offline-Werten wie optischer Dichte und Biotrockenmasse
kalibriert (s. Kapitel 5.2.2), indem Bioreaktorproben in eine Flowerplate (Vi = 1 mL, beklebt

mit Steril-Membran) pipettiert und im BioLector vermessen werden. Das Standardprotokoll
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Rohe48 des BioLectors wird mit einer dem jeweiligen Organismus entsprechenden Kultivie-
rungstemperatur eingestellt (C. glutamicum, B. subtilis: 30°C, E. coli: 37°C). Da im ersten
Messzyklus die Bedingungen (z.B. Temperatur) noch nicht konstant sind, werden fiir Kali-

brierungen die Werte von Zyklus 2 bis 5 gemittelt.

4.4.2 Enzymatische Glucosemessung

Die Konzentration von Glucose in Kultivierungsiiberstinden wird mit dem EBIO compact
Blutzuckermessgerit (Eppendorf, Hamburg/D) mittels enzymatisch-amperometrischen Messprin-
zip bestimmt. Um im linearen Bereich zu messen, werden die Proben auf unter 2 gL Glucose
verdiinnt.

Die Glucosekonzentration zur Bestimmung der enzymatischen Glucosefreisetzungsrate in
Fed-Batch-Medien (Kapitel 6.4.2) wird wegen erh6htem Probenaufkommen mithilfe eines MTP-
Assays nach der Hexokinase/Glucose-6-Phosphat Methode (Peterson and Young 1968) als Trip-
likate gemessen. Hierzu werden Proben auf unter 0.5 g L™ Glucose verdiinnt. 40 uL dieser Probe
werden in einem Well einer MTP pipettiert und mit 200 uL. der Gebrauchslosung (s. Tabelle 4.7)
vermischt. Nach einer 45 miniitigen Inkubation bei 37°C und einer Schiittelfrequenz von ca. 300
min” wird die Absorption bei 340 nm im Genios MTP Reader (TECAN, Crailsheim/D) gemessen.
Fir eine Kalibrierung werden in jeder MTP sechs Losungen bekannter Glucose-Konzentration

zwischen 0 und 0.5 gL in Doppelbestimmung vermessen.

Tabelle 4.7:  Stammlésungen und Gebrauchslosung des enzymatischen MTP Glucose-Assays.

Name Substanz Einwaage
TM-Puffer TRIS 121g In'ca. 800 mL l6sen, pH = 6.8 einstellen
Maleinsiure 11.6¢ mit 2 M NaOH, auf 1000 mL auffiillen
Mg* MgSO, " 7 H,0 2.66¢g e Auf 100 mL auffiillen
Enzymlosung HK+ G6P-DH! 0.246 ¢ :;fbla(i% zi’nlioaélfﬁillen, ca. 1 Monate
TM-Puffer 23.6 mL
Enzymlosung 0.25 mL
gﬁ? iaﬁ}%s}}?sung Mg I mL 24 h haltbar bei 4°C
NADP 2 H,0 25 mg
ATP 2 Na 17 mg

! Sigma Aldrich, Enzymmischung, Produkt-Nr.: H8629
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4.4.3 Organische Siduren mittels HPLC

Die Konzentration von Pyruvat, Acetat und Lactat in Kultivierungsiiberstdnden wird mittels
High performance liquid chromatography (HPLC, 1100 Serie, Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Boblingen/D) mit einer Methode dhnlich der von Schneider and Wendisch (2010) be-
stimmt. Hierzu wurden 0.22 pm-filtrierte Uberstéinde um Faktor 2 mit VE-Wasser verdiinnt. 10
puL der Probe, aufgetragen durch einen Autosampler (1100 Serie, Agilent Technologies Deutsch-
land GmbH, Boblingen/D) werden isokratisch mit einem Durchfluss von 0.5 mL'min”' H,SO,4
(0.1 M) iiber eine Organic Acid Resin (300 x 8§ mm, CS-Chromatographie/D) bei 40°C aufge-
trennt. Die Chromatogramme der Proben werden anhand der Retentionszeit und des Spektrums
mit der Software Chromeleon identifiziert und die integrierten Flichen mit ebenfalls vermessenen

Standardkonzentrationen kalibriert.

4.4.4 Zellaufschluss in MTP

Der Zellaufschluss mit Proben aus MTP-Kultivierungen erfolgt enzymatisch mit Lysozym.
Die Aufschlusslosung besteht aus 1 gL' Lysozym geldst in Sérensenpuffer (pH = 8) und 0.5%
(v/v) Emulgator Tween 20. Diese Losung wird bei 4°C gelagert und spétestens nach 5 Tagen neu
angesetzt. Zum Aufschluss werden 100 pL Probe mit 100 pL Aufschlusslosung gemischt, 10 min

bei Raumtemperatur unter Schiitteln (300 min™") inkubiert und anschlieBend zentrifugiert.

4.4.5 Zentrifugation von MTP

Entnommene Proben werden mit der IXION High Speed (HS) Zentrifuge mit maximal 4000 g
zentrifugiert. Zwei gefiillte DWP wiegen weniger als die maximal zuldssige Beladung von 2 x
250 g. Die Zentrifuge hat eine Auto-Stopp-Funktion bei nicht austarierten DWPs. Bei etablierten
Pipettierprotokollen wird die Zentrifuge automatisiert beladen und gestartet. Wird aber mit neu
erstellten Pipettierprotokollen gearbeitet, so sollten aus Sicherheitsgriinden Platte und Gegenge-

wicht manuell mit einer Genauigkeit von + 0.1 g austariert werden.

4.4.6 Lipase-Assay

Die lipolytische Aktivitdt der Zielproteine wird mittels photometrischem MTP-Assay nach
Winkler and Stuckmann (1979) mit dem Substrat p-Nitrophenyl-palmitat (pNPP) bestimmt.

Es werden 20 pL der verdiinnten Enzymlosung (C. glutamicum: Faktor 400 bis 1000) in MTP
vorgelegt. 180 pL der frisch angesetzten Arbeitslosung (Tabelle 4.10) werden mit einer Multi-
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channelpipette (Research Pro 1200, Eppendorf) hinzu gegeben und anschliefend alle 30 sec. mit
zwischenzeitlichem Schiitteln in einem Zeitraum von 40 Minuten im Genios MTP Reader bei A =
410 nm vermessen. Ausgabe des Assays ist die lineare Steigung der gemessenen optischen Dich-
te AOD410,ron [min’l]. Die Steigung sollte einen Wert von 0.8 nicht tiberschreiten. Ist sie hoher,
muss der Assay mit stirkerer Probenverdiinnung wiederholt werden. In jeder Assay-MTP muss
ein Nullwert mit Wasser anstelle von Enzymprobe aufgenommen werden. Dieser Wert
AODyj0nun muss von den tibrigen Probenwerten AODajo 00 abgezogen werden. Es ergibt sich
AODy;0, mit dem die ZielgroBe der lipolytischen Enzymaktivitit in kUL™ nach dem Lambert-

Beer’schen Gesetz berechnet werden kann:

_ VAssay *Fyera * AOD _ pumol kU

A= Ve d Y mimeml T Formel 4.1
EA Enzymaktivitét ZielgroBe kUL
Fven Verdiinnungsfaktor der Probe z.B.400 -
V Assay Volumen des Assays 0.2 mL
AOD Anderung der optischen Dichte (A = 410 nm) MessgroBe min’
E Extinktionskoeffizient 15 em*umol”
Virobe Probenvolumen 0.02 mL
d Schichtdicke 0.567 cm

Bis auf den Start der Reaktion durch Zugabe von Arbeitslosung werden alle Pipettierschritte in
MTP mit dem JANUS Pipettierroboter durchgefiihrt. Jede lipolytische Enzymaktivitit in dieser
Arbeit wird mit einem nicht in den Roboter eingebundenen MTP-Platereader, dem TECAN Genios
Pro gemessen. Der neuere Platereader Enspire wurde erst spéter zugekauft. Anhand der Vermes-
sung von Referenziiberstinden in beiden Gerdten wird deutlich, dass der neu integrierte
Platereader Enspire im Rahmen des statistischen Fehlers die gleiche lipolytische Aktivitdt misst

wie der Genios Pro.
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Tabelle 4.8:  Assaypuffer: Phosphatpuffer nach in Sérensen (50 mM) mit emulgierenden

Substanzen.
Substanz fiir 1 L Puffer
Na,HPO, x 2H,0 942 ¢
In 1 L VE-Wasser losen, pH 8,0-8.2 iiber-
priifen. Dann unter Rithren zugeben:
Gum arabic I.11g
Deoxycholicacid 230¢g

Tabelle 4.9:  pNPP Substatlésung fiir den Lipase-Assay.

Fiir 0.1 L
Substanz Substrat
pNPP
(p-Nitrophenyl Palmitat) 300 me
+ Isopropanol 100 mL Losen, leicht erhitzen, ggf.

vortexen
Bei 4°C dunkel gelagert ca. 2 Monate halt-
bar (solange nicht gelb gefirbt). Bilden sich
Kristalle, konnen diese im Ultraschallbad
wieder gelost werden.

Tabelle 4.10: Arbeitslosung fiir den Lipase-Assay.

Substanz Fiir 10 mL

Assaypuffer 9 mL

Zugabe unter Rithren:

Substratlosung 1 mL

10 mL reichen fiir max. 48 MTP Proben.
Losung ist ca. 4 h verwendbar.
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4.5 KULTIVIERUNGSSYSTEME

4.5.1 BioLector

Die folgende Beschreibung ist eine Standard BioLector-Kultivierung, von der es je nach Fra-
gestellung Abweichungen gibt, die dann im entsprechenden Ergebnisteil vermerkt sind. In dieser
Arbeit werden MTP-Kultivierungen in Flowerplates (m2p-labs, Aachen/D) durchgefiihrt, in de-
nen Backscatter (A = 620 nm) und Fluoreszenz (green fluorescent protein, GFP: Ex/Em = 485
nm/520 nm; flavine based fluorescent protein, FbFP: Ex/Em 460 nm/520 nm) gemessen werden
konnen. Der pH-Wert und der Sauerstoffpartialdruck werden mittels Optoden (John et al. 2003)
gemessen, die am Well-Boden aufgeklebt mit den Flowerplates geliefert werden. Die Verarbei-
tung der Rohdaten erfolgt in der Software BioLection (m2p labs, Aachen/D), in der Kalibrie-
rungsdaten der verwendeten Optodenchargen vom Hersteller zur Verfiigung gestellt sind. Der
Messbereich der pH-Optoden liegt zwischen 5 und 8.5 und der pO,-Optoden zwischen und 0%
und 100% Luftsauerstoff-Sattigung. Alternativ zur Flowerplate (48 Wells) konnen auch 96er
MTP mit flachem, transparentem Boden und schwarzen Wénden verwendet werden (Greiner Bio

One, Frickenhausen/D), wofiir im BioLector das Layout mtp96 eingestellt werden muss.

Fiir die Medienpriparation und das Animpfen von Flowerplates gibt es eine manuelle und ein

automatisierte Methode.

Manuelle Medienprdparation:
Die Verpackung der Flowerplate wird unter einer Sterilwerkbank gedffnet. 950 puL steriles
Medium werden in die jeweiligen Kavitdten pipettiert und mit 50 pL. Zellsuspension aus einer

vitalen Vorkultur angeimpft.

Automatisierte Medienprdparation:

Zur Vorbereitung wird die Klappe der Laminar-Flow-Einhausung geschlossen, der Filter auf
Tagstand gestellt, das Roboterprogramm ,,Daily Decontamination.mth* gestartet (Ethanol und
Wasser-Spiilschritte) und das Deck, sowie die Arbeitsfliche mit Pursept 5% desinfiziert. Der
Counter (8 h Inkubation mit EtOH) des Roboterprogramms kann tibersprungen werden. Das Me-

dium wird anschlieBend unter der Einhausung steril in einen 60 mL Trough gegeben, die Flo-
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werplate ausgepackt und auf dem Roboterdeck positioniert. Die Methode ,,Medienverteilen.mth*
wird gestartet. Zum Animpfen aus nur einer Vorkultur kann das Roboterprotokoll
wAnimpfen.mth™ verwendet werden. Hierfir muss die Vorkultur kurz vor dem Methodenstart in
einen 60 mL Trough gegeben werden.

Die Oberseite der Flowerplate wird mit einer gaspermeable membrane (m2p labs, Aachen/D)
beklebt und die Flowerplate selbst im BioLector fixiert. Der BioLector wird durch einen internen
Computer und der Software BioLection-HMI gesteuert. Im Protokoll Rohe48 sind standardmafBig
folgende Einstellungen fiir Flowerplate-Kultivierungen programmiert: Schiittelfrequenz n = 1200
min'l, Volumen Vg, = 1000 pL, Rel. Luftfeuchte > 90% geregelt (75 -80% bei 30°C erreicht),
Temperatur T = 30°C (fur C. glutamicum und B. subtilis). Die Einstellungen des Messsignal-
Verstirkers sind in Rohe48: Backscatter Gain = 20, FbFP Gain = 60, GFP Gain = 60.

4.5.2 DasGip 1.5L

Bei der Vorbereitung und Kultivierung in Bioreaktoren im Labmafstab werden 4 parallele
1.5 L DasGip-Glasfermenter (SR10000DLL, d; = 110 mm, H = 245 mm) mit einem BioBlock-
System (DasGip, Jiillich/D) verwendet. Bei der Anlagenkalibration (Pumpraten, pH, pO,) und der
Kultivierung selbst wird das Prozessleitsystem ,,DasGip Manager* (Version verwendet.

Die Bioreaktoren werden zusammengesetzt (Strombrecher, zwei Rushton-Turbinen mit
d =45 mm), unsteril mit 950 mL Medium befiillt, mit kalibrierten pH-Elektroden versehen, auto-
klaviert und in der Temperierstation BioBlock aufgebaut. Nach der Zugabe von thermolabilen
Medienbestandteilen werden die Prozessbedingungen (pO,, pH, T) eingestellt. Eine pH-
Korrektur erfolgt mit 4 mol'L" HCL und 4 mol'L" NaOH. Der pO, wird auf > 30% in einer Kas-
kade aus Riihrerdrehzahl (400 min™ bis 1500 min") und Begasungsrate (60 L'h™ -120 L'h™") ge-
regelt. 50 mL vitale Vorkultur dienen als Inokulum, wodurch das Animpf-Verhéltnis von 5% v/v
dem im BioLector entspricht. Das Probenahme-Intervall in der Lag-Phase (hier: ODggp < 1) be-

tragt 2 h, in der exponentiellen und ggf. in der Feedphase 1 h.

4.5.3 Chemap 30 L

Fiir Versuche der Mafstabsiibertragung wird ein Chemap-Bioreaktor (V = 30 L, d; = 260 mm,
H =560 mm) verwendet. Dieser ist ausgestattet mit zwei Rushtonturbinen (d = 90 mm) und ver-
flgt tiber ein Prozessleitsystem (PLS, iCCC 2000 von PCS Systemtechnik GmbH, Miinchen/D),

mit dem die Ventile geschaltet und Prozessparameter geregelt werden. Der Sterilisationsprozess
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des Reaktorraumes erfolgt gesteuert vom PLS durch die Einspeisung von Heildampf. 15 L
unsteriles Medium werden tiber Sterilfilter (Sartopore Capsule Filter, Sartorius, Gottingen/D) in
den sterilisierten Reaktor gepumpt. In den Siure-und Base-Vorlagegefillen muss relativ zum
Bioreaktorraum ein Uberdruck von 0.3 bar herrschen. Die Zugabe erfolgt iiber Offnen und
SchlieBen von pneumatischen Ventilen, die vom PLS gesteuert werden. Als pH-Korrekturmittel
dienten 25% (w/w) H3PO4 und 25% (w/w) Ammoniak. Der pO, wird auf > 30% zum einen in
einer Riickkopplungsschleife mit dem Riihrer (400 min™ bis 950 min™) und zum anderen manuell
mit der Begasungsrate (850 L'h™' bis 1800 L'h™") und dem Druck im Reaktor (bis 0.8 bar Uber-
druck) geregelt. Zur Inaktivierung der Kultursuspension wird der Reaktorraum wieder mit Heil3-

dampf sterilisiert und anschlieBend gereinigt.

4.6 ROBOTIK

An dieser Stelle werden die Einzelkomponenten der neuen Robotik-Anlage und deren Haupt-
Spezifikationen nur aufgelistet. Eine genauere Beschreibung der Funktionsweise der gesamten

Anlage sowie deren Softwarestruktur ist in Kapitel 5.1 des Ergebnisteils zu finden.

Tabelle 4.11: Hardware der Robotik-Plattform. Angaben zum Aufbau vgl. auch Kapitel 5.1 des Ergebnisteils.

Hardware Name Spezifikationen Hersteller

Mikrokultivierungs-

BioLector MB
System

BJ 12/2008, Spezifikationen s. Kapitel 4.5, m2p labs, Aachen/D

Multilabel Plate

Reader

Pipettierroboter

Enspire

JANUS Integrator

Monochromator-basierter Platereader,
Temperierfunktion

Stellplatz fiir maximal 24 MTP

8 beschichtete Stahlnadeln an einem
Liquid Handling Arm mit 4 Freiheitsgraden

PerkinElmer, Rod-

Pipettierarm Varispan (X, Y, Z, Abstand der Nadeln zueinander) gau/D
1 mL Spritzen
. o Robotik-Greifarm mit 4 Freiheitsgraden (X,
MTP Gripper Railgripper Y, Z, Drehung in X/Y-Ebenc)
Rail Extension [MaBfertigung] Erweiterung der Robotik-Schiene um 2 cm
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Hardware

Name

Spezifikationen

Hersteller

MTP Zentrifuge

MTP Schiittler

MTP Heizblock

Steuerungsmodul

Umwiélzkiihler

DWP Kiihlblock

Einhausung

Geritefixierung

MTP Reader

Ixion HS (High
Speed)

Teleshake 95

Heatpac

MultiTec Control-
ler

Unichiller

Chillstation

[Maffertigung]

[MaBfertigung]

Genios

Zwei Stellplatze fir MTP oder DWP
<4000 g

Heizen von (RT+4°C) bis 95°C
Schiitteln mit max. 2000 min™ (leer)

Heizen von (RT+4°C) bis 125°C

Manuelle und automatisierte Steuerung
von bis zu 6 Inheco-Geriten

Flussigkeits-Temperierung zwischen -10°C
bis 40°C

Fliissigkeitsdurchspiilter Adapter fiir
Deepwellplatten

Laminares Downflow System,
Produktschutz (kein Personenschutz)
HEPA-Filter Typ H14

Aluminiumplatten um
Hardware zu fixieren

Filter-basierter Platereader

Sias, Hombrechti-
kon/CH

Inheco,
Martinsried/D

Huber,
Offenburg/D

Mecur,
Groveland/USA

Cleanair/LMC,
Woerden/NL

FZ)

TECAN, Crailsheim/D

Tabelle 4.12: Software der Robotik-Plattform. Weitere Angaben vgl. auch Kapitel 5.1 des Ergebnisteils.

Software Name, Ausfithrung Hersteller
Robotersteuerung WinPrep
V 4.6.0.0014

Treiber zur Enspire
Steuerung

Treiber zur MTEC
Steuerung

Datenauswertung

Zentrifugensteuerung

Datenauswertung
Geritekommunikation
Firmware auf BioLector

Enspire Service Host

PerkinElmer, Rodgau/D

Enspire Manager

V3.0

X-Util Sias, Hombrechtikon/CH
BioLection V 2.2

RoboLector Agent V 1.2 m2p labs, Aachen/D
BioLection HMI
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S SYSTEMAUFBAU UND VALIDIERUNG

5.1 AUFBAU DER AUTOMATISIERTEN KULTIVIERUNGS-

PLATTFORM

Sowohl die Vorbereitung, als auch die anschlieBende Verarbeitung von hochparallelen Kulti-
vierungsansitzen bewirken ein vermehrtes Arbeitsaufkommen. Um bei diesen Arbeiten zeitliche
Engpisse zu vermeiden, sollten Standardarbeitsschritte wie Medienpréparation, Inokulation, Pro-
benahme und Probenverarbeitung parallelisiert und wenn moglich automatisiert durchgefiihrt
werden. Diese Durchsatzerhhung wird in dieser Arbeit auf der Kultivierungsplattform JUELICH
BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM (JUBOS, Foto s. Abbildung 5.8) realisiert. Diese Plattform ist
aufgebaut aus automatisiert steuerbaren Gerdten die es ermdglichen, einen Workflow mikrobiel-
ler Kultivierungen halb-automatisiert durchzufiihren. In dem folgenden Kapitel wird zunichst die

Konzeption und der Aufbau der Anlage beschrieben.

5.1.1 Kategorisierung verfiigharer MBR-Technologien

Zu Beginn der Arbeit wurden verschiedene Kultivierungssysteme anhand technischer Spezifi-
kationen kategorisiert. Eine Entscheidung fiir ein zukiinftig verwendetes System sollte anhand
von Kriterien erfolgen (s. Tabelle 5.1), die einen Standardbetrieb zur Optimierung der Produktion
heterologer Proteine erleichtern. Zwei Anlagen mit parallelen Modellbioreaktoren sind in der
Tabelle 5.1 als Referenzsysteme mit aufgefiihrt.

Erstes Kriterium (Tabelle 5.1, Spalte 2) ist der experimentelle Durchsatz, der aufgrund des
vermehrten Kultivierungsaufwandes bei Optimierungsversuchen einen hohen Stellenwert hat.
Eine Automatisierung des MBR-Systems ist fiir den Fliissigkeitstransfer in und aus den Kultivie-
rungen gewlinscht (Spalte 3), sollte aber nicht verpflichtend fiir einen einfachen Standardbetrieb
sein (Spalte 4). Der Sauerstoffeintrag als wichtige verfahrenstechnische Grofe wird anhand des
kra-Wertes kategorisiert (Spalte 5), die Online-Aufzeichnung wichtiger Kultivierungsparameter

ist wesentlich fiir einen hohen Informationsgehalt pro Kultivierung des MBR-Systems (Spalte 6).

47



Tabelle 5.1:  Spezifikationen von verfiigharen MBR-Systemen. Betrachtet werden Parameter, die fur einen
Standardbetrieb zur Optimierung heterologer Proteinproduktion relevant sind. Abkitirzungen: MBR
= Mikrobioreaktoren, T = Temperatur, GA = Abgas Analyse, BTM = Biotrockenmasse, k.A. = Keine
Angaben, Autom.: Automatisierung. BR = Bioreaktor.

Name Durchsatz Autom. des Ohne Autom. kpa Online- Referenzen
Fliissigkeits-  verwendbar [h] Monitoring
Transfers gemil} Refe-
renz?
DasBox ¥ . Modell- pO,, pH, T, .
(Vi = 250 mL) <20 Nein ja BR GA, (BTM) Fa. DasGip
Multifors 2 . . % . Modell- pO,, pH, T, Barnard 2010
(Vowe = 1000mL) | OPIS18 Nein ja BR GA,(BTM)  Fa. Infors-ht
bioreactor48 . Puskeiler 2005
(Ve = 12 mL) 48 Ja nein <1600 pO,, pH Knorr 2007
BioLector pO,, pH,
(Ve = | mL) 48 Ja Ja <1000 BTM, FL Kensy 2009
n24 . Isett 2007
(Vinax = 9 mL) 24 Nein Ta <250 pO,pH, T Chen 2009
AMBR . . Fa. TAP Biosys-
(Vi = 15 mL) 24 bis 48 Ja Nein k.A. pO,, pH tems
MTP Schiittler . . Hermann 2003
Vertiga 96 bis 768 Nein Ja <540 - Brodsky 2006

*1: Geregelte, kontinuierliche Fliissigkeitsdosage (Sdure, Base, Feed) in den Reaktor moglich.

Eine Durchfiihrung aller Kultivierungsexperimente in parallelen Modellbioreaktoren (DasBox,
Multifors) wiirde zu einem hohen Informationsgehalt fithren, aber den experimentellen Durchsatz
verringern. Bei stiindlicher Probenahme von einem Laborarbeiter ist die handhabbare Anzahl
paralleler Kultivierungen auf unter 15 beschrinkt (Doig 2006). Da die Anlagen in Blocken zu je
4 bzw. 6 parallelen Bioreaktoren (DasBox, bzw. Multifors) angeboten werden, miissten fiir einen
hohen Durchsatz mehrere Anlagen gekauft werden, was zu hohen Investitionskosten fiihrt.

Aus dem bioreactor48, einem Multifermentersystem mit gasgetriebenen Rithrwerken, lassen
sich durch einen Pipettierroboter automatisiert Proben entnehmen. Hierdurch werden bis zu 48
Kultivierungsansétze parallel untersucht. Das Gerét ist aber fiir einen automatisierten Betrieb
ausgelegt, eine einfache Nutzung ohne den Pipettierroboter ist nur unter Verzicht der Probenah-
me moglich. Gleiches gilt fiir das AMBR-System, eine urspringlich fiir die Zellkulturtechnik
entwickelte Pipettierroboter-MBR-Kombination mit nicht ndher definiertem Sauerstoffiibergang.

Wie beim AMBR-System stand die Kultivierung von Sdugetierzellen stand ebenfalls bei der

Entwicklung des 24 im Vordergrund, der im geschiittelten (unbegasten) Modus einen mit einem
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niedrigen kia von 60 h™' erreicht. Fiir mikrobielle Kultivierungen kann die Sauerstoffversorgung
dieses Blasensdulen-Systems jedoch mittels Strombrecher und Schiittelvorrichtungen auf ca.
250 h' erhsht werden. Da das System aber nicht ohne weiteres in einen Standard-Pipettierroboter
integriert werden kann, sowie eine Online-Aufzeichnung von BTM oder Fluoreszenz fehlt, miiss-
ten fiir prozessrelevante Ergebnisse manuell Proben entnommen werden.

Bis auf den MTP-Schiittler haben alle Systeme eine Aufzeichnung von pH-und pO,-Werten,
bei dem u24 sogar eine Regelung dieser Werte. Eine Aufzeichnung hingegen von Biomassewer-
ten und Fluoreszenzwerten (z.B. fiir die Quantifizierung fluoreszierender Proteine) ist nur mit
dem BioLector (m2p-labs, Aachen/D) moglich. Hierdurch eignet sich das Gerédt auch fiir einen
Betrieb ohne Automatisierung. Fiir eine Probenahme oder eine Dosage von IPTG lésst sich das
System aber auch mit einem Pipettierroboter kombinieren (Huber et al. 2009). Durch diese Ei-

genschaften entspricht der BioLector den geforderten Kriterien dieser Arbeit.

5.1.2 Kombination des BioLectors mit einem Pipettierroboter

Fir eine Einbindung des BioLectors in einen Pipettierroboter ist das erste Kriterium die Ab-
messung und die sich daraus ergebende Anordnung der jeweiligen Instrumente. Ein bereits im
Institut vorhandener Pipettierroboter des Typs EVO 200 (TECAN, Crailsheim/D) war fiir eine
Einbindung des BioLectors aufgrund der geringen H6he zwischen Robotik-Deck und Robotik-
Armen nicht geeignet. Der BioLector hitte zweigeteilt werden miissen, wie von Huber et al.
(2009) bei der Integration des MBR in einen Hamilton-Pipettierroboter durchgefiihrt. Die niedri-
ge Inkubationskammer des BioLectors wurde von Huber et al. auf dem Roboterdeck positioniert,
wihrend die grole Messeinheit mit einem Glasfaserkabel verbunden neben dem Roboter instal-
liert wurde. Eine zweite Moglichkeit ist die in einer Pressemitteilung verdffentlichten Variante
der Firma m2p-labs (von Glasow 2011), in der 50 cm des Decks des TECAN-Pipettierroboters
hitten abgetrennt werden miissen. Dies schrinkt den Platz auf dem Roboterdeck ein und behin-
dert die Anbindung weiterer Gerdte unter und neben dem Roboter (Zentrifuge, MTP-Reader,
MTP-Lagerung). Dadurch wire die Flexibilitat des TECAN-Roboters eingeschrankt und geplante
Projekte erschwert.

Der Pipettierroboter JANUS Integrator (PerkinElmer, Rodgau/D) besitzt mit dem sog. Offdeck
eine Fliche fuir vereinfachte Systemintegration von Fremdgeriten, wodurch zum einen der Bio-
Lector und zum anderen weitere Instrumente installiert werden konnen, ohne das Roboterdeck

abzuschneiden. Die einzelnen Hardwarekomponenten und deren Spezifikation sind im Material
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und Methodenteil in Tabelle 4.11 (Seite 45) aufgelistet. Im nachfolgend beschriebenen Anlagen-
design werden hieraus die wichtigsten Instrumente und deren Verkniipfung zur Gesamtanlage,
dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM (JUBOS) beschrieben.

Der Aufbau dieser Anlage erfolgte in einem neu konzipierten Labor, in dem neben der hier
thematisierten automatisierten Kultivierungsplattform weitere Robotik-Elemente installiert wur-
den. Der in der Planung entstandene Laborfldchenplan des Robotik-Labors ist im Anhang Abb. 1
(S. 143) aufgefiihrt.

Lo S ' NN\
Varispan Gripper Deck Zentrifuge BioLector ~MTP-Reader

Abbildung 5.1: Automatisiertes Mikrobioreaktorsystem: JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
(JUBOS). Die Roboterarme Varispan™ (8 Nadel Pipettierarm) und Gripper™ (MTP-Greifer)
sowie das (Off-)Deck sind Teil des JANUS Pipettierroboters. Anlage mit gedffneter Klappe
der Sterileinhausung.

Pipettierroboter als Kernsystem

Das Kernsystem des JUBOS ist der Pipettierroboter JANUS Integrator der Firma PerkinElmer.
Der Roboter besteht im Wesentlichen aus dem Deck und den beiden Roboterarmen Railgripper™

zum Plattentransport und Varispan™ fiir paralleles Pipettieren mit 8 Stahlnadeln. Auf dem Deck
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werden MTP und andere Flussigkeitsgefdle an einem X-Y-Raster definiert positioniert. Beide
Roboterarme bewegen sich in X-Richtung auf einer Schiene, die auf der rechten Seite 42 cm tiber
dem sogenannten Off-Deck iiberhdngt (s. Abbildung 5.2). Hier kénnen weitere automatisierte

Gerite installiert und durch die Roboterarme angesteuert werden.

JANUS JANUS JANUS I zentrifuge || BioLector || MTP-Reader
Deck Varispan Gripper

Pumpe fir

— =TT

Systemflissigkeit

N

500

| |
Deck Off-Deck |

LaminarYFIow (steril)

Abbildung 5.2: Zeichnung des JUBOS in der Ansicht von oben. Malie vgl. Mafstabsbalken. Gestrichelt
eingerahmter Bereich befindet sich im sterilen Laminar-Flow-Bereich der Einhausung.
(Zeichnungssoftware: MS Visio 2007)

Anbindung von BioLector, Platereader und Zentrifuge

Ziel beim Anlagenaufbau ist es, im spéteren Betrieb aus einer 48-Well MTP (Flowerplate) im
Mikrokultivierungssystem BioLector Fliissigkeiten entnehmen und hinzugeben zu konnen. So
soll wihrend der Kultivierung die Entnahme von Kultursuspension oder die Fliissigkeitszugabe
von z.B. IPTG erméglicht werden. Hierfiir werden der BioLector und die IXION MTP Zentrifuge
auf einer Stahlplatte' fixiert, die am Roboter selbst befestigt ist. Der BioLector ist auf dieser Plat-
te um 90° gedreht, wodurch die Offnung der Inkubationskammer auf dem Off-Deck liegt (s. Ab-

bildung 5.2) ist und die Pipettiernadeln alle 48 Wells einer Flowerplate im BioLector erreichen

! Gefertigt von Mario Fricke, IBG- 1

51



konnen. Ebenfalls wird hierfiir die normalerweise 487 mm tiber das Deck hinausragende Schiene
der Roboterarme auf 503 mm erweitert’.

Der MTP Reader Enspire (PerkinElmer) ist am Rand des Off-Decks auf 8 cm hohen Stahlfii-
Ben positioniert. Die darunter befindliche Bodenplatte ist an der Cleanbench selbst befestigt. Eine
direkte Verbindung zwischen den beiden Fixierplatten wird wegen des Ubertrags moglicher Er-
schiitterungen des BioLector/Roboter/Zentrifuge-Konstrukts auf den MTP-Reader vermieden.
Durch die erhohte Position des Readers wird die MTP-Schublade {iber dem BioLector ausgefah-
ren. Sie ragt soweit in den Offdeck-Bereich des Pipettierroboter hinein, dass der Railgripper

MTPs fiir photometrische Messungen zum Reader transportieren kann.

5.1.3 Softwarestruktur zur Geriteansteuerung

Zur Steuerung des Roboters wird die Software WinPrep von PerkinElmer verwendet. Auf der
grafischen Oberflache dieser iibergeordneten Software werden Events in einer Methode (.mth-
Datei) aneinander gereiht (Screenshot s. Anhang S. 144). Nach einem Kompilierungsschritt der
gesamten Methode werden diese Events chronologisch abgearbeitet oder bei Bedarf in einer
Schleife wiederholt. Als Events dienen z.B. standardmiBige Pipettierbefehle der WinPrep-
Software, wie ein einfacher Fliissigkeitstransfer von A nach B oder auch komplexer aufgebaute
serielle Verdiinnungsreihen.

Ebenfalls werden Fremdgerite mittels Hilfssoftware in WinPrep-Protokolle eingebunden (s.
Abbildung 5.3). Die Zentrifuge wird durch die Software X-Util gesteuert. Der Befehl von
WinPrep an diese Software erfolgt dabei tiber ein Makro. Die Parameter (Zeit, Geschwindigkeit,
Beschleunigung) miissen dazu vorher in einer Textdatei hinterlegt werden. Der MTP-Reader, das
3-Wege-Ventil der Desinfektions-Systemfliissigkeit, und der Inheco-Schiittler werden iiber Be-
fehle der WinPrep gesteuert, die dort auch direkt konfigurierbar und so auf der grafischen Ober-
flache einfach zu handhaben sind.

Auch der BioLector ist flir eine Automatisierung in die Softwarestruktur eingebunden. Hierbei
wird die Software ,,RoboLector Agent™ (m2p labs, Aachen/D, Screenshot s. Anhang S. 144) ver-
wendet, welche auf vorherigen Arbeiten von Huber et al. (2009) basiert. In dieser Software wird
definiert, bei welchem Schwellenwert (Trigger) Pipettierschritte ausgefiihrt werden sollen und

wie viel Flissigkeitsvolumen dabei transportiert wird. Als Trigger konnen Werte der BioLector

% Durchgefiihrt von Jens Hamann, PerkinElmer
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Online-Analytik (Backscatter, Fluoreszenz, pO,, pH) oder der Prozesszeit verwendet werden.
Ebenfalls sind eine Kombination von zwei Triggern, sowie eine Wiederholung mit festen Zeitin-
tervallen moglich. Die Kommunikation zwischen BioLector und RoboLector erfolgt via TCP/IP,
die Ubergabe von Daten vom RoboLector Agent an die WinPrep-Software erfolgt iiber eine .csv-
Datei. Der Speicherort fiir diese Datei auf der Festplatte des Prozessrechners wird von WinPrep
einmal pro Sekunde ausgelesen. Ist ein Schwellenwert tiberschritten, schreibt RoboLector diese
Datei mit den notigen Werten, setzt den BioLector auf ,,Pause” und 6ffnet die Inkubationsklappe.
Der Pipettierroboter hat nun die notwendigen Werte, um die Pipettierbefehle auszufiihren. Sind
diese durchgefiihrt, wird die Datei im WinPrep-Protokoll geloscht, die Klappe schlief3t sich, und
die Kultivierung wird fortgesetzt. Ob die Flowerplate wihrend des Pipettiervorgangs geschiittelt

wird oder nicht, kann in der RoboLector-Software eingestellt werden.

WinPREP
X-Util RobolLector Enspire Host 110 Splitter
Zentrifuge BioLector Plate Reader 3-Wege
Ventil
— Varispan™ Gripper™ —

Abbildung 5.3: Aufbau und Steuerung der JUBOS-Anlage. Griine Felder sind Softwareelemente, weille
Felder sind Hardwareelemente.

Die beschriebene Gerite-Kommunikation mittels Text-Dateien ist ein an sich altes Konzept,
das z. B. Probleme bei gleichzeitigem Lesen und Schreiben hervorruft. Durch den RoboLector
Agent sind die Phasen von Schreiben und Auslesen der Datei aber klar strukturiert, wodurch we-
gen dieser Problematik keine Prozessabstiirze bobachtet werden. Zu einem Abbruch des Prozes-
ses kommt es jedoch, wenn die Zeit eines BioLector-Messzyklus nicht korrekt gewéhlt wird. In
dieser vom Benutzer einstellbaren Zeit wird die Dauer definiert, in der alle Messgroflen
(Backscatter, pO;...) einer MTP einmal ausgelesen werden. Pro Messgrof3e miissen mindestens

zwei Minuten eingeplant werden. Bei Unterschreiten dieser minimalen Zykluszeit wird bei Pro-
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tokollen ohne Roboteranbindung eine Fehlermeldung ausgegeben. Bei automatisierten Protokol-
len muss diese minimale Zeit drei Minuten hoher liegen, also: Zykluszeit = Filteranzahl * 2 min
+ 3 min, es erscheint jedoch keine Fehlermeldung bei Nichtbeachtung dieser Regel. Wird diese
minimale Zeit nicht beachtet, kann es wihrend der Kultivierung zu Abstiirzen der Firmware

BioLection HMI kommen, was dann ein Ende der Kultivierung bedeutet.

5.1.4 Steriltechnik fiir mikrobielle Arbeiten

Validierung der mafigefertigten Laminar-Flow-Einhausung (Cleanbench)

Die gesamte Robotikplattform ist in einer maBgefertigten Sterilwerkbank (CleanAir, Ut-
recht/NL) aufgebaut. Ingenieure der Firma CleanAir entwarfen die Einhausung nach einem durch

das IBG-1 erstellten Pflichtenheft. Eine Skizze des letztlichen Modells ist in Abbildung 5.4 dar-
gestellt.

Bedienung A Manometer

Liifter +
HEPA-Filter

e L 2 8| Lamellen
A \
®

] )

(1)

800

| |

u = A

Abbildung 5.4: Konstruktions-Skizze des Laminar Flow Systems (Cleanbench). Uber
einen oben aufliegenden HEPA-Filter wird in die Plexiglas-umrahmte Ein-
hausung sterile Luft zugefiihrt. Anstelle des Plexiglases sind an der rechten
Seite flexible Lamellen fiir eine Geréteintegration (Platereader) angebracht.
Entnommen aus dem Lastenheft (LMC Medical, CleanAir).
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Ein oben aufliegender HEPA-Filter (High Efficiency Particulate Airfilter) soll eine Kontami-
nation mit Luftkeimen verhindern. Der rechte Tisch ist tiber Plastik-Lamellen mit dem Innenraum
verbunden. So kann der Platereader halb im Laminar Flow stehen und es wird nicht bendtigte
Sterilflache und damit Filterleistung eingespart. Auf diesem angrenzenden Tisch befindet sich
ebenfalls der Monitor des Prozessrechners, die Frontscheibe ist z.B. fiir Wartungsarbeiten am
Roboter komplett aufklappbar.

Die Cleanbench kann in den beiden Einstellungen ,,Betrieb* und ,,Stand-By* betrieben wer-
den, die sich im Wesentlichen durch die Leistung des Liifters unterscheiden. Da es sich um eine
neuartige, maflgefertigte Werkbank mit drei offenen Seiten handelt, muss die Sterilitdt der Luft
tiberpriift werden. Dabei werden die beiden Modi der Cleanbench ,,Betrieb™ und ,,Stand-By* ge-
geniibergestellt. Luftkeime werden innerhalb von 60 min auf insgesamt 35 geoffneten LB-
Agarplatten aufgefangen, und fiir 18 h bei 37°C inkubiert. Drei im Labor verteilte Agarplatten
(Boden, Fensterbank, Schrank) dienten als Positiv-Kontrolle der Umgebungsluft. Die ausgezihl-
ten Koloniebildenden Einheiten (KBE) dieser Agarplatten werden in Prozent zu dem Mittelwert
der Positivkontrollen berechnet und sind in Abbildung 5.5 dargestellt.

Nachtstand

m
Vigminar = 0.2 ?

Tagstand
Rel. KBE (%)

. 0
10
20
. 30
. 40

m
Vigminar = 0.45 r)

A B C D E F G

Abbildung 5.5: Sterilitiitstest der Laminar-Flow Einhausung: Ansicht von oben (vgl. Abbildung 5.2), Gera-
te sind schwarz umrahmt. Weile Rechtecke stellen festgelegte Positionen von MTPs dar,
schwarze Punkte sind Positionierungen der Agarplatten. Oben: Nachtstand bei geringem lami-
narem Luftstrom Vi, Unten: Tagstand mit hohem laminarem Luftstrom vi,pin,,. Farben re-
prasentieren die relativen Kolonie Bildenden Einheiten (KBE) in % zu der Positivkontrolle
(drei Agarplatten im Labor verteilt mit KBE =36 + 6 h™).
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Tabelle 5.2: Sterilitiitstest der Laminar-Flow-Einhausung: Koloniebildende Einheiten pro Stunde
(KBEt") von 35 Platten verteilt auf dem Roboterdeck, angeordnet in Spalten (A-G) und Zeilen
(1-5) gemil Abbildung 5.2.

KBEt" [h]
A: Nachtstand
el Spalte A B c D E F G
1 0 2 1 2 2 2 2
2 0 0 0 0 0 0 3
3 0 0 0 1 0 1 5
4 0 0 1 0 0 2 8
5 1 2 1 0 1 2 10
B: Tagstand
o Spalte A B c D E F G
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 1
5 0 0 0 0 0 0 2
Referenzplatten: Boden: 30 Laborbank: 42 Schrank: 35  Mittel: KBEgest' =36+ 6h

Der Zustand ,,Betrieb” erweist sich als leistungsstarke Luftreinigung ohne erhebliche Konta-
mination durch Luftkeime (B). Beim Zustand ,,Stand-By* (A) werden in der Liicke zwischen
Platereader und BioLector (Abbildung 5.5, unten rechts) Kontaminationen von 8 bzw. 10 KBE'h™
(30 %) gemessen. Diese Werte liegen damit héher als der statistische Fehler der drei Referenz-
platten von + 6 KBE'h™. An dieser Position sind jedoch keine steriltechnisch relevanten Stellplit-
ze fir MTPs vorgesehen. Auf dem fiir mikrobiologische Arbeiten relevanten Roboterdeck wird
auch beim Stand-By-Modus eine geringe Kontamination von unter 5% gemessen.

Anhand der Ergebnisse wird die Funktionalitdt der mafigefertigten Cleanbench deutlich. Fiir
steriltechnisch sensible Arbeiten, wie z. B. das Pipettieren von Medien aus sterilen Stocklosungen
sollte man den leistungsstarken Betriebszustand verwenden. Fiir einen ldngeren Dauerbetrieb wie
z. B. die automatische IPTG-Zugabe tiber mehrere Tage reicht der Stand-By-Zustand mit Werten
von < 5 % KBE aus. Der Platz vor dem Roboterdeck erwies sich im Betrieb-Zustand als konta-
minationsfrei, im Stand-By-Zustand werden hier niedrige Werte von 1-2 KBEh! gemessen. Da
die KBE Messung aber ohne eine Verwirbelung der Umgebungsluft erfolgte, sollten sterile Ar-
beiten auf dieser dem Labor zugewandten Fliche im ,,Betrieb*-Zustand durchgefiihrt werden.
Somit ist auch diese Arbeitsflaiche ebenfalls fiir mikrobiologische Arbeiten wie z.B. die manuelle

Erstellung von Stockldsungen nutzbar.
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Steriles Pipettieren mit der Roboterplattform

Mit den Stahlnadeln des JANUS-Roboters konnen in der verwendeten Konfiguration Volumina
zwischen 5 puL und 1.2 mL pipettiert werden. Der Kolbenhub zur Aufnahme und Abgabe von
Fliissigkeiten wird dabei durch die Bewegung von Systemfliissigkeit (VE-H,0) im Schlauchsys-
tem der Stahlnadeln realisiert. Acht Spritzen sorgen fiir den notigen Unter-bzw. Uberdruck der
Systemfliissigkeit (vgl. Abbildung 5.6). Nach dem Fliissigkeitstransfer werden die Nadeln in ei-
ner Waschstation gewaschen. Hierzu wird Systemfliissigkeit mit einer Peristaltikpumpe durch die
Nadeln in Vertiefungen gepumpt und somit innen und auflen um die Nadelspitzen gespiilt. Zur
Vermeidung chemischer Kontamination reichen diese vorkonfigurierten Spiilschritte des Herstel-
lers mit Wasser aus. Fiir mikrobiologische Arbeiten miissen die Stahlnadeln jedoch frei von ver-
mehrungsfihigen Einheiten sein.

Um diese sterilen Bedingungen zu realisieren, wird neben der eigentlichen Systemflussigkeit
(VE-Wasser) ein zweites Vorratsgefidl mit Desinfektionslosung (70% v/v Ethanol) installiert. Ein
Drei-Wege Ventil (Biirkert, Ingelfingen/D) wird durch den I/O-Port des Roboters angesteuert
und dient zum automatisierten Umschalten zwischen Desinfektionslosung und VE-H,0 in einem
Roboterprotokoll. Das Volumen des Schlauchsystems von der Vorratsflasche bis zur Nadelspitze

betrigt 27 mL und muss zur Desinfizierung erst verdrangt werden, was etwa 10 Sekunden dauert.

10
Port} Abbildung 5.6: Sterilisation der Pipetten-

spitzen: Schema des Schlauchsystems des
Pipettierroboters. Ein Wechsel zwischen den
Systemfliissigkeiten Wasser und Ethanol erfolgt
iber ein automatisiertes Drei-Wege-Ventil. Die-
ses wird iiber den I/O-Port des Roboters von der
Software WinPrep gesteuert.

Die sterilisierende Wirkung verschiedener Spiilmethoden wird getestet. Hierzu werden die
Nadeln mit Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien kontaminiert, indem 1000 pL einer
vitalen Bakteriensuspension (OD = 5) von C. glutamicum bzw. E. coli aufgesaugt und nach 5

Sekunden wieder abgegeben werden. Anschlieend erfolgt entweder kein Spiilschritt als Negativ-
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Kontrolle (ohne Spiilen), ein Spiilschritt mit drei Pulsen von je 3000 uL Systemfliissigkeit je
Spitze (H,O Sptilschritt, Dauer: 3 s), oder ein zusétzlicher Spiilschritt mit 30 mL Desinfektionslo-
sung (Dauer: 10 s) und ein weiterer Spiilschritt mit 30 mL Wasser (Dauer: 10 s), um wieder Was-
ser im Schlauchsystem zu haben. Ein weiterer Ansatz mit einer Inkubationszeit von 8 h des mit
Desinfektionslésung gefiillten Schlauchsystems dient als Positivkontrolle. Aus den so gereinigten
Nadeln werden 50 pL der Systemflissigkeit in 1 mL sterilem VE-H,O aufgenommen und die
koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt.

Abbildung 5.7: Sterilisation der Pipettenspitzen:

10M | Nach Aufsaugen von 1000 pL Kultursuspension (je-
& w C.glutamicum weils ODggo=5) und anschlieBender Reinigungs-
10° 1 —— E.coli schritte werden Koloniebildende Einheiten (KBE) in
o 107 50 pL der direkt in den Nadeln angrenzenden System-
) fliissigkeit tiberprift.
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Durch das Spiilen mit der Desinfektionslésung (70% (v/v) EtOH) wird die Keimzahl in der
Systemfliissigkeit um den Faktor 10° bzw. 10° reduziert. Bei einer Inkubationszeit von 8 h sind
keine KBEs mehr messbar. Kontaminationen kénnen bei unterschiedlichen Arbeiten auftreten,
die, je nachdem, was fiir ein Arbeitsschritt folgt, verhindert werden miissen. Fiinf relevante Sze-

narien und die dabei notwendige Dekontamination sind in Tabelle 5.3 aufgefiihrt.

Tabelle 5.3:  Notwendige Sterilizing-in-Place (SIP) Mainahmen zur Verwendung des Pipettierroboters fiir
mikrobielle Arbeiten.

E. coli C. glutamicum
Vor der Ernte eines Wells fiir Enzymassay Spiilschritt (H,0)
Vor IPTG-Zugabe withrend einer Kultivierung Spiilschritt (EtOH)
Vor der Medienpriperation/Animpfen der Hauptkultur Spiilschritt (EtOH) Inkubation
Systemreinigung nach Benutzung Inkubation (EtOH)
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Durch die Lagerung von abgeernteter Zellsuspension bei 4°C wird das Wachstum nahezu ge-
stoppt, womit Kontaminationen hier kaum eine Rolle spielen. Bei der IPTG-Zugabe zu Kultivie-
rungen mit verschiedenen Stammen sollte eine Kreuzkontamination vermieden werden. Da die
Zugabe in der Regel bei hoheren Zellzahlen erfolgt, reicht es, einen EtOH-Spiilschritt und keine
Kontamination durchzufithren. Sind in allen Kavititen gleiche Stdmme enthalten, so ist eine
Kreuz-Kontamination unkritischer als bei 48 verschiedenen Stimmen, wodurch auch vor und
nach einer IPTG-Zugabe nur mit H,O gespiilt werden braucht. Hingegen sollten vor Arbeiten, die
fiir Kontaminationen sensitiv sind (Medienpriperation, Uberimpfen von der Vor-zur Hauptkul-

tur), die Stahlnadeln entsprechend der Ergebnisse sterilisiert werden.

5.2 VALIDIERUNG DER AUTOMATISIERTEN
KULTIVIERUNGSPLATTFORM

Die neu aufgebaute Robotik-Anlage JUBOS soll fiir Arbeiten mit mikrobiellen Proteinprodu-
zenten verwendet werden. Die wesentlichen Schritte mikrobieller Arbeiten sind die Medienerstel-
lung, die Kultivierung, die Probenahme und die Analytik. Hierauf basierend wird folgend ein
Workflow aus fiinf MTP-basierten Hochdurchsatz-Methoden fiir mikrobielle Arbeiten dargestellt.
Diese einzelnen Arbeitsschritte sind I) Medienerstellung, 1I) Kultivierung, III) Probenahme und
Lagerung, IV) Zellabtrennung und V) Aktivitdtsassay, die mit Hilfe der automatisierten Gerite
(vgl. Abbildung 5.8) auf dem JUBOS durchgefiihrt werden. Da der Aktivititsassay mitsamt vor-
heriger Zellabtrennung eine hinreichend beschriebene Standardmethode ist (Brockmeier et al.
2006a; Funke et al. 2003; Winkler and Stuckmann 1979), werden die Schritte I bis III in Kapitel
5.2.1 bis 5.2.3 ndher untersucht. Das hierfiir verwendete Modellsystem ist C. glutamicum, das

Cutinase mit dem Signalpeptid NprE sekretiert.
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Medienerstellung
(Liquid Handling)

MBR Kultivierung
(BioLector)

Probenlaerun
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Abbildung 5.8: Automatisiertes Mikrokultivierungssystem: Umrandete Instrumente werden Arbeiten in einem
Kultivierungs-Workflow zugeordnet (vgl. Farben). Dunkelblau: Pipettierroboter JANUS Integrator
mit Varispan-und RailGripper-Arm (PerkinElmer), Griin: Mikrokultivierungssystem BIOLECTOR
(m2p labs), Gelb: Kiihladapter (Mecour), Hellblau: MTP-Zentrifuge IXION (Sias), Plattenphoto-
meter ENSPIRE (PerkinElmer). Anlage ist in Laminar Flow Werkbank eingebaut (Clean Air), hier
mit gedffneter Frontscheibe.

5.2.1 Validierung: Automatisierte Medienerstellung

Vor jeder Kultivierung werden Ndhrmedien mit Hilfe der acht Stahlnadeln des Varispan-Arms
in die Kultivierungsgefifle pipettiert. Dieser Schritt kann entweder ein einfaches Verteilen eines
einzigen Mediums sein (s. S. 43 Kapitel 4.5.1), oder aber ein Zusammenpipettieren aus verschie-
denen Stocklosungen. Bei der Methodenvalidierung wird daher tiberpriift, ob die Medienerstel-
lung aus mehreren Stocklosungen die gleichen Ergebnisse liefert wie die herkdmmliche manuelle
Vorgehensweise

Zur Durchsatzerhohung bei der Medienerstellung soll der Pipettierroboter JANUS verwendet
werden. Neben den steriltechnischen Anforderungen (vgl. Kapitel 5.1.4) muss die
Pipettiergenauigkeit in dem gewéhlten Volumenbereich gegeben sein. Herstellerangaben von 2%

beziehen sich auf das Pipettieren von Wasser (PerkinElmer, Shelton/USA).
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Beim Pipettieren von Fliissigkeiten mit hoherer Viskositédt wird bei Gebrauch von herkémmli-
chen Laborpipetten vom Experimentator meist intuitiv der Unterdruck zum Ansaugen besonders
langsam aufgebaut. Entsprechendes Verhalten wird dem Pipettierroboter in substanzspezifischen
,Performance Files“ hinterlegt. Diese Dateien definieren Pipettiereinstellungen und sind vom
Benutzer fiir jeden Pipettierschritt wéhlbar. Die standardmiBig verwendete ,,Water*“-Performance
File wird generell fiir Wasser und verdiinnte wassrige Losungen verwendet. Im Rahmen dieser
Arbeit wird fiir Flussigkeiten hoherer Viskositét die Performance-File ,,High viscosity* erstellt. In
diesen Einstellungen wird die Geschwindigkeit des Kolbenhubs im Vergleich zur ,,Water-
Einstellung halbiert und die Nadeln nach dem Ansaugen fiir 2 s in der Flussigkeit gehalten. Auf
diese Weise konnten sowohl stark viskose also auch Fliissigkeiten mit einer Viskositit von Was-
ser pipettiert werden. Da diese Prozedur bei einem Pipettiervolumen von 1 mL aber ca. 6 s langer
dauert als bei der Water-Einstellung, wird sie nur fiir Fliissigkeiten mit héherer Viskositit ver-
wendet. In diesem Versuch zihlen hierzu die Ammoniumsulfat-Stammlsung mit ¢ = 200 gL, n
=2.530 mPa's bei T = 20°C und die Glucose-Stamml&sung mit ¢ = 400 gL', n = 5.493 mPa’s bei
T =20°C (Lide 2000).

Um die Eignung dieser Einstellungen fiir die robotergestiitzte Medienerstellung im mL-
MaBstab zu bestitigen wird CG XII Minimalmedium aus verschiedenen Stocklésungen automati-
siert erstellt (vgl. Tabelle 5.4). Die sterilen Lésungen Harnstoff, Phosphatquellen, MOPS pH-
Puffer und Glucose werden manuell vorgemischt, jede Spurenelementlosung sowie Ammonium-
sulfat werden jeweils als separate Stocklosungen zugegeben, wodurch insgesamt 12 Stocklosun-
gen pipettiert werden. Ein dhnliches Pipettierprotokoll wird spéter in Kapitel 6.3 fiir die Untersu-
chung des Einflusses der einzelnen Spurenelemente benétigt.

Dieses automatisierte Vorgehen im mL-Mafstab wird mit einer manuellen Herstellung im L-
MaBstab verglichen. Hierbei wird ein Standardprotokoll verwendet, in dem Stickstoffquellen,
Phosphatquellen und MOPS pH-Puffer zu einer Arbeitslosung vorgemischt und gemeinsam auto-
klaviert werden. Beim spéteren manuellen Pipettieren der Medien werden insgesamt 8 Stocklo-
sungen verwendet (Tabelle 5.4). Je Methode werden sechs parallele C. glutamicum Kultivierun-

gen mit je separater Medienpriparation untersucht.
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Tabelle 5.4:  Erstellung von CG XII Minimalmedium aus verschiedenen Stocklésungen. 8 Stocklgsungen
fiir die manuelle praperation im L MaBstab, 12 Stocklosungen fur die automatisierte Praperation
im mL Mafstab mit dem WinPrep-Protokoll 20110117 Heavymetal.mth.

CEnd [g'L'l] CEnd [mmol'L'I] Manuell: Automatisiert:
Vstock,man [ML] Vstockautom [ML]
fiir Vepa = 1000 mL__fiir V,q = 1000 pL
(NH,),S0, 20 151.35 50
Harnstoff 0.313 5.21

KH,PO, 1 7.35 500

K,HPO, 1 5.74 500
MOPS 42 200.70

Glucose 20 0.11 50

Wasser 450 350
c [mg‘L'l] [ [mmol‘L"]
CaCl, " 2H,0 13.25 0.09 1 10
MgSO," 7H,0 250 1.01 1 10
FeSO," 7H,0 100 0.36 10
MnSO, H,O 100 0.59 10
ZnS0, 7TH,0 1 3.48°10" 1 10
CuSO," 5H,0 0.313 125107 10
NiCl," 6H,0 0.02 8.41'10° 10
Biotin 0.2 8.19-10* 1 10
PCA 15 9.73-10" 2 20
15 automatisiert 15
—— manuell {
i
Mt -
I
l1 s
IIII % % % i
0 10 20 30 0 10 20 30
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 5.9: Automatisierte Medienerstellung: Kultivierungen von C. glutamicum in manuell (rot) erstelltem
CG XII Medium aus 6 Stammldsungen und automatisiert (schwarz) erstelltem CG XII aus 12

Stammlésungen. Jeweilige Fehlerbalken entsprechen der Biomasse-Standardabweichung von sechs
Replikaten.
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Die relativen Abweichungen der Biotrockenmasse gemittelt iber den gesamten Kultivierungs-
verlauf betragen 10% fiir die manuelle Erstellung und 7% fiir die automatisierte Erstellung. Man
erkennt jedoch eine systematische Abweichung zwischen manueller und automatisierter Methode
in der Stationdrphase. Ein t-Tests mit Werten von t = 17 h weist jedoch keinen signifikanten Un-
terschied der beiden Mittelwerte nach (98%). Die miniaturisierte Medienerstellung im mL-
MaBstab und der manuellen Medienerstellung im L-Mafstab fiihren also zu statistisch nicht un-
terscheidbaren Ergebnissen der Biotrockenmasse von C. glutamicum.

Die Ungenauigkeit des des Pipettierroboters betrigt zwischen 0.5% und 5%, abhéngig von den
pipettierten Volumina (Nealon et al. 2005). Obwohl bei der automatisierten Medienerstellung
mehr Pipettierschritte als bei der manuellen Erstellung durchgefiihrt werden, fiihren diese Unge-
nauigkeiten nicht zu einem hoheren Fehler der Biotrockenmassekonzentration. Demnach kann
zukiinftig der Pipettierroboter zur automatisierten Erstellung von CG XII basierten Medien aus
12 Stocklosungen verwendet werden.

Die Pipettierlisten mit den gewiinschten Volumina der Stocklgsungen kénnen vom Pipettier-
roboter aus .csv-Dateien ausgelesen werden. Mit Hilfe dieser Methodik lassen sich Software-
Tools z. B. zur statistischen Versuchsplanung einfach in Standard-Robotikmethoden einbinden,
wodurch eine vollstindige elektronische Handhabung gewdhrleistet ist. Diese Technik wird in

der Medienoptimierung, die in Kapitel 6.3 beschrieben ist, erfolgreich angewendet.

5.2.2 Validierung der Kultivierung im BioLector

Die Kultivierung in Mikrotiterplatten wird in dieser Arbeit weitgehend im BioLector durchge-
fuhrt. Bei der Inbetriebnahme des BioLectors wird die Online-Analytik kalibriert, sowie die Ska-

lierbarkeit der Ergebnisse durch einen Vergleich mit Modellbioreaktoren gezeigt.

Kalibrierung der Biomasse Analytik

In herkémmlichen Modell-Bioreaktorkultivierungen werden fiir die Biomassedaten eines Pro-
zessverlaufs wiederholt Proben entnommen und die Biotrockenmasse (BTM) gravimetrisch bzw.
die optische Dichte (OD) photometrisch vermessen. Hierzu ist meist ein Probenvolumen > 1 mL
notwendig (vgl. Kapitel 4.4). Die Entnahme von einer entsprechend groflen Probenmenge aus
einer Flowerplate-Kultivierung (Vp = 1 mL) ist nur durch die Ernte der gesamten Kultivierung
machbar, was einer Endpunktbestimmung gleichkommt. Der BioLector verfiigt aber tiber eine

Funktion zur optischen Bestimmung der Biomassekonzentration, indem durch den transparenten
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Boden von geschiittelten Flowerplates reflektiertes Licht (A = 620 nm) als sog. Backscatter (BS)

gemessen wird (Samorski et al. 2005). Bei der Aufnahme des Signals muss das Schiitteln der

Flowerplate nicht gestoppt werden, was eine nicht-invasive Online-Analytik bedeutet. Um bio-

prozessrelevante Daten aus diesem Online-Signal zu generieren, wird der BS mit der BTM kalib-

riert. Drei Referenzstimme (C.glutamicum, B.subtilis, E.coli) werden untersucht. Die BTM und

der BS von Kultursuspensionen aus drei unterschiedlichen Bioreaktor-Systemen wird wie in Ka-

pitel 4.4 bestimmt.

0 T T T
0 20 40 60 80 100
Backscatter [a.u.]

0 50 100 150 200

Backscatter [a.u.]

Abbildung 5.10: Kalibrierung des Backscatter-Signals von
E. coli: BL21 mit pet28a Leerplasmid, T = 37°C, Willms-
Reuss Minimalmedium (s. S. 36 ff). Zellmaterial:

@ Bioreaktor-Kultivierung mit pO2 > 30%, Riihrer zwischen
400 und 1200 min™ geregelt. pH = 7, Probenahme fiir BS
und BTM 1x pro Stunde.

M Verdiinnungsreihe aus Schiittelkolben-Kultivierung (+ 21
gL' MOPS). Zellen in der spiten exponentiellen Phase
geerntet und fiir die Erstellung einer Verdiinnungsreihe
Willms-Reuss Medium (ohne Glucose) verwendet.

[0 BioLector-Kultivierung (+ 21 gL' MOPS). 24 parallele
Kultivierungen zu 6 verschiedenen Zeitpunkten in der ex-
ponentiellen Phase geerntet (3 Replika). BS-Messung On-
line, BTM aus 0.5 mL Suspension gemessen.

Abbildung 5.11: Kalibrierung des Backscatter-Signals von
C. glutamicum: ATCC 13032 mit pEKEX2 Leerplasmid,
CG XII Minimalmedium (s. S. 36 ff), T = 30°C. Zellmaterial:

@ Bioreaktor-Kultivierung mit pO2 > 30%, Riihrer zwischen
400 und 1200 min™ geregelt. pH = 7, Probenahme fiir BS
und BTM 1x pro Stunde.

I Verdiinnungsreihe aus Schiittelkolben-Kultivierung (+ 42
gL' MOPS). Zellen in der spiten exponentiellen Phase
geerntet. Fir die Erstellung einer Verdiinnungsreihe CG
XII-Medium (ohne Glucose) verwendet.

[0 BioLector-Kultivierung (+ 42 gL' MOPS). 24 parallele
Kultivierungen zu 6 verschiedenen Zeitpunkten in der ex-
ponentiellen Phase geerntet (3 Replika). BS-Messung On-
line, BTM aus 0.5 mL Suspension gemessen.
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Abbildung 5.12: Kalibrierung des Backscatter-Signals von
B. subtilis: TEB1030 mit pBSMul Leerplasmid, MVen3
Komplexmedium (s. S. 36 ff), T = 30°C. Zellmaterial:

Bioreaktor-Kultivierung mit pO2 > 30%, Riihrer zwischen
400 und 1200 min™ geregelt. pH = 7, Probenahme fiir BS

4 - und BTM 1x pro Stunde.

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Backscatter [a.u.]

Die erste Sorte Kultursuspension stammt aus dem Kultivierungsverlauf einer 1 L Bioreaktor-
kultivierung. Fur die zweite Kultursuspension werden parallel wachsende 1 mL Flowerplate-
Kultivierungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Abweichend vom Protokoll aus Kapi-
tel 4.4 (Bestimmung der Biotrockenmasse) wird hier statt von 1 mL die Biomasse von 0.5 mL
getrocknet und gewogen. Die dritte Biomasseart stammt aus einem Zeitpunkt einer Schiittelkol-
benkultur (exponentiell wachsend), die durch Zentrifugation aufkonzentriert und mit dem jeweils
verwendeten Medium in Reihe verdiinnt wird. Die frei wéhlbare Signalverstarkung (Gain) des
BioLectors wird hierbei auf Gain = 20 a.u. eingestellt. (Eine Verdnderung der Signalverstirkung
ist im Anhang auf Seite 145 aufgefiihrt.)

Fiir B. subtilis werden nur Proben einer Bioreaktorkultivierung vermessen. Da aber das BS-
BTM-Verhiltnis von C. glutamicum und E. coli keine Sensitivitit auf die drei Kultivierungsarten
zeigt, ist ein Einfluss auf B. subtilis unwahrscheinlich.

Alle drei Bakterienarten zeigen ein lineares Verhiltnis von BS und BTM in dem untersuchten
Bereich (Abbildung 5.10 bis Abbildung 5.12). Dieser lineare Bereich liegt zwischen 0.2 gL' und
mindestens 9 gL' bei C. glutamicum, mindestens 8 gL' bei E. coli und mindestens 6 gL' bei
B. subtilis. Hohere Zelldichten von C. glutamicum zeigen bei 35 gL' ein oberes Limit des linea-
ren Bereichs (hier nicht dargestellt).

Fiir eine lineare Regression werden alle gemessenen Datenpunkte in dem dargestellten Be-
reich verwendet. Die Regressionsparameter sind in der folgenden Tabelle 5.5 aufgelistet. Alle
drei Geradengleichungen sind mit einer Regressionsgiite R* = 0.99 bestimmt, womit ein linearer

Zusammenhang zwischen BTM und BS besteht.
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Tabelle 5.5: BTM-BS-Kalibrierung: Werte der Regressionsgeraden von E. coli, C. glutamicum, B. subtilis an-
hand der auf Seite 64 dargestellten BS-BTM Wertepaare.

BTM =BSm+y, m [ggrv L 'BS ] YolgermL'] R’

E. coli” 0.099 + 0.001 2.03 £0.09 0.99
C. glutamicum™ 0.051 + 0.001 -1.07+0.11 0.99
B. subtilis™ 0.058 + 0.002 -1.21£0.11 0.99

*1: E.coli BL21 mit pet28a Plasmid *2 C.glutamicum ATCC 13032 mit pEKEX2 Plasmid. *3: B.subtilis TEB1030
mit pBSMul Plasmid.

Die Parameter m und y, der linearen Regression von E. coli unterscheiden sich deutlich (Fak-
tor 2) von den Parametern der Regressionen von B. subtilis und C. glutamicum. Der Y-
Achsenabschnitt yy reprisentiert das Grundrauschen des Mediums bei BTM = 0 und ist damit
nicht auf die Bakterienart zurtickzufithren. Die Steigung m hingegen, also das Verhiltnis zwi-
schen BTM und BS, ist sehr wahrscheinlich durch die Bakterienzellen bedingt. Dieser Wert be-
tragt bei den Gram-positiven Bakterienarten C. glutamicum und B. subtilis 0.051 bzw. 0.058
gerv L 'BS™. Die Steigungen m der Gram-negativen E. coli-Zellen sind hingegen mit 0.099
g:,rBT]\/[‘L'l‘BS'1 etwa doppelt so grof3.

Vergleichswerte der drei Stimme fiir eine Kalibrierung zwischen BS und BTM sind in der Li-
teratur bisher nicht veroffentlicht. Meist werden aber Kalibrierungsdaten zwischen OD und BTM
aufgefiihrt, wie z.B. bei Bolten et al. (2007). Die Autoren nennen ein Verhéltnis von BTM zu OD
fir C. glutamicum von m = 0.353 [ggrv’L"OD™], fiir B. subtilis von m = 0.289 [ggrmy’L"OD™]
und fiir E£. coli von m = 0.439 [gBTM‘L'l‘OD'l]. Diese Unterschiede, wie auch die Unterschiede
zwischen den drei BS und BTM-Kalibrationen sind wahrscheinlich auf morphologische Unter-
schiede zuriickzufiihren. Wihrend der Gram-positive E. coli den hochsten m-Wert aufweist, ha-
ben die Gram-negativen B. subtilis und C. glutamicum die niedrigeren m-Werte. Hierdurch kon-
nen nicht nur Abweichungen zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Zellen entstehen,
sondern z.B. auch zwischen Zellen aus der Stationdrphase und der exponentiellen Phase, oder bei
verdnderten Salzkonzentrationenen nach einem Wechsel des Mediums.

Die hier gezeigten Regressionen dienen also nur zur Kalibrierung unter exakt den hier ver-
wendeten Bedingungen: Exponentielles Wachstum, Fiillstand 800-1000 pL, verwendete Medien

wie beschrieben. Bei einem Wechsel auf ein anderes Medium oder andere Stimme muss die Ka-
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librierung erneut durchgefiihrt werden, was ebenfalls gingige Praxis fiir OD-BTM Kalibration ist
(Bolten et al. 2007; Fieschko et al. 1985; Hwang and Feldberg 1990).

Online-Analytik zur Messung fluoreszierender Proteine

Die optische Analytik des BioLectors hat iiber Backscatter-Messungen hinaus ebenfalls die
Moglichkeit, Fluoreszenz-Signale von parallelen Kultivierungen aufzunehmen. Im Folgenden
werden die Daten eines Fusionproteins (Krauss et al. 2009) aus einer blau fluoreszierender Do-
mine (FbFP, bzw. LovA) und Lipase A von Bacillus subtilis (BSLA) dargestellt. Dieses Fusi-
onsprotein besitzt bei korrekter Faltung sowohl fluoreszierende als auch enzymatische Eigen-
schaften.

Das jeweilige Gen ist auf einem pet28a Vektor codiert und wird in E. coli BL21 exprimiert.
Wie bei der Korrelation zwischen Biotrockenmasse und Backscatter werden drei verschiedene
Ausgangsmaterialien verwendet: Proben aus einem Bioreaktor, abgeerntete Kultivierungen in der
Flowerplate sowie eine Verdiinnungsreihe aus konzentriertem Zellmaterial. Fluoreszenzwerte
werden in einer Flowerplate im BioLector bei V = 800 pL und 1200 min™ aufgenommen. Der
Zellaufschluss und die Bestimmung der Aktivitdtsassay werden nach dem Protokoll in Kapitel

4.4 bestimmt.

0.8 Abbildung 5.13: Korrelation zwischen lipolytischer Ak-

tivitit und Fluoreszenz des Fusionsproteins FbFP-BSLA.
Produktionswirt: E. coli BL21, Plasmid: pet28a. Medium:
Willms-Reuss Medium mit 50 mg’L™' Kanamycin, Protein-
expression induziert von Beginn an mit | mM IPTG. V =
800 uL in Flowerplate bei n = 1200 min™. Bioreaktor in 1 L
Batchkultur, pO, > 30%, pH = 7; T = 37.. Die lipolytische
Aktivitit des Rohextrakts wurde mit dem pNPP-Assay ver-
messen.

O  Verd.sreihe
0.6 O  Bioreaktor
A Flowerplate

¢

0.4

0.2

lip. akt. [U'mL"1]

0.0

0 20 40 60 80 100 120
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Allen drei Zellmaterialien weisen eine dhnliche Korrelation der lipolytischen Aktivitit EA zur
Fluoreszenz FL auf. Da diese beide MessgroBen annéhernd linear korrelieren, kann mithilfe der
Fluoreszenz-Messung des BioLectors auf die biotechnologisch relevante Grof3e der Enzymaktivi-

tit des Fusionsproteins geschlossen werden.
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Validierung mittels Scale-up

In der mikrobiellen Bioprozessentwicklung werden im Allgemeinen STRs (Stirred Tank
Reactors) als Bioreaktoren verwendet. Sie sind weitreichend charakterisiert, gut zu bilanzieren
und haben durch ihre Skalierbarkeit breite Akzeptanz in der frithen Bioprozessentwicklung als
auch im Produktionsmafstab gefunden. Die Skalierbarkeit von MBRs zur STRs ist hingegen erst
seit wenigen Jahren Gegenstand der Forschung (Islam et al. 2008; Kensy et al. 2009a; Marques et
al. 2010) und wird somit auch in dieser Arbeit fiir die verwendeten Organismen tberpriift. Im
Folgenden werden Ergebnisse aus Kultivierungen in etablierten STRs mit den in dieser Arbeit

beschriebenen Kultivierungen im BioLector verglichen.

Scale-up: BioLector (1 mL) im Vergleich zu Labor-Bioreaktor (1 L)

Da C. glutamicum aufgrund der festen Zellwand als scherunempfindlich gilt (Eggeling and
Bott. 2005), werden bei der Regelung des pO,, anders als z.B. bei filamentdse Pilzen, keine nega-
tiven Effekte durch hohe Riihrergeschwindigkeiten, bzw. durch die an den Strombrechern der
geschiittelten Flowerplate entstehenden Scherkrifte erwartet. Als Scale-up Kriterium wird ein
regeltechnischer Ansatz verwendet (Riesenberg et al. 1990), um den Sauerstoffpartialdruck iiber
30% zu halten.

In einer BioLector-Kultivierung von C. glutamicum in CG XII mit 20 gL Glucose sinkt die
Sauerstoffsittigung bei einer Schiittelfrequenz von 1200 min™ und 1 mL Fiillvolumen nicht unter
30%. Hier ist also keine Regelung von z.B. der Schiittelfrequenz notwendig. Diese Einstellung
entspricht laut Herstellerangaben einem OTRy,, von 80.06 mmolL™h™".

In der 1 L Bioreaktorkultivierung (DasGip) wird der pO; = 30% mit einer Riihrerkaskade zwi-
schen 400 min™ und 1200 min™ auf iiber 30% geregelt. Ist die maximale Riihrerdrehzahl erreicht,
wird mit einer sich anschlieBenden Kaskade die Begasungsrate zwischen 1 L'min™ und 2 L'min”
geregelt.

Es werden zwei parallele 1 L Batchkultivierungen in DasGip Bioreaktoren (s. Kapitel 4.5) mit
Cutinase produzierendem C. glutamicum (Signalpeptid: NprE) angeimpft und je eine 5 mL Probe
pro Stunde entnommen, aus dem BTM, lipolytische Aktivitit und Glucosekonzentration be-
stimmt werden.

Die gleiche Vorkultur wird zum Beimpfen von 48 parallelen Ansitzen einer Flowerplate ver-
wendet. Komplette Kultivierungsansitze der Flowerplate werden zu unterschiedlichen Zeitpunk-

ten geerntet. Backscatterwerte werden mit der Kalibrier-Geradengleichung (s. Kap. 5.2.2) in
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BTM-Konzentrationen umgerechnet. Aus den zellfreien Uberstinden der entnommenen Flowerp-

late-Kultivierungen wird die lipolytische Aktivitit und die Glucosekonzentration (s. Kapitel 4.4)

bestimmt. Die jeweiligen Prozessverldufe sind in Abbildung 5.14 dargestellt.
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Abbildung 5.14:

Zeit [h] Zeit [h]

Vergleich von 6 parallelen Flowerplate-Kultivierung im BioLector (links) mit 1 L Bioreakto-
ren in Duplikaten (rechts). Schwarze lle Kultivierungen wurden aus derselben Vorkultur
angeimpft. Stamm: C. glutamicum pEKEX2::cutinase-nprE. Medium: CGXII, 20 gL Glucose,
0.5 mM IPTG, im BioLector: MOPS-gepuffert, V=1 mL, n = 1200 min™.

Die Biotrockenmassekonzentrationen bzw. die Backscatter-Werte der Ansétze des BioLectors

haben einen statistischen Fehler von 8 %. Dieser liegt somit in der Grof3enordnung der vom Her-

steller angegebenen relativen Abweichung des Backscattersignals von 10%. Der Wachstumsver-

lauf im BioLector entspricht dem der 1 L Bioreaktor-Kultivierungen (schwarze Punkte in Abbil-

dung 5.14), was sich in dhnlichen Wachstumsraten von piyax = 0.41 h! bzw. 0.40 h'! (mit jeweils

Ap = 0.02) und der gleichen Biomasseausbeute von Yx;s = 0.60 + 0.05 duflert.
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Vergleich der Cutinaseproduktion von C. glutamicum im BioLector (links) und 1 L Bioreak-
tor (rechts). Berechnung der spezifischen Aktivitit EAg,, mittels linearer Regression der
lipolytischen Aktivitdt iiber Biotrockenmasse. Eingeklammerte Werte (rechts) stammen aus der
spéteren Stationdrphase des Bioreaktors, weisen hier kein wachstumsgekoppeltes Verhalten auf
und werden bei der Regression nicht berticksichtigt.
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Die sekretorische Cutinaseproduktion (graue Punkte in Abbildung 5.14) hat im BioLector und
im 1 L Bioreaktor in der exponentiellen und frithen Stationdrphase einen wachstumsgekoppelten
Verlauf. Hierdurch lisst sich in diesem Bereich die lipolytische Aktivitit im Uberstand als lineare
Funktion der Biotrockenmasse ausdriicken (vgl. Formel 16, Seite 20). Die biomassespezifische
Aktivitdt EAgpe, [kU‘gBTM'l] ist bei dieser Auftragung die Steigung der linearen Trendlinie in Ab-
bildung 5.15. Anhand EAg., (Steigung in Abbildung 5.15) ist zwischen dem BioLector und dem
1 L Bioreaktor kein erheblicher Unterschied in der Produktbildung feststellbar. Der statistische
Fehler von EAg., im BioLector bzw. im Bioreaktor ist mit Acgpe, = 0.07 kUL bzw. 0.04 kU'g'1
hoher, als der Unterschied der beiden cspe,-Mittelwerte von BioLector und Bioreaktor (EAgpe, =
1.05 kU'g" bzw. 1.07 kU'g™). Im BioLector ist also nicht nur die Biomassebildung eines Bioreak-
tors reproduzierbar, sondern auch die Bildung sekretorischer Proteine.

So wie hier dargestellt werden drei weitere Stimme in beiden Reaktorsystemen untersucht.
Darunter zwei Stimme mit anderen Signalpeptiden (YwmC, YpjP) und eine Negativkontrolle

(Leervektor). Bedingt durch diese Signalpeptide ergibt sich eine Abstufung der spezifischen Ak-

tivitit EAspcz.
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Abbildung 5.16: Vergleich der Produktbildung im BioLector (links) und 1 L Bioreaktor (rechts). Untersuchung
von drei weiteren Stéimmen mit unterschiedliche Signalpeptiden YwmC, YpjP und einem Leervek-
tor.

Die Produktbildung dieser Stimme ergibt im 1 L Bioreaktor eine &hnliche Abstufung im Ver-
gleich zu den Ergebnissen aus dem BioLector (Abbildung 5.16). Verschiedene
Cutinaseproduzenten lassen sich im BioLector also genauso unterscheiden, wie es mit herk6mm-
lichen Bioreaktorkultivierungen moglich ist, was ein entscheidender Vorteil in der spéter be-

schriebenen Stammauswahl im MBR-System BioLector ist.
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Kensy et al. (2009a) beschreibt den Scale-up von Hansenula polymorpha und E. coli aus dem
BioLector in einen 1.4 L anhand eines konstanten kja in den Bioreaktor. Scale-up Versuche von
phéanotypisch unterschiedlichen Produzenten einer einzigen Organismenart, wie sie bei einem

Stammscreening auftreten, wurden dabei aber nicht untersucht.

Scale-up: Labor-Bioreaktor (1 L) auf halbtechnischen Bioreaktor (20 L)

In einer 20 L STR Kultivierung (Chemap, s. S. 44, Kapitel 4.5.3) wird der gleiche Stamm wie
im BioLector und Laborbioreaktor untersucht, jedoch angewachsen in einer anderen Vorkultur.
Das Kriterium zur MafstabsvergroBerung ist wie auch im 1 L Bioreaktor eine pO,-Regelung
iiber 30% Luftsdttigung. Dieser Wert wird anhand der Rithrerdrehzahl, der Begasungsrate und
dem Uberdruck geregelt. Manuell werden bei bereits maximaler Riihrerdrehzahl nach einem Ab-
sinken des pO, unter 50% die Begasung und der Uberdruck auf konstante Werte erhoht Tabelle
5.6.

Tabelle 5.6:  Eingestellte Parameter beim Scale-up mit dem Kriterium des Sauerstoffpartialdrucks > 30%.

DasGip 1L Chemap 20 L
Flusigkeitsvolumen V. 1L 20L
Reaktorvolumen Vi 15L 30L
Riihrer Geregelt von 400 bis 1200 min™' Geregelt von 200 bis 800 min™
Begasung Geregelt von 60 bis 120 L'h™ Manuell: 850, 1200, 1800 L'h™!
Uberdruck Ungeregelt Manuell: 0.2; 0.5 bar

Der Unterschied beider Systeme zum 20 L Bioreaktor fiel hingegen deutlicher aus: Zwar er-
reicht die Biomasse mit Yxs = 0.60 £+ 0.03 einen dhnlichen Ausbeutekoeffizienten wie inden 1 L
Bioreaktoren. Die spezifische Wachstumsrate im 20 L System betrug allerdings nur p = 0.27 h™".
Ebenso ist die spezifische Aktivitdt EAg,, im 20 L Reaktor um etwa 15 % niedriger verglichen
mit dem | L Reaktor.
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Abbildung 5.17: Scale-up in den 20 L MaBstab. Links: Prozessverlauf Cutinaseproduktion von C. glutamicum
(SP: NprE). Rechts: Wachstumsgekoppelte Produktbildung und Berechnung der spezifischen Akti-
vitit EASpeZ-

Bei diesem Scale-up Versuch ist ein Einfluss des Inokulums nicht ausgeschlossen, da der Bio-
Lector und die 1 L Bioreaktoren aus derselben Vorkultur angeimpft werden, der 20 L Reaktor
aber an einem anderen Tag und entsprechend mit einer anderen Vorkultur. Der Einfluss der Vor-
kultur wird ebenfalls durch eine zweite 20 L Kultivierung bestitigt. Hier wird anhand einer Probe
am Ende der Batchphase ein EAg,e, = 1.02 kUL bestimmt, was wiederum dem Wert im 1 L
Laborbioreaktor entspricht. Die Streuung bedingt durch biologische Parameter ist also mindes-
tens genauso hoch, wie die Streuung bedingt durch die MaBstabvergroflerung.

Ein reproduzierbarer Scale-up der Proteinproduktion in E. coli von 7 mL (n24) tiber 7.5 L hin
zu 75 L (Islam et al. 2008) ist bei zu niedrigem Sauerstoffeintrag nicht moglich. Anders als
C. glutamicum reagiert E. coli auf den Stress einer Sauerstofflimitation mit vermehrter Acetat-
Sekretion, wodurch eine inhomogene Sauerstoffversorgung in grolen Reaktoren einen gréBeren
Einfluss auf E. coli als auf C. glutamicum haben kénnte. Dass der Einfluss der Maf3stabsvergro-
Berung von der biologischen Variabilitit nicht zu unterscheiden ist, muss also bei anderen Orga-
nismen wie E. coli nicht der Fall sein. Scale-up Versuche iiber verschiedene Maf3stidbe sollten

daher ein fester Bestandteil der MBR-gestiitzten Bioprozessentwicklung sein.
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5.2.3 Validierung: Probenahme und Lagerung

Waihrend einer BioLector-Kultivierung auf der automatisierten Anlage kénnen vom Pipettier-
roboter Kultursuspensionen aus MTP-Wells abgeerntet und spéter z.B. mittels Aktivitdtsassays
untersucht werden. Zur Lagerung der Zellsuspension auf dem Roboterdeck steht ein Deepwell
Plate (DWP)-Adapter verbunden mit einem Umwilzkiihler zu Verfigung.

In diesem Ergebnisteil wird der Einfluss des wiederholten Pausierens des BioLectors wéhrend
der Probenahme tiberpriift. Desweiteren wird die Stabilitdt des in dieser Arbeit verwendeten Mo-
dellproteins Cutinase bei den entsprechenden Lagerungsbedingungen bestimmt.

Wenn automatisiert Proben aus dem BioLector entnommen werden, wird die Klappe der In-
kubationskammer gedffnet und das Schiitteln gestoppt. Ohne die Durchmischung der Kultursus-
pension ist der Sauerstoffeintrag stark vermindert. Die Temperatur in der gedffneten Inkubati-
onskammer sinkt auf Umgebungstemperatur. Um den Effekt einer wiederholten Probenahme auf
C. glutamicum zu Uberpriifen, wird 2-mal pro Stunde das Schiitteln fiir 30 s unterbrochen und die

Klappe geoftnet.
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Abbildung 5.18: Einfluss der Probenahme und Lagerung: A.) Vergleich von einer Kultivierung mit Unterbre-
chungen (schwarz) und ohne Unterbrechungen (grau). Die Luftfeuchte ist MaB fiir die kontrollier-
ten Bedingungen in der Inkubationskammer, Pfeile markieren die Zeitpunkte der Offaungen. B.)
Cutinase enthaltende Bakteriensuspensionen von B. subtilis und C. glutamicum gelagert bei ver-
schiedenen Temperaturen.
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Es ist kein erheblicher Unterschied zwischen der immer wieder gestoppten Kultivierung und
einer Kontrollkultivierung ohne Stopps feststellbar (Abbildung 5.18 A). Bei Screening-
Experimenten kann also eine Ernte einzelner Kultivierungen erfolgen, ohne dass die iibrigen in
ihrem Wachstum beeinflusst werden. Einen dhnlichen Validierungsschritt verdffentlichten Zim-
mermann und Rieth (2007) fiir eine MTP-Kultivierung von S. cerevisiae in einer Roboterplatt-
form. Ein wiederholter Transport der MTP aus dem Inkubator zum Platereader hat bei Zimmer-
mann und Rieth keinen Einfluss auf die restlichen Kultivierungen in der MTP. Bei einem Wech-
sel der Organismus sollten entsprechende Versuche wiederholt werden.

Eine weitere Verfdlschung der Ergebnisse konnte durch den Abbau oder Inaktivierung der
Produkte in entnommenen und auf dem Roboterdeck gelagerten Zellsuspensionen stattfinden.
Der Einfluss der Lagerungszeit sollte dabei so gering wie moglich gehalten werden, da am Ende
alle zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgeernteten Suspensionen parallel weiter verarbeitet wer-
den sollen. Um diesen Einfluss zu untersuchen, wird NprE-Cutinase von C. glutamicum und
B. subtilis im Schiittelkolben in CG XII bzw. LB Medium produziert. Die Zellsuspension wird in
50 mL ReaktionsgefdBen bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert und alle 12 h bzw. alle 24
h Proben fiir Aktivititsassays entnommen. Die Anfangsaktivitit wird auf 100% normiert
(Abbildung 5.18, B.). Cutinase aus dem Uberstand von C. glutamicum erweist sich als stabiler als
das gleiche Enzym produziert mit B. subtilis. Die Cutinaseaktivitit in der B. subtilis-
Zellsuspension betrégt bei Raumtemperatur (22°C) nach 12 h nur noch 22%, nach 24h nur noch
12% der urspriinglichen Cutinaseaktivitit. Durch eine Kiihlung (Geschwindigkeit des Warme-
iibertrags s. Anhang auf S. 146) kann diese schnelle Inaktivierung verlangsamt werden. So ist bei
4°C gelagerten B. subtilis Suspensionen nach 12 h noch 93% und nach 24h noch 81%
Cutinaseaktivitdt messbar. Die Cutinaseaktivitit in den C. glutamicum-Suspensionen bleibt unter
gleichen Bedingungen nahezu konstant (+ 15%).

B. subtilis ist fir die Sekretion nativer Proteasen bekannt (May and Elliott 1968),
C. glutamicum hat hingegen eine sehr geringe Anzahl sekretierter, hydrolytischer Enzyme (Date
et al. 2006; Watanabe et al. 2009). Daher ist es wahrscheinlich, dass die Cutinase von nativen
B. subtilis Proteasen degradiert wird. Die ungewiinschten Lagerungseffekte bei 22°C koénnen
durch eine reduzierte Temperatur vermindert werden. Eine Kiithlung entnommener Proben auf
dem Roboterdeck ist also notwendig. Da die Proteinstabilitdit von dem Protein selber und den
verwendeten Kultivierungsbedingungen (Medium, Stamm) abhingt, muss ein solcher Stabilitéts-

test flir jeden neuen Produktionsprozess durchgefiihrt werden.
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6 HOCHDURCHSATZOPTIMIERUNG DER
PROTEINPRODUKTION

Im vorherigen Kapitel 5.2 ist die Anlagenvalidierung anhand der Cutinaseproduktion v.a. mit
C. glutamicum dargestellt. Soll hingegen der Produktionsprozess eines anderen Proteins optimiert
werden, sollten in Vortests z.B. Versuche zur Lagerungsstabilitdt wiederholt werden. Werden
daneben andere Produktionswirte (wie z.B. B. licheniformis oder P. putida) oder andere Medien
(Minimalmedien, Komplexmedien) verwendet, so muss die Kalibrierung der Online-Analytik
wiederholt werden. Die MalistabsvergroBBerung als wesentlicher Schritt der wirtschaftlichen Pro-
teinproduktion steht nach wie vor am Ende einer Entwicklungskette von Optimierungsschritten.
Die folgenden Kapitel beinhalten die Entwicklung solcher Optimierungsschritte mit Hilfe des in

den letzten Kapiteln dargestellten MBR-Systems (JUBOS)

Scale-up
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Abbildung 6.1: Abfolge der Optimierungsmodule auf dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
(JUBOS).
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Wie von Doig (2006) geschrieben, wird die Entwicklung von Bioprozessen zur Proteinproduk-
tion meist in eine Stammauswahl, eine Stammverbesserung und eine Prozessoptimierung einge-
teilt (vgl. Kapitel 1). In Abbildung 6.1 ist eine mogliche Anordnung von Optimierungsschritten in
MBR und Modellbioreaktoren dargestellt. In dieser Anordnung steht das Stammscreening zu
Beginn der Kette, am Ende die MafistabsvergréBerung (Doig 2006). Dazwischen sind in dieser
Arbeit drei Optimierungen von verfahrenstechnischen Gréflen aneinandergereiht, die die rekom-
binante Proteinproduktion beeinflussen kénnen. Die Anwendung von diesen Schritten (Stamm-
screening, Induktions-, Medien-& Feedratenoptimierung) ist in den folgenden Kapiteln darge-

stellt.

6.1 SCREENING VON SIGNALPEPTIDEN

Fiir eine Bioprozessentwicklung werden in der Regel nur produktive Wirtsorganismen ver-
wendet, die zu Beginn der Entwicklungskette in einem Stammscreening ausgewahlt werden (Ahn
et al. 2007; Doig 2006). In diesem Kapitel wird eine solches Stammscreening auf der automati-
sierten Kultivierungsplattform JUBOS entwickelt.

Bei den Scale-up Versuchen in Kapitel 5.2.2 lieBen sich vier Referenz-Stimme in je 24 Kulti-
vierungen charakterisieren. Aus den parallelen Kultivierungen werden hierbei zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten ganze Wells abgeerntet. Die Enzymaktivitit wird im jeweiligen Uberstand ge-
messen, wodurch die Produktbildung im kompletten Kultivierungsverlauf dargestellt werden
kann. Dieses Verfahren liefert zwar viele Informationen, jedoch kdnnen nur 2 Stamme pro Platte
untersucht werden. Fiir Screeningverfahren sollte aber der Durchsatz pro Platte hoher sein, womit
die Herausforderung aufkommt, die charakteristische Kenngrofie (z. B. spezifische Produktkon-
zentration) reproduzierbar aus nur einer Kultivierung pro Stamm zu bestimmen. Hierdurch wiirde
der Durchsatz auf 48 Stamme pro Flowerplate erhoht. Ein entscheidender Parameter ist dabei der

korrekte Erntezeitpunkt der jeweiligen Kultivierung, um représentative Ergebnisse zu erzielen.

In den folgenden Kapiteln wird die Entwicklung von Screeningverfahren zunéchst fiir
B. subtilis (Kapitel 6.1.1) und dann fiir C. glutamicum (Kapitel 6.1.2) dargestellt. Diese Methode
wird anschlieend in einem Screening der Signalpeptidbibliothek angewendet (Kapitel 6.1.3).
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6.1.1 Screeningverfahren fiir Bacillus subtilis

In diesem Versuchsteil wird mit Hilfe des JUBOS eine automatisierte Probenahme zur Charak-
terisierung von B. subtilis Stimmen entwickelt. Hierzu werden aus 173 Signalpeptiden (SP) der
Cutinase-SP-Bibliothek (Brockmeier et al. 2006a) 4 SP ausgewdhlt, die eine hohe Sekretion
(YwmC), eine mittlere Sekretion (NprE, AmyE) und eine niedrige Sekretion (YpjP) von Cutinase
bewirken.

Fir die Kultivierungen von B. subtilis in LB Medium werden sogenannte ,,getriggerte®
Pipettierevents angewendet. Getriggert bedeutet hierbei, dass anhand der Onlineanalytik des
BioLectors von z.B. BS oder pO, eine Probenahme der entsprechenden Kultivierung ausgelost
wird, wihrend andere Kultivierungen anschlieBend weiter wachsen. In diesem Fall wird ein BS-
basierter Trigger verwendet, der bei BS = 30 (entspricht 1.17 gL' BTM) aktiv wird und 1 h spi-
ter den Roboter die Kultivierung abernten ldsst (Abbildung 6.2, links). Dadurch werden die Pro-
ben unabhingig von anderen, parallelen Kultivierungen in der frithen Stationdrphase durch den
Roboter entnommen. Die Enzymaktivititen werden wie von Brockmeier (2006) anhand der

hochsten Enzymaktivitdt normiert und der erhaltene Wert als Sekretionseffizienz definiert.
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Abbildung 6.2: Getriggerte Probenahme von B. subtilis. Links: Schema der Trigger-Einstellungen. Rechts: Sek-
retionseffizienz (normiert) von vier Referenzstimmen kultiviert im BioLector und im 1 L Bioreak-
tor. Referenzwerte von Brockmeyer (2006a) sind mit aufgefiihrt. Kultivierungsbedingungen
T =30°C. im BioLector: MVen3-Medium, V =1 mL, n= 1200 min™. Bioreaktor: V = 1000 mL,
pH =7, pO,>30%. Fehlerbalken der BioLector-Daten aus drei Kultivierung. Fehler von Brock-
meier: 25% (Brockmeier 2006), Fehlerbalken der Bioreaktor-Daten aus Triplikaten des Lipase-
Assays.

77



Die Sekretionseffizienz hiangt stark vom gewéhlten Signalpeptid ab, was sich in einer Abstu-
fung der vier Stimme, bzw. der vier Signalpeptide duflert (Abbildung 6.2, rechts). Diese Abstu-
fung unterscheidet sich im Rahmen des statistischen Fehlers nicht von den Werten von
Brockmeier et al. (2006a). Die Untersuchung von zwei der vier Signalpeptide in Bioreaktor
Batchkultivierungen ergibt entsprechende Ergebnisse.

Die aus vier biologischen Replikaten ermittelte relative Standardabweichung liegt mit ca. 10%
unter der statistischen Streuung der Referenz (Brockmeier et al. 2006a). Da fiir dieses Ergebnis 4
Kultivierungen in einer Flowerplate notwendig sind, liegt der experimentelle Durchsatz bei 12
Stammen pro Platte. Brockmeier et al. (2006a) verwendeten 12 bis 16 DWP-Kultivierungen zur
Untersuchung jedes Stammes, was pro DWP einen Durchsatz von 8 bis 6 Stimmen bedeutet. Die
relative Standardabweichung wird fiir alle Kultivierungen mit 25% angegeben (Brockmeier et al.
2006a). Durch diesen verhdltnismafBig hohen statistischen Fehler lassen sich Stimme mit dhnli-
chem Produktbildungsverhalten aber nicht voneinander unterscheiden.

Ob der in dieser Arbeit niedrigere statistische Fehler durch die automatisierte Probenahme in
der frithen Stationdrphase oder aber durch den verbesserten Sauerstoffeintrag in den verwendeten
Flowerplates bedingt ist, kann hier nicht eindeutig geklart werden. Fiir den Einfluss des
Probenahmezeitpunktes spricht, dass B. subtilis dafiir bekannt ist, in der Stationdrphase vermehrt
Proteasen zu sekretieren (Ohmuru et al. 1984). Diese Proteasen konnen sekretierte, rekombinante
Proteine abbauen und damit inaktivieren. Befinden sich die Kultivierungen unterschiedlich lange
in der Stationdrphase, konnte es zu einer entsprechend hohen Streuung der Cutinaseaktivitit
kommen, bedingt durch den unterschiedlich fortgeschrittenen Cutinase-Abbau von Proteasen.

Fiir eine Sauerstofflimitation ist unter anderem eine hohe Zelldichte in einer Kultivierung ver-
antwortlich. In der Regel ist bei niedriger Zellkonzentration die OTR weitaus kleiner als OTR,y
von standardmiBig verwendeten Kultivierungsgefilen. B. subtilis erreicht in der Arbeit von
Brockmeier et al. (2006a) im LB Medium eine nur geringe Zelldichte von ODggp = 3.4. Die in
dieser Arbeit erreichte Zellkonzentration liegt mit ca. 1.5 gL' BTM bzw. ODgo = 5.2 entspre-
chend hoher. Es ist aber moglich, dass selbst bei niedrigen Zellkonzentrationen mit ODgyy = 3.4
eine Sauerstofflimitierung durch einen niedrigen OTRyx bei den eingestellten Reaktionsbedin-
gungen verursacht wird (runde DWP, 2 mL, 160 min™"). Dies wiirde auch die niedrigere Zelldich-

te erkldren.
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Da aber die Abstufung der vier Referenzstimme der von Brockmeier et al. (2006a) ermittelten
Abstufung entspricht, ist kein systematischer Fehler durch den JUBOS ersichtlich. Der geringe
statistische Fehler von 10% bei einem Durchsatz von 12 Staimmen pro Platte macht die automati-
sierte Kultivierungsplattform zu einem geeigneten Werkzeug fiir eine Untersuchung der Protein-
produktion von B. subtilis. Fur einen Beweis, wodurch der verminderte statische Fehler zustande
kommt, miisste entweder eine Probenahme der gesamten Flowerplate in der spiten
Stationdrphase wie bei Brockmeier, Caspers et al. erfolgen, oder aber die Kultivierungen in
Deepwell-Platten (DWP), anstelle von Flowerplates durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit stand
jedoch die Methodenentwicklung fiir C. glutamicum Screening-Experimente im Fokus. Daher
werden entsprechende Versuche im folgenden Kapitel Cutinase-produzierende C. glutamicum-

Stdmme durchgefiihrt.

6.1.2 Screeningverfahren fiir Corynebacterium glutamicum

Aus den vorherigen Kapiteln ist bereits bekannt, dass die sekretorische Cutinaseproduktion in
C. glutamicum wihrend der gesamten exponentiellen Phase wachstumsgekoppelt verlduft, wenn
von Beginn an induziert wird (s. Seite 69, Abbildung 5.14). Wiahrend dieser Zeit ist die biomas-
sespezifische Cutinaseaktivitidt EAgpc, also konstant. In der spéten Stationdrphase (in Abbildung
5.14 ab 13 h) bleiben BS-bzw. BTM-Werte zwar stationir, die Cutinaseaktivitit hingegen nimmt
innerhalb von 3 h um 30 % ab. Dies bedeutet, dass die Kenngrée der biomassespezifischen Ak-
tivitit EAgpe, in der Stationdrphase abnimmt. Am Ende der exponentiellen Phase sind Biomasse-
konzentration und damit die Aktivitdt des Zielproteins am hochsten. Eine hohe Aktivitdt erlaubt
eine bessere Unterscheidung von unterschiedlich produktiven Stimmen im Vergleich zu Proben
mit generell wenig BTM bzw. generell wenig Enzymaktivitdt. Um eine gute Unterscheidung zwi-
schen verschieden produktiven Stimmen vornehmen zu konnen, sollte also am Ende der expo-
nentiellen Phase, bzw. in der frithen Stationédrphase eine Probe entnommen werden.

Um den Effekt des Probenahmezeitpunktes auf die Ergebnisse der Cutinaseaktivitit zur tiber-
priifen, werden drei C. glutamicum Cutinase-Produzenten untersucht. Die DNA der drei Signal-
peptide (epr, ywmC, amyE) liegt jeweils als Fusion mit dem Cutinase-Gen auf dem Plasmid
pXMIJ19 vor. Die drei Plasmidarten werden jeweils separat in einer Transformation (mittels
Elektroporation®) in C. glutamicum-Zellen eingebracht und auf Selektiv-Agarplatten (50 mgL™

Chloramphenicol) ausplattiert. Von diesen Platten werden jeweils 12 Kolonien in BHI-

3 Durchgefiihrt von Britta Kleine, AG Freudl, Institut fiir Bio-und Geowissenschaften 1
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Fliissigmedium (50 mgL™" Chloramphenicol) iiberimpft und von hier aus nach 6 Stunden in
CG XII BioLector-Kultivierungen angeimpft. Die insgesamt 36 Kultivierungen haben also alle-
samt eine andere Kolonie, sowie eine andere Vorkultur als Startmaterial und gelten damit als bio-
logische Replikate. Anhand dieser Referenzstimme werden drei unterschiedliche Vorgehenswei-
sen fiir Screeningverfahren getestet, die im Folgenden nacheinander dargestellt werden. Die ein-

fachste Strategie ist die synchrone Ernte aller Kultivierungen zu einem Zeitpunkt.

BTM [gL ]

SP: Epr
— SP: YwmC
= SP: AmyE

Zeit [h]

Abbildung 6.3: Synchrone Probenahme von C. glutamicum-Kultivierungen mit drei Signalpeptiden (schwarz:
epr, grin: YwmC, rot: AmyE) mit je 12 Replikaten. Kultivierungsbedingungen: CG XII Medium
mit 20 gL‘1 Glucose, 0.5 mM IPTG, V = 1 mL in Flowerplate, n = 1200 min”'. Pfeil markiert den
Zeitpunkt der Probenahme.

In Abbildung 6.3 ist der Biomasseverlauf der drei unterschiedlichen Cutinase-Produzenten zu
sehen, die in je 12 biologischen Replikaten kultiviert werden. Die drei Produzenten lassen sich
anhand eines spezifischen Wachstumsverhaltens nicht voneinander unterscheiden. Vielmehr sind
die Abweichungen durch biologische Variabilitit evtl. bedingt durch unterschiedliche Vorkultur-
fiihrung oder die Transformation zu erkldren. Eine Probenahme nach 15 h liefert nach
Zentrifugation und pNPP-Assay biomassespezifische Aktivititen, die einen verhiltnismaBig ho-

hen relativen Fehler von etwa 30% aufweisen (vgl. Werte in Tabelle 6.1).
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Tabelle 6.1:  Synchrone Probenahme: Lipolytische Aktivitit der C. glutamicum
Referenzstimme nach synchroner Probenahme aller Kultivierungen
der Flowerplate.

Signalpeptid EAgpe, [KULT]
Epr: 1.01£0.30
YwmC: 0.35+0.12
AmyE: 0.12+0.07

Die spezifischen Aktivitdten der drei Referenzstimme, geerntet durch eine synchrone Probe-
nahme der gesamten Platte, lassen sich zwar noch in ihrer Abstufung voneinander unterscheiden.
Der statistische Fehler dieser einfachen Methode ist jedoch mit etwa 30% sehr hoch. Bei einem
Stammscreening von einer grofleren Anzahl an Klonen ist — anders als bei der Untersuchung von
3 Referenzstimmen — mit weniger ausgepragten Unterschieden zu rechnen. Die hier untersuchte
synchrone Probenahme wire dabei also wegen des hohen statistischen Fehlers evtl. ungeeignet,
alle Kultivierungen mit entsprechender Sicherheit zu unterscheiden.

Eine unabhéngige Probenahme der verschiedenen Kultivierungen innerhalb einer Flowerplate
ist durch die Anbindung des BioLectors an den Pipettierroboter moglich (s. Aufbau der Anlage,
Kapitel 5.1). Um die Kultivierungen in der frithen Stationdrphase zu ernten, werden wie im vo-
rangegangenen Kapitel 6.1.1 getriggerte Pipettierevents angewendet. Die drei Referenzstimme

werden wieder mit 12 biologischen Replikaten untersucht.
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Abbildung 6.4: Getriggerte Probenahme von C. glutamicum. Links: Prinzipieller Aufbau des Triggers anhand
dreier exemplarischer Kultivierungen (SP epr). Rechts: Kultivierungen von drei Produzenten (s.
Legende) mit je 12 biologischen Replikaten. Kultivierungsbedingungen: CG XII Medium mit 20
gL Glucose, 0.5 mM IPTG, V = 1 mL in Flowerplate, n = 1200 min™.
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In Abbildung 6.4 ist links der prinzipielle Aufbau des verwendeten Triggers zu sehen. Nach-
dem die C. glutamicum-Kultivierungen BTM =4 gL' bzw. BS = 100 iiberschritten haben, wird 4
h spiter die Kultivierung abgeerntet. Die anderen, nicht geernteten Kultivierungen in der Flo-
werplate wachsen anschlieBend weiter. In Abbildung 6.4 rechts ist der Biomasseverlauf von drei
Cutinaseproduzenten in je 12 biologischen Replikaten dargestellt. Schwarze Pfeile markieren den
Zeitpunkt von Probenahmen. Die Kultivierungen werden aufgrund der unterschiedlichen Wachs-
tumseigenschaften zu unterschiedliche Zeitpunkten zwischen 10 h und 16 h geerntet und die Zell-
suspension bei 4°C gelagert. Sobald alle Kultivierungen abgeerntet wurden, wird 15 min bei
4000 g zentrifugiert, der Uberstand entnommen und mit einem pNPP-Assay die lipolytische Ak-
tivitdt analysiert.

Tabelle 6.2:  Getriggerte Probenahme: Biomassespezifische lipolytische Aktivitit

der C. glutamicum Referenzstimme nach getriggerter, automatisierter
Probenahme aller Kultivierungen der Flowerplate

Signalpeptid EAgpe, [KUL]
Epr: 1.08+£0.10
Ywme: 0.50 + 0.07
AmyE: 0.23+0.03

Der relative Fehler der biomassespezifischen Aktivitat liegt mit der hier verwendeten Strategie
der getriggerten Ernte bei nur noch 10 bis 12% (Tabelle 6.2) und damit niedriger als die relativen
Fehler von tiber 30% der synchronen Ernte (Tabelle 6.1).

Generell wird IPTG in den letzten beiden Vorgehensweisen immer von Beginn an dem Medi-
um zugegeben. Durch die spédtere Ernte bei langsamer wachsenden Stammen sind diese damit fiir
langere Zeit einer IPTG-haltigen Umgebung ausgesetzt als Staimme, die schnell den Pipettier-
Trigger auslosen. Es wire moglich, dass durch diese lingere Induktion die schnell wachsenden
Stamme beziiglich ihrer Enzymaktivitét einen Nachteil gegentiber langsam wachsenden Stimmen
haben. Aus dieser Uberlegung heraus wird nun eine dritte Strategie vorgestellt, bei der zu Beginn
kein IPTG im Medium vorliegt und dieses erst bei 4 gL' zugegeben wird, also dann wenn das
Abzédhlen der 4 h fir den Pipettierschritt startet (vgl. Abbildung 6.4). Hierdurch haben alle

Stdmme eine gleich lange Expressionszeit von 4 h.
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Tabelle 6.3:  Getriggerte Induktion und Probenahme: Biomassespezifische lipoly-
tische Aktivitat der C. glutamicum Referenzstimme nach getriggerter
Probenahme aller Kultivierungen der Flowerplate mit einer Induktions-

zeit von 4 h.
Signalpeptid EAgpe, [KUL]
Epr: 111+0.11
YwmC: 0.37 + 0.05
AmyE: 0.12 +£0.02

Der relative Fehler der spezifischen Cutinaseaktivitdt, ermittelt mit dieser normalisierten In-
duktion, entspricht mit 10% bis 12% dem Fehler der Aktivitdten ermittelt durch eine Induktion
von Beginn an. Auch die Mittelwerte von EAg,., unterscheiden sich nur unerheblich voneinander.

Wird IPTG wihrend des Prozesses hinzugeben, kann dies Kreuzkontaminationen zwischen
den Stammen bedingen. Ein Spiilen mit Desinfektionslosung vermindert zwar das Risiko einer
solchen Kontamination (s. Seite 54 ff, Kapitel 5.1.4), jedoch dauert dieser Spiilschritt etwa 30 s,
was zu einer verdoppelten Offnungszeit der Klappe von insgesamt 60 s fiihrt. In der hier darge-
stellten Methodenvalidierung wird auf einen Spiilschritt mit Desinfektionslosung verzichtet, was
in spiteren Stammscreening-Experimenten zu Kontaminationen fithren konnte. Eine deutliche
Verbesserung des statistischen Fehlers durch die normierte Induktionszeit aller Kultivierungen
wird anhand der Ergebnisse nicht deutlich.

Die biomassespezifischen lipolytischen Aktivititen der synchronen Probenahme sowie der
beiden unterschiedlichen getriggerten Probenahmen sind in Abbildung 6.5 zusammengefasst.

Die Abstufung der drei Produzenten anhand der biomassespezifischen lipolytischen Aktivitdt
ist bei getriggerter und bei synchroner Probenahme gleich. Auch die Absolutwerte der
lipolytischen Aktivitdt unterscheiden sich nicht deutlich voneinander. Das wesentliche Ergebnis
dieser Methodenentwicklung ist der deutlich verringerte statistische Fehler durch die automati-
sierte Probenahme von 35% auf 10% der lipolytischen Aktivitit (Abbildung 6.5 C). Ein zweisei-
tiger F-Test (priift, ob Varianzen aus gleichen Grundgesamtheiten stammen) zwischen den Wer-
ten der synchronen Probenahme und den beiden getriggerten Probenahmen weist mit einer Wahr-
scheinlichkeit von grofer 95% (p <0.05) signifikante Unterschiede der Varianzen nach. Zwi-
schen den Varianzen der beiden getriggerten Probenahmen, die sich in der Induktion unterschei-
den ist kein signifikanter Unterschied feststellbar (p > 0.5). Durch diese nachweisliche Verbesse-

rung in der Genauigkeit in der Produktivititsbestimmung lassen sich mit Hilfe der automatisier-

83



ten, getriggeren Probenahme Unterschiede bei spéteren Secreeningversuchen besser feststellen.
Die drei Referenzstimme sind zwar auch unter Berticksichtigung des grof3en statistischen Fehlers
der Ubernachtkultur unterscheidbar. Sind aber die Unterschiede der Stimme in spiteren
Screeningversuchen nicht so grofl wie die der hier verwendeten Referenzstimme, so konnen sig-
nifikante Unterschiede evtl. nicht mehr erkannt werden. In weiteren Stammscreening-Versuchen
sollten die Kultivierungen also getriggert abgeerntet werden, eine getriggerte Induktion ist hinge-

gen nicht notwendig.

1.4 4 mmmm [PTG von Beginn,
synchrone Probenahme
1.2 4
3 IPTG von Beginn,
104 getriggerte Probenahme
s B PTG bei BTM = 4 g'L'l,
B - 0.8 1 getriggerte Probenahme
5~ .
< o
)
£ = 06
2
&
0.4
0.2 i f
0.0 an

epr ywmC amyE

Abbildung 6.5: Vergleich der Probenahmeart. Biomassespezifische lipolytische Aktivitit der
Cutinase von drei C. glutamicum Produzenten. Zellmaterial entnommen durch roboter-
gestiitzte, getriggerte Probenahme (schwarz) oder synchrone Probenahme (grau). Kulti-
vierungsbedingungen: CGXII Medium mit 20 gL' Glucose, 0.5 mM IPTG, V =1 mL,
n=1200 min™.

Durch die Versuche zeigt sich ebenfalls, dass die Dauer der Stationédrphase die lipolytische
Aktivitat negativ beeinflusst: Je langer die Kultivierung bereits in der Stationdrphase war, desto
geringere Werte wurden im pNPP-Assay gemessen. Wahrscheinlicher Grund hierfiir ist die beo-
bachtete Inaktivierung bzw. Degradation der sekretierten Cutinase in der Stationdrphase, was
auch schon in Bioreaktorkultivierungen beobachtet wurde (s. Abbildung 5.14, Seite 69). Durch
diese negativen Ausreiler kommt auch der jeweils leicht verringerte Mittelwert aller drei Stémme

zustande.
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Die Degradation bzw. Instabilitdt von Proteinen wihrend der Stationédrphase ist nicht auf Cuti-
naseproduktion mit C. glutamicum und B. subtilis beschrankt, sondern ein allgemeines Phdnomen
in vielen Produktionsprozessen (Manning et al. 1989; Maurizi et al. 1978). Brockmeier ermittelte
bei Raumtemperatur einen Abfall der Cutinasestabilitit nach sogar nur 4 h (Brockmeier 2006),
wobei die untersuchten Uberstinde von B. subtilis stammten, der bekannt ist fiir die Sekretion
von Proteasen (May and Elliott 1968). Obwohl eine Proteasesekretion bei C. glutamicum in dem
MafBe nicht beschrieben ist (Billman-Jacobe et al. 1995), kommt es dennoch zu einer Inaktivie-
rung der Cutinase in der Stationdrphase um 30% nach bereits 3 h. Auf dem JUBOS wird diese
Inaktivierung durch die getriggerte Probenahme und die Probenlagerung bei 4°C minimiert. In
bereits dargestellten Vorversuchen (s. Kapitel 5.2.3, Seite 73) erweist sich die Cutinaseaktivitit
bei 4°C als stabil tiber mindestens 4 Tage.

Die automatisierte Probenahme konnte in dieser Arbeit fiir zwei Produktionsorganismen an-
gewendet werden. Durch die flexible Anpassung der Trigger-Einstellungen in der RoboLector-
Software (m2p-labs, Aachen/D) lédsst sich die Methode aber auch fiir jede andere Stamm-
Medium-Kombination anpassen. Um informative Kenngréf3en aus nur einer 1 mL Kultivierung
zu erlangen, muss ein repridsentativer Ernte-Zeitpunkt in Vortests bestimmt werden und die
Triggereinstellungen entsprechend angepasst werden. Eine solche automatisierte Probenahme aus
MBR durch einen Pipettierroboter wurde bisher nur vereinzelt beschrieben, gewinnt aber in neu-
en Publikationen und kommerziellen MBR-Instrumenten zunehmend an Bedeutung (vgl. Tabelle

6.4).

Tabelle 6.4: Vergleich von bisher beschriebenen Mikrobioreaktoren (MBR) im Hinblick auf die Automa-
tisierung der Kultivierung. Weitere Abkiirzungen: Autom. = Automatisiert, DiTis = Disposable
Tips, MTP = Mikrotiterplatte, DWP = Deepwellplatte, OEM = Original-Equipment-Manufacturer;
k.A. = keine Angaben; n.notw. = nicht notwendig.

Liquid

Referenz MBR Handling Organismus Inokulation Induktion Probenahme
Diese Arbeit if:r 11;1;)6— JANUS, C. glutamicum Autom Autom. Autom.
lrrI;lL PerkinElmer B. subtilis : getriggert getriggert
(Ahn 2007) 24 XSZ"I(“)I({) mL OEM E. coli Autom. Autom. Autom.
. 96 MTP Sagian, S. cerevisiae
(Zimmermann 2007) Beckmann ’ k.A. k.A. Autom.
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Liquid

Referenz MBR Handling Organismus Inokulation Induktion Probenahme
Bioreactor48 48 STRs TECAN Autom. alle
(Knorr 2007) 9 mL Genesis B. subtilis Manuell n.notw. 3 h: OD, Gle,

RSP 150 Produkt

SimCell ..

(Amanullah 2010)  © nggsr;f > OEM CHO Autom. n.notw. automatisert
(Legmann 2009) ’
AMBR 24/48 MBRs
(TAP Biosystems) 15 mL OEM CHO Autom. n.notw. Autom.
(Isett 2007) E. coli,
n24 24§I$TP n. notw. P. pastoris Manuell n.notw. Manuell
S. cerevisiae
(Huber 2009) 96er MTP, Nél,?fllza b E coli Autom. Autom. Fluoreszenz
RoboLector 200 uL o -eon etriggert etriggert online-Analytik
K Hamilton getneg getngg vt
(Brockmeier 2006) 966; DWP, n. notw. B. subtilis Manuell nicht . gesamte DWP
mL notwendig manuell
384er MTP Thermo, ) Kolonien- Autom.
(Hallborn 2002) 96er MTP CRS E. coli Picker kA gesamte MTP

Das SIMCELL-System (Amanullah et al. 2010; Legmann et al. 2009) sowie das AMBR-
System (TAP Biosystems, Hertfordshire/UK) realisieren eine solche Probenahme aus Kultivie-
rungen von suspendierten Sdugetierzellen. Hier muss fiir die Probenahme die Inkubation gestoppt
werden, was wegen des niedrigen Sauerstoffbedarfs von Saugetierzellen mit hoher Wahrschein-
lichkeit keine Auswirkung auf den Kultivierungsverlauf hat. Mit beiden Systemen sind entspre-
chende Methoden fiir mikrobielle Zellen bislang nicht durchfiihrbar.

In der HTC-Plattform von Creavis/Evonik (Zimmermann and Rieth 2007) werden Backscat-
ter-Werte von MTP-Kultivierungen mit S. cerevisiae in einem MTP-Photometer bestimmt
(Zimmermann and Raebiger 2006), indem die ganze MTP- aus dem Inkubator auf die Roboter-
Plattform zu dem Photometer transportiert wird. Wéhrend des Transportvorganges ist der Sauer-
stoffeintrag stark verringert, was Auswirkungen auf die Kultivierungen in der MTP haben kénn-
te. Auch wenn dies in der Publikation nicht beschrieben ist, wiren mit der Anlage von Crea-
vis/Evonik getriggerte Pipettierevents prinzipiell moglich. Eine Triggerung wiirde hierbei jedoch
anhand einer niedrigeren Anzahl an Messungen pro Zeiteinheit stattfinden, um den Einfluss des
Plattentransports vom Inkubator zum Photometer so gering wie moglich zu halten. Um dennoch
informative Ergebnisse zu erziehlen, besteht auf der Anlage von Creavis/Evonik mit den dort

verwendeten 16 Schiitteltablars die Moglichkeit, 1534 Kultivierungen parallel zu inkubieren.
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Durch diesen hohen Durchsatz kdnnen, wie von Zimmermann und Rieth (2007) dargestellt, gan-
ze Kultivierungsverldufe durch wiederholte Backscatter-Messung bzw. Probenahme dargestellt
werden. Ein dhnliches Vorgehen ist in Kapitel 5.2.2 fiir die Validierung der Cutinaseexpression
im BioLector beschrieben. Der Durchsatz pro Platte wiirde bei Zimmermann und Rieth (2007)
bei 10 Probepunkten pro Kultivierung (niedrigste Auflosung in Zimmermann and Rieth (2007))
auf 9 Stamme pro Platte, bzw. auf 138 Stamme auf der gesamten Anlage verringert werden.

Eine wiederholte Probenahme aus ein und derselben Kultivierung wird in dem STR-System
bioreactor48 (2mag, Miinchen/D) durch ein erhghtes Startvolumen von 9-12 mL realisiert (Knorr
et al. 2007; Puskeiler et al. 2005a). Knorr entnahm beispielsweise in 3 h Abstidnden aus den 9 mL
STR Kultivierungen Proben zur at-line Analyse auf dem Pipettierroboter des bioreactor48 (Knorr
et al. 2007). Einen noch grofleren MafBstab beschreiben Ahn et al., die eine MBR-Anlage in einer
Robotikplattform mit 24 STRs zu je 200 mL Volumen etablierten (Ahn et al. 2007). Durch das
erhohte Volumen gewannen sie flexible Moglichkeiten zur automatisierten Charakterisierung von
Kultivierungsverldufen mittels wiederholter Probenahme. Die Anlagenkomponenten sind jedoch
nicht ohne weiteres kommerziell erhdltlich, was eine breite Anwendung in der Forschung verhin-
dern konnte.

Die Kultivierung in MTP oder DWP mit Volumina zwischen 0.1 und 2 mL hingegen wurde
bisher standardmafBig durch Proben charakterisiert, die aus der gleichzeitigen Ernte der gesamten
MTP stammen (Brockmeier et al. 2006a; Busso et al. 2008; Hallborn and Carlsson 2002; Hust et
al. 2009; Luan et al. 2004). Fur das Primérscreening, also ein Stammscreening mit z. B. 10 000
Hits pro Tag ist dieses Vorgehen entscheidend zur Durchsatzerhohung. Eine Skalierbarkeit in
Bioreaktoren bedarf aber eines Sekundérscreenings, welches unter verfahrenstechnisch kontrol-
lierten Bedingungen mit niedrigerem statistischem Fehler stattfinden sollte.

Huber et al. und Kensy et al. verwendeten beide bei ihrer Methodenentwicklung zur beschleu-
nigten Bioprozessentwicklung durch MTP-Kultivierungen leicht zu detektierende fluoreszieren-
der Proteine, deren Produktion mit Hilfe der Online-Analytik des BioLectors aufgezeichnet wird
(Huber et al. 2009; Kensy et al. 2009b). Da aber die Produktion von Proteinen z.B. in Sekretions-
systemen wie B. subtilis stark vom Zielprotein selbst abhidngt (Brockmeier et al. 2006a), sind
Ergebnisse von z.B. GFP-Sekretionssystemen nicht zwangsldufig auf die Sekretion anderer Pro-
teine tibertragbar. Das die optimalen Kultivierungsbedingungen zur Proteinproduktion zwischen
verschiedenen Proteinen nicht tibertragbar sind, wird von Hust et al. (2009) anhand verschiedener

Antikorperfragmente gezeigt. Es sollte nach Mdoglichkeit also bei der Stammauswahl, der
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Stammverbesserung und der Prozessoptimierung (s. Kapitel 1) das letztliche Zielprotein unter-
sucht werden. Fiir eine Veranschaulichung neuer Methoden anhand von Proof-of-Principles sind
fluoreszierende Proteine sicher ein geeignetes Werkzeug. Fiir eine Produktionsoptimierung von
nicht-fluoreszierenden Proteinen, wie es die meisten industriell relevanten Proteine sind, muss
meist auf nasschemische Methoden wie Westernblot oder Aktivititsassays zuriickgegriffen wer-
den.

An dieser Stelle kntipfen die hier entwickelten Methoden auf dem JUBOS an. Es kénnen nun
durch die Biomasse-getriggerte Probenahme Wells zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgeerntet,
z.B. am Ende der exponentiellen Phase, um so repriasentatives Probenmaterial von bis zu 1 mL
fir weitere Proteinanalytik zu verwenden. Dieses Vorgehen ist bisher nicht in der Literatur be-
schrieben und bietet eine flexible Moglichkeit relevante, skalierbare Daten von nicht fluoreszie-
renden Produkten auch aus MTPs zu gewinnen. Mit dieser Methode wird im Folgenden ein

Stammscreening fiir den mittleren Durchsatz (s. Kap. 6.1.3) durchgefiihrt.

6.1.3 Screening von Signalpeptid/Cutinase Kombinationen

Die auf dem JUBOS entwickelte Probenahme fiir C. glutamicum (Kapitel 6.1.2) soll zur Aus-
wahl der optimalen Signalpeptiden (SP)/Zielprotein-Kombinationen verwendet werden. Zunéchst
wird von Kooperationspartnem4 dic DNA von 172 SP aus der Arbeit von Brockmeier et al.
(2006a) mit dem Cutinase-Gen ligiert und in den E. coli/C. glutamicum Shuttle-Vektor pXMJ19
(Jakoby et al. 1999) kloniert. Durch Transformation dieses Plasmidmixes in kompetente
C. glutamicum ATCC 13032 Zellen wachsen rekombinante Transformanten auf Agarplatten, die
als Startmaterial fiir die Screeningprozedur genommen werden. Jede Kolonie enthélt hierbei in
der Regel nur eine SP/Gen-Kombination. Da es sich aber um einen Plasmidmix und damit um
einen Transformationsmix handelt, kann es also sein, dass einige SP/Gen-Kombinationen doppelt
untersucht werden, andere aber gar nicht. Einzelne Kolonien iiberimpft in BHI-Medium (+ 50
mgL" Chloramphenicol) werden fiir 8 Stunden in einer 96er MTP bei T = 30°C und 900 min™
(Stufe 6) auf einem Plattformschiittler mit 1.5 mm Exzentrizitit (Titramax 100, Biotest) kulti-
viert. Von diesen Vorkulturen dienen jeweils 50 pL als Inokulum fiir 950 pL Hauptkultur (Mini-
malmedium CG XII, 20 gL' Glucose, 0.5mM IPTG, 50 mgL"' Chloramphenicol). Die
getriggerte Probenahme mit der Induktion von Beginn und einer Ernte 4 h nach dem Erreichen

von BTM = 4 gL' fiihrt zu einer Ernte bei etwa 1 h nach Eintritt in die Stationirphase (Kapitel

* Arbeit durchgefiihrt von Dr. Britta Kleine, Institut fiir Bio- und Geowissenschaften 1: Biotechnologic
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6.1.2). Diese Methode liefert das Zellmaterial, welches bis zum Ende aller Kultivierungen auf
dem Roboterdeck bei 4°C in einer Deepwellplatte gelagert wird. Die Abtrennung der Zellen er-
folgt anschlieBend durch Zentrifugation (4000 g x 10 min), die Messung der lipolytischen Aktivi-
tit im Uberstand mit dem pNPP-Assay.

Die verschiedenen Signalpeptide haben deutliche Auswirkung auf die Sekretionsleistung der
aktiven Cutinase aus C. glutamicum (Abbildung 6.6). Zwischen dem Signalpeptid mit der hochs-
ten Sekretionseffizienz (13.1 kUL™) und dem mit der niedrigsten (0 kUL™) gibt es viele Abstu-

fungen.

16

—_ —_ —_
(= NS B

lip. Akt. [KUL™)]
oo

Signalpeptide

Abbildung 6.6: Ranking von Signalpeptiden der SEC-Library in C. glutamicum. Die den roten Balken
entsprechenden Signalpeptide wurden durch Sequenzierung identifiziert. Fehlerbalken ent-
sprechen der Standardabweichung dreier Replikate des Enzymassays.

Aus den insgesamt 121 Klonen wird die DNA der Signalpeptide von 35 Klonen sequenziert
(Abbildung 6.6, rote Balken) und den SPen von Brockmeier zugeordnet’. Dabei wurden 30 unter-
schiedliche SPe identifiziert (Tabelle 6.5), fiinf Klone beinhalten also Dopplungen anderer SPe.
Neben diesen 35 Klonen konnten weitere 18 Klone durch Sequenzierung nicht zugeordnet wer-
den. Griinde hierfiir sind fehlerhafte Sequenzierungsergebnisse bedingt evtl. durch Kreuzkonta-
minationen wéhrend Kultivierung oder der Plasmidpréparation. Bei einigen dieser 18 Plasmide

liefert die Sequenzierung zwar eindeutige Ergebnisse, die identifizierten DNA-Abschnitte konnen

* Arbeiten durchgefiihrt von Dr. Britta Kleine, Institut fiir Bio-und Geowissenschaften 1: Biotechnologie
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aber keinem SP zugeordnet werden. Da aber keine einzelne SP-Art oder eine geringe Anzahl von
SP-Arten den Plasmidmix dominieren, sondern aus 35 identifizierten SPen 30 als unterschiedlich
identifiziert werden, eignet sich die Methode zur Auswahl der besten SP/Gen-Kombination in
Screeningexperimenten.

Durch die Identifizierung der SPe ist ein Vergleich der Effizienz in B. subtilis (Brockmeier et
al. 2006a) und C. glutamicum moglich. Bei diesem Vergleich (Abbildung 6.7) werden alle Kom-
binationen deutlich: 7 dhnlich effiziente SPe in B. subtilis und C. glutamicum, 10 ineffiziente SPe
in B. subtilis und effiziente in C. glutamicum und 3 SPe genau umgekehrt. Ebenso gab es Signal-

peptide, die in beiden Systemen kaum Sekretion aktiver Proteine bewirkten.

B.subtilis
lip. Akt. [kU-L™]]

C.glutamicum
lip. Akt [kU-L1]

Abbildung 6.7: Stammvergleich: Aktivitdt der Cutinase fusioniert an verschiedene identifizierte SP in
C. glutamicum im Vergleich mit den gleichen Konstrukten exprimiert in B. subtilis von
Brockmeier 2006. Fehlerbalken fiir B. subtilis wurden von Brockmeier mit 25% angegeben.
Fehlerbalken fur C. glutamicum entsprechen der Standardabweichung aus dem Enzymas-

say.
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Tabelle 6.5:  Signalpeptide und die lipolytische Aktivitit der daran fusionierten Cutinase, produziert mit
C. glutamicum (diese Arbeit) und in B. subtilis (aus Brockmeier 2006). Blau: In B. subtilis und
C. glutamicum @hnlich aktive SPe; Rot: in B. subtilis ineffiziente, in C. glutamicum effiziente SPe;
Gelb: in B. subtilis effiziente, in C. glutamicum ineffiziente SPe.

Lip. Aktivitit Lip. Aktivitit
C. glutamicum B. subtilis
[KUL™M [KUL™

Hydro-
phobizitit”
[%]

D-Score*

Nr. Signalpeptid

A Ladung N-
region”

17
18
19

dacB . . 3 0.876
20 yhjA 1.76 +£0.15 0.09 +£0.02 2 74.07 0.577
21 YdbK 1.58 +0.00 0.22 +0.06 3 69.7 0.699
22 amyE 1.51 +0.07 0.67 +£0.17 3 78.79 0.904
23 yoqH 1.32 £0.02 0.01 £0.00 2 65.22 0.744
24 YdbK 1.19 +0.06 0.22 £0.06 3 69.7 0.699
25 YhjA 1.09 £0.12 0.09 +0.02 2 74.07 0.577
26 amyE 1.02 +0.03 0.67 +0.17 3 78.79 0.904
27 amyE 0.94 +0.07 0.67 £0.17 3 78.79 0.904
28 ybbE 0.91 +£0.15 2.09 £0.52 2 60 0.825
29 yoqH 0.86 +0.05 0.01 +0.00 3 62.86 0.654
30 ywgB 0.7 +0.07 0.01 =0.00 2 62.5 0.656
31 YdbK 0.4 +0.02 0.22 +0.06 3 69.7 0.699
32 ywtF 0.33 +0.01 0.01 +0.00 9 56.41 0.675
33 yqzC 0.27 £0.02 0.01 +0.00 2 67.65 0.518
34 yvpB 0.04 +0.00 0.01 +0.00 2 68 0.775
35 yycP 0 +0.00 0.01 +0.00 2 77.78 0.725

a: Die Netto Ladung wurde berechnet mit Asp, Glu definiert als -1, Arg, Lys als +1, alle iibrigen als 0. b: Anteil [%)]
hydrophiler Aminosduren wurde berechnet mit Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Phe, Trp, Pro als hydrophobe AS. Alle
tibrigen AS wurden als hydrophil definiert. c: D-Score berechnet mit Signal-P anhand der AS-Sequenz

Eine modellgestiitzte Bewertung vorhandener SPe bzw. ein Design artifizieller SPe anhand der
Aminosduresequenz wurde vorgeschlagen (Dyrlev Bendtsen et al. 2004). Eine Kenngrofle, der
D-score soll dariiber Auskunft geben, inwieweit die Sequenz sich als Signalpeptid eignet. Bereits
Brockmeier konnte durch die systematische Untersuchung aller Signalpeptide von B. subtilis be-
weisen, dass diese Kenngrofe keine Aussagekraft beziiglich der Effizienz eines Signalpeptids in

B. subtilis hat. Die Berechnung des D-scores hangt nur davon ab, ob der Wirtsorganismus Gram-
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positiv oder Gram-negativ ist. Da beide hier betrachteten Organismen Gram-positiv sind, ent-
sprechen die D-score-Werte des SP in C. glutamicum den D-Score-Werten der SP in B. subtilis.
In dieser Arbeit wird mittels Korrelationsanalyse diese fehlende Ubereinstimmung von hohem D-
Score und guter Sekretionseffizienz fiir C. glutamicum bestétigt (Tabelle 6.6).

Weitere hiufig verwendete SP KenngréBen wie die Hydrophobizitit des SP und die Ladung
der N-Region (Borchert and Nagarajan 1991; Li et al. 1988) werden ebenfalls auf die Korrelation
zur Cutinasesekretion untersucht. Bei keiner der KenngroBen ergibt sich ein Korrelationskoeffi-
zient > 0.75. Auch diese GroBen eignen sich also nicht zur Vorhersage der SP-Effizienz in

C. glutamicum.

Tabelle 6.6:  Korrelation verschiedener Kenngrofien zur Proteinsekretion: Fokus auf lipolytischer
Aktivitdt der 30 identifizierten Signalpeptide in C. glutamicum (C.g.). p = 1 bedeutet voll-
standige Korrelation, p = 0 keine Korrelation, p = -1 ist eine vollstdndig gegenldufige Korre-
lation. Abkiirzungen: B.s.: B. subtilis; B.1.: B. licheniformis.

Korrelationspartner Korrelationskoeffizient
pXY)

C.g vs.Cg. 1.00

B.s. vs. Bl 0.77*

B.s.vs. C.g. 0.48°

D-Score vs. C.g. 0.36

D-Score vs. B.s. 0.34°

N-Region vs. C.g. -0.07

Hydrophobizitit vs. C.g. -0.04

a: B.s. und B./. Daten entnommen aus FIG.5, A von Degering et al. (2010)
b: B.s. Daten entnommen aus ,,Supplemental Data“ von Brockmeier et al. (2006a)

Tabelle 6.7:  Genomvergleich: Vergleich der Genome von B. subtilis 168 und C. glutamicum ATCC 13032 und
B.licheniformis ATCC 14580. Abk.: e.z.: extrazelluldr.

B. subtilis C. glutamicum B. licheniformis
168 ATCC 13032 ATCC 14580

GenomgroBe 4.214.810 BP* 3282708 BP® 4222336 "
kodierender Anteil 87.0 %* 87.0 %" 87.9 %"
ORF 4100° 3002° 4208
GC-Gehalt 43,5 %"* 53.8" 462"
rRNA-Operon 10* 6° 7'
tRNA 86° 42° 72f
Potentielle SP 297 405 ¢ 296"
e.z. Proteasen 27¢ 3¢ 22f

a: (Kunst et al. 1997) b: (Kalinowski et al. 2003) c: (Watanabe et al. 2009) d: (Tjalsma et al. 2004) e: (Yukawa et al. 2007) f: (Rey
et al. 2004; Veith et al. 2004).
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Degering et al. (2010) hingegen erkannten eine verhdltnismifBig gute Korrelation der SP-
Effizienz bei einem Transfer von B. subtilis zu zwei B. licheniformis-Stammen (Degering et al.
2010). Bei der Korrelation der Sekretionseffizienz der von Degering untersuchten SP in beiden
Organismen dufert sich dies in einem hohen Korrelationskoeffizienten von 0.77 (s. Tabelle 6.6).
Die von ihm untersuchten Stdmme sind jedoch enger miteinander verwandt, was anhand der
Ahnlichkeit von GenomgréBe, ORF-Anzahl und potentieller Signalpeptide deutlich wird (Tabelle
6.7). B. subtilis und C. glutamicum unterscheiden sich hingegen stark voneinander, was vor allem
bei der Anzahl der Open Reading Frames (ORFs), beim GC-Gehalt und der Anzahl
extracytosolischer Proteasen deutlich wird (Tabelle 6.7).

Weiterhin unklar ist auch der Einfluss der Kultivierungsbedingungen wie Medium, Plasmid,
Induktion oder Codon-Usage auf die Abstufung der SPe. Es ist moglich, dass diese Faktoren die
Abstufung ebenso verdndern wie ein Stammwechsel. Degering verwendete in jedem Stamm die
gleichen Shuttlevektoren, die kompatibel mit allen Bacillus-Arten waren. Fiir einen Transfer von
B. subtilis zu C. glutamicum sind bisher keine Shuttlevektoren verfligbar, weswegen unterschied-
liche Plasmide verwendet werden miissen. Durch einen solchen Wechsel des Plasmids kann sich
z.B. die Expressionsrate des neuen Promotors von der Expressionsrate des urspriinglichen
Plasmids unterscheiden. Wenn aber bei einem schlechten SP/Gen-Kombination die Sekretion der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, bei einem guten aber die Expressionsrate, so konnen
ehemals gute SP/Gen-Kombinationen durch einen schwicheren Promotor auf die Produktiviét
der schlechten SP/Gen-Kombination herabgesetzt werden. Neben diesem Phidnomen, dass ehe-
mals produktive Klone durch eine verminderte Expressionsrate schlechter werden, sind Produkti-
vititseinbuBen auch durch eine zu starke Uberexpression méglich. So kann es bei einer zu hohen
Expressionsrate von Genen mit starken Signalpeptiden méglicherweise zu einer ,,Verstopfung*
der Zellwand kommen (Caspers et al. 2010). Wiirde also die Expressionsrate durch z.B. einen
starken Promotor oder starke Induktion heraufgesetzt, so kann es auch hier zu Produktivititsein-
buBlen kommen. Ob die verdnderte Abstufung nun auf einen Expressions-, einen Sekretions-oder
einen Prozessierungseffekt (z.B. Abtrennen des Zielproteins von der Zellwand) zuriickzufiihren
ist, kann also nicht geklédrt werden. Die Verdnderung zeigt aber auch die Relevanz von experi-
mentellem 7rial-and Error-Verfahren, bzw. Screeningverfahren fiir die zukiinftige Produktions-
entwicklung sekretorischer Proteine. Hierfiir steht nun ein addquates Mittel auf dem JUBOS zur

Verfiigung.
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Die Anzahl moglicher SPe betrdgt in dieser Arbeit 172, wohingegen kommerzielle SP-
Bibliotheken inzwischen mehr als 800 SPe haben (Leggewie et al. 2010). Mochte man bei ent-
sprechenden Screening-Exprimenten mit statistischer Sicherheit jedes SP mindestens einmal un-
tersuchen, sollte die Anzahl der Kultivierungsansétze dreimal so hoch liegen (Busso et al. 2008).
Fir die in dieser Arbeit untersuchten 172 SP miissten also 11 Flowerplates kultiviert werden, fiir
die kommerzielle SP-Bibliothek 50 Flowerplates, bzw. 25 DWP. Ein hoher Durchsatz ist bei ei-
nem SP-Auswahlverfahren also unerldsslich. Wiirden jede einzelne SP-DNA einzeln mit dem
entsprechenden Zielgen ligiert, kloniert und transformiert, wire zwar die Anzahl notwendiger
Kultivierungsexperimente um den Faktor 3 niedriger, der Arbeitsaufwand der molekularbiologi-
schen Arbeiten aber wesentlich grofler. Da jedoch bei Screening-Experimenten der Arbeitsauf-
wand pro Klon niedrig gehalten werden sollte, wird der hhere Durchsatz normalerweise in Kauf
genommen.

Wie erwihnt werden entsprechende Leistungen zum Screening von Signalpeptiden seit 2010
bereits von der Firma Evocatal angeboten. Sie gibt fiir die Auswahl der besten aus 800 Signal-
peptiden eine Zeit von sechs Wochen an (Leggewie et al. 2010). Auch bei diesem Service wird
diese kurze Entwicklungszeit durch einen erhoéhten Durchsatz mittels DWP-Kultivierungen in
einem Vertiga DWP Inkubator mit 96 bis 768 Kultivierungsansidtzen erreicht. Da der
Probenahmezeitpunkt bei DWP-Kultivierungen fiir die gesamte DWP synchron in der
Stationédrphase erfolgt, muss mit hohen statistischen Schwankungen gerechnet werden. Durch
eine unzureichende Sauerstoffversorgung und die Inaktivierung der sekretierten Proteine in der
Stationdrphase konnen Fehlinformationen bei dieser Stammauswahl fiir die Bioprozessentwick-
lung entstehen. Es kann damit gerechnet werden, dass unter diesen Bedingungen produktive Klo-
ne als falsch-negativ gewertet werden. Im schlimmsten Fall jedoch fithren die verfahrenstech-
nisch wenig charakterisierten Bedingungen in DWP zu einem als positiv bewerteten Klon, der
sich in Bioreaktorkultivierungen als wenig produktiv erweist. Um solche falsch-positiven Klone
zu vermeiden, erfolgt hdufig nach der Stammauswahl im hohen Durchsatz eine Verifikation der
produktiven Eigenschaften im mittleren Durchsatz (Ahn et al. 2007; Hallborn and Carlsson
2002).

Zusammengefasst ist die Hauptaussage dieses Kapitels, dass bei der Wahl des optimalen Sig-
nalpeptids fir C. glutamicum das Trial-and-Error Verfahren in Form eines experimentellen
Screenings nach wie vor fiir jedes neu zu produzierende Protein durchgefiihrt werden muss. We-

der der D-score, noch andere Kenngroflen oder vorherige Ergebnisse aus B. subtilis konnen das
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Verhalten der Signalpeptide vorhersagen. Mochte man nun C. glutamicum erneut als Produkti-
ons-Organismus fiir ein anderes Protein verwenden, so ist das entwickelte Screeningverfahren
nach wie vor notwendig, da die Wahl eines effizienten SP von dem jeweiligen Gen abhéngt. Dies
konnte bereits anhand einer sekretierten Esterase im Vergleich zur Cutinase gezeigt werden
(Brockmeier et al. 2006a). Die notwendige experimentelle Auswahl der korrekten SP/Zielprotein-
Kombination unterstreicht die Relevanz der hier entwickelten Screeningmethode fiir zukiinftige
Proteinproduktionen. Das entwickelte Screeningverfahren ldsst sich dariiber hinaus flexibel fiir
andere Fragestellungen wie ein Promotorscreening oder eine Medienoptimierung abwandeln.
Diese Allgemeingiiltigkeit macht die Methode zu einem wichtigen Werkzeug der automatisierten

Kultivierungsplattform.
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Abbildung 6.8: Abfolge der Optimierungsmodule auf dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
(JUBOS).

6.2 INDUKTIONSOPTIMIERUNG VERSCHIEDENER

ZIELPROTEINE

Die heterologe Proteinexpression steht in der Regel unter der Kontrolle von Promotern, die
sich durch duflere Reize, die sogenannte Induktion, aktivieren lassen. Je nach Promotorart kann
die Zugabe einer chemischen Substanz, eine Erh6hung der Temperatur, das Einsetzen einer Limi-
tation u.4. als Induktion wirken. Bei Produktionsprozessen kommt es dabei unter anderem auf die
Induktionsstéirke und den Zeitpunkt der Induktion an. Im Folgenden werden diese beiden Parame-
ter mit dem von Huber 2009 entwickelten /nduction Profiling (Huber et al. 2009) fur funf ver-
schiedene Zielproteine auf der JUBOS-Plattform durchgefiihrt.
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6.2.1 Induction Profiling: Sekretorische Proteine

In der Arbeit von Huber et al. (2009) wird vorgeschlagen, das dort entwickelte /nduction Pro-
filing als Methode zu benutzen, um die optimale Induktionsstirke und den optimalen Induktions-
zeitpunkt einer Stamm-Vektor-Kombination zu ermitteln. Ankniipfend hieran soll im folgenden
Ergebnisteil gepriift werden, ob sich die optimalen Induktionsbedingungen von einem Protein auf
ein anderes Protein mit der gleichen Stamm/Vektor-Kombination iibertragen lassen.

Hierzu wird ein Induction Profiling mit zwei verschiedenen Proteinen in dem Stamm-Vektor
System pEKEX2/C. glutamicum durchgefiihrt. Die Expression des Zielgens wird durch einen mit
IPTG induzierbaren tac-Promotor gesteuert. Auf dem untersuchten Plasmid ist das Gen eines
sekretorischen GFP kodiert. Dieses leicht detektierbare Modellprotein liegt als Fusion mit dem
Signalpeptid der Phosphodiesterase (phoD) aus C. glutamicum vor, um es {iber den Twin Arginin
Translocation (TAT) Pathway in aktiver Proteinstruktur zu sekretieren (Meissner et al. 2007).
Dieser zu dem SEC-Weg alternative Sekretionsmechanismus transportiert in der Regel korrekt
gefaltete Proteine, was fiir die Ausbildung des Chromophors des GFP und damit fiir dessen Fluo-
reszenz-Aktivitdt von Bedeutung ist. Als zweites sekretorisches, aber nicht-fluoreszierendes Pro-
tein wird dieselbe Stamm-Vektor-Kombination mit der Cutinase verwendet, welche fusioniert an
das Signalpeptid der Protease NprE aus B. subtilis gebildet wird. Dieses Signalpeptid NprE ist ein
Substrat fiir den SEC-Pathway, bei dem Proteine meist in ungefaltener Form sekretiert werden.

Da die Analyse der Cutinaseproduktion nicht online im BioLector erfolgen kann, werden die
Kultivierungen durch den Pipettierroboter in der frithen Stationdrphase geerntet und die
Cutinaseaktivitit im Uberstand mit dem pNPP-Assay (s. Kapitel 4.4) analysiert. Fiir einen repri-
sentativen Vergleich zwischen beiden Proteinen wird die GFP Fluoreszenz zu dem Zeitpunkt aus
den Onlinedaten entnommen, bei dem auch die Kultivierungen der Cutinaseproduktion durch den

Pipettierroboter abgeerntet werden (vgl. Abbildung 6.9).
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Abbildung 6.9: Schema des Induction Profilings von phoD-GFP und der NprE-Cutinase in C. glutamicum.

-1

In vielen Publikationen wird ein IPTG-Anteil von 1 mmolL" fiir lac-basierte Promotoren
verwendet (Berrow et al. 2006; Donovan et al. 1996) wobei die Spanne verwendeter Konzentrati-
onen zwischen 0.005 mmol'L™" und 5 mmol L™ liegt. Zur Produktion sekretorischer Proteine wird
hingegen eine niedrige IPTG-Konzentration angegeben (Donovan et al. 1996), um die Sekreti-
onsmechanismen durch zu hohe Expressionsraten nicht zu blockieren und eine korrekte
Prozessierung des Proteins wihrend der Transportmechanismen (Ablgsen von der Zellwand, Fal-
tung) zu gewdhrleisten. Daher werden in diesem Versuchsteil zur Untersuchung sekretorischer
Proteine IPTG Konzentrationen zwischen 0 und 1 mmol'L" eingestellt.

Fiir jedes Induction Profiling wird eine Flowerplate, also 48 parallele Kultivierungsansitze
verwendet (Abbildung 6.9, rechts). Dabei werden 7 IPTG Konzentrationen (0; 0.05; 0.1; 0.2; 0.3;
0.5; 1 mmol L'l) zu 6 unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten (0; 2; 4; 6; 7; 8 h) zugegeben,
wodurch sich ein voll-faktorieller Versuchsplan ergibt. Die Liange der exponentiellen Phase ent-
spricht ohne Induktion und unter den in diesem Versuch vorliegenden Bedingungen (Glc = 20
gL', n1=041h", ODgyy = 1) zwischen 9 h und 10 h (Abbildung 6.9, links). Die letzte Induktion
erfolgt anhand des Zeittriggers also kurz vor Ende der exponentiellen Phase. Die 6 Ansétze mit

0 mmol'L" IPTG wurden doppelt bestimmt, alle anderen erfolgen in Einfachbestimmung. Die
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lipolytische Aktivitit im Uberstand, bzw. die Fluoreszenzintensitit werden in der Stationzrphase

nach 14 h Kultivierungszeit bestimmt (vgl. Abbildung 6.9, links).

nprE-Cutinase

lip. Akt. [kU'L]]
D — 00 N BN O

CIPTG [mmol'L'l]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Indukt. Zeit [h]

phoD-GFP

Fluoerszenz GFP [a.u.]

IpTG [mmol'L1]

Indukt. Zeit [h]

Abbildung 6.10: Sekretorische Proteine: Induction Profiling von NprE-Cutinase (oben),
phoD-GFP (unten).

In Abbildung 6.10 sind die Ergebnisse der Produktbildung beider Proteine beim Induction
Profiling dargestellt, welche sich in ihrer Form deutlich voneinander unterscheiden. Wiirde die
fiir phoD-GFP optimale Bedingung (frithe und starke Induktion, FL = 60 a.u.) auf die NprE-
Cutinase iibertragen (niedrige Induktion in mittlerer exponentieller Phase), wére mit einer En-

zymaktivitit von EA ~ 9 kUL die hier beobachtete maximale Ausbeute von EA ~ 14 kUL bei
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den Bedingungen 0.3 mmol'L™" IPTG und einem Induktionszeitpunkt nach 2 h bis 4 h nicht er-
reicht, sondern um sogar 35% reduziert.

Bei beiden Proteinen erkennt man ohne Zugabe von IPTG eine nur geringfiigige Produktbil-
dung, die leicht tiber den Werten eines Leervektors liegt (Daten hier nicht gezeigt). Der Promotor
hat also eine leichte Basalaktivitdt. Eine Zugabe von IPTG in der spéten exponentiellen Phase
ergibt ebenfalls keine deutlich gesteigerte Produktbildung beider Proteine, wohingegen sich zwi-
schen 0.1 und 0.3 mmolL™" IPTG ein lokales Optimum bei Zugabe in der frithen bis mittleren
exponentiellen Phase ausbildet. Ein deutlicher Unterschied ergibt sich bei Konzentrationen tiber
0.4 mmol'L". Wihrend durch eine Zugabe von hohen IPTG-Konzentrationen (> 0.3 mmolL™")
die Cutinaseproduktion um bis zu 40% einbricht, bildet die GFP-Produktion ein Plateau bei ho-
hen IPTG-Konzentrationen aus. Es bildet sich eine leicht diagonale Grenze zwischen Plateau und
dem Gebiet mit reduzierter Aktivitit, was bedeutet, dass man bei weit fortgeschrittenen Kultivie-
rungen durch eine starke Induktion eine Produktivitdt im Bereich des Optimums erreichen kann.
Ist also viel Biomasse vorhanden, muss auch mit hoher IPTG-Konzentration induziert werden.

Huber schldgt wie eingangs erwidhnt fiir die Anwendung des Induction Profilings vor (Huber
et al. 2009), zunéchst das Verhalten eines Stamm-Vektor-Systems anhand eines Modellproteins
zu untersuchen und anhand dieser Versuche ein generelles Vorgehen fiir Screeningversuche von
Proteinbibliotheken mit diesem Produktionsorganismus zu erstellen. Aus diesen Versuchen wird
nun aber deutlich, dass das Verhalten beim Induktionsprofiling auch vom Zielprotein an sich ab-
hingt.

Der Einfluss von Induktionsstirke und Induktionszeitpunkt bei lac-basierten Promotoren wird
von Donovan zusammengefasst (Donovan et al. 1996). Wie auch bei Diibel (Diibel et al. 1992)
werden hier fur sekretorische Proteinproduktion generell niedrige IPTG-Konzentration empfoh-
len. Donovan beobachtet bei starker Induktion, also bei hoher Transkription, zwar eine erhShte
Proteinbiosynthese und Sekretion, aber demgegeniiber eine stirkere Fehlfaltung der sekretierten
Proteine einhergehend mit Aktivitdtsverlust. Gleiche Phianomene wihrend Sekretionsvorgidngen
beschreiben Harwood und Crananburgh in ihrem Review (Harwood and Cranenburgh 2008).
Dieser Anteil an inaktivem Protein konnte auch fiir den Einbruch der Cutinase-Produktivitit bei
hohen IPTG-Konzentrationen verantwortlich sein. Die Menge an gebildetem Protein wurde an-
hand der Enzymaktivitét, bzw. der GFP-Fluoreszenz quantifiziert und nicht mit SDS/Westernblot

verifiziert. Eine Bestimmung der inaktiven Proteinmenge ist hier nicht moglich, konnte aber mit-
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unter den Unterschied zwischen den unterschiedlichen Proteinen erklidren, da Proteinaktivitdt und
-Stabilitdt in hohem MaBe von der Tertidrstruktur abhdngen (Baneyx and Mujacic 2004).

Eine weitere Erklarung ist im Unterschied der jeweiligen Sekretionsmechanismen zu suchen.
Das phoD-Signalpeptid (fusioniert mit GFP) ist ein TAT-Substrat (Meissner et al. 2007), das
NprE-Signalpeptid (fusioniert mit Cutinase) hingegen ein SEC-Substrat (Brockmeier et al.
2006a). Der Unterschied zwischen den beiden Proteinen wéhrend des Induction Profilings kann
also auch von den sich voneinander unterscheidenden Sekretionsmaschinerien stammen (Weiner
et al. 1998). Uber den TAT-Weg werden korrekt gefaltete, Cofaktor enthaltende Proteine sekre-
tiert. Da aber mit dem SEC-Mechanismus ungefaltene Proteine sekretiert werden, konnte sich bei
der extrazelluldren Reifung, also dem Abschneiden des in der Zellwand verankerten Signalpep-
tids bzw. der Faltung zu aktivem Enzym, ein Engpass der Proteinproduktion bei hohen Expressi-
onsraten bilden. Bei zu hoher Sekretion kann, wie von Caspers beschrieben die Gram-positive
Zellwand blockiert werden, wodurch dort verankerte Enzyme degradiert werden (Caspers et al.
2010). Da Caspers ebenfalls Signalpeptide des SEC-Mechanismus untersuchte, ist die Blockie-
rung ein moglicher Grund fiir das Einbrechen der Cutinaseproduktion bei starker Induktion.

Da GFP im extrazelluliren Raum nicht korrekt faltet, muss es iiber den TAT-Weg sckretiert
werden (Meissner et al. 2007). Zur Zeit der Experimente lag die Cutinase jedoch nicht mit einem
TAT-Substrat wie dem Signalpeptid phoD vor. Dadurch kann der Einfluss des Sekretionsweges
auf die unterschiedlichen Ergebnisse des Induction Profilings nicht von dem Einfluss der Protein-
struktur unterschieden werden. Fiir diesen Zweck werden im folgenden Kapitel Induktionsprofile

von nicht sekretierten, intrazelluldr akkumulierenden heterologen Proteinen dargestellt.
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6.2.2 Induction Profiling: intrazellulire Proteine

Im Folgenden ist die Untersuchung von drei heterologen Proteinen dargestellt, die ohne ein
Signalpeptid intrazelluldr in E. coli exprimiert werden. Eines der Proteine ist die Lipase A aus
Bacillus subtilis (BSLA, s. Funke et al., 2003), deren Aktivitdt mit dem pNPP-Assay analysiert
wird. Das zweite Protein ist das blau fluoreszierende Flavin based fluorescent protein (FbFP),
welches im BioLector online detektierbar ist (Drepper et al. 2007). Als drittes Protein wird ein
transkriptorisches Fusionskonstrukt beider Proteine untersucht (Krauss et al. 2009), dessen Akti-
vitdt sowohl anhand der Fluoreszenz, als auch anhand dessen lipolytischer Aktivitdt bestimmt
werden kann®. Da das Fusionsprotein FOFP-BSLA sowohl fluoreszierende als auch enzymatische
Eigenschaften besitzt, korreliert das Signal der Fluoreszenz mit der lipolytischen Aktivitit (vgl.
Abbildung 5.13, Seite 67). Daher l4sst sich die Online-Analytik des BioLectors fiir eine Detekti-

on aktiver Proteine verwenden.

Abbildung 6.11: Schema des untersuchten Fusionsproteins
N -""QC aus Krauss et al. (2009). In-vivo Korrelation zwischen En-

zymaktivitdt und Fluoreszenz vgl. Abbildung 5.13, Seite 67.

LOV Fluorescence Lipase Activity

Die Produktion aller drei Proteine erfolgt mit dem pet28a-Vektor in E. coli BL21 (DE). In die-
sem Stamm wird nach IPTG-Zugabe die auf dem Genom codierte T7 Polymerase gebildet, wel-
che dann an den Plasmidpromotor bindet und das eigentliche Gen des Zielproteins exprimiert.
Auch bei diesen Versuchen wird zu gleichen Zeitpunkten die FbFP Fluoreszenz mit dem BioLec-
tor, bzw. die lipolytische Aktivitit ermittelt. Um die Lipaseaktivitét der intrazelluldr vorliegenden
Lipase A zu untersuchen werden die Zellen mit Hilfe von 0.2 mgL" Lysozym unter Zusatz von
Tween20 (Kapitel 4.4) aufgeschlossen. In Abbildung 6.12 sind exemplarisch drei Punkte des In-
duktionsprofils fiir die Produktionsstimme fluoreszierender Proteine sowie einem pet28a Leer-

vektorstamm dargestellt.

S Plasmidkonstrukte erhalten von Kathrin Scholz (nee Klein), Ulrich Krauss und Thomas Drepper, Institut fiir
molekulare Enzymtechnologie, HHU Diisseldorf
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Abbildung 6.12:

Ist die Expression nicht induziert, erkennt man bei den Produktionsstimmen keinen Unter-
schied zu den Fluoreszenzsignalen eines Leervektorstammes (Abbildung 6.12 A). Der lac-
Promotor vor der im Genom integierten T7-RNA Polymerase ist also ohne Induktion bei den
betrachteten Bedingungen (Batchkultur, Wilms-Reuss-Medium) nicht messbar aktiv, was diese
Stamm-Vektor-Kombination fiir ein Induction Profiling attraktiv macht. In den folgenden Induk-
tionsprofilen wird pro Kultivierungsansatz die Aktivitdt zum Zeitpunkt t = 9 h als KenngroBe
angegeben. Mit Hilfe des JUBOS hétten auch getriggerte Probenahme-Events durchgefiihrt wer-
den konnen. Da in keine Inaktivierung der fluoreszierenden Proteine beobachtbar ist (s. Abbil-
dung 6.5), wird in diesem Versuchsteil der Wert in der Stationdrphase entnommen. Diese Phase

ist bei t = 9 h in allen Kultivierungen erreicht. Die Daten werden zur besseren grafischen Ver-
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Expression intrazellulirer, fluoreszierender Proteine in E. coli mit unterschiedlichen
Induktionsbedingungen. Links: Produktbildung anhand des Fluoreszenzsignals im Bio-
Lector (FbFP, Em: 458 Ex: 505). Rechts: Biomasseverlauf anhand des Backscatter im
BioLector. A: Keine Induktion; B: Induktion zu Beginn mit 0.5 mmol'L"; C: Induktion
nach 2 h mit 1 mmol'L™".Werte bei t = 9 h werden fiir das Induction Profiling verwendet.

gleichbarkeit anhand des jeweils hochsten Wertes normiert.
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Abbildung 6.13: Intrazellulire Proteine: Induction Profiling von FbFP-BSLA, FbFP, BSLA in
E. coli. Dargestellt sind Werte (lipolytische Aktivitit bzw. Fluoreszenz) ent-

nommen bei 9 h Kultivierungszeit. Weile Ellipsen markieren die optimalen
Induktionsbedingungen.
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Alle drei Proteine bei unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen optimal in aktiver Form ex-
primiert (Ellipsen in Abbildung 6.13). Ein deutlicher Unterschied des optimalen Zeitpunktes der
Induktion (t = 2 h), also der optimalen Biomassekonzentration ist dabei nicht erkennbar. Eine
feinere Rasterung in den ersten drei Stunden der Kultivierung konnte hier aber genauere Ergeb-
nisse und damit mogliche Unterschiede der optimalen Induktionszeit liefern.

Die eingesetzte IPTG-Konzentration hat hingegen einen direkten Einfluss auf die Bildung ak-
tiver Proteine. Das Protein FbFP wird optimal bei niedriger [IPTG-Konzentration gebildet. Dies
deckt sich mit Aussagen von Huber (Huber et al. 2009), der ebenfalls ein Induktionsprofil des
Proteins im gleichen E. coli-Stamm mit einem anderen Plasmid (pRhotHi) aufgenommen hat.
Das Optimum fiir die Expression des Fusionsproteins FbFP-BSLA liegt im dhnlichen Bereich
wie FbFP, bildet aber im Gegensatz zum diesem ein diagonales Profil aus. Es muss also mit fort-
schreitender Wachstumsphase mehr IPTG zugegen werden. Diese vermehrte Zugabe wiirde bei
der Expression von FbFP, was nicht als Fusionskonstrukt vorliegt, nicht mehr Aktivitit bewirken.

Die Expression der BSLA (Abbildung 6.13 unten) wird optimal mit 1 mmolL" IPTG indu-
ziert, besitzt also eine hohere optimale Konzentration als beide anderen Proteine. Ein diagonales
Profil, also ein optimales Verhéltnis zwischen Biomasse und IPTG-Konzentration, ist bei diesem
Protein nicht derart ausgepridgt wie bei dem Fusionskonstrukt. Fiir eine spitere Bioprozessfiih-
rung im Fed-Batch wire dieses Verhéltnis zwischen Biomasse und IPTG eventuell hilfreich, um
der Feedlosung eine optimale Menge an IPTG zuzusetzen (Bayer et al. 2002).

Wihrend fluoreszierendes FbFP zu etwa 50% auch bei hohen IPTG-Konzentrationen gebildet
wird, lisst sich BSLA nur bei einem prignanten Optimum von 1 mmol L™ IPTG effektiv produ-
zieren. Wird jedoch eine hohe IPTG Konzentrationen eingestellt (2.5 mmol'L” bzw. 3 mmolL™")
lasst sich das Produktsignal von nur noch 30% kaum von den Produktsignalen der Kultivierungen
ohne Induktion (7 %) unterscheiden.

Wiirde man die optimalen Bedingungen von FbFP (0.25 mmol'L™") aus BSLA iibertragen, so
erreichte man nur 75% der maximalen Aktivitit, die mit 1 mmol'L" erreicht wird. Ubertréigt man
die optimale IPTG-Konzentration des Fusionskonstrukts (0.5 mmolL™") auf BSLA, wird immer-
hin 90% des Maximalwerts der BSLA erreicht. Das Fusionskonstrukt FbFP-BSLA erweist sich
somit als geeigneter im Gegensatz zu FbFP, um die Bildung von BSLA in einem Induktionsprofil
darzustellen. Das tatsdchliche Optimum wird aber auch mit dem Fusionskonstrukt nicht erreicht.

Fluoreszierende Proteine werden in vielen Verdffentlichungen als Modellproteine zur Biopro-

zessoptimierung verwendet (Albano et al. 1998; Chae et al. 2000a; Chae et al. 2000b; Kensy et
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al. 2009a; Rucker et al. 2001). Die Optimierung der Kultivierungsbedingungen wird dabei nur
anhand der fluoreszierenden Proteine durchgefiihrt und ggf. der optimale Punkt mit einem nicht-
fluoreszierenden Protein validiert. Der gesamte Parameterraum wird dabei aufgrund des hohen
Arbeitsaufwands der nasschemischen Proteinanalytik in den wenigsten Fillen mit dem industriell
relevanten, nicht fluoreszierenden Protein untersucht. Eine dieser Liicken wurde in dieser Arbeit
am Beispiel des Induction Profilings geschlossen, welches zeigt, dass die unterschiedlichen Pro-
teine ein untereinander abweichendes Verhalten in dem betrachteten Parameterraum aufweisen.
Das Problem, dass unterschiedliche Proteine auch unterschiedliche optimale Produktionsbedin-
gungen haben ist hingegen bekannt (Braun and LaBaer 2003; Hust et al. 2009).

Induktionszeit und Induktionsstirke hat bisher aber nur Huber weitreichend systematisch un-
tersucht (Huber et al. 2009). In seiner Publikation wird die Methode des Induction Profilings vor-
gestellt. Als Anwendung wird vorgeschlagen, die Vektor-Stamm-Kombination fiir ein Design des
anschliefenden Screenings mit einem Induktionsprofil zu charakterisieren. Anhand dieser Ergeb-
nisse soll die Induktionsstrategie fiir das Stammscreening erstellt werden. Aufgrund der nun vor-
liegenden Ergebnisse wird jedoch deutlich, dass unterschiedliche Proteine auf der gleichen
Stamm-Vektor-Kombination unterschiedlich Induktionsprofile besitzen.

Mogliche Griinde fiir diese Unterschiede werden aus den Ergebnissen nicht deutlich, da hier
die Fluoreszenz (FbFP, FbFP-BSLA) bzw. die Enzymaktivitit (BSLA) gemessen wurde. Z. B.
wurde fiir FbFP eine Bildung von Inclusion Bodies nicht beschrieben (Drepper et al. 2007), fur
das Fusionsprotein hingegen schon (Drepper, personliche Mitteilung). Eine detailliertere Analyse
des Zellmaterials, z. B. durch Trennung von l6slicher und unloslicher Fraktion kénnte hier ge-
nauere Hinweise liefern. Weiterhin wiirde eine Unterscheidung zwischen der hier gemessenem
Enzymaktivitdt und der rekombinant gebildeten Enzymmenge z.B. mit SDS-Page oder ,, Targeted

Proteomics‘ weitere Hinweise auf die Griinde der beobachteten Unterschiede liefern.
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Abbildung 6.14: Abfolge der Optimierungsmodule auf dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
(JUBOS).

6.3 MEDIENOPTIMIERUNG FUR DIE PROTEINSEKRETION
VON CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM

Nihrmedien und vor allem Minimalmedien enthalten eine Vielzahl von definierten Kompo-
nenten, deren Konzentrationen einen Einfluss auf Wachstum und Produktbildung haben kénnen.
Bei der Optimierung dieser Konzentrationen sollten, aufgrund moglicher gegenseitiger Wechsel-
wirkungen, die kombinatorischen Effekte der Komponenten untersucht werden. Aufgrund der
daraus resultierenden hohen Anzahl von Kultivierungsexperimenten werden hierbei hdufig Me-
thoden der statistischen Versuchsplanung eingesetzt. Bei einer entsprechend hohen Anzahl von
Parametern ist der Kultivierungsaufwand dennoch hoch, weswegen der experimentelle Durchsatz
erhoht werden sollte. Robotikplattformen erméglichen es dabei, das arbeitsintensive Pipettieren
bei der Medienerstellung zu beschleunigen, sowie die Fehleranfilligkeit herabzusetzen. Im fol-
genden Kapitel wird die automatisierte Kultivierungsplattform JUBOS fiir eine solche Medienop-

timierung angewendet.
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Fiir C. glutamicum sind mehr als 15 Minimalmedien mit unterschiedlichen Zusammensetzun-
gen beschrieben (Schrumpf 1991; Vallino and Stephanopoulos 1993; von der Osten et al. 1989;
Weuster-Botz et al. 1997). Bei der Entwicklung dieser Medien lag das Hauptaugenmerk vor-
nehmlich auf der optimierten Bildung niedermolekularer Produkte wie z.B. Lysin. Eine Produkti-
on heterologer Proteine mit diesem Stamm steht erst seit kurzer Zeit im Fokus von Forschung
und Entwicklung — unter anderem von der Firma Ajinomoto (Tokyo/Japan), die unter dem Han-
delsnamen Corynex'" verschiedene Plasmid-Stamm-Systeme zur Proteinsekretion mit
C. glutamicum anbietet (Date et al. 2006; Kikuchi et al. 2008b). Bei diesen Proteinproduktionen
wird ein auf CG XII basierendes, bisher nicht beschriebenes Minimalmedium aufgefiihrt. Eine
Entwicklung dieses Mediums ist jedoch nicht publiziert, weswegen davon auszugehen ist, dass
bisher keine systematische Medienoptimierung zur optimalen Proteinsekretion erfolgte.

Ziel der folgend dargestellten Versuche ist es, diese Wissensliicke zu schlieBen und zu priifen,
ob eine Medienoptimierung fiir C. glutamicum einen Einfluss auf dessen Proteinproduktion hat.
Das Zielprotein ist in diesem Versuch GFP, welches tiber den TAT-Weg mit dem phoD-
Signalpeptid sekretiert wird. Es werden zunéchst Voruntersuchungen durchgefiihrt, in denen 19
Bestandteile ohne Kombinationen untereinander variiert werden (OFAT-Analyse, vgl. Kapitel
3.5). AnschlieBend werden diejenigen Bestandteile ausgewahlt, die den groB3ten Einfluss auf die
spezifische Proteinproduktion hatten. Eine Untersuchung von allen 19 Bestandteilen und deren
Kombinationen wiirde auch mit statistischer Versuchsplanung zu einer zu hohen Versuchsanzahl
von iiber 10° fithren. Die Auswirkungen dieser ausgewihlten Komponenten-Kombinationen wer-

den daher mittels evolutiondrer Algorithmen erst nach der Vorauswahl systematisch untersucht.

6.3.1 Voruntersuchungen zur Medienoptimierung

In dieser Voruntersuchung wird der Einfluss von 19 Medienbestandteilen auf Wachstum und
Proteinproduktion untersucht. Von diesen 19 Komponenten entsprechen 11 den Standardkompo-
nenten des Minimalmediums CG XII. Sechs weitere Komponenten erwiesen sich bei der
Lysinproduktion in Fed-Batch Medien als einflussreich (Weuster-Botz et al. 1997). Zusitzlich
wird der Einfluss des kompatiblen Soluts Betain als eine auf Proteine stabilisierend wirkende
Komponente untersucht. Dabei werden alle Startkonzentrationen bis auf die zu untersuchende
Substanz konstant gehalten. Alle Substanzen sind in der spiter folgenden Tabelle 6.8 (S. 122)
aufgelistet.
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Der BioLector hat die Moglichkeit, Biomasse und GFP-Fluoreszenz iiber den gesamten Kulti-
vierungszeitraum aufzuzeichnen (Abbildung 6.15). Von allen Ansédtzen werden aus diesen Daten
verschiedene Kennzahlen ermittelt. Einfach zu ermittelnde Grofen sind Maximalwerte von
Backscatter und Fluoreszenz. Wie in Abbildung 6.15 zu erkennen, steigt die Fluoreszenz aber in
der Stationdrphase weiter an. Um einen Einfluss der Lange der Stationdrphase auf die Zielgrofe
Fluoreszenz zu unterbinden, wird die biomassespezifische Fluoreszenz FLg,, bei Einbruch des
Biomassesignals, also bei Substratlimitation aus den Daten entnommen. Durch diese Mainahme
haben die Linge der Stationdrphase und damit eine in dieser Phase stattfindende dynamische

Signalverdanderung auf die ermittelte biomassespezifische Kenngrofie keinen Einfluss.
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Abbildung 6.15: Biomasse und GFP-Fluoreszenz zweier Kultivierungen: Backscatter (schwarz) und Fluores-
zenzwerte (griin) der nicht induzierten (1, gepunktete Linie) und der induzierten (2, durchgezogene
Linie) Referenzkultivierung von C. glutamicum mit dem Plasmid pEKEX::phoD-gfp. Fur die Me-
dienoptimierung wird die biomassespezifische Fluoreszenz FLg,., am Ende der exponentiellen Pha-
se ermittelt (s. rechts).
Alle KenngréBen werden mit Werten einer in jeder Flowerplate angesetzten Referenzkultivierung
in CG XII Medium (0.5 mM IPTG, 25 mgL"' Kanamycin) normiert. Werte iiber 100% zeigen
also eine positive Wirkung der Komponente an, unter 100% eine negative Auswirkung. Hier-
durch werden die Ergebnisse weniger sensitiv gegeniiber dem schlechter zu kontrollierenden Ein-
fluss biologischen Ursprungs, wie der biologischen Variabilitdt der Vorkulturen von verschiede-
nen Tagen. In der folgenden Abbildung 6.16 ist der Einfluss aller 19 Komponenten auf die drei

KenngroBen ,,maximaler Backscatter”, ,maximale GFP-Fluoreszenz* FL 1« und ,.spezifische

Fluoreszenz* FLsp., dargestellt.
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Abbildung 6.16: Screening von 19 Komponenten mit den Referenzkonzentrationen nach Keilhauer et al.
(1993) und Weuster-Botz et al. (1997). Auswirkung auf den maximalen Backscatterwert (A), die
maximale GFP-Fluoreszenz (B), und die biomassespezifische Fluoreszenz FLg,., (C) von
C. glutamicum mit dem Plasmid pEKEX::phoD-gfp. Alle drei Parameter werden anhand der Refe-
renzkultivierung (CG XII + 0.5 mM IPTG = 100 %) normiert. Fehlerbalken stammen aus einer
Doppelbestimmung biologischer Replikate.
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In Abbildung 6.16 sind die drei KenngréBen des Backscatter, der Fluoreszenz, sowie der bio-
massespezifischen Fluoreszenz FLgy,., aus 140 Kultivierungsanséitzen dargestellt. Es gibt hierbei
sowohl Komponenten, die einen positiven Einfluss, als auch Komponenten, die einen negativen
Einfluss auf die jeweiligen KenngréBen haben. Die Biomasseausbeute (Abbildung 6.16, A) wird
vor allem durch die Variation der Ammoniumsulfat-und K;HPO4/KH,PO4-Konzentration beein-
flusst. Die Fluoreszenz (Abbildung 6.16, B) wird neben diesen beiden Komponenten ebenfalls
durch die Kupfersulfat-, Zinksulfat-, und Betain-Konzentration beeinflusst.

Interessanterweise bewirkt eine Verdnderung der Phosphat-oder Ammoniumkonzentration ei-
ne Fluoreszenz von iiber 100 %, die spezifische Fluoreszenz FLgy,., hingegen (Abbildung 6.16 C)
wird nur durch eine verdnderte Ammoniumkonzentration auf tiber 100% erhoht. Phosphat hat
also auf die Fluoreszenz nur einen positiven Einfluss, weil es zu einer gesteigerten Biomassebil-
dung kommt. Bei diesen Voruntersuchungen wird dadurch deutlich, dass die Wahl der ZielgroB3e
bei der Medienoptimierung einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse haben kann.

Zwei der drei eben betrachteten KenngréBen sind Ausbeute-KenngroBen, die Auskunft darii-
ber geben wie viel maximale Biomasse, bzw. wie viel maximale Fluoreszenz in einem Kultivie-
rungsverlauf erreicht wird. In der Charakterisierung von Kultivierungen werden dartiber hinaus
hédufig Bildungsraten von Biomasse oder Produkt angegeben. Anhand der Daten der Online-
Analytik des BioLectors ist es moglich, solche Bildungsraten zu berechnen. Eine hdufig verwen-
dete Rate zur Charaktersierung des Biomassewachstums ist die maximale, spezifische Wachs-
tumsrate [y (S. auch Formel 1, Seite 15). Wichtige Kenngrofien zur Beschreibung der Produkt-
bildung ist die Produktbildungsrate rp bzw. die biomassespezifische Produktbildungsrate g (s.
auch Formel 16, S. 20). Die Maximalwerte beider Parameter werden anhand des GFP-
Fluoreszenz-Signals bestimmt.

Der Einfluss der 19 Medienkomponenten auf diese drei Raten ist in der folgenden Abbildung
6.17 dargestellt. Wie auch in Abbildung 6.16, werden die Werte, sowie die Konzentrationen,
normiert dargestellt. Liegen die Werte tiber 100% haben sie also einen positiven Effekt auf die

Kenngrofen.
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Abbildung 6.17: Screening von 19 Komponenten mit den Referenzkonzentrationen nach Keilhauer et al.
(1993) und Weuster-Botz et al. (1997). Auswirkung auf die maximale spezifische Wachstumsrate
Ivex Mit p = dBS'dt"BS™ (A), die maximale biomassespezifische Produktbildungsrate QpMax Mt
q, = dFLdt"BS" (B), die maximale Produktbildungsrate tpy mit rp = dFLdt’ (C) von
C. glutamicum mit dem Plasmid pEKEX::phoD-gfp. Alle drei Parameter werden anhand der Refe-
renzkultivierung (CG XII + 0.5 mM IPTG = 100 %) normiert. Fehlerbalken stammen aus einer
Doppelbestimmung biologischer Replikate.
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Auch die Bildungsraten werden durch die unterschiedlichen Medienkomponenten beeinflusst.
Auffallend ist hierbei aber, dass die maximale spezifische Wachstumsrate (Abbildung 6.17, A) in
keinem Kultivierungsexperiment aufler durch cjprg =0 hoher als 100% liegt, also hoher als die
Referenzkultivierung, in der ja 0.5 mmol'L™" IPTG enthalten sind. Das Medium CG XII, auf dem
diese Ergebnisse basieren, scheint also in Hinblick auf ein maximales Biomassewachstum opti-
miert zu sein. In publizierten Arbeiten wird keine Angabe iiber die ZielgroBe wihrend der Ent-
wicklung des Minimalmediums CG XII gemacht (Keilhauer et al. 1993; Schrumpf 1991).

Wie auch bei der maximalen Fluoreszenz, fithrt ein Biomassebezug der Produktbildung zu an-
deren Werte als die Betrachtung der Produktbildung ohne diese Normierung. So wird die Pro-
duktbildungsrate (Abbildung 6.17, C) stark positiv durch eine Variation der Phosphatsalz-
Konzentration beeinflusst, die biomassespezifische Produktbildungsrate jedoch nicht. Auffallend
ist, dass die Fluoreszenz und die biomassespezifische Fluoreszenz von Zinksulfat beeinflusst
werden, die beiden Produktbildungsraten hingegen nicht. Auch hier wird also deutlich, dass je
nach Definition der Zielgrofe ein anderes Optimum gefunden wird. Selbst Grofen der Produkt-
bildung und Produktkonzentration unterscheiden sich untereinander.

Um in der folgenden Medienoptimierung die Proteinproduktion pro Zelle untersuchen zu kon-
nen, wird FLg., als ZielgroBe ausgewahlt. Entsprechend werden die sich hierauf positiv auswir-
kenden Komponenten Zink-, Kupfer-, und Ammoniumsulfat sowie Betain (FLgp., rot umrandet in

Abbildung 6.16 C) systematisch mit einem evolutiven Algorithmus variiert.

6.3.2 Medienoptimierung

Fiir die systematische Variation der vier ausgewéhlten Medienkomponenten wird ein neuarti-
ger Explorationsalgorithmus zur Versuchsplanung und Modellbildung verwendet. Dieser Algo-
rithmus ist ein Hybrid aus quadratischer Regression und einem Branch-and-Bound Ansatz
(Schweissgut and Wiechert 2010). Im Gegensatz zu typischen globalen Optimierungsalgorithmen
berechnet dieser Ansatz sukzessive eine Approximation der Optimierungsfunktion iiber den gan-
zen Parameterraum mit steigender Genauigkeit in der Ndhe von Optima. Der Branch-Teil
(Branch = Verzweigung) teilt den untersuchten Parameterraum anhand experimenteller Daten
wiederholt in Bereiche ein, fiir die quadratische Regressionen durchgefiihrt und ein Qualitétskri-
terium bewertet werden. Der Bound-Teil setzt in fiir die Bereiche Grenzen (Bound = Grenze), in
denen es sich nicht weiter lohnt erneut Versuchspunkte zu setzen. Das Ergebnis sind einzelne

quadratische Approximationen fiir alle Bereiche, die zusammengenommen einen Uberblick iiber
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alle Optima im Parameterraum bieten. Diese Regression wird normalerweise in der statistischen
Versuchsplanung (Douglas 2007) verwendet, um die optimale Parameterkombinationen zu ermit-
teln und ist bisher nicht mit Branch-and-Bound Algorithmen kombiniert worden.

Andere evolutive, sich an das Optimum herantastende Prinzipien wurde zur Medienoptimie-
rung erfolgreich mit dem sogenannten genetischen Algorithmus angewandt (Freyer 1992; Link
and Weuster-Botz 2006; Weuster-Botz et al. 1997).

Der zweite Teil der hier verwendeten Methode ist der stochastische Teil, der die Entscheidung
des Algorithmus festlegt, in welchem Parameterraum ein Bound stattfindet und in welchem ein
Branch stattfindet, was wie der genetische Algorithmus einen evolutives Vorgehen ist. Hierbei
wird die ZielgroBe (hier FLg,e,) im untersuchten Parameterraum mit der Response-Surface Me-
thode, also einem quadratischen Modell dargestellt. Diese Regression wird normalerweise in der
statistischen Versuchsplanung (Douglas 2007) verwendet, um die optimale Parameterkombinati-
onen zu ermitteln und ist bisher nicht mit Branch-and-Bound Algorithmen kombiniert worden.

Der Algorithmus wird dahingehend angepasst, dass 48 Versuche pro Runde durchgefiihrt wer-
den und damit der maximalen Anzahl paralleler Kultivierungen in einer Flowerplate entspre-
chen’. Die Versuche starten mit einem ersten Set von Experimenten von Kombination der vier
Parameter. Anhand dieser Ergebnisse legt der Algorithmus die nichsten Versuchspunkte in nur
einem Teil des vorherigen Versuchsraums fest und wertet die Ergebnisse erneut mit einer Res-
ponse Surface Methode aus. Mit diesem Algorithmus werden die vier Medienkomponenten in 5
Flowerplates mit je 48 Experimenten (47 Versuchspunkte + 1 Referenzkultivierung), also in ins-
gesamt 240 Experimenten untersucht. Die jeweiligen Medienzusammensetzungen werden auto-
matisiert aus Pipettierlisten eingelesen und vom Roboter pipettiert. Die Validierung dieser Medi-
enerstellung ist in Kapitel 5.2.1 beschrieben. Die Ergebnisse von FLg,, aller Runden werden fiir
eine Approximation der Optimierungsfunktion verwendet. Diese ist in Abbildung 6.18 vierdi-
mensional dargestellt. Ein Wert von 1 bedeutet dabei ein FLg,, entsprechend der jeweiligen Re-
ferenzkultivierung (Abbildung 6.18).

Wie auch in der Sensitivititsanalyse wird eine sich verdndernde spezifische GFP-
Konzentration FLg., der vier Komponenten deutlich. Ohne die Standardkomponenten Ammo-
niumsulfat, Nickelsulfat, Kupfersulfat wird FLg,e, um den Faktor 1.5 gesteigert: Der Effekt des

Weglassens einzelner der drei Komponenten wird ebenfalls in den Vorversuchen deutlich. (vgl.

7 Algorithmus bereitgestellt von Oliver Schweissgut, Institut fiir Bio-und Geowissenschaften 1, FZ Jiilich
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Ammoniumsulfat

Abbildung 6.16). Alle drei Komponenten sind in dem etablierten Minimalmedium CG XII ent-
halten und sollten also zur optimierten Proteinproduktion nicht mehr eingesetzt werden.

Dieses optimierte Medium wird folgend als CG ExXII bezeichnet (vgl. Tabelle 6.8). Eine zu-
sitzliche Zugabe von Betain bewirkt keine deutliche Steigerung von FLy,,. Neben diesem wurde
ein zweites lokales Optimum bei  Verdopplung der Ammoniumsulfat- und
Zinksulfatkonzentration deutlich. Dieser Wert sollte aber bei der vorliegenden Datenlage als Aus-
reifer gewertet werden, da nur aufgrund eines einzigen experimentellen Wertes die Regression

verfilscht wird (griner Punkt in Abbildung 6.18).
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Abbildung 6.18: Medienoptimierung zur sekretorischen Proteinproduktion: 4 Parameter der spezifischen Fluo-
reszenz bei Glucoselimitation. Rote Markierungen entsprechen den Bedingungen in den Optimie-
rungsexperimenten. Mit Kreisen markierte Medienzusammensetzungen stellten sich als optimal
heraus, bzw. entsprechen dem Standardmedium CG XII.
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Ohne die Kombination aller drei Parameter, also bei einer OFAT-Analyse wie sie bei den
Voruntersuchungen durchgefiihrt wurde, wire die optimale Medienkomposition nicht gefunden
worden. Hatte man hingegen einen vollfaktoriellen Plan mit fiinf Abstufungen fiir alle vier Medi-
enkomponenten durchgefiihrt, hitte man ein Set von 5* = 625 Experimenten durchfiihren miissen.
Durch den Branch-and-Bound Algorithmus wird diese Zahl um 62% auf 235 Experimente redu-
ziert. Eine Reduktion der Experimente kann z. B. auch mit einem genetischen Algorithmus er-
reicht werden. Weuster Botz erreichte mit 13 untersuchten Medienbestandteilen eine verbesserte
Lysinausbeute in nur 2 * 236 anstelle von 2'* = 8192 Versuchen. Durch die Verwendung des ge-
netischen Algorithmus hétte aber ein positiver Ausreifler, wie er in unserem Fall beobachtet wur-
de, ein ,,Festklammern® des Algorithmus, also eine Streuung der weiteren Versuchspunkte um
diesen Wert bewirken konnen. Auch hétte ein lokales Optimum evtl. dazu gefiihrt, dass das tat-
sdchlich hohere, globale Optimum nicht gefunden worden wére. Fiir eine Medienoptimierung mit
wenigen Parametern stellt der in dieser Arbeit verwendete Branch-and-Bound Algorithmus also
einen praktikablen Kompromiss zwischen dem genetischen Algorithmus und klassischer statisti-
scher Versuchsplanung dar.

Die Zeit fiir die manuelle Arbeit konnte durch die automatisierte Medienerstellung mittels Pi-
pettierroboter von 2.5 h auf 0.2 h, also um den Faktor 12.5 je Flowerplate deutlich reduziert wer-
den. Gemeinsam mit dem verwendeten Algorithmus (Zeitersparnis Faktor 2.7) kann hier von
einer um den Faktor 33 beschleunigten Medienoptimierung gesprochen werden. Die hier etablier-
te Methode konnte auch fiir weitere ZielgroBen oder Produkte angewendet werden. Ob das ent-
wickelte Medium nur fiir GFP-Produzenten funktioniert, oder auch bei anderen sekretorischen

Proteinen wird im folgenden Teilkapitel untersucht.

6.3.3 Validierung des optimierten Mediums mit Cutinase

Das entwickelte CG ExXII Medium wird nachfolgend ebenfalls mit C. glutamicum Trans-
formanten getestet, die nicht GFP, sondern Cutinase mit Hilfe des NprE-Signalpeptids sekretie-
ren. Dieser Stamm wird im Schiittelkolben mit dem optimierten (CG ExXII) und dem klassischen

Medium (CG XII) untersucht.
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Abbildung 6.19: Ubertrag des optimierten CG ExXII Mediums auf ein weiteres Zielprotein: GEP, sekretiert mit
phoD als Signalpeptid einer BioLectorkultivierung (links) entspricht den Bedingungen aus den Op-
timierungsexperimenten. Ubertrag auf C. glutamicum Cutinase-Produzent mit dem Signalpeptid
NprE im Schiittelkolben (rechts).

Um einen Einfluss auf die spezifische Produktbildung zu veranschaulichen, ist das Fluores-
zenzsignal des BioLectors iiber dem Backscattersignal aufgetragen (Abbildung 6.19, links). Die
Steigung dieser Auftragung ergibt die Kenngrofle FLs,,. Auf gleiche Weise sind in Abbildung
6.19, rechts die Werte der Cutinaseproduktion im Schiittelkolben dargestellt. Auch hier entspricht
die Steigung der Trendlinie der spezifischen Aktivitdt EAgp., in kUggry'. Als Negativkontrolle
der GFP-Produktion ist hier der Ansatz ohne IPTG aufgefiihrt.

Die spezifische GFP-Bildung wird also mit dem neuen Medium CG ExXII um den Faktor 1.5
gesteigert, was auch schon in Abbildung 6.18 auf Seite 117 zu sehen ist. Die spezifische
Cutinasebildung ldsst sich in dem CG ExXII Medium ebenfalls um Faktor 1.5 steigern
(Abbildung 6.19, rechts). Damit konnte das Ergebnis im optimierten Medium auf ein weiteres
Protein tibertragen werden.

Es ist weiterhin nicht klar, ob sich fiir die Cutinaseproduktion bei der Medienoptimierung das
gleiche Bild ergeben wiirde, wie es sich fiir GFP in Abbildung 6.18 ergibt. Die Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf Cutinase mit einem Versuchspunkt sprechen aber fiir einen allgemeinen posi-
tiven Effekt des neu entwickelten Mediums auf die sekretorische Produktion heterologer Proteine
in C. glutamicum. Welcher physiologische Effekt fiir eine verbesserte spezifische Ausbeute ver-
antwortlich ist, kann an dieser Stelle nicht gekldrt werden. Messwerte der GFP-Produktion in der

Medienoptimierung stammen ausschlieBlich aus der Fluoreszenz-Analytik des BioLectors. Ob
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die in CG ExXII verbesserte Fluoreszenz nun aber aus einer verbesserten Expression, Sekretion,
Faltung oder einer verbesserten Stabiltitdt entsteht, kann nicht beantwortet werden. Ein alleiniger
Einfluss des fluoreszierenden Zentrums, dem Chromophor von GFP ist aber auszuschlieen, da

sich die Ergebnisse auch auf die nicht-fluoreszierende Cutinase iibertragen lassen.

6.3.4 Einfluss der Stickstoffquelle

Das entwickelte Medium CG ExXII bewirkt ohne die Stickstoffquelle Ammoniumsulfat eine
verbesserte Proteinproduktion, was aufgrund des starken Stickstoffanteils in Proteinen ein iiberra-
schendes Ergebnis ist. Um den Einfluss der Stickstoffquelle genauer zu untersuchen, werden
Ammoniumsulfat und Harnstoff, die zweite in CG XII Medium enthaltene Stickstoffquelle unter-
sucht. In dem folgend dargestellten, nachgelagerten Versuchsteil werden diese beiden Stickstoff-
quellen im CG XII Medium in einem vollfaktoriellen Versuchsplan variiert. Die Kenngrofien
FLspez, HMax und FLgep sind in der folgenden Abbildung 6.20 als Funktion der Konzentration bei-

der Medienkomponenten dargestellt.
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Abbildung 6.20:  Untersuchung des Einflusses der Stickstoffquellen Ammoniumsulfat — 25;0
und Harnstoff auf Wachstum und Produktbildung von C. glutamicum. —50%

75%

Links: Spezifische Fluoreszenz FLSpez, Mitte: spezifische Wachstumsrate —_

uMax, rechts: Maximale GFP-Fluoreszenz.

Wird CG XII kein Ammoniumsulfat sondern 5 gL' Harnstoff zugegeben, liegt eine optimale
spezifische Produktbildung vor (Abbildung 6.20, links). Die Ergebnisse bestitigen also, dass sich
wie in CG ExXII bei niedriger Ammoniumsulfat-Konzentration der Harnstoff positiv auswirkt.
Die optimale GFP-Fluoreszenz FLgrp (nicht biomassespezifisch) stellt sich hingegen bei einer
Substratmischung von 5 gL' Ammoniumsulfat und 2 gL' Harnstoff ein (4bbildung 6.20,

rechts). Da in diesem Bereich aber verhéltnisméBig viel Biomasse produziert wird, hat dies eine
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nur suboptimale spezifische Fluoreszenz FLge, zur Folge. Je nach betrachteter ZielgroBe werden
also verschiedene Optima gefunden, was zu einem ,,pareto-optimalen* Bereich fiihrt. Ahnliches
wurde fiir optimale Biomassebildung und optimale Produktbildung bei der Medienoptimierung
von B. megaterium beobachtet (David et al. 2010).

Anhand dieser unterschiedlichen Optima wird auch hier deutlich, dass ein wesentlicher Punkt
bei einer Medienoptimierung die Definition der ZielgréBe ist: erhohter Produkttiter (hier: FLGpp)
ist nicht gleichbedeutend mit viel Protein pro Zelle (Cspez, bzw. EAgpe,). Zur Anwendung konnte
das Medium in einem zweiphasigen Fed-Batch-Prozess kommen, in dem zuerst in Standardmedi-
um Biomasse anwéchst und in der zweiten Phase die Proteinproduktion im neuen CG ExXII Me-
dium erfolgt. Hierzu miisste das erste Medium aus dem Reaktor ausgewaschen werden, damit den
Zellen kein Ammoniumsulfat mehr zur Verfiigung steht. Dies konnte durch eine am Reaktor be-
findliche Querstromfiltration stattfinden, wie sie bei Techniken zur Zellriickhaltung in einer kon-
tinuierlichen Kultivierung etabliert sind. Ware das Medium mit der Zielgroe des Produkttiters
FLgrp optimiert worden, so wire ein filir einfache Batchkultivierungen optimales Medium erstellt
worden, bei dem Biomassewachstum und Produktbildung in ein und derselben Prozessphase
stattfinden.

CG Ex XII ist das in dieser Arbeit neu entwickelte Medium basierend auf dem Minimalmedi-
en fiir C. glutamium, die auf Arbeiten von von der Osten et al. (1989) und Cremer et al. (1988)
zurlickgehen (s. Tabelle 6.8). Hierbei weichen die meisten Konzentrationen von allen wichtigen
Komponenten wie Leitsubstraten (Glucose), Nebensubstraten (Carbonaten, Phosphaten, Stick-
stoffquellen) und Spurenelemente voneinander ab. Der Einfluss der Komponenten ist in der Lite-
ratur nur fir einzelne Komponenten ndher angegeben (Kimura 1963; Liebl et al. 1989), selten
aber fiir Kombinationen der Medienkomponenten. Die einzig beschriebene systematische Opti-
mierung eines C. glutamicum-Minimalmediums fokussiert sich stark auf den Einfluss von Spu-
renelementen auf die Lysinproduktion (Weuster-Botz et al. 1997). Die Spurenelemente dieser
Publikation, die nicht in CG XII enthalten sind, zeigen in den nun vorliegenden Ergebnissen die-
ser Arbeit keinen Einfluss in den OFAT-Vortests und wurden in der Optimierung nicht weiter
untersucht. Analogien der vorliegenden Ergebnisse sind jedoch bei dem Medium zur Proteinpro-
duktion von Ajinomoto zu sehen (Date et al. 2006; Kikuchi et al. 2008b), in welchem wie in dem
CG ExXII keine Zink-und Kupfer-lonen zugegeben werden. Dartiber hinaus werden von Ajino-
moto ebenfalls keine Calcium-und Nickelionen verwendet, die sich in dieser Arbeit bei den

OFAT-Vortests als essentiell herausgestellt hatten. Bei diesen Analysen sind jedoch keine kom-
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binatorischen Effekte berticksichtigt. Es ist also moglich, dass die sekretorische Proteinprodukti-

on begiinstigt wird, wenn man mehrere Spurenelemente aus dem Medium weglésst. Dieser Effekt

zeigte sich auch in dieser Arbeit deutlich bei den kombinatorischen Effekten von Kupfer-und

Zink-Tonen. Ebenso deutlich ist aber auch, dass das globale, tatsidchliche Optimum der Medien-

komponenten zur Proteinsekretion hiermit aller Voraussicht nach nicht gefunden werden konnte.

Tabelle 6.8:  Acht verschiedene Minimalmedien fiir C. glutamicum. Grau hinterlegte Komponenten wurden in
der Sensitivitdtsanalyse untersucht, rot hinterlegte Komponenten wurden mit dem evolutiven Algo-
rithmus optimiert. Abkiirzungen: PCA = Protocatechuic acid, PMB = Preculture medium.

PMB PMB CGC CGX CorynEx  CG XII Lysin CG Ex
(Osten (Kind (Schrumpf (Cremer (Date (Keilhauer Prod. XII (Diese
1989) 2009) 1992) 1988) 2006) 1993) (Weuster Arbeit)
1997)
Glucose 20¢g 10g 40 g 40g 120 g 40¢g 100 g 20g
Harnstoff 5¢ 5¢ 5¢g Sg
KH,PO, lg 77g 05g 05g 15g lg 05g lg
K,HPO, 8g 2498 g 05g 05g lg 05g lg
MgSO, 02g 025g  025g 3g 025g  285mg 025¢
MOPS 4g
CaCl, 55 mg 47 mg 10 mg 10 mg 05¢g 10 mg
Jesos 2 mg 20mg  10mg  10mg 003mg 10mg  28.5mg 10 mg
MILSOO4 2 mg 2 mg 10 mg 10mg  0.03mg 10 mg 16.5 mg 10 mg
WL 0.02mg  0.02 mg 0.02mg 0.043mg 0.02mg
Biotin 0.5 mg 0.5 mg 0.2 mg 0.2 mg 0.2 mg 0.85 mg 0.2 mg
PCA 30 mg 7.5 mg 7.5 mg
NaCl lg lg
Thiamin 1 mg 1 mg 0.45 mg
Citrate Naj lldg
2H,0
Na;B40; 02mg 02mg
(NH)Mo7O2  01mg  0.1mg 0.065 mg
CaCO; 50¢g
H3B03 0.05 mg
CoCl, 0.13 mg
-6H,0
KAI(SO4)2 0.028 mg
-12H,0
Na,SeO
A 0.019 mg
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Auffallend ist bei Betrachtung der Ergebnisse, dass Spurenelemente - also Metallionen - einen
Einfluss auf die Proteinsekretion durch die bakterielle Zellwand haben. Zellwdnde haben eine
hohe, negative Ladungsdichte und kénnen dadurch Kationen binden. Einige dieser gebundenen
Kationen wie Ca®’, Fe’", Mg®" begiinstigen die in der Zellwand lokalisierte Prozessierung und
Faltung sekretorischer Proteinen wie der a-Amylase und der Levansucrase von B. subtilis
(Haddaoui et al. 1999; Leloup et al. 1997).

Die variierten Metallionen haben nicht nur Einfluss auf die Nettoladung des Zielproteins, was
an sich schon Auswirkungen auf die Sekretionsleistung haben kann, sondern auch auf die Protei-
ne des Sekretionsapparates (Thwaite et al. 2002). Hierdurch kann es zu verdnderten Bindungs-
verhdltnissen zwischen den verschiedenen Strukturen wie Zielproteinen, Signalpeptiden,
Chaperonen, Proteasen und Translokasen kommen, was sich ebenfalls positiv oder negativ auf
die Proteinsekretion auswirken kann. Ein einfaches Ursache-Wirkung-Prinzip ist hier also schwer
zu erkennen. Eine experimentelle Bestimmung des Einflusses von Metallionen und deren Kom-
binationen ist fiir eine optimale Medienerstellung also unabdingbar.

Dies wird auch an Ansétzen deutlich, die Ergebnisse einer Medienoptimierung mittels geneti-
scher Algorithmen neuen Ansétzen wie der Cofaktoranalyse mittels Genomannotation gegen-
iiberstellen (David et al. 2010). Dabei wird zundchst der Einfluss von Metallionenkonzentratio-
nen auf die Proteinsekretion in B. megaterium beschrieben. Die Autoren optimierten mithilfe des
genetischen GALOP Algorithmus ein etabliertes Medium und steigerten damit die sekretorische
Antikorperproduktion. Es konnte dabei durch Verringern der Co* -und Ca®'-Ionenkonzentration
und durch Erhhung der Mg®"-Ionenkonzentration die Proteinsekretion gesteigert werden. Die
Datenbankanalyse von gelosten und membrangebundenen Proteinen des Stammes und deren
Klassifizierung zu den benétigten metallischen Cofaktoren konnte zwar eine gesteigerte Verwen-
dung von Mg*"-lonen in zellwandgebundenen Proteinen feststellen, der Effekt von Co*'-und

Ca®"-Ionen konnte aber durch dieses in-silico-Verfahren nicht vorhergesagt werden.
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Abbildung 6.21: Abfolge der Optimierungsmodule auf dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM
(JUBOS).

6.4 OPTIMIERUNG DER FEEDRATE FUR
CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM

Die industrielle Produktion heterologer Proteine wird in der Regel mittels Zulaufverfahren,
sogenannte ,,Fed-Batch* Prozesse realisiert. Hohe Raum-Zeit-Ausbeuten sind die Vorteile dieser
etablierten Prozessfithrung gegeniiber der satzweisen Kultivierung. Eine kontinuierliche Kultivie-
rung zeichnet sich zwar ebenfalls durch eine auf lange Sicht hohe Raum-Zeit-Ausbeute aus,
kommt aber, bedingt durch die genetische Instabilitit von Produktionsorganismen rekombinater
Proteine, bei der Proteinproduktion selten zum Einsatz.

Ein wichtiger Parameter solcher Fed-Batch-Prozesse ist die Zulauf-oder auch Feedrate der
Substratlosung. Diese technische StellgréB3e hat direkten Einfluss auf das Biomassewachstum und
die (Neben-) Produktbildung. Im folgenden Kapitel werden in Fed-Batch Kultivierungen unter-

schiedliche Feedraten eingestellt, um so den Einfluss der Substratversorgung auf die sekretori-
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sche Proteinproduktion zu priifen. Desweiteren wird die Moglichkeit einer Durchsatzerh6hung

dieses Optimierungsschrittes durch eine enzymatische Glucosefreisetzung in MBRs getestet.

6.4.1 Feed Optimierung im Bioreaktor

Ziel des Versuchs war es, den Einfluss der Substratversorgung in der Feedphase auf die sekre-
torische Proteinproduktion von C. glutamicum zu untersuchen. Hierzu wird die Feedphase eines
zweiphasigen Prozesses untersucht (Abbildung 6.22). In der ersten Phase wichst C. glutamicum
in einer Batchkultur auf 20 g L™ Glucose in CG XII Medium an. Nach Verbrauch der Batchglu-
cose wird ein Glucosefeed durch die lineare oder exponentielle Zufiitterung einer Losung aus 400
gL Glucose geldst in CG XII Medium gestartet. Dabei werden vier verschiedene Feedraten
bzw. spezifische Wachstumsraten p eingestellt, die ein Glucose-limitiertes Wachstum ergeben.
Die linearen Feedprofile werden mit drei Produktionsstimmen fiir Cutinase (SP: NprE, YwmC,
YpjP) und einem Leervektorstamm getestet. Die vier exponentiellen Feedprofile werden zur Un-
tersuchung eines Cutinase-Produzenten (SP: NprE) verwendet.

Bei linearer Feedrate wichst C. glutamicum nicht wie in einem Batch-Ansatz exponentiell,
sondern in Abhingigkeit der Feedrate (Abbildung 6.22, links). Zur Auswertung wird der Erhal-
tungsstoffwechsel vernachldssigt (Formel 3, S. 17), wodurch mittels linearer Regression die (un-
spezifische) Wachstumsrate rx bestimmt werden kann. Obwohl sich in der Feedphase aufgrund
des Erhaltungsstoffwechsels wahrscheinlich kein vollstindig lineares Wachstum einstellt, wird
diese Abweichung vom linearen Trend bei der Auswertung mittels linearer Regression unter Be-
ricksichtigung des statistischen Fehlers in Kauf genommen.

Bei der Produktbildung wird eine Wachstumsassoziation angenommen. Wenn diese Annahme
stimmt, ergdbe sich in Abbildung 6.22 (rechts) eine lineare Abhéngigkeit zwischen
Cutinaseaktivitdt (Y-Achse) und Biomassekonzentration. Obwohl die Wertepaare um den linea-
ren Trend streuen, ergeben sich Steigungen der linearen Regression, die alle mit einer Regressi-
onsgiite > 0.85 bestimmt werden konnen. Aus diesem Grund wird zur Auswertung die Annahme
der Wachstums-assoziierten Produktbildung nicht aufgehoben.

An dieser Stelle wird die spezifische Produktbildung nédher betrachtet (Tabelle 6.9), welche
sich aus der linearen Regression von lipolytischer Aktivitdt iiber Biotrockenmasse ergibt
(Abbildung 6.22, rechts). Durch diese Annahme lésst sich die spezifische Aktivitit EAgpe,

[kU'ggry'] durch die Steigung der linaren Regression ausdriicken.
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Abbildung 6.22: Fed-Batch in 1 L Bioreaktoren mit vier linearen Feedraten. Links: Biotrockenmasse BTM von

C. glutamicum, der YpjP-Cutinase produziert, Rechts: lipolytische Aktivitit tiber BTM und lineare
Regression zur Berechnung der spezifischen Aktivitdt (Werte s. Tabelle 6.9. Batchphase mit 20 gL
! Startglucose (schwarze Punkte). Farbige Datenpunkte entsprechen der Fedbatch-Phase gemessen
mit jeweils unterschiedlichen Feedraten: Blau: 12 gL™"h™" Glucose, Rot: 8 gL ™"h™, Griin: 4 gL ™"h"
! Gelb: 2 gL

Tabelle 6.9: Produktbildung mit verschiedenen Fed-Batch Verfahren: Spezifische lipolytische Aktivitit
EAgy,, der Cutinase fusioniert mit den Signalpeptiden NprE, YwmC, YpjP in der Phase eines linea-
ren Feedprofils, sowie NprE mit einem exponentiellen Feedphase. (Grafische Darstellung: s. An-
hang S. 147). Der Leervektorstamm zeigte bei allen vier Feedraten keine nachweisbare lipolytische
Aktivitdt (Daten nicht gezeigt). Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet mittels linearer
Regression aus 6 bis 8 Proben der spiten Feedphase. Mittlere spezifische Aktivitdt der Batchphase
in CG XII mit 20 gL' Glucose berechnet aus Proben der exponentiellen Phase der Batchkultur (ab
2 gL BTM).

Sperifische lipolytische Aktivitit EAgy, [KUggry]
Linearer Feed Exponentieller Feed

Lineare :
Feedrate EAsper EAspe, EAspe, SPNprE
[g’L'l'h"] SP: NprE SP: YwmC SP: YpjP p[h™] EAspe,

2 2.00 +0.20 0.78 +0.09 1.06 +0.17 0.11 132 =007

4 2.96 +0.35 0.78 +0.07 1.94 +£0.32 0.19 0.80  +0.09

8 1.73 +0.37 1.52 £0.10 1.24 £0.17 0.28 0.65 *004

12 0.93 +0.05 1.01 +0.08 0.85 +0.11 0.33 0.53 +0.14

Batch 1.38 +0.08 0.88 +0.08 1.02 +0.06
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Die spezifische Produktkonzentration erhoht sich bei mittleren bis niedrigen Feedraten um bis
zu einem Faktor 2.1 (NprE-Cutinase) im Vergleich zu Batch-Kultivierungen®. Hier zeigt sich je
nach gewdhltem Signalpeptid ein unterschiedliches Bild: Wihrend die Cutinase mit dem Signal-
peptid YwmC bei der zweithochsten Feedrate (8 gL™h™) ein Optimum aufweist, haben die
NprE-und YpjP-Cutinase bei der zweitniedrigsten Feedrate (4 gL"h™") ihr Optimum. Durch Ein-
stellen der niedrigsten Feedrate (2 gL™"h™") sowie der hichsten Feedrate (12 gL™h™") ergab sich
aber bei allen drei Signalpeptiden eine verminderte Produktbildung.

In bereits publizierten Prozessoptimierungen der intrazelluldren Proteinproduktion in E. coli
(Turner et al. 1994) werden ebenfalls bei mittleren Feedraten erhohte Produktivititen beschrie-
ben. Spétere Untersuchungen auf Omics-Ebene ergaben, dass die Translation bzw. die Anzahl der
Ribosomen in dem Fall der limitierende Schritt in der Proteinbiosynthese ist (Neubauer et al.
2003; Sandén et al. 2003). Weitere Publikationen zum Verhalten der Produktbildung bei ver-
schiedenen Feedraten werden von Yee and Blanch (1992) zusammengefasst. Die Autoren konn-
ten jedoch kein konsistentes Bild feststellen. Wéahrend einige Autoren eine gesteigerte Produkt-
bildung bei verringerter Wachstumsrate beschreiben (Curless et al. 1990), wird das Gegenteil
ebenso beschrieben (Siegel and Ryu 1985). In beiden Publikationen wird die Kopienzahl der
Plasmide vor und nach der Induktion als mitentscheidend fiir eine hohe oder niedrige Produktbil-
dung angegeben. Alle Publikationen haben lediglich die intrazelluldre Proteinproduktion in Ab-
hingigkeit der Wachstumsrate thematisiert.

In Hinblick auf eine verbesserte Sekretion ist der positive Effekt bei geringer Wachstumsrate
fir Hefen und filamentose Pilze bekannt (Pakula et al. 2005; Park and Ramirez 1989). Die Prote-
insekretion wurde von den Autoren anhand von Markierungsexperimenten bewertet, wodurch nur
der Transport tiber die Membran und dessen Kinetik untersucht wurde. In der vorliegenden Ar-
beit werden alle zelluldren Vorgédnge von der Proteinbiosynthese bis hin zur Proteinsekretion als
,,Black-Box“ betrachtet. Da man aber auch bei diesen Versuchen eine verbesserte Ausbeute bei
niedriger Wachstumsrate erkennt, kénnte die Proteinsekretion tatsdchlich der Engpass wahrend
der Kette von Transkription, Translation und Sekretion sein.

Gestiitzt wird die Hypothese durch die publizierten Mechanismen der Proteinsekretion
(Caspers et al. 2010). In diesen Versuchen wurden (in-vitro) effiziente, artifizielle Signalpeptide

getestet, die aber zu einer geringen Produktivitdt in-vivo fithrten. Als moglichen Grund vermuten

% grafische Darstellung der Ergebnisse s. Anhang S. 144
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die Autoren eine Blockierung des Sekretionsweges durch eine ,,Verstopfung® der Gram-positiven
Zellwand mit translokierten, aber nicht prozessierten und weiterhin zellwandgebundenen Pepti-
den. Dies konnte ebenfalls eine Begriindung fiir die hier beobachteten Effekte wéahrend glucose-
limitiertem Wachstum in der Feedphase sein: eine verminderte Glucosezufiitterung bewirkt eine
ebenfalls verminderte Proteinexpression. Die daraus resultierende niedrige Konzentration intra-
zelluldrer rekombinanter Proteine kann vom Sekretionsapparat besser prozessiert werden, wo-
durch die extrazelluldre Konzentration rekombinanter Proteine hoher ist als bei hohen Expressi-
onsraten. Dadurch konnte eine verminderte Glucoseversorgung bei der Verwendung effizienter
Signalpeptide die Blockierung der Zellwand und damit die des Sekretionsweges umgehen.

Dies bedeutet aber auch, dass ein Signalpeptid, welches im Stammscreening (also in Batchkul-
tivierungen) als ineffizient identifiziert wird, nur aufgrund der Sekretionsweg-Blockierung ein
falsch-negatives Signal bewirken konnte. Eine Verminderung der Glucoseversorgung, und damit
der Expressionsrate, konnte dieses Bottleneck beseitigen und die Sekretion dadurch begiinstigen.

Ein im Fed-Batch verindertes Verhalten ganzer Stammsammlungen von Hefen bei der Prote-
inproduktion (Scheidle et al. 2010) und bei der Biokonversion (Grimm et al. 2012) ist bereits
beschrieben. In beiden Publikationen verdnderte sich nicht die Produktivitdt aller Stimme um
einen konstanten Faktor, sondern vielmehr das Ranking guter und schlechter Produzenten. Dieses
Phdnomen zeigt sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls fir C. glutamicum
Cutinaseproduzenten. Wenn der Produktionsprozess spéter ebenfalls in einem Fed-Batch-
Verfahren erfolgt, sollte die Kultivierung zur Stammauswahl also nach Moglichkeit unter
glucoselimitierten Bedingungen erfolgen. Dies ist aufgrund des hohen Arbeitsaufkommens nicht
in herkdommlichen Bioreaktoren durchfiihrbar.

Generell ist die Feedratenoptimierung aufgrund von Arbeiten in Bioreaktoren ein stets arbeits-
und zeitintensiver Optimierungsschritt. Um diese Optimierung zu beschleunigen wurde in dieser
Arbeit eine Methode zur Voruntersuchung der Feedrate im MTP-MafBstab getestet. Mit Hilfe die-
ser im folgenden Kapitel beschriebenen Methode soll gepriift werden, ob neue Stimme in ihrem

Produktbildungsverhalten stark sensitiv auf einen verdnderten Glucosefeed reagieren.
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6.4.2 Feed Screening im BioLector

In den vergangenen 5 Jahren sind verschiedene Méglichkeiten beschrieben worden, in Schiit-
telkolben oder Mikrotiterplatten eine langsame Glucosefreisetzung zu realisieren. Physikalische
Glucosediffusion aus Trigermaterialien, z.B. den Feed-Beads (Jeude et al. 2006) eignen sich
zwar hierfiir, haben aber den Nachteil, dass die Online-Analytik des BioLectors durch die Tra-
gergele gestort wird. Mikrofluidische Kandle zur Glucoseversorgung umgehen diese Storung
erfolgreich (Funke et al. 2010), sind aber bisher nicht kommerziell erhéltlich. Eine dritte Mog-
lichkeit ist die enzymatische Glucosefreisetzung aus l6slichen Polymeren (Panula-Perala et al.
2008; Siurkus et al. 2010). Bei dieser Technik werden dem Medium neben dem geldsten Gluco-
sepolymer auch Glucosidasen zugegeben, die mit einer konstanten Rate endstindige Glucosemo-
nomere freisetzen. In dieser Arbeit wird ein fiir C. glutamicum optimiertes’ und kommerziell er-
hiltliches Medium fiir C. glutamicum verwendet (FIT-Medium von m2p-labs, Aachen/D). In die-
sem Medium wéchst C. glutamicum mit pEKEX::nprE-cutinase in einer anfanglichen Batchphase
in 900 puL im Substratiiberschuss. Das Glucosepolymer ist zu dem Zeitpunkt bereits im Medium
enthalten. Wenn die Batchglucose in allen 48 Kultivierungen verbraucht ist (angezeigt durch an-
gestiegenen Gelostsauerstoff), werden in Duplikaten 24 unterschiedliche Mengen Enzym durch
den Pipettierroboter gegeben. Hierfiir liegen 24 Verdiinnungen der Enzyml6sung mit VE-Wasser
vor, wodurch das zugegebene Volumen (100 pL) konstant war.

Priméres Ziel dieses Versuchs ist der Nachweis, dass sich die Glucosefreisetzung direkt mit
der Enzymmenge einstellen ldsst. Sekundires Ziel ist die Uberpriifung, ob sich ein dhnliches Pro-
fil der Proteinsekretion bei unterschiedlicher Glucoseversorgung ergibt, wie bereits in Bioreakto-
ren beobachtet wurde (s. Kapitel 6.4.1).

Man erkennt einen von der Enzymmenge abhingigen Verlauf von Biomasse und Gelost-
sauerstoff (Abbildung 6.23, A). Die maximale Biomasseausbeute BTMy,x sowie die (unspezifi-
sche) Wachstumsrate dc,/dt (Abbildung 6.23, B) sind abhédngig von der eingesetzten Menge an
Glucosidasen. Bei hohen Glucosidase-Konzentration werden beide Werte vermindert, bzw. stati-
ondr, was sich durch zwei Effekte erkldren ldsst: Der Verminderung der maximalen Biomasse
wird wahrscheinlich durch die gemessene Sauerstofflimitierung verursacht (Abbildung 6.23, A,

rechts).

? Entwickelt von Nina Pfelzer, Institut fiir Bio-und Geowissenschaften 1, FZ Jiilich
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Abbildung 6.23: 48 parallele Mikro-Fed-Batch Ansitze. C. glutamicum kultiviert in FIT-Medium mit unterschied-
lichen Mengen an Glucosidasen. A.) Biomasse-und Gelostsauerstoff-Verlauf. B.) Maximale Bio-

masse (BTMyay, links) und Wachstumsrate rx = deydt”, rechts). C.) Lipolytische Aktivitdt im
Uberstand von abgeernteten Kultivierungen.

Bekanntlich produziert C. glutamicum unter diesen Bedingungen vermehrt Nebenprodukt wie
Lactat oder Pyruvat (Eggeling and Bott. 2005), was dieses Phianomen erklért. Die stagnierende
(unspezifische) Wachstumsrate ry ist wahrscheinlich durch einen Glucose-Uberschuss verursacht.
Durch diesen Glucoseiiberschuss wachsen die Zellen mit maximaler Wachstumsrate, die maxi-
male Wachstumsrate wird an dieser Stelle also nicht weiter durch noch mehr Glucosefreisetzung
gesteigert. Unterhalb dieser kritischen Glucosidasemenge verhélt sich aber die Wachstumsrate

linear zur eingesetzten Glucosemenge. Dadurch ist das erste Ziel des Versuchsteils erreicht.
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Das zweite Ziel ist der Vergleich der Cutinasebildung gegentiber Bioreaktorkultivierungen bei

unterschiedlichen Glucosezufiitterungen. Von allen 48 Kultivierungen wird die lipolytische Akti-

vitit der Uberstdnde nach 20 h vermessen, um so die Aktivitit der sekretierten Cutinase zu be-

stimmen (Abbildung 6.23, C). Hierbei stellt sich ein priagnantes Optimum bei 5 % v/v zugegebe-

ner Enzymlgsung heraus. Auch die spezifische Aktivitit (EA pro Biotrockenmasse, hier nicht

gezeigt) zeigt bei gleicher Enzymmenge ein Optimum. Man erhilt also bei diesem Test die In-

formation, dass der Produktionsstamm sich produktiv bei verringerter Feedrate verhilt. In wel-

chem Bereich diese optimale Feedrate liegt, ldsst sich aus der Enzymmenge nicht direkt ermit-

teln.

Um also die X-Achse vergleichbar zu herkommlichen Bioreaktoren zu kalibrieren, kommen

verschiedene Vorgehensweisen in Betracht:

Enzymkinetische Daten: Literaturdaten lassen sich hierbei nicht verwenden, da der exakte
Enzymgehalt der Enzymlosung nicht bekannt ist. Eine experimentelle Bestimmung rele-
vanter Parameter in Versuchen im zellfreien Medium ist aufgrund der steigenden Glucose-
konzentration problematisch (Daten nicht gezeigt). Der prozesstechnisch interessante
Konzentrationsbereich liegt etwa zwischen 0 und 0.5 gL', da im Fed-Batch Glucose als
limitierendes Substrat verwendet wird. Dieser Konzentrationsbereich ist jedoch durch wie-
derholte Probenahme experimentell schwer zugénglich. Die Untersuchung der Freiset-
zungsrate bei hoheren Glucosekonzentrationen kann durch Riickreaktionen oder Produkt-
hemmungen verfilscht werden.

Berechnung der Glucosefreisetzung mit Yxss und der unspezifischen Wachstumsrate ry.
Mit einem einfachen Modell ldsst sich durch die gebildete Biomasse auf die verbrauchte
Glucose riickschlieBen. Nicht berticksichtigt wird bei dieser Vorgehensweise der wahre
Ausbeutekoeffizient, bzw. der Erhaltungsstoffwechsel unter diese Bedingungen. Weiterhin
wiirde ein Vergleich von Freisetzungs-und Feedrate die unterschiedliche Biomasse bei
Feedstart aus 5 gL' Batchglucose im BioLector bzw. 20 g L™ Batchglucose in Bioreakto-
ren nicht berticksichtigen.

Fir einen Vergleich von Bioreaktor und BioLector wird also die Wachstumsrate auf die
Feedstart-Biomasse normiert. Dies ist nach wie vor keine spezifische Wachstumsrate p,

sondern wird an dieser Stelle 1y sy, genannt.
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Abbildung 6.24: Vergleich von Fedbatch in Bioreaktoren (links), und Mikrofedbatch im MTPs. Die spezifische
lipolytische Aktivitit (y-Achse) wurde normiert auf den hochsten Datenpunkt der Datenreihe. Die
Wachstumsrate rx g, Wird wie in Formel 6.1 bestimmt.

Diese Darstellung orientiert sich im Vergleich zu den vorher beschriebenen Vorgehensweisen
am chesten an der experimentellen Datenlage, da hier diec Biomassemessung des BioLectors mit
einbezogen wird. Bei diesem so durchgefiihrten Vergleich erkennt man im dhnlichen Wachs-
tumsratenbereich das Optimum der spezifischen lipolytischen Aktivitiat. Das Medium scheint also
zur Voruntersuchung der Sensitivitit eines Produzenten gegeniiber Glucoselimitation geeignet.

Damit stehen nun verschiedene Methoden bereit, die Proteinexpression anhand der Glucose-
versorgung der Fed-Batch-Kultivierung zu steigern. Die klassische Herangehensweise ist die
Prozessoptimierung im Bioreaktormalstab, die in dieser Arbeit bei drei Cutinase-Produzenten
eine bis zu Faktor 2.6 gesteigerte spezifische Aktivitdt fithrte. Die arbeitsintensive Feed-
Optimierung konnte durch eine Voruntersuchung durch das hier gezeigte FIT-Medium im MTP-

MaBstab erleichtert werden, um dadurch die Dauer der Bioprozessoptimierung zu verkiirzen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Fiir eine Optimierung der Proteinproduktion, wird in dieser Arbeit das MBR-System BioLec-
tor verwendet. Mit Hilfe dieses Gerites lassen sich 48 parallele Kultivierungsexperimente bei
kontrollierten Bedingungen untersuchen. Dieses Kultivierungssystem wurde in eine Robotik-
Anlage integriert, wodurch z.B. eine automatische IPTG-Zugabe oder Probenahme wéhrend der
Kultivierung durchfiihrbar ist. Durch die Systemintegration weiterer Gerite, wie Zentrifuge und
Plattenphotometer, lassen sich auf dieser Plattform mikrobielle Kultivierungen ebenfalls automa-

tisiert vorbereiten und analysieren.

Validierung der automatisierten Kultivierungsplattform fiir die Proteinproduktion

Die automatisierte Kultivierungsplattform wurde anhand von Tests validiert, die fiir diese
mikrobiellen Arbeiten relevant sind. Hierdurch ist nun die automatisierte Medienerstellung im
mL-Mafstab mit einem relativen Fehler von < 10% moglich. Kalibrierungsexperimente der Onli-
ne-Analytik des BioLectors ergaben einen groflen linearen Messbereich der Biomasse-Analytik
fiir die drei Proteinproduzenten C. glutamicum (bis mind. 9 gL™' BTM), B. subtilis (bis mind. 6
g'L'l) und E. coli (bis mind. 8 g‘L'l).

Die Kultivierungsergebnisse von drei unterschiedlichen C. glutamicum-Cutinaseproduzenten
lieBen sich erfolgreich in den 1 L Malstab tibertragen. Der Unterschied der Biomassebildung
zwischen den beiden Reaktorsystemen lag innerhalb des verhéltnisméBig niedrigen, statistischen
Fehlers der jeweiligen Grofe (relative Fehler: AYxs = 8%, Ap = 5%). Gleiches wurde fiir die
biomassespezifischen Enzymaktivitit EAg,e, beobachtet (AEAg,., = 7 %). Die spezifische Pro-
duktbildung cgpe, wich in einer 15 L Kultivierung (angimpft aus einer anderen Vorkultur) um
15% von den Ergebnissen im 1 L Mafstab ab. Der Scale-up vom 1 L-Mafstab in den 15 L-
Malstab erweist sich also als kritischer, als die MaB3stabsvergroerung vom BioLector in den 1 L
Modellbioreaktor. Anhand der Ergebnisse wir deutlich, dass sich die relevanten Kenngroflen zur
Proteinproduktion von 1 L Modellbioreaktor auch mit der BioLector-Kultivierung bestimmen
lassen.

Auf dieser automatisierten Kultivierungsplattform wurden nach dessen Validierung drei ver-
fahrenstechnische und eine biologische Optimierungsmethode fiir eine beschleunigte Bioprozess-

entwicklung der rekombinanten Proteinproduktion und Sekretion entwickelt.
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Entwicklung eines Stammscreening-Verfahrens

Die biologische Optimierungsmethode bestand in dieser Arbeit aus der Auswahl von geeigne-
ten Signalpeptid/Zielprotein-Kombinationen fiir eine optimale Sekretion von Cutinase aus
C.glutamicum. Anhand von Online-Messungen von z.B. Biomasse des BioLectors wurden
Probenahmezeitpunkt und Induktionszeitpunkt des Roboters ausgelost. Diese ,,getriggerten™
Pipettierevents fiihrten zu einem deutlich verringerten Fehler biologischer Replikate beziiglich
der Cutinaseproduktion (10% anstelle von 30%). Mit den hier entwickelten Verfahren wurden in
einem Proof-of Concept produktive Signalpeptid/Zielprotein-Kombinationen aus 120 Kultivie-
rungen identifiziert. Dabei hatte das Signalpeptid einen starken Einfluss auf die letztliche Sekre-
tion des Zielproteins. Da das effiziente Signalpeptid von dem Zielprotein an sich abhédngt, muss
fur jede neue sekretorische Produktion diese Methode durchgefiihrt werden. Damit ist die hier
entwickelte Screening-Methode ein wichtiges Werkzeug fiir zukiinftige Bioprozessoptimierungen

der Proteinproduktion.

Induktionsoptimierung von verschiedenen Modellproteinen

Mit dem von (Huber et al. 2009) entwickelten Induction Profiling werden in dieser Arbeit op-
timale Kombinationen von IPTG-Konzentration und Induktionszeitpunkt von fiinf verschiedene
Modellproteinen untersucht. Zwei dieser Modellproteine waren sekretorische Proteine, produziert
mit C. glutamicum und einem pEKEX2-Vektor. Obwohl dasselbe Stamm-Vektor-System ver-
wendet wurde, wurden im Induktionsprofil verschiedene Optima festgestellt. Dariiber hinaus
wurde bei der intrazelluldren Produktion von drei verschiedenen Proteinen in E. coli Unterschie-
de der optimalen IPTG-Konzentration festgestellt. So erweist sich die Verwendung von leicht zu
detektierenden Fluoreszenzproteinen in der Bioprozessoptimierung fiir andere Proteine als feh-
lerhaftes Mittel, um die tatsdchlichen Optima zu finden. So hitte in diesem Versuchsteil der
Ubertrag optimaler Induktionsbedingungen von GFP auf die Cutinase einen Ausbeuteverlust von
etwa 30%. Die Verwendung eines Fusionskonstrukts von einem Zielprotein (BSLA) mit einem
fluoreszierenden Modellprotein (FbFP) erwies sich bei dieser Optimierung als zielfihrender als
die Verwendung von dem Fluoreszenzprotein alleine. Die optimalen Werte der BSLA konnte
aber auch mit diesem Fusionskonstrukt nur mit Abweichungen von 10-15% erreicht werden. Dies
bedeutet fiir eine optimale Proteinausbeute eines neu zu produzierenden Proteins auch die Identi-

fizierung der optimalen Induktionsstrategie wiederholt werden sollte.
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Medienoptimierung fiir eine verbesserte Proteinproduktion mit C. glutamicum

Auf der Roboterplattform wurde der Einfluss einer Medienoptimierung auf die sekretorische
Proteinproduktion mit C.glutamicum untersucht. Es wurden in einer Voruntersuchung 4 aus 19
Substanzen identifiziert, die die Produktbildung von sekretiertem GFP (SP: phoD) positiv beein-
flussten. Die Konzentrationen dieser vier Parameter (Ammoniumsulfat, Zinksulfat, Kupfersulfat,
Betain) wurden mit einem evolutiven Algorithmus in fiinf aufeinanderfolgenden MTP-
Kultivierungen (je 48 Ansitze) optimiert. In diesem Versuch wurden positive Effekte der Kom-
ponenten auf die biomassespezifische Produktbildung beobachtet. Diese Steigerung der GFP-
Bildung um den Faktor 1.5 konnte auf die Cutinaseproduktion erfolgreich iibertragen werden.
Das ermittelte Optimum wére bei mit einer One-Factor-at-the-time-(OFAT) Analyse nicht ermit-
telt worden. Unter Berticksichtigung solcher kombinatorischen Effekte konnte der evolutive Al-

gorithmus die Versuchszahl in dieser Medienoptimierung um etwa 60% reduzieren.

Feedratenoptimierung und Feed-Miniaturisierung fiir MTP-Kultivierungen

Die Feedprofile von drei Cutinaseproduzenten mit unterschiedlichen SP wurden im Bioreaktor
optimiert. Die optimale Einstellung linearer und exponentieller Feedraten im Bioreaktor hatte
einen deutlichen Einfluss auf die sekretorische Proteinproduktion, die hierdurch um den Faktor
2.8 gesteigert wurde. Die Intensitét dieser Steigerung und die jeweils optimale Feedrate hingen
jedoch stark von der untersuchten SP/Zielprotein-Kombination ab. Somit miissen die optimalen
Feedraten fiir jede neue SP/Zielprotein-Kombination auch erneut optimiert werden. Um den
Durchsatz der arbeitsaufwendigen Feedratenoptimierung zu erhdhen wurde ein enzymatisches
Glucosefreisetzungsystem fiir MTP-Kultivierungen getestet. Mit dieser miniaturisierten Methode
wurde der Trend der vermehrten Cutinaseproduktion bei niedrigen Feedraten bestétigt.

Im einfachsten Fall werden diese beschriebenen Optimierungsschritte nacheinander einzeln
abgearbeitet. Bei einer solchen Kette von Optimierungsschritten kann durch die halbautomatisier-
ten Arbeitsschritte der Durchsatz einer Bioprozessentwicklung um den Faktor 17 im Vergleich zu
klassischen Bioreaktorkultivierungen erhéht werden. Die einzelnen Module hatten in dieser Ar-

beit Produktivitétssteigerungen von 50% bis 100% zur Folge (vgl. Tabelle 7.1).
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Tabelle 7.1:  Benétigte Zeit fiir die Bioprozessoptimierung bei gleicher Versuchsanzahl in parallelen Biore-
aktoren und in parallelen MBRs. Beriicksichtigt wird die Kultivierungsdauer, sowie Riist-, Analy-

se-und Reinigungszeiten.

Stamm- Induktions- Medien- Feedraten- Total
Screening Profiling Optimierung Profiling
(100 Klone) (48 Exp.) (220 Exp.) (48 Exp.)
Entwu':klungszelt mit 1 Monat 2 Wochen 2 Monate 3 Wochen ~4 Monate
Multifermenter (4)
Entwicklungszeit mit 3T T 2 Wochen 3T 3 Wochen
MBRs (48) age ag oche age oche
Einfluss auf die Cutina- Zwischen Zwischen Steigerung: Steigerung: 9
seproduktion Ound 13kUL"  0Ound 14 kUL Faktor 1.5 Faktor 2.1 :

Bioprozessoptimierung um
Faktor 17 beschleunigt

Bei einer solchen Aneinanderreihung der Optimierungsmodule sind die kombinatorischen Ef-
fekte der Parameter mitentscheidend. Die Frage ist also, ob es kombinatorische ,,Riickkopplun-
gen“ der Module untereinander gibt, also ob z. B. ein mittelmaBiger Stamm durch eine fiir ihn
optimale Feedstrategie andere Staimme, die vor der Feedoptimierung besser waren, iibertreffen
konnte. In dieser Arbeit wurden solche Riickkopplungen bei einigen Ergebnissen der Optimie-

rungen beobachtet (Abbildung 7.1, schwarze Riickkopplungen).
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Abbildung 7.1: Riickkopplungen einflussreicher Faktoren auf die Stammauswahl bei Signalpeptiden bei der
Abfolge der Optimierungsmodule auf dem JUELICH BIOPROCESS OPTIMIZATION SYSTEM

(JUBOS).
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So verdndert sich z.B. die Abstufung der Signalpeptide YwmC, NprE und YpjP fiir eine
Cutinasesekretion bei unterschiedlichen Feedraten. Das effizienteste SP NprE blieb zwar auch bei
verdanderter Feedrate nach wie vor optimal, die SP YpjP und YwmC verédnderten dabei jedoch die
Reihenfolge beziiglich der Cutinaseproduktion. Weiter konnte gezeigt werden, dass die optimale
Induktion stark von dem jeweiligen Zielprotein abhing. So ist es also denkbar, dass ein im
Stammscreening als mittelméBig identifizierte Produzenten nach diesem Optimierungsschritt zu
besseren oder sogar besten Produzenten werden. Solche zeitintensiven Riickkopplungen in der

Kette von Optimierungsmodulen sollte in weiteren Versuchen untersucht werden.
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8 AUSBLICK

Die jeweils separat getesteten Optimierungsmodule sollten anhand eines industriell relevanten
Enzyms aneinandergereiht durchgefiihrt werden. Mit einem solche ,,Proof-of-Concept* konnten
innerhalb einer verhéltnisméBig kurzen Zeit (3 Wochen) diejenigen verfahrenstechnischen Be-
dingungen ermittelt werden, die in der Bioreaktorkultivierung zu héherer Produktivitit fiihrt.

Bei einem solchen Durchlaufen der Entwicklungskette haben die kombinatorischen Effekte
der Optimierungsmodule untereinander sehr wahrscheinlich einen Einfluss auf die letztliche
Ausbeute des Produktionsprozesses. In dieser Arbeit wurden in den jeweiligen Optimierungsmo-
dulen nur eine begrenzte Anzahl an Parametern untereinander kombiniert. Zur Entwicklung neuer
Optimierungsmethoden sollte der Parameterraum also im Rahmen der experimentellen Moglich-
keiten erweitert werden.

Jedoch wiirde eine Kombination aller untersuchten Parameter (4 Medienkomponenten + In-
duktionsstirke + Zeitpunkt + Feedrate) in jeweils 5 Abstufungen mit jedem der 173 Signalpepti-
den anhand nur eines Zielproteins zu einer Versuchsanzahl von 1.4 * 10° fithren (graue Riick-
kopplungen in Abbildung 7.1). Daher sollten bestehende Optimierungsmethoden nur um einzelne
Parameter erweitert werden. So konnte beispielsweise in einer linearen Feedphase zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten und mit unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen die Expression des
rekombinanten Gens startet werden. Aus der 2-D-Optimierung des Induction Profilings wiirde
damit eine 3-D-Optimierung, bei der die Feedrate ebenfalls variiert wird. Fiir diesen Ansatz im
hoheren Durchsatz wire die Verwendung des enzymatischen Glucosefreisetzungssystems denk-
bar, um im BioLector lineare Feedraten definiert einzustellen. Um einen richtigen Ubertrag der
Glucosefreisetzung im mL-Mafstab auf den herkommlichen Fed-Batch im L-MaBstab zu sichern,
sollte die exakte Freisetzungsrate der zur Verfiigung stehenden Glucose in Abhédngigkeit der zu-
gegebenen Glucosidasen untersucht werden. Dies geschah in dieser Arbeit nur indirekt tiber das
Biomassesignal und einer Berechnung der verbrauchten Glucose iiber den als konstant ange-
nommenen Ausbeutekoeffizienten Yxs.

Als weitere Parameterkombination koénnte mit diesem Fed-Batch-Medium im mL-MaBstab
auch das Signalpeptid-Screening bei verschiedenen Glucosefreisetzungraten untersucht werden.
So konnte gepriift werden, wie stark der Einfluss der Glucoseversorgung auf die jeweilige Abstu-
fung unterschiedlicher SP ist. Hierdurch konnte man Hinweise erhalten, ob eine Stammauswahl

unter Glucose-limitierenden Bedingungen notwendig ist, wenn das Protein spéter in Fed-Batch-
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Bioreaktoren produziert werden soll. Die Ergebnisse dieser Arbeit geben anhand von drei Signal-
peptid/Cutinase-Kombinationen Hinweise darauf, dass sich die Stirke der Feedrate auf die Ab-
stufung der Signalpeptid/Zielprotein-Kombinationen auswirken konnte.

Um in dem eingangs erwéhnten ,,Proof-of-Concept, also einem Durchlaufen der Entwick-
lungskette, diese kombinatorischen Effekte frithzeitig zu erkennen, sollte jeweils das Verhalten
von Referenzstimmen mit berticksichtigt werden. Es sollten also einige Referenzstimme (z. B. 4)
mit unterschiedlichem Produktionsverhalten beim Screening ausgewéhlt werden. Mit dem besten
Stamm wird die verfahrenstechnische Optimierung durchgefiihrt und unter den fiir diesen Stamm
optimalen Bedingungen anschlieBend die tibrigen drei Stimme untersucht. Verdndert sich die
Abstufung der Stimme nicht signifikant, so gibt es keine deutlichen Hinweise darauf, dass die
neu optimierten Bedingungen kombinatorische Effekte auf die Stammauswahl haben. Andert sich
hingegen die Abstufung signifikant, so sollte die Optimierung mit einem mittelméfBigen Produ-
zenten erneut durchgefiihrt werden, um ein hoheres lokales Optimum auszuschlieBen oder zu
finden. Diese Riickkopplungen in der Bioprozessentwicklung und die damit verbundenen Zeit-
verluste wiren einer so erzielten moglichen Produktivititssteigerung wirtschaftlich gegentiberzu-
stellen.

Eine wichtige und noch ausstehende technische Weiterentwicklung der Kultivierungsplattform
ist eine flexible und schnelle Verarbeitung der Daten von BioLector, Roboter und Aktivitdtsas-
say. Die hohe Anzahl paralleler Kultivierungsansidtze und die Online-Analytik bewirken eine
hohe Informationsdichte der Daten innerhalb kurzer Zeit. Die Veranschaulichung dieser Daten
anhand z.B. der Berechnung von kultivierungsspezifischer KenngroBen (Umax, EAgpes, Cspe) und
deren Visualisierung wiren hierbei ein erster Ansdtze den Durchsatz zu erhohen. Der Output die-
ser automatisierten Auswertung konnte weiterhin als Input fiir neue Versuchsansétze dienen. Dies
wurde in dieser Arbeit bereits in der evolutiven Medienoptimierung mit BS und GFP-Signalen so
gehandhabt, sollte aber noch auf die Daten der Aktivitdtsassays ausgeweitet werden.

Die Bestimmung von skalierbaren Kenngré3en mit der entwickelten Anlage ist nicht an das
Ziel der heterologen Proteinproduktion gebunden, sondern kann Anwendung in weiteren Berei-
chen der Stammcharakterisierung und zur Bioprozessentwicklung finden. Je nach Produktklasse
konnen hier MTP basierte Assays oder andere HT-Analytik Engpésse seitens der Produktanalytik
verhindern. Da bei der Stamm-und Bioprozessentwicklung Techniken wie z.B. die ,,Random Mu-
tagenesis* nach wie vor breite Anwendung finden, wird der hohe Bedarf an solchen Techniken

mit erh6htem Durchsatz nach wie vor steigen.
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9 ANHANG

9.1 LABORPLANUNG FUR DIE ROBOTIK

In Kapitel 5.1 (S. 47ff) wird die Konzeption und der Aufbau der automatisierten Kultivie-
rungsplattform beschrieben. Die Anlage steht zusammen mit einer zweiten Robotik-Plattform in
einem Labor, welches zu Beginn der Arbeit neu eingerichtet wurde. Die Planung des Laborauf-
baus entstand dabei im Dialog der Anlagenverantwortlichen mit technischen Einheiten des For-
schungszentrum Jiilichs.
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Anhang Abb. 1:  Planung des Roboterlabors R 307 des IBG-1. Rot umrandeter Bereich ist die Cleanbench.
Planung und Konzeption erfolgte in Zusammenarbeit mit Roland Moussa (IBG-1, AG Biokata-
lyse und Biosensoren) und technischen Einheiten des Forschungszentrum Jiilich. Verwendete

Software: MS Visio.
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9.2 SCREENSHOTS DER SOFTWARE

In Kapitel 5.1.3 wird die Softwarestruktur zur Ansteuerung der automatisierten Instrumente
des JUBOS dargestellt. Hier im Anhang werden als Zusatzinformationen zwei Screenshots von
zwei wesentlichen Programmen aufgefiihrt. In Anhang Abb. 2 die Software WinPrep zur Steue-
rung des Roboters, in Anhang Abb. 3 dic Software RoboLector Agent zur Kommunikation zwi-

schen BioLector und Roboter.
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9.3 EINFLUSS DES GAINS AUF DIE ONLINE-ANALYTIK

In Kapitel 5.2.2 (S. 63ff) sind der Ergebnisse der Kalibrierung der Online-Analytik bei Gain

20 (Backscatter), bzw. Gain 60 (Fluoreszenz) dargestellt. Gain bedeutet hierbei die Verstarkung

der Signalverstirkung des BioLectors. Diese Signalverstirkung ist vom Experimentator frei

wiahlbar. In den folgenden Abbildungen ist der Einfluss einer Verdnderung des Gains auf die

Messung einer Verdiinnungsreihe von C.glutamicum-Zellen bzw. von GFP-Standard dargestellt.
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Einfluss der Signalverstirkung (Gain) auf die Online-Analytik des BioLectors. Links:
Messung einer Verdiinnungsreihe von C.glutamicum-Zellen bei Gains zwischen 0 und 90.
Rechts: Messung einer Verdiinnungsreihe von GFP-Standard bei Gains zwischen 30 und 90.
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9.4 KUHLUNG VON FLUSSIGKEITEN AUF DEM
ROBOTER-DECK

In Kapitel 5.2.3 (S. 73) wird der Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Cutinaseaktivitét
gezeigt. Aus dem BioLector entnommene Proben werden in einer Deepwell-Platte (DWP) gela-
gert, die tiber einen passenden Adapter von einem Umwiélzkiihler temperiert werden kann. Biolo-
gische Proben werden in dieser Arbeit bei 4°C gekiihlt. Prinzipiell ist eine Kiihlung bis -10°C
moglich. Der Geschwindigkeit des Warmeiibertrags ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
Nach 7 bzw. 10 Minugedl ist die Zieltemperatur der Testfliissigkeit (70% Ethanol) erreicht.

—e— -10°C
e —O0— +4°
208 4°C
S
2 10 {
<
2
5 01
=
-10 1
0 2 4 6 8 10
Zeit [min]

Anhang Abb. 5: Temperaturverlauf in gekiihlten 70% Ethanol in DWP auf dem Roboterdeck.
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9.5 DIAGRAMME: OPTIMIERUNG DER FEEDRATE

In Tabelle 6.9 (Kapitel 6.4.1, S. 126) wurden die Werte der spezifischen Cutinase-Aktivitét in
Abhéngigkeit von der linearen Feedrate, bzw. in exponentiellem Feedprofil von der spezifischen
Wachstumsrate p aufgefiihrt. Zusdtzlich dazu werden hier im Anhang die Daten in Diagrammen

veranschaulicht.
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Anhang Abb. 6:  Einfluss der spezifischen Wachstumsrate in exponentiellen Fedbatch-Profilen auf die
biomassespezifische Enzymaktivitit EAg,., der Cutinase in NprE-Cutinase produzieren-
den C.glutamicum.
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Anhang Abb. 7: Einfluss der linearen Feedrate auf die biomassespezifische Enzymaktivitit EAgp,., der

Cutinase in vier C. glutamicum-Stimmen. Unterschied der Stimme ist das an die Cutinase
fusionierte Signalpeptid (NprE, YwmC, YpjP, Leervektorstamm)
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