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Zusammenfassung

Die synthetische Biotechnologie erméglicht die rekombinante Produktion komplexester Naturstoffe
mittels geeigneter, maligeschneiderter, biologischer Systeme. Sie stellt eine Alternative zur konven-
tionellen Naturstoffproduktion dar, bei der die Naturstoffe entweder Uber extraktive Verfahren aus
den natirlichen Ressourcen isoliert werden oder mit rein chemischen Synthesen hergestellt werden.
Die synthetische Biotechnologie ermdglicht die kontrollierte Produktion der Naturstoffe mit den
passenden Enzymsystemen, die aus den entsprechenden Ursprungsorganismen ermittelt und in
geeigneten Produktionsorganismen exprimiert werden. Die synthetische Biotechnologie nutzt die
synthetische Biologie und die Bioprozesstechnik, um wirtschaftliche und nachhaltige Produktions-
verfahren fiir hochkomplexe, biologische Komponenten zu erméglichen und so die Biologisierung der
chemischen Industrie voranzutreiben.

Im Rahmen dieser Arbeit werden zunachst beispielhafte Naturstoffe aus der groBen Naturstoffklasse
der Sesquiterpene fiir eine Bearbeitung im Sinne der synthetischen Biotechnologie ausgewahlt. Die
Enzyme, die an deren Synthese beteiligt sind, werden in einem synthetischen Biologieansatz unter-
sucht, d.h. im Ursprungsorganismus identifiziert, rekombinant in E. coli exprimiert und mit diesem
Stamm in |6slicher und aktiver Form produziert. Eine eingehende Untersuchung der Reaktionswege
und die Ermittlung der kinetischen Daten dieser Enzyme liefert die relevanten Informationen fiir eine
biotechnologische Prozessgestaltung. Zum Beispiel kdnnen, wie gezeigt wird, die Stoffwechselwege
zur Produktion des universellen Synthons Farnesyldiphosphat in den Produktionsstamm integriert
werden, so dass sich die Sesquiterpene direkt aus der Kohlenstoffquelle produzieren lassen. Auch
eine nachgeschaltete Konversion der produzierten Sesquiterpene zu Terpenoiden wurde am Beispiel
der Oxidation von a-Humulen zum antikanzerogenen Zerumbon untersucht.

Neben den Arbeiten zur synthetischen Biologie werden im Bereich Bioprozessentwicklung verschie-
dene innovative Sensorikkomponenten, Prozesselemente und —technologien vorgestellt. So wird ein
Sensorkonzept zur Biomassebestimmung in Schiittelkolbenkulturen untersucht, das umfangreich
evaluiert und fiir verschiedene Applikationen getestet wurde. Weiterhin werden Ansatze fir eine
Regelung von Bioprozessen schon im SchittelkolbenmaRstab getestet, wofiir ein 3D-gedruckter
Dosageaufsatz als Kolbendeckel verwendet wird. Der 3D-Druck wird auch als Technologie zur Produk-
tion maRgeschneiderter Bauteile fir die Bioprozessentwicklung untersucht und die Biokompatibilitat
neuer Materialien getestet. Im Bereich der Produktaufarbeitung werden verschiedene Technologien
wie die Membranchromatographie und der Einsatz von wassrigen Zweiphasensystemen fiir die
Aufreinigung von Enzymen untersucht und auch innovative Ansatze wie die Layer-by-Layer-
Modifikation von handelsiiblichen Tiefenfiltern fiir spezifische Interaktionen mit Enzymen getestet.

In einem abschlieBenden Prozessbeispiel werden Produktionsansdtze auf klassisch-biotechnolo-
gischer Basis synthetisch biotechnologischen gegentiibergestellt. Anhand der Produktion des Flavono-
ids Phloretin durch Konversion des Flavonoids Naringenin werden zunachst Wege zur Realisierung
des Prozesses auf Basis des Ursprungsorganismus untersucht. Die Etablierung eines 6konomischen
Prozessablaufes gelingt letztlich aber erst nach rekombinanter Expression der beteiligten Enzyme in
einem Produktionsorganismus. Zum einen kdnnen so unterwiinschte Folgereaktionen unterbunden
werden und zum anderen eine Hochzelldichtekultivierung realisiert werden, die eine ausreichende
Volumenproduktivitat gewahrleistet, so dass der Prozess auf Basis dieses synthetisch biotechnolo-
gischen Ansatzes wirtschaftlich ist.

Schlagworte: Synthetische Biotechnologie, rekombinante Naturstoffproduktion, Enzymtechnik
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Summary

Synthetic biotechnology comprises as an essential part the recombinant production of complex
natural compounds in tailored biological systems. It serves as a powerful alternative for conventional
methods, such as extraction from natural resources. Synthetic biotechnology enables the controlled
synthesis of enzymes involved in the natural production in planta. Therefore, these enzymes have to
be identified and isolated from the host organisms and have to be expressed recombinantly in a
suitable production strain. Successful economic production of recombinant natural compounds
requires the strategic combination of synthetic biology and bioprocess development.

In this study, several exemplary natural compounds produced by synthetic biotechnology are
investigated. A variety of sesquiterpenes from the largest class of natural compounds, the terpenes,
were chosen for a systematic evaluation. Therein, the relevant enzymes for the production of the
desired sesquiterpenes were examined in a synthetic biology approach. They were identified in the
host organisms, recombinantly expressed and produced in E. coli, with focus on the enzyme’s
solubility and activity. A detailed investigation of the conversion mechanisms and the enzyme
kinetics provided the insights needed to establish a biotechnological production scheme.
Furthermore, a biotransformation with incorporated metabolic pathways for the production of the
universal substrate farnesyldiphosphate, directly from carbon-feedstock, was tested. a-humulen-
synthase was chosen as an example to explore the subsequent conversion of the produced
sesquiterpenes by fast organic oxidation to sesquiterpenoids, here to produce the anticarcinogenic
zerumbone.

Apart from these synthetic biology studies, several innovative sensor components, process elements
and technologies were investigated, showing the potential to improve the development of
bioprocesses. On the one hand, a sensor concept for the online biomass monitoring in shake flask
cultivation was evaluated and tested regarding various parameters. Furthermore, online-sensor
signals were investigated for the control of bioprocesses with a specially designed dosage shake flask
lid, which was 3D-printed. 3D-printing technology was also used for the development of new
customized lab materials, which were evaluated regarding their biocompatibility. On the other hand,
several downstream processes, such as membrane chromatography and aqueous two-phase
extraction, were examined with respect to their capability to isolate and purify enzymes. Herein, an
innovative approach to enhance the enzyme specificity of conventional depth filtration was
investigated by layer-by-layer technology-based modification.

Finally, the production process of another exemplary natural compound, the flavonoid phloretin, by
means of enzymatic conversion of the flavonoid naringenin is presented. At first, a classical
biotechnological production with a wild-type strain was tested. The strict anaerobic cultivation in
classical and new single-use reactor systems with a subsequent bioconversion is, however,
impractical due to the complexity of the process. Thus, a synthetic biotechnological process was
established. High cell density cultivation of the recombinant E. coli production strain and a
subsequent bioconversion with whole cells resulted in an economically feasible production process,
enabling a reliable daily production of more than 3 g/L phloretin.

Key words: Synthetic biotechnology, recombinant natural compound production, enzyme technology
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1. Einleitung

1. Einleitung

Naturstoffe finden in unserer modernen Gesellschaft eine breite Verwendung. Sie werden
unter anderem fiir pharmakologische Anwendungen eingesetzt, als Duft- und Aromastoffe
verwendet und auch sonst vielfdltig technisch genutzt, z.B. als Strukturbausteine fir die

organische Synthese.

Die Herstellung der Naturstoffe erfolgt heute noch iberwiegend durch Extraktion aus den
natirlichen, oftmals pflanzlichen Ressourcen. Bei der agrarischen Produktion kommt es
allerdings aufgrund von unkalkulierbaren klimatischen Schwankungen, einem
unkontrollierten Einsatz von Herbiziden und Pestiziden oder auch politisch Instabilitaten in
den Herstellerlandern, oft zu Qualitats- und Versorgungsproblemen. Der Marktpreis
schwankt daher stark. Dariiber hinaus sind die natiirlichen Ressourcen oftmals knapp und
ihre Ausbeutung wirde die Biodiversitat drastisch einschranken. Aus diesem Grund werden
alternative Produktionswege gesucht, um langfristige Versorgungssicherheit und Preis-
stabilitdt zu gewahrleisten. Die klassische organische Synthese kdnnte eine Alternative
darstellen, gerat hier jedoch an ihre Grenzen, da die zumeist komplex aufgebauten
Naturstoffe auf diese Weise nur durch aufwandige Totalsynthesen mit geringen Ausbeuten

und somit nicht 6konomisch dargestellt werden kénnen.

Eine praktikable Alternative stellt hingegen die synthetische Biotechnologie dar, bei der die
entsprechenden Verbindungen unter Einsatz genetisch verdanderter biologischer Systeme
produziert werden. Sie bietet die Moglichkeit, die natlirliche Biosynthese der Naturstoffe zu
adaptieren und in geeigneten biologischen Produktionsorganismen geregelt ablaufen zu
lassen. So kann eine 6konomische, reproduzierbare Produktion unter milden Bedingungen in

wassrigen Medien erreicht werden.

Die synthetische Biotechnologie umfasst die zwei aufeinander aufbauenden Arbeitsfelder
der synthetischen Biologie und der Bioprozessentwicklung. Die synthetische Biologie
beinhaltet Uberwiegend molekularbiologische Arbeiten zur ldentifizierung der an der
Biosynthese eines Naturstoffes beteiligten Biokatalysatoren, zumeist Enzyme, flr die
Isolierung der sie codierenden DNA, deren funktionale Expression in einem xenogenen

Wirtsorganismus sowie die grundlegende Charakterisierung der hergestellten Enzyme. Die
1



1. Einleitung

daran anschlieBende Bioprozessentwicklung umfasst vor allem verfahrenstechnische
Arbeiten zur Optimierung der rekombinanten Enzymproduktion, zur Aufskalierung, zur
Isolierung und Aufreinigung der Enzyme sowie deren Einsatz flr die eigentlich angestrebte

Naturstoffsynthese und die Aufreinigung der so erzeugten Produkte.

Als Produktionsorganismen fir die Enzymproduktion bieten sich Mikroorganismen wie
Bakterien oder Hefen an, die schnell wachsen und in Submerskultur kontrolliert in
geschlossenen Reaktorsystemen kultiviert werden kdnnen. Die darauffolgende Naturstoff-
produktion kann dann entweder als Enzymkatalyse auf Basis isolierter Biokatalysatoren
erfolgen, oder als Ganzzellbiokatalyse unter Verwendung intakter Mikroorganismen.
Letzteres bringt oft Vorteile mit sich, z.B. wenn cofaktor-abhangige Reaktionen ablaufen, da
Cofaktor-Regenerationssysteme einfach mit in die Produktionszelllinie integriert werden
konnen oder wenn Enzymkaskaden ablaufen, da die sequentiell arbeitenden Enzyme in den
Zellen rdaumlich stabilisiert werden kodnnen. Nachteilig kann hingegen eine Produkt-
anreicherung in den Zellen wirken, wenn Sekretionssysteme fiir die Produkte fehlen, so dass

es zu cytotoxischen Anreicherungen kommen kann.

Die etablierten Produktionsverfahren fir Naturstoffe auf Basis der synthetischen
Biotechnologie sind in der Lage eine nachhaltige Produktion unter definierten Bedingungen
zu ermoglichen, die dezentral vor Ort erfolgen kann und Unabhangigkeit von den am Markt
verflgbaren Kapazitaten gewahrleistet. Die Nutzung der synthetischen Biotechnologie zur
Herstellung komplexer Naturstoffe ist Thema dieser Arbeit. Ihre grundlegenden Aspekte

sollen im Folgenden eingehend beschrieben werden.

Zunachst sollen an ausgewahlten Beispielen aus der Naturstoffklasse der Sesquiterpene die
Arbeiten zur synthetischen Biologie beschrieben werden, die dazu dienen, diese Naturstoffe
Uberhaupt biotechnologisch darstellbar zu machen. Hierzu gehért neben der Expression der
beteiligten Schllsselenzyme, der Sesquiterpensynthasen, in Escherichia coli, die eingehende
mechanistische und kinetische Charakterisierung sowie die Untersuchung von Méglichkeiten
fiir den prozesstechnischen Einsatz, z.B. auch unter Verwendung nicht-natirlicher Substrate,
ganzzellkatalytischer Ansatze oder sogar durch Kombination mit Verfahren der organischen

Synthese.



1. Einleitung

Der auf den Ergebnissen der synthetischen Biologie aufbauende Bereich der Bioprozessent-
wicklung ist das zweite wesentliche Arbeitsfeld der synthetischen Biotechnologie. Dieses soll
im folgenden Abschnitt eingehend behandelt werden. Denn die Fragilitdit der an den Um-
setzungen beteiligten pflanzlichen Enzyme stellt neue Herausforderungen an die Technolo-
gien, die fur die Bioprozessentwicklung eingesetzt werden. Schon im Bereich der Anzucht
der rekombinanten Mikroorganismen, die die relevanten Enzyme exprimieren, kénnen neue
analytische online-Methoden helfen, einerseits Zellwachstum und aktive Enzymexpression
zu Uberwachen und andererseits die Ubertragung der Verfahren in groRere MaRstibe zu
verbessern. Auch geeignete Aktorikelemente und maBgeschneiderte Labormaterialien
konnen dabei helfen, diese Skalierbarkeit zu optimieren, z.B. in dem sie die Abbildung von
Produktionsstrategien wie Fiitterungs- oder Statierungsverfahren schon im Labormalistab

ermoglichen.

Aber auch die Aufarbeitung der Enzyme ist entsprechend aufwandig. Denn die her-
kommlichen Aufarbeitungstechniken sind oft ungeeignet, da sie die Enzymaktivitat zu stark
beeintrachtigen. Verschiedene innovative Aufarbeitungstechniken zur schonenden Isolie-
rung und Aufreinigung von Enzymen z.B. mittels Membranchromatographie oder wassriger

Zweiphasenextraktion werden daher eingehend untersucht und auf ihre Eignung getestet.

AbschlieBend sollen anhand eines erfolgreich entwickelten Prozessbeispiels noch einmal die
gesamten Arbeiten zum Einsatz der synthetischen Biotechnologie aufgezeigt und kritisch dis-
kutiert werden. Hierbei wird zunachst ein klassischer biotechnologischer Ansatz verfolgt, der
aber aufgrund verschiedener Limitierungen nicht 6konomisch umsetzbar ist und daher ge-
gen einen synthetisch-biotechnologischen Produktionsansatz ersetzt wird. Das dargestellte
Verfahren beinhaltet die Biokonversion von Flavonoiden, hier die Umsetzung von Naringenin
zu Phloretin, und stellt somit ein Anwendungsbeispiel aus der groBen Naturstoffklasse der
Polyphenole dar. Fiir den Prozess wird mittels synthetischer Biologie eine Enzymkaskade aus
einem Fakalbakterium genutzt, um mit dem Produktionsorganismus E. coli ganzzellkataly-
tisch das gewlinschte Flavonoid zu synthetisieren. Das Verfahren wurde bioprozesstechnisch
bis zur Wirtschaftlichkeitsgrenze optimiert und entwickelt, patentrechtlich geschiitzt und in
die industrielle Anwendung (ibertragen. Es belegt die Chancen, die die synthetische
Biotechnologie fiir eine moderne Naturstoffproduktion bietet, zeigt aber ebenso noch
einmal die Herausforderungen auf, die mit einer 6konomischen Nutzung verbunden sind.
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2. Synthetische Biologie zur Nutzung pflanzlicher Sesquiterpensynthasen

Das erste groRe Arbeitsfeld der synthetischen Biotechnologie ist die synthetische Biologie,
deren Ziel es ist, natiirliche Biosynthesewege rekombinant in geeigneten Produktions-
organismen abzubilden und so eine verldssliche, steuerbare Produktion zu ermdoglichen.
Hierfir missen mit molekularbiologischen Methoden die fir die beteiligten Enzyme
codierenden Gene in den Ursprungsorganismen identifiziert, isoliert, kloniert und funktional
in den Produktionsorganismen exprimiert werden. Darliber hinaus sind eine grundlegende
Charakterisierung der beteiligten Enzyme und eine Optimierung der Enzymproduktion nétig,
bevor sie fur die eigentlich angestrebten bioprozesstechnischen Anwendungen eingesetzt

werden konnen.
2.1 Terpene

Die mit der synthetischen Biologie verbundenen Arbeiten sollen exemplarisch zunachst am
Beispiel der Terpensynthese behandelt werden. Diese gréfRte und strukturvariabelste
Stoffklasse von Sekundarmetaboliten umfasst nach derzeitigem Kenntnisstand weit tber
55.000 Verbindungen und kommt ubiquitar in mehrzelligen Organismen, vor allem aber in
Pflanzen vor, in denen sie oft als duftgebende Bestandteile der dtherischen Ole zu finden
sind [1-3]. Die wirtschaftliche Gewinnung beruht bis heute vor allem auf der Ausbeutung der
pflanzlichen Ressourcen, was aufgrund der starken Nachfrage immer 6fter auch zu einer

Ubernutzung fiihrt, so dass alternative Produktionswege dringend benétigt werden.

Das der Isoprenregel folgende Strukturprinzip der Terpene fiihrt zur Unterscheidung der
Hemi- (C5), Mono- (C10), Sesqui- (C15), Di- (C20), Sester- (C25), Tri- (C30), Tetra- (C40) und
Polyterpene (>C40), die auf der variierenden Anzahl von strukturbildenden Isopreneinheiten
(C5, 2-Methyl-buta-1,3-dien) beruhen [4]. Von groRem Interesse sind vor allem die Sesqui-
terpene, da sie neben der breiten wirtschaftlichen Nutzung als Duft- und Aromastoffe auch
einen einfachen Zugang zu komplexen Strukturmotiven eroffnen, die nur schwer durch

organische Synthese darstellbar sind und z.B. pharmakologischen Nutzen versprechen [5-7].
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2.2 Sesquiterpenbiosynthese

Die Sesquiterpenbiosynthese erfolgt in vivo aus dem universellen Substrat E,E-Farnesyl-
diphosphat (FPP), das durch zwei alternative Stoffwechselwege, den Mevalonatweg (MVA)
und den Methylerithritolphosphatweg (MEP) aus einfachen Grundbausteinen wie Acetyl-
CoA bzw. Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat synthetisiert werden kann [8-10].
Nachfolgend wird das FPP dann durch eine hochkomplex dirigierte Reaktionskaskade, die

durch die jeweilige Sesquiterpensynthase (STS) katalysiert wird, weiter umgesetzt (s. Abb. 1).

(-)-a-Bisabolol \i/

Vetivazulene

H
@)

(+)-Nootkaton

co, MVA, MEP
+ ? r ? )\/\)\/\)\/\O
H20 FPP \

)-Zizaen

) Patchoulol

oa-Humulen

Abb. 1: Allgemeines Schema der Biosynthese von Sesquiterpenen. Das Schliisselsubstrat E,E-
Farnesyldiphosphat wird durch die Sesquiterpensynthasen in verschiedene Sesquiterpene umgesetzt,
einige beispielhafte Sesquiterpene dargestellt (in rot unterlegt die in der vorliegenden Arbeit
behandelten).

Die bisher cirka 70 beschriebenen STS sind vom Cofaktor Mg?* abhingig, von dem im aktiven
Zentrum 3 Kationen im konservierten, sogenannten DDXXD-Motiv von Aspartat komplexiert
werden (auch mit Mn?* konnte teilweise Aktivitdit nachgewiesen werden) [11]. Dieser
Cofaktor ist immanent fir die die Reaktionskaskade einleitende Bildung des Farnesylkations,
bei der sich die Pyrophosphatgruppe des FPP an das Mg?* koordiniert und abstrahiert wird
[12]. Das Farnesylkation unterlduft daraufhin eine Cyclisierung und je nach STS weitere

Hydridshifts, Wagner-Meerwein-Umlagerungen, De- und Reprotonierungen und andere
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Reaktionen, die zu einer grofRen Zahl an moglichen Strukturvarianten fiihren [13]. STS
konnen hierbei duRRerst prazise regio- und stereospezifische Reaktionen durchfiihren, sind
aber trotzdem durchaus variabel. So produzieren viele STS gezielt ein einzelnes Molekdil
beziehungsweise Enantiomer, andere sind hingegen duRerst promiskuitiv und produzieren

ein ganzes Spektrum verschiedener Produkte [14].

2.3 Auswahl von Sesquiterpensynthasen fiir die synthetische Biotechnologie

Um die Machbarkeit eines synthetischen Biotechnologieansatzes fir die Produktion von
Sesquiterpenen zu testen und die Vielfdltigkeit der herstellbaren Sesquiterpene zu
untersuchen, wurden im Rahmen des EU-geforderten Vorhabens , EFRE-Innovationsfonds -
Veredelung pflanzlicher Rohstoffe” insgesamt drei Sesquiterpensynthasen ausgewahlt, die
aufgrund ihrer nachfolgend beschriebenen, individuellen Charakteristika fiir eine
wissenschaftliche Betrachtung besonders interessant sind. An diesen sollen die grundlegend
wichtigen Arbeiten zur Charakterisierung und Nutzbarmachung dieser Enzyme beschrieben

werden. Die drei ausgewahlten Sesquiterpensynthasen sind:

1. Die Patchoulolsynthase (PTS) synthetisiert das bekannte aromatische dtherische Ol
aus Pogostemon cablin (indischer Patschuli) [15]. Sie ist in der Lage aus dem FPP ein
komplexes Gemisch aus liber 24 Sesquiterpenen herzustellen, so dass sie sich durch
eine hohe Produktvariabilitdt auszeichnet [16]. Sie ist dariiber hinaus eine der
wenigen Vertreter der STS, die selbst die finale Hydroxylierung zum Hauptprodukt
(ca. 40%), dem (-)-Patchoulol, vornimmt [17] (siehe Kapitel 2.3.1 — 2.3.5).

2. Die a-Humulensynthase (HUM) aus Zingiber zerumbet (Shampooingwer) synthetisiert
aus dem FPP das a-Humulen, es produziert nur geringe Mengen des Nebenproduktes
-Caryophyllen (5%) [18]. a-Humulen stellt einen wichtigen Precursor fir die
Produktion des Krebsmedikamentes Zerumbon dar, das aus ihm durch doppelte
Oxidation und Bildung einer Ketogruppe am C8 dargestellt werden kann. Diese
Folgereaktion wird in planta durch Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP450)
katalysiert [19, 20] (siehe Kapitel 2.3.6 — 2.3.7).

3. Die Zizaensynthase (ZIZ) aus Chrysopogon zizanoides (Vetivergras) katalysiert die

Produktion des (+)-Zizaens, eines wichtigen Intermediates der duftgebenden
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Bestandteile des Vetiverdls, eine der wertvollsten holzernen Basisnoten in der
Parfimerie [6]. Es werden nur geringe Mengen an Nebenprodukten gebildet (9,3%).
Durch Oxidation mit CYP450 gehen aus dem selbst geruchlosen (+)-Zizaen sukzessive
das Khusimol (ca. 10% Anteil im Vetiverdl), das Zizanal und die Zizanoesaure hervor

[21] (siehe Kapitel 2.3.8 — 2.3.10).

Um eine eingehende Charakterisierung der ausgewadhlten Sesquiterpensynthasen zu
ermoglichen, ist es unerlasslich, das entsprechende Enzym allein in einem Wirtsorganismus
zu exprimieren, es aufzureinigen und mit diesem Umsetzungen des Schliisselsubstrates FPP
zu untersuchen, da nur so spezifische Daten zu Kinetik oder Produktspektrum ermittelt

werden konnen.

Fiir die Herstellung von FPP wurde aufgrund des hohen Marktpreises fir FPP eine
modifizierte Keller-Synthese [22] etabliert, bei der Farnesol mit Triethylammoniumphosphat

(TEAP) in Trichloracetonitril phosphoryliert wird (s. Abb. 2).

n=0-1

. . . _CNCCls, TEAP 6 O
S S OH II_ _II_ 0. .
37°C, 15 min, 0-P-0-P-0°" 3NH,
| - /k/M/k/\ 3 )

Abb. 2: Prenylphosphatsynthese nach Keller et al., 1993

Durch die folgende chromatographische Aufreinigung Uber eine Kieselgelsdaule zur
Abtrennung von Mono- und Triphosphaten kann das Farnesyldiphosphat auf diese Weise mit
einer Ausbeute von Yp/s= 15% hergestellt werden. Das Verfahren konnte erfolgreich bis in

den g-Mal3stab aufskaliert werden [23].
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2.3.1 Molekularbiologische Arbeiten zur Produktion der Patchoulolsynthase

Die Patchoulolsynthase (PTS, E.C. 4.2.3.70: (2E,6E)-Farnesyldiphosphat-diphosphatlyase)
besteht aus 552 Aminosauren (64,2 kDa) codiert in 1.656 Basenpaaren. Zur funktionalen
Expression wurde die mRNA aus einer Patschulipflanze isoliert und Uber reverse
Transkription mittels oligo(dT)-Primern hieraus eine komplementdre cDNA-Bibliothek
erstellt. Mit Primern, die aus einer beschriebenen (-)-Patchoulolsynthasesequenz (GenBank
AY508730) [24] abgeleitet wurden, konnte so ein >1.600bp langer Sequenzabschnitt
identifiziert und mittels PCR amplifiziert werden. Die folgende Sequenzierung mittels cycle-
sequencing ergab, dass das amplifizierte DNA-Fragment ein offenes Leseraster (ORF, open
reading frame) von 1.656bp hat. Dies codiert ein Protein mit 552 Aminosauren. Ein
Alignment mit der bekannten PTS-Sequenz ergab eine 96,6%ige Ubereinstimmung, was bei
26 stillen Mutationen insgesamt 19 Aminosdureaustauschen entspricht. Hierbei wurden
keine Austausche im STS-typischen, konservierten Mg-bindenden DDXXD-Motiv gefunden,
jedoch die Austausche H454C und K458N im sogenannten NSE/DTE-Motiv, welches dem
DDXXD-Motiv gegentberliegt und fir das eine Beteiligung im aktiven Zentrum vermutet
wird. Diese konnten zu einer Beeinflussung der Enzymaktivitdt bzw. dem Produktspektrum
fuhren. Solche Aminosdureaustausche konnen resultieren, wenn nicht dieselbe Kultur-
pflanzensorte verwendet wird. So kann sich das produzierte Enzym geringfligig von der
schon beschriebenen PTS unterscheiden. In diesem Fall wurde somit ein PTS-Isoenzym (PTSi)

gefunden, dass daher auch in der GenBank veroffentlicht wurde.

Enzymdatenbankeintrag 1:

S. Hartwig, T. Frister, S. Alemdar, Z. Li, U. Krings, R.G. Berger, T. Scheper, S. Beutel,
Pogostemon cablin patchoulol synthase variant mRNA, complete cds, NCBI, GenBank Acc.

No. KF983531, http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/589912511 (2014)

2.3.2 Expression der PTSi im Produktionsorganismus

Die PTSi-Sequenz wurde fir die Expression in E.coli K12 codon-optimiert, was zu einer

Verbesserung des Codon-Adaptionsindex (CAl) von 0,299 auf 0,746 fihrte [25, 26]. Diese
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verbesserte Sequenz wurde zunachst in einen pET17b-Vektor eingefligt, was aber zu keiner
stabilen Expression fuhrte und die PTSi nur in Form unléslicher Proteinaggregate produzierte
(inclusion bodies) [27]. Losliche PTSi konnte erfolgreich unter Verwendung eines pET16b-
Vektors produziert werden, der einen N-terminalen His-tag (6xHis) fir die nachfolgende
Enzymaufreinigung durch Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) inkludiert
und durch die Kontrolle des T7-Promotors eine Induktion mit IPTG ermoglicht, so dass
Wachstum und Proteinproduktion entkoppelt werden kdénnen [28, 29]. Dariber hinaus
wurde eine Fusion mit einem Thioredoxin-Rest (TRX, 109 AS, 11,7 kDa) getestet, welcher als
Loslichkeitsvermittler dient [30]. Die erhaltenen Vektoren wurden in verschiedene E.coli
Stamme kloniert und in TB-Medium (terrific broth) kultiviert. Hierbei zeichnete sich vor
allem der E.coli BL21(DE3) durch ein wesentlich besseres Wachstumsverhalten bei kaum
geringerer |6slicher Proteinproduktion gegeniiber alternativ getesteten Stammen, wie E.coli
Tuner, E.coli Rosetta2 u.a. aus [31-33]. Die erstellten Produktionsstamme E.coli BL21(DE3)
PET16b::PTSi(co) und E.coli BL21(DE3) pET32b::PTSi lieferten unter optimierten
Kultivierungsbedingungen (TB-Medium, 20°C, 0,5mM IPTG) 45mg l|6sliche His-PTSi bzw.

52mg l6sliche TRX-His-PTSi je g Biotrockenmasse.

Zur Aufreinigung der |6slich produzierten PTSi wurde der integrierte His-tag genutzt, indem
mit dem Uberstand des Zellysates nach Zentrifugation eine IMAC-Aufreinigung (Membran-
adsorber IDA75, Iminodiacetat-funktionalisiert) dekoriert mit Co?*-lonen durchgefiihrt
wurde. Die Elution der rekombinanten Zielproteine wurde mit 500mM Imidazol erreicht. Alle
erzeugten PTSi-Varianten konnten so mit einer Reinheit von >90% aufgereinigt werden, auch
der interne His-tag im TRX-His-PTSi konnte effektiv gebunden und eluiert werden, wie SDS-

PAGE und Western blots mit anti-His Antikdrpern bestatigten.

Aktivitatstests der PTSi-Varianten konnten in wassriger Losung in Gegenwart von 15mM
MgCl, und dem natlirlichen Substrat E,E-FPP erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Extraktion
der Produkte erfolgte durch Ausschiitteln nach Uberschichtung mit Hexamethyldisiloxan.
GC-FID- (Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektor) und korrespondierende GC-
MS-Untersuchungen (Massenspektrometrie) bestitigten die Ahnlichkeit des Produkt-
spektrums der produzierten Sesquiterpene mit kommerziellem Patchoulidl, es zeigten sich
aber auch deutliche Abweichungen. So wurden vier identische Produkte gefunden, (-)-

Patchoulol, a-Bulnesen, Patchoulene und o-Guaien, dariber hinaus konnten aber auch

9
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weitere Sesquiterpene wie das Germacren A identifiziert werden, das im kommerziellen Ol

aufgrund bekannter Folgereaktionen (z.B. Cope-Umlagerung zum [-Elemen) nicht nachweis-

Y%
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bar ist (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Reaktionsmechanismus der PTSi bei Umsetzung von E,E-FPP zu einigen ausgewahlten
Sesquiterpenen des Patchoulidls

Dariliber hinaus wurden mit Nerolidol und Farnesol zwei acyclische Produkte gebildet, was
ein Zeichen fir eine hohe Fehlerrate des Enzyms ist, da diese Produkte nur entstehen, wenn
der Eintritt des Carbokations nach Abspaltung der Pyrophosphatgruppe ins aktive Zentrum

nicht erfolgt und ein direktes Abfangen durch Wasser folgt. Verschiedene weitere Produkte
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der Reaktion konnten aufgrund der niedrigen Konzentrationen hier noch nicht identifiziert

werden.

Die Veranderung des Produktspektrums der rekombinant produzierten PTSi kbnnte v.a. den
Aminosaureaustauschen im NSE/DTE-Motiv geschuldet sein, dessen Beteiligung als zweite
Bindungsstelle im aktiven Zentrum diskutiert wird. Unter Bericksichtigung des zu pl 5,2
bestimmten isoelektrischen Punktes der PTSi konnte die durch die Austausche H454C
(Histidin gegen Cystein) und v.a. K458N (Lysin gegen Aspartat) erhohte Elektronendichte bei
eingestellten pH 7,5 eine Stabilisierung des Carbokations auf der Stufe des cyclischen E,E-
Germacradienylkations und des bicyclischen Guainaylkations bewirken und so die
Produktion von Germacren A und bicyclischen Produkten wie o-Guaien und a-Bulnesen

beglinstigen.

Publikation 1:

S. Hartwig; T. Frister; S. Alemdar; Z. Li, U. Krings, R.G. Berger, T. Scheper, S. Beutel,
Expression, purification and activity assay of a patchoulol synthase cDNA variant fused to

thioredoxin in Escherichia coli, Protein Expression and Purification (2014), 97C, 61-71

2.3.3 Charakterisierung des Reaktionsverhaltens der PTSi

In weiterfiihrenden Untersuchungen wurde neben der Aufskalierung der PTSi-Produktion
vom Schittelkolben in den 2L-MaRstab eine eingehende Untersuchung der optimalen
Katalysebedingungen, der kinetischen Daten sowie des Produkt- und Substratspektrums

durchgefiihrt.

Fir die Bestimmung der optimalen Temperatur- und pH-Bedingungen der enzymatischen
Reaktion wurde ein Assay auf Basis von O'Maille et al., 2004 [34] etabliert, bei dem die
Reaktionsmischung mit iso-Oktan zur Produktextraktion Uberschichtet wurde. Dies weist
einen guten Verteilungskoeffizienten log P fiir Sesquiterpene auf bei gleichzeitig geringem
Dampfdruck (log P Patchoulol = 4,484, log P a-Bulnesen = 6,63). Mithilfe dieses Assays
konnten globale Maxima fiir T und pH bei 38°C respektive pH 7,25 gefunden werden. Unter
optimalen Bedingungen wurden dann die kinetischen Daten ermittelt, wobei sich auf
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Grundlage des Michaelis-Menten-Modells eine unkompetitive Substratinhibierung zeigte,
die die Reaktionsgeschwindigkeit bei hohen Substratkonzentrationen stark herabsetzte.
Diese wiirde die Bildung eines inaktiven Enzym-Substrat-Substratkomplexes bedeuten,
dessen Stabilitdt von seiner Dissoziationskonstante Ki abhdngen wiirde. Dieser Befund
stimmt mit der von Faraldos et al.,, 2010 [35] gefundenen doppelten Deuterierung von
Sesquiterpenen durch die PTS bei Einsatz einfach deuterierten FPPs (iberein, aus der er auf
das Vorhandensein eines zweiten Substratmolekiils im aktiven Zentrum schloss, dass ein
Deuteron zur Verfligung stellt. Diese zusatzliche Tasche wiére einzigartig unter den bisher
beschriebenen Sesquiterpensynthasen und wiirde fiir ein grofRes aktives Zentrum sprechen,

indem mehrere Substratmolekile Platz fanden.

Als kinetische Parameter der rekombinanten PTSi konnte eine maximale Reaktions-
geschwindigkeit von vmax=6,93+1,33 uM/min, eine Michaelis-Konstante von Kv=8,0+6,5 uM
sowie eine Wechselzahl von ket=0,072 s bestimmt werden. Hieraus ergibt sich eine
Spezifititskonstante von keat/Km=9*103 sTM™ und letztlich eine spezifische Enzymaktivitit
von 1,92 U/mg. Die katalytische Effizienz, reprdsentiert durch die Spezifitdtskonstante, ist
damit niedrig (ca. zwei Zehnerpotenzen unter dem Durchschnitt), aber noch in einem fir
Enzyme des sekundiren Metabolismus typischen Bereich (103-107 s''M1), wobei die Affinitat
zum Substrat, reprasentiert durch Ky, im Vergleich (Durchschnitt ~102 uM) auBerordentlich
hoch ist, und so die im Vergleich (Durchschnitt ~10 s') duBerst niedrige katalytische
Konstante, dargestellt durch Kcat, kompensiert [36-38]. Auch dies deutet auf die Moglichkeit
einer starken unkompetitiven Substratinhibierung hin. Zwar erreichen viele Substratmole-
kiile das aktive Zentrum, aber letztlich werden nur wenige in Produktmolekiile umgesetzt, da
die sich zwangslaufig bildenden Enzym-Substrat-Substratkomplexe nur langsam wieder
dissoziieren [39]. Im Vergleich zu Literaturdaten [14, 40] fallt eine leicht geringere Affinitat
der PTSi zum Substrat FPP auf, was an den Mutationen der PTSi liegen kann, wahrend
gleichzeitig Wechselzahl und spezifische Aktivitat erhoht sind, was vermutlich auf die nicht

optimalen Aufreinigungsstrategien dieser Autoren zuriickzufihren ist [41].

Die Optimierung der GC-FID- und GC-MS-Methoden sowie der Abgleich mit Datenbank-
spektren (WileyO8/NIST08, 2008) und eine Normierung der Retentionszeiten Uber die
Kovats-Indizes ermoglichte die genauere Identifikation der Hauptprodukte der Umsetzung

und zeigte, dass neben dem bevorzugten initialen 1,10-Ringschluss des Farnesylkations zum

12



2. Synthetische Biologie zur Nutzung pflanzlicher Sesquiterpensynthasen

Germacradienylkation zu geringen Teilen (ca. 5%) auch ein 1,11-Ringschluss zum Humulyl-
kation stattfindet, der letztlich zum B-Caryophyllen fihrt und somit Substrat der gewiinsch-
ten Produktbildungsroute zum (-)-Patchoulol entzieht. Ein kleiner Teil der Carbokationen
nach initialem 1,10-Ringschluss zum Germacradienylkation und weiteren Ringschliissen zu
einem tricyclischen Patchoulenylkation wird direkt deprotoniert und fiihrt so zur Gruppe der
Patchoulene, die sich nur durch die Position einer Doppelbindung unterscheiden (ca.2-5%).
Der Rest der Substratmolekiile (90-93%) kann nun in zwei alternative Routen einmiinden,
beide getrieben von der hohen Spannung des tricyclischen Carbokations und dessen
Bestreben eine energetisch glinstigere Konformation einzunehmen. Dies wird dadurch
erreicht, dass die Reaktion entweder unter Offnung der C1-Verbriickung zum Guaianylkation
weiterlduft, was letztlich zu den bicyclischen Produkten a-Bulnesen, o-Guaien und Guaia-
5,11-dien fihrt, oder die hohe Ringspannung des Flinfrings wird durch eine Wagner-
Meerwein-Umlagerung herabgesetzt, so dass das Patchoulyl-Kation resultiert, welches dann
relativ schnell durch Wasser abgefangen und zum (-)-Patchoulol hydroxyliert wird. Die
Bevorzugung der ,bicyclischen Katalyseroute” konnte fiir die PTSi im Vergleich zur
pflanzlichen PTS festgestellt werden, wobei sich ein kumulierter Anteil der entsprechenden
bicyclischen Produkte von 40-60% gegeniber ca. 25-40% (-)-Patchoulol zeigte. Die schon
zuvor vermutete Stabilisierung des Guaianylkations durch die Austausche H454C (Histidin
gegen Cystein) und vor allem K458N (Lysin gegen Asparagin) wird hier noch einmal bestatigt,
und auch das ebenfalls untersuchte Produktverhaltnis in Abhangigkeit von pH und T spricht
fiir die These. So erhoht sich der Anteil bicyclischer Produkte mit steigendem pH und T (bis
pH 8,5 und 44°C untersucht) weiter bis zu cirka 65%, wahrend sich der (-)-Patchoulol-Anteil
gleichzeitig auf bis zu 10% reduziert. Der steigende pH stabilisiert somit das Guaianylkation,
wobei letztlich nicht geklart werden kann, ob dies aufgrund des Raumgewinns beim
Ubergang von der Imidazol- zur Thiol-Seitengruppe (H454C) oder aufgrund der verringerten
Basizitat (H454C und K458N) erfolgt. Flir eine Maximierung der (-)-Patchoulolproduktion
hingegen empfehlen sich niedrige Umsetzungstemperaturen von 30-36°C bei optimalem pH
7,25; so kann bis zu 35-40% (-)-Patchoulol-Anteil erreicht werden, wahrend sich der Anteil

der bicyclischen Produkte auf cirka 40% reduziert.

Da die bisherigen Untersuchungen auf ein groRes aktives Zentrum hindeuten, in dem
vielfdltige Reaktionsmoglichkeiten bestehen und in dem sogar mehrere Substratmolekile

Platz finden, wurden weitere Untersuchungen mit alternativen Substraten durchgefihrt, da
13
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nur geringe sterische Hinderungen zu erwarten sind. So wurden Umsetzungen sowohl mit
den E,Z- und Z,E-Isomeren des FPP durchgefiihrt, als auch mit kleineren (Neryldiphosphat
(NPP) und Geranyldiphosphat (GPP)) und groReren (Geranylgeranyldiphosphat (GGPP))

Substraten.

Bei Umsetzung des 2Z,6E-FPP wurde eine Fille von 13 verschiedenen Produkten identifiziert,
mit den Hauptprodukten o-Gurjunen (26,2%), y-Gurjunen (24,5%), Germacren B (19%),
Ylangen (6%) und dem einfachen Dephosphorylierungsprodukt 2Z,6E-Farnesol (5,6%), wobei
kein einziges der bekannten PTSi-Produkte gebildet wurde. Bei Umsetzung des 6Z,2E-FPP
wurden hingegen insgesamt nur 4 Produkte gefunden, wovon das einfache Dephospho-
rylierungsprodukt 2E,6Z-Farnesol mit 4,9% eines war. Das bekannte y-Elemen wurde zu nur
3,1% gebildet, wahrend zwei unbekannte Sesquiterpene mit 52,2% respektive 39,9% die

Hauptprodukte waren.

X X — S N
-OPP ~ @
6Z,2E-FPP X-"opp

l10,1-Ringschluss

iy i\T

o

5Z-Germacren B 5Z-Germacren A

Abb. 4: Postulierte Reaktionsprodukte der PTSi bei Umsetzung mit 6Z,2E-FPP

Diese konnten unter Bericksichtigung der massenspektrometrischen Fragmentierung und
des in Abb. 4 dargestellten Reaktionsmechanismus 5Z-Germacren A bzw. 5Z-Germacren B
sein, da hier beim 1,10-Ringschluss die Z-konfigurierte Doppelbindung im resultierenden
Germacradienylkation erhalten bleibt, was eine einfache Deprotonierung begilinstigen

konnte [42-49].

Wahrend die Umsetzung mit C20-Substrat (GGPP) keine Produkte liefert, konnten mit C10-

Substraten (NPP, GPP) eine Vielzahl an Monoterpenen erzeugt werden. Wahrend das GPP zu
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fast 60% zu acyclischen Produkten wie Geraniol und B-Myrcen fiihrte, war dies beim NPP nur
zu cirka 9% der Fall. Die weiteren Produkte folgten alle aus dem in der Monoterpensynthese
zentralen intermedidren Nerylkation, das durch einen 1,6-Ringschluss in das Terpinylkation
Ubergeht. Dieses wiederum kann Wasser addieren, was zum a-Terpinol fihrt (Produktanteil
22,5% (GPP) respektive 32,6% (NPP)), es kann deprotoniert werden, was zu Limonen
(Produktanteil 17,2% (GPP) respektive 39,3% (NPP)) beziehungsweise o-Terpinolen
(Produktanteil 0 % (GPP) resp. 10,3% (NPP)) flihrt oder durch weitere Umlagerungen und
Ringschllsse abreagieren, wie im Falle des Sabinen (Produktanteil 1,5% (GPP) respektive
3,4% (NPP)). Bemerkenswert ist auch die hier ebenfalls nachweisbare finale Hydroxylierung
von Produkten in der Reaktionskaskade (z.B. a-Terpinol), was eine Gegenwart von Wasser
im aktiven Zentrum nahelegt und wiederum die These des weiten, offenen aktiven Zentrums

untermauert [50-56].

Publikation 2:

T. Frister, S. Hartwig, S. Alemdar, K. Schnatz, L. Thons, T. Scheper, S. Beutel:
Characterisation of a Recombinant Patchoulol Synthase Variant for Biocatalytic Production
of Terpenes. Applied Biochemistry and Biotechnology, DOI 10.1007/s12010-015-1707-y
(2015)

2.3.4 Weiterfiihrende Arbeiten zur Charakterisierung der PTSi

Die dargestellten Untersuchungen stellen die Basis fir weitere, noch nicht veréffentlichte
Arbeiten dar, die sich unter anderem mit der Umsetzung in deuteriertem Wasser (D,0)
befassen, um die Beteiligung des Umgebungswassers an der ablaufenden Reaktionskaskade
zu identifizieren. Die Umsetzung in D>0 zeigte ein unerwartetes Deuterierungsmuster im 3C-
NMR. Wahrend B-Caryophyllen, das einzige Produkt des 1,11-Ringschlusses nicht deuteriert
wurde, wurden alle Produkte, die aus dem 1,10-Ringschluss resultierten, ein- bis zweifach

deuteriert, das (-)-Patchoulol zum Teil sogar dreifach (s. Abb. 5) [57].
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Abb. 5: Postulierter Reaktionsmechanismus fir die (-)-Patchoulolbildung der PTSi mit intermediaren
Sesquiterpenen [57].

Dieser Befund bestétigt einerseits die schon von Faraldos et al.,, 2010 [35] postulierte
Existenz eines intermedidaren ungeladenen Sesquiterpens (intermedidres Sesquiterpen Il
Abb. 5), das aus dem tricyclischen Carbokation bei Lokalisation der positiven Ladung am C4
durch Bildung einer Methylengrupppe entsteht, die aber auch vom im aktiven Zentrum
befindlichen D0 reprotoniert wird und nicht zwingend von einem weiteren
Substratmolekiil. Andererseits weist die Doppeldeuterierung der Produkte auf das
Vorhandensein eines zweiten ungeladenen, intermedidren Sesquiterpens hin, in diesem Fall
(+)-Germacren A (intermediares Sesquiterpen | Abb. 5), dass schon friher in der
Reaktionskaskade durch Deprotonierung eines der gleichwertigen, endstdandigen C14 oder

C15 aus dem Germacradienylkation hervorgeht. Dieses kann auch von D;O reprotoniert
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werden, wie schon in den mechanistischen Uberlegungen von Deguerrey et al., 2006 [17]
erwogen, allerdings nicht am C8, was direkt zum Guaianylkation fliihren wiirde, sondern
wieder an C14 oder C15, was zu einem deuterierten Germacradienylkation flihrt. Nur diese
De- und Reprotonierungen kdnnen die hohe Zahl und Lokalisierung der eingebauten
Deuterone erklaren, wobei im (-)-Patchoulol letztlich durch das Abfangen mit deuterierten
Wasser ein weiteres Deuteron eingebaut wird, was zur partiellen Dreifachdeuterierung
fihrt. Deutlich wird durch diese Untersuchungen, dass zu jedem Zeitpunkt der
enzymatischen Reaktion Wasser im aktiven Zentrum anwesend und an den

Reaktionsabldufen beteiligt ist.

Weitere Arbeiten befassen sich derzeit mit der Erweiterung des Substratspektrums auf z.B.
oxy-funktionalisierte, prenylierte oder phenylierte FPP-Analoga, die wertvolle neue Struktur-
bausteine fir die organische Synthese zuganglich machen kdnnten und so aufwandige
Synthesewege vereinfachen. Alle diese Arbeiten dienen dazu, diese duRerst promiskuitive
PTSi detailliert zu charakterisieren, um ihr Potential und ihre wesentlichen Merkmale fiir
eine grundlegende Nutzbarmachung zu ermitteln. Es zeigt sich aber auch eines der
grundlegenden Probleme von Enzymen des sekundaren Metabolismus: grofle Variabilitat bei
schlechter Effektivitat. Wie dennoch auf konventionelle Weise, das heit ohne Einsatz von
Enzyme Engineering, eine Strategie zur Nutzung derartiger Enzyme fir die Produktion
definierter Sesquiterpene entwickelt werden kann, soll am folgenden Beispiel der -

Humulensynthase dargestellt werden.

2.3.5 Molekularbiologische Arbeiten zur Produktion der a-Humulensynthase

Die a-Humulensynthase (HUM, E.C. 4.2.3.104: (2E,6E)-Farnesyldiphosphat-diphosphatlyase)
wurde beschrieben als Enzym bestehend aus 548 Aminosduren (64,5 kDa) codiert in 1.644
Basenpaaren. Zur funktionalen Expression wurde die von Yu et al., 2011 [19] beschriebene
cDNA-Sequenz (GenBank-Sequenz: AB247331) zunachst fiir die Expression in E. coli codon-
optimiert, so dass der CAl durch 211 Transitionen und 198 Transversionen von 0,488 auf
0,708 erhoht werden konnte [58]. Im Anschluss wurde sie in Form zweier doppelstrangiger
DNA-strings synthetisiert (684 bp resp. 1.000 bp), in einen pET16b-Vektor eingefiigt und

erfolgreich in E.coli BL21(DE3) transformiert. Die Kultivierung dieses Produktionsstamms
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erfolgte in einem geregelten 2I-Rihrkesselreaktor (STR, stirred tank reactor), wobei eine
umfangreiche Optimierung hinsichtlich der 16slichen HUM-Ausbeute durch die Variation von
Medienzusammensetzung, Induktionszeitpunkt und Induktorkonzentration erfolgte. So
konnten unter optimalen Bedingungen in einem SB-Medium (super broth) mit dreifach
erhohter Tryptonkonzentration im Vergleich zu TB-Medium, bei Entkopplung der initialen
Wachstumsphase bei 37°C von der Enzymproduktionsphase bei verminderten 20°C sowie
Induktion bei ODggo=1,0 mit 0,15 mM IPTG bis zu 156 mg/l HUM (3,35 mg/g Feuchtzell-
gewicht) produziert werden, wobei allerdings ein optimaler Erntezeitpunkt vor Erschépfung
der Aminosduren nach cirka 9h Produktionsphase beachtet werden sollte. Die produzierte
HUM wurde hierbei zu cirka 40% in loslicher, aktiver Form produziert. Die Aufreinigung
erfolgte nach Zellaufschluss und Zentrifugation mittels IMAC unter Ausnutzung des durch
den pET16b-Vektor eingebrachten His-tag, wobei sich die Verwendung von Co?*-dekorierten
NTA-Liganden (Nitrilotriessigsdure) am effektivsten hinsichtlich Ausbeute (95%) und Reinheit
(63%) erwies. Durch weitere Optimierung der Elutionsbedingungen durch Einsatz eines
Imidazol-Stufengradienten konnten zelleigene Proteine, sogenannte host cell Proteine (HCP)
bei 50 mM Imidazol fast quantitativ abgetrennt werden, so dass die HUM bei 500 mM
Imidazol mit ca. 92% Reinheit eluierte. Die Reinheit konnte auch mit Hilfe eines anti-His-
Western blot bestatigt werden. Die produzierte HUM weist einen experimentell durch 2D-
Gelelektrophorese mit isoelektrischer Fokussierung ermittelten isoelektrischen Punkt von pl

5,61 auf, was dem theoretischen pl 5,65 sehr nah kommt und dem anderer STS entspricht.

2.3.6 Charakterisierung des Reaktionsverhaltens der HUM

Untersuchungen der katalytischen Aktivitdt wurden mit der isolierten HUM im Zweiphasen-
system mit iso-Octan durchgefiihrt, die Analyse der Produkte erfolgte mit GC-FID. Es zeigte
sich eine 94,5:5,5%-Verteilung von a-Humulen zu B-Caryophyllen, die als einzige Produkte

gebildet werden (s. Abb. 6).
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Abb. 6: Reaktionsmechanismus der HUM bei Umsetzung von E,E-FPP zu a-Humulen und [-Caryo-
phyllen

Die optimalen Reaktionsbedingungen wurden zu pH 7,5 und 38°C bestimmt. Unter diesen
Bedingungen konnten als kinetische Parameter der rekombinanten HUM eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit von vmax=0,2 uM/s, eine Michaelis-Konstante von Kv=32,79 uM
sowie eine Wechselzahl von keat=3,91 s bestimmt werden. Hieraus ergibt sich eine
Spezifitdtskonstante von keat/Km=1,19*10° s'M* und letztlich eine spezifische Enzymaktivitat
von 3,63 U/mg. Die katalytische Effizienz, ist damit in einem fir Enzyme des sekundaren
Metabolismus typischen Bereich (10> s'M), wobei die Affinitdt zum Substrat, reprasentiert
durch Ky, im Vergleich (Durchschnitt ~102 uM) etwas gréRer ist, wahrend die katalytische
Konstante, dargestellt durch Ket (Durchschnitt ~10 s?), geringfiigig niedriger liegt [37].
Insbesondere der von Bar-Even et al., 2011 konstatierte Befund, dass Enzyme fiir Substrate
>350 g/mol in der Regel hohe Affinitaten von Km~40 uM zeigen, wird hierdurch eindrucksvoll

untermauert. [36]

Die HUM setzt das initial aus FPP gebildete Farnesylkation bei der Reaktion ausschlieBlich in
Richtung des 1,11-Ringschlusses zum Humulylkation um und offenbart so ein ganzlich
gegensatzliches Verhalten zur PTS, die den 1,10-Ringschluss bevorzugt. Auf den Ringschluss
kann sodann direkt eine Deprotonierung zum ca-Humulen erfolgen oder aber ein weiterer
Ringschluss zwischen C2 und C10 mit dann folgender Deprotonierung zum B-Caryophyllen,
wobei die einfache Deprotonierung bei weitem Ulberwiegt. Die erzeugte HUM kann somit
effektiv und mit hoher Reinheit a-Humulen herstellen, was selbst ein zentrales Intermediat

in der Herstellung des pharmazeutisch unter anderem fir die Krebsbehandlung hoch
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interessanten Zerumbons ist, das aus ihm durch doppelte Oxidation am C8 zum Keton

hervorgeht [59-65].

Publikation 3:

S. Alemdar, S. Hartwig, T. Frister, J.C. Konig, T. Scheper, S. Beutel: Heterologous Expression,
Purification, and Biochemical Characterization of a-Humulene Synthase from Zingiber
zerumbet Smith. Applied Biochemistry and Biotechnology (2016), 178(3), 474-489,
DOI:10.1007/s12010-015-1888-4

2.3.7 Oxidation des a-Humulens zu Zerumbon

Um eine Produktionsstrategie fiir Zerumbon zu entwickeln, muss zunachst ein 6konomischer
Ansatz fur die a-Humulen-Herstellung gefunden werden. Hierfiir ist die Produktion und
Isolierung der HUM mit anschliefender Umsetzung von synthetisch hergestelltem FPP nicht
sinnvoll, da sie viele ineffektive Verfahrensschritte enthélt, die aufeinander aufbauend die
Produktion erschweren. Sinnvoller wéare ein gréBerer synthetischer Biotechnologieansatz mit
aktiven lebenden Zellen, die neben der HUM auch die Stoffwechselwege zur Produktion des
FPP enthalten. Dies sollte eine selbststdndige Produktion des Substrates FPP direkt aus den
Nahrstoffen des Mediums gewadhrleisten, so dass durch einfache Fltterung mit z.B. Glucose

a-Humulen direkt als Produkt gewonnen werden konnte.

Diesen Weg hat auch J. Keasling beschritten und ein Plasmid erzeugt, dass einen vollstandig
in E.coli funktionierenden Mevalonat-Stoffwechselweg enthalt. Dieses Plasmid pBbA5c-
MevT(CO)-T1-MBIS(CO, ispA) wurde fir diese Arbeiten zur Verfligung gestellt (Addgene
plasmid # 35152) [66] und in den verwendeten E.coli BL21(DE3) pET16b::HUM(co) integriert.
Dieser Produktionsstamm wurde im 2L-STR in definiertem Medium bei 37°C angezogen und
nach Induktion mit IPTG bei 20°C auf die Produktbildung hinsichtlich a-Humulen untersucht.
Es zeigte sich eine geringfligige intermedidre Produktkonzentration von 2,6 mg/|, die aber
schnell wieder verstoffwechselt wurde. Zudem wurde nur ein geringer Anteil des Produktes
sekretiert, so dass eine in situ-Produktabtrennung in Betracht gezogen werden musste, um

einen schnellen Produktabbau zu unterbinden und einen groBen Gradienten fir die
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Produktdiffusion ins Medium zu bieten [67]. Hierfiir wurden vor allem extraktive Verfahren
mit organischen Losemitteln, wie Dichlormethan, Pentan, iso-Oktan, Nonan und Ethylacetat
in Betracht gezogen, aber auch adsorptive wie der Einsatz des hydrophoben Adsorberharzes
Amberlite® XAD4 mit anschlieRender Produktelution unter Variation des Elutionsmittels in
Vorversuchen bericksichtigt [68, 69]. Die extraktiven Verfahren zeigten sich hierbei dem
adsorptiven unterlegen, mit einer maximalen Ausbeute von 46% (Ethylacetat) vor allem der
Kombination aus Amberlite® XAD4 mit Elution durch Acetonitril (78% Ausbeute). In
folgenden Kultivierungen in Gegenwart von 10% (w/w) Amberlite® XAD4 konnte keine
Beeintrachtigung des Wachstumsverhaltens des Produktionsstamms festgestellt werden und
eine effektive a-Humulen-Produktion bis zu einer volumetrischen Ausbeute von 60,2 mg/|
nach 24h, was einer 230%igen Steigerung der Produktivitat entspricht. Durch die in situ-
Adsorption mit folgender Acetonitril-Elution konnte das a-Humulen dariiber hinaus in einer

Reinheit von 95% isoliert werden (5% p-Caryophyllen).

Das entwickelte Produktionsschema stellt eine gute Basis flir eine mogliche Zerumbon-
Produktion dar und konnte durch die Integration der weiteren Enzyme o-Humulen-8-
Hydroxylase und Zerumbonsynthase, die in planta die Oxidation vom a-Humulen zum
Zerumbon katalysieren, erreicht werden, wodurch ein weiteres Plasmid eingebracht werden
misste oder ein bestehendes erweitert, was wiederum einen erheblichen Entwicklungs-
aufwand mit sich brachte [19, 20]. Alternativ kénnte hier aber auch durch die besondere
allylische Stellung des C8 im a-Humulen eine, wie von J.A.R. Salvador et al., 2002,
beschriebene, einfache allylische Oxidation in einer einstufigen Reaktion durchgefiihrt
werden [70, 71] (s. Abb. 7). Die hier adaptierte Variante dieser Reaktion wurde in Acteonitril
durchgefiihrt, dem Elutionsmittel, in dem das produzierte a-Humulen nach der Isolierung
aus der Kulturbriihe final vorliegt und statt unter reiner Sauerstoffatmosphare unter

normaler Luft, um die Generierung zu vieler Oxidationsnebenprodukte zu vermeiden.
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Abb. 7: Allylische Oxidation von a—Humulen zu Zerumbon

Als Oxidans wurde 70% wassriges tertidres Butylhydroperoxid (TBHP) eingesetzt und
Ubergangsmetallsalze als Katalysatoren. Das Reaktionssystem wurde mit Hilfe eines DoE-
Ansatzes (design of experiments) nach Box-Behnken-Design statistisch untersucht und so die
optimalen Reaktionsparameter identifiziert. Diese lagen bei 2,18 mM Substrat, 60,7°C,
0,0073 molaren Aquivalenten Katalysator sowie 4,64 molaren Aquivalenten Oxidans. Mit
jedem untersuchten Ubergangsmetallsalz konnte hierbei ein vollstindiger Umsatz erzielt
werden, wobei sich Unterschiede in Hinblick auf das Produktspektrum und die Produktion
von Zerumbon zeigten. So wurde ein Maximum von 51,6% an Zerumbon mit MnCl; als
Katalysator produziert, wiahrend insgesamt 3 Nebenprodukte gebildet wurden. Von diesen
konnten bisher Humulen-6,7-Epoxid und Vidriflorol als vermutliche Produkte identifiziert

werden, die Untersuchungen werden fortgefiihrt [72].

Obwohl die Produktivitdt des hier kombinierten Ansatzes aus synthetischer Biotechnologie
und organischer Synthese noch viele Optimierungsmoglichkeiten bietet, zeigt sich sein
Potential in der eleganten Direktheit und geringen Anzahl der Prozessschritte durch
Produktion von a-Humulen direkt aus einer Kohlenstoffquelle, in situ-Adsorption wahrend
des Prozesses und anschlieBende Oxidation direkt im Elutionsmittel des Adsorbers. Die
allylische Stellung des zu oxidierenden Kohlenstoffs erweist sich hierbei als Schlissel-
element, die durch ihre dirigierende Wirkung eine effektive Oxidation zum Zerumbon so erst
ermoglicht. Die Etablierung eines technischen Produktionsverfahrens erscheint hierdurch

moglich, was die HUM unter den STS auszeichnet.
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Publikation 4:

S. Alemdar, J.C. Konig, S. Hartwig, T. Frister, T. Scheper, S. Beutel: Bioproduction of a-
humulene in metabolically engineered Escherichia coli and application in zerumbon

synthesis. Engineering in Life Science (2017), 17(8), 900-907, DOI: 10.1002/elsc.201700043

Das folgende Fallbeispiel der (+)-Zizaensynthase soll noch einmal weitere Heraus-

forderungen bei der technischen Nutzung der Sesquiterpensynthasen beleuchten.

2.3.8 Molekularbiologische Arbeiten zur Produktion der (+)-Zizaensynthase

Da keine Isolierung von Erbgut aus dem vorliegenden getrockneten Vetivergras gelang,
wurde eine nicht annotierte cDNA-Sequenz (GenBank Acc. No. HI931360), die vermutlich fur
eine (+)-Zizaensynthase (Z1Z, E.C. 4.2.3.X: (2E,6E)-Farnesyldiphosphat-diphosphatlyase)
codiert und die bisher nur als cDNA-Sequenz beschrieben und patentiert wurde [73], flr die
Expression in E.coli codon-optimiert, so dass der CAl von 0,551 auf 0,707 erhéht werden
konnte. Die so erhaltene 1.668 bp lange Sequenz wurde zunachst in einem BLAST-Ansatz
(Basic local alignment search tool) untersucht und zwei Sesquiterpensynthasen mit einer
Sequenzdhnlichkeit von <52% als ndachste Verwandte identifiziert (B-Sesquiphellandren-
synthase, B-Caryophyllensynthase). Ein Alignment auf Aminosdureebene zeigte zudem das
Vorhandensein der konservierten DDXXD- und NSE/DTE-Motive, die das codierte Enzym als
ein Mitglied der Terpensynthase-Superfamilie identifizieren. Die adaptierte Sequenz wurde

daher in der GenBank veroffentlicht.

Enzymdatenbankeintrag 2:

S, Hartwig, T. Frister, S.Alemdar, S., Z. Li, T. Scheper, S. Beutel: Synthetic construct zizaene
synthase gene, complete c¢ds, NCBI GenBank Acc. No. KP231534,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP231534.1/ (2015)
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2.3.9 Expression der ZIZ im Produktionsorganismus

Die cDNA-Sequenz wurde in Form von zwei doppelstrangigen DNA-Fragmenten mittels
seamless cloning, einer dem Gibson-Assembly verwandten PCR-basierten Klonierungstechnik
[74], in das jeweilige Vektorriickgrat einkloniert, wobei neben dem standardmaRigen
pPET16b- hier auch ein pETSUMO- und ein pETColdl-Vektor in die Untersuchungen einbe-
zogen wurden, die verschiedene Vorteile fiir die Expression xenogener Enzyme bringen
konnten. Die SUMO-Domaéne (small Ubiquitin-like modifier) zum einen ist ein als Loslichkeits-
vermittler bekanntes Fusionsprotein von cirka 13 kDa GroRe [75, 76], der pColdl-Vektor zum
anderen unterliegt der Kontrolle des cspA-Promotors (cold shock protein A), wodurch eine
langsamere aber bessere Expression aufgrund verringerter Fehlfaltungen bei niedrigen Tem-
peraturen (ca. 15°C) resultieren soll [77, 78]. Nach Transformation der Vektoren in E.coli
BL21(DE3) wurden die erhaltenen Teststamme in TB-Medium kultiviert und in Bezug auf die
|6sliche Expression des Zielenzyms untersucht. Wahrend der pET16b::ZIZ(co) enthaltene
Stamm keine |6sliche Expression zeigte, konnten mit dem pETSUMO::ZIZ(co) enthaltenen
325 mg/l bzw. mit dem pETColdl::Ziz(co) enthaltenen 221 mg/I des Zielenzyms produziert
werden. Die niedrigere Ausbeute bei Kalteschockinduktion ist hierbei zumindest zum Teil auf
das erheblich verringerte Wachstum bei 15°C zuriickzufiihren. Das so produzierte Enzym
wurde unter Ausnutzung des enthaltenen 6xHis-tags tiber Ni%*-dekorierte Sepharose-IMAC
aufgereinigt und so in iber 95% Reinheit erhalten. Mittels der SUMO-Protease ULP1 konnte
die SUMO-Domane geschnitten werden und so das mit 64 kDa eine flr STS typische GroRe
aufweisende Enzym erhalten werden [79]. Zur Bestdtigung der Identitdt der (+)-
Zizaensynthase wurde aullerdem ein tryptischer Verdau mit folgendem Sequenzabgleich des
Peptidmassenfingerprints durchgefiihrt, der bei einer Sequenzabdeckung von cirka 18% die
Identitdt des Zielenzyms weiter untermauerte [80, 81]. Auch der durch isoelektrische
Fokussierung per 2D-Gelelektrophorese ermittelte isoelektrische Punkt von pl 4,95 liegt nah

bei dem theoretisch berechneten von pl 5,09.

2.3.10 Charakterisierung des Reaktionsverhaltens der ZIZ

Das erhaltene Enzym wurde im Zweiphasenreaktionssystem mit iso-Oktan und dem Substrat

FPP untersucht. Als Hauptprodukt der Umsetzung konnte per GC-MS so (+)-Zizaen bestatigt
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werden, dass mit einem Anteil von Gber 90% produziert wurde und somit letztlich auch die
Identitadt der (+)-Zizaensynthase verifiziert. Im Gegensatz zu den beiden bisher behandelten
Sesquiterpensynthasen findet bei der ZIZ zundchst eine Umlagerung zum Nerolidylkation
statt, wobei nicht geklart werden konnte, ob dies vor oder nach der Abspaltung der

Pyrophosphatgruppe erfolgt (s. Abb. 8).

o-Cedren

B-Acoradien /\

epi-Isozizaen

(+)-Zizaen

Abb. 8: Reaktionsmechanismus der ZIZ bei Umsetzung von E,E-FPP zu ausgewadhlten Sesquiterpenen
des Vetiverdls

Das Neolidylkation zyklisiert sodann durch einen 1,6-Ringschluss zum Bisabolylkation. Dies
kann sich weiter umlagern und zyklisieren und flihrt so direkt zu den Acoradienyl- und
Cedrylkationen. Dieser Reaktionsfolge entsprechend wurden als weitere Nebenprodukte o-
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Cedren (2,8%) und B-Acoradien (6,5%) identifiziert, deren Entstehung aber nur in geringem
MaBe erfolgt. Das erwartete weitere Nebenprodukt der Hauptproduktbildungsroute zum
(+)-Zizaen, das epi-lsozizaen, konnte nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden, da es in zu

geringen Mengen gebildet wurde.

Die kinetischen Parameter wurden bei einer optimalen Temperatur von 30°C bestimmt.
Unter diesen Bedingungen konnten unter Annahme eines Michaelis-Menten-Modells eine
maximale Reaktionsgeschwindigkeit von vmax=0,0054 uM/s, eine Michaelis-Konstante von
Km=1,111 uM sowie eine Wechselzahl von ket=0,049 s bestimmt werden. Hieraus ergibt
sich eine Spezifititskonstante von kcat/Km=4,43*10% sM und eine spezifische Enzym-
aktivitat von 0,0454U/mg. Die katalytische Effizienz, reprasentiert durch die Spezifitats-
konstante, liegt damit knapp die Halfte unter dem Durchschnitt, aber noch im fir den
sekundidren Metabolismus typischen Bereich (103-107 sM1), wobei die Affinitdt zum
Substrat, reprasentiert durch Ky aufSerordentlich hoch ist und so, wie schon bei der PTSi, die
dullerst niedrige katalytische Konstante kompensiert [37]. Auch der schon zitierte, von Bar-
Even et al., 2011, konstatierte Befund, dass Enzyme fir Substrate, die groRer als 350 g/mol

sind, in der Regel hohe Affinitaten zeigen, wird noch einmal bestatigt. [36]

Die Arbeiten zeigen die grundlegende Zuganglichkeit des (+)-Zizaen liber einen synthetischen
Biotechnologieansatz. (+)-Zizaen konnte bisher nur lber komplexe organische Synthese
kiinstlich hergestellt werden [82, 83]. Ein produktiver Einsatz der ZIZ erscheint allerdings zum
gegenwartigen Zeitpunkt fraglich, da die Produktion l6slichen und somit aktiven Enzyms
dullerst komplex ist und die kinetischen Daten zudem nur eine geringe Aktivitdt zeigen.
Unter Umstdanden kdnnten hier zielgerichtete Mutationen eine evolutive Verbesserung der
Enzymaktivitdat bewirken oder aber die Kultivierung in anderen Wirtsorganismen eine
verbesserte Produktion aktiven Enzyms. Letztlich muss aber berlicksichtigt werden, dass
auch in diesem Fall, wie schon bei der HUM, das Produkt (+)-Zizaen nur ein Zwischenprodukt
auf dem eigentlichen Weg zum prospektiven Zielprodukt Khusimol sind, dem hauptduft-
gebenden Bestandteil des wertvollen Vetiverdls. Jedoch liegt im (+)-Zizaen die zu
oxidierende Methylgruppe nicht in allylischer Stellung vor, sondern terminal, so dass keine
einfache organische Oxidation durchgefiihrt werden kann. Stattdessen muss hier der Weg
Uber die enzymatische Oxidation mit z.B. Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP450)

gegangen werden, eine membrangebundene, NADPH-abhdngige Enzymklasse, die zudem
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eines Reduktionssystems in Form einer CYP450-Reduktase (CPR) bedarf und nur duBerst

schwierig aktiv zu expremieren ist [84].

Publikation 5:

S. Hartwig, T. Frister, S. Alemdar, Z. Li, T. Scheper, S. Beutel: SUMO-fusion, purification, and
characterization of a (+)-zizaene synthase from Chrysopogon zizanioides. Biochemical and

biophysical Research Communications 458, 883-889 (2015)

Die hier vorgestellten Arbeiten zur synthetischen Biologie zeigen einerseits das groRe
Potential von Enzymen des pflanzlichen Metabolismus in Hinblick auf die Vielfalt und
Komplexitdt der erzeugbaren Strukturmotive. Andererseits zeigen die umfangreichen
Untersuchungen aber auch die Herausforderungen auf, die einer technischen Nutzung im
Sinne der synthetischen Biotechnologie entgegenstehen, wie eine stabile |6sliche und aktive
Enzymexpression in den Produktionsorganismen zu erreichen oder die Integration von

substratbildenden Reaktionen oder derivatisierenden Folgereaktionen zu realisieren.

Die drei ausgewdhlten Sesquiterpensynthasen unterscheiden sich signifikant in ihrem
Verhalten, auch wenn die wichtigsten Strukturelemente, wie die Mg?*-bindenden DDXXD-
und NSE/DTE-Motive, bei allen Enzymen dieser Superfamilie konserviert sind. So bevorzugt
jedes der Enzyme einen anderen initialen Ringschluss, vom 1,6-Ringschluss der ZIZ (iber den
1,10-Ringschluss der PTSi bis zum 1,11-Ringschluss der HUM. Dies legt nahe, dass die Mg?*-
bindenden Domanen zwar fir die initiale Dephosphorylierung verantwortlich sind, aber nur
eine untergeordnete Rolle bei der direkt folgenden Ringschlussreaktion spielen. Insgesamt
zeigt die groRe Variabilitdt der STS beim Ringschluss das Potential dieser Enzymklasse fiir die
Produktion komplexer terpenoider Strukturen, die z.B. als Strukturbausteine fiir folgende
organische Synthesen dienen konnen, wie am Beispiel der Zerumbonsynthese gezeigt

wurde.

Der fur die HUM gewahlte ganzzellkatalytische Ansatz erscheint fiir einen Einsatz im Sinne
der synthetischen Biotechnologie am erfolgversprechendsten. Dabei ist die STS in einem
lebenden Organismus in eine Reaktionskaskade eingebunden, so dass das Sesquiterpen

direkt aus der Kohlenstoffquelle des Kulturmediums produziert wird. Wenn das Produkt
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zudem durch in situ-Produktabreicherung laufend aus dem Prozess entfernt wird, kann einer
cytotoxischen Anreicherung vorgebeugt werden. So kann das Produkt, hier a-Humulen, in
groRen Mengen produziert und isoliert werden und steht in hoher Reinheit fiir folgende

Derivatisierungen, wie in diesem Fall der Oxidation zum Zerumbon, zur Verfligung.
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3. Methoden der Bioprozessentwicklung

Neben den beschriebenen Arbeiten zur synthetischen Biologie ist die Bioprozessentwicklung
der zweite grofRe Bereich der synthetischen Biotechnologie und ebenso elementar fir die
Etablierung wirtschaftlicher Bioprozesse. Die Entwicklung biotechnologischer Prozesse zur
Verwendung von Enzymen und deren 6konomische Nutzung bedarf einer Vielzahl von
Optimierungsarbeiten, die sich auf alle Verfahrensschritte entlang der gesamten

Prozesskette beziehen. Die Prozesskette beinhaltet:

1. prozessvorbereitende Arbeitsschritte wie Zellbankhaltung, Medienvorbereitung,
Autoklavierung und Anzucht der Produktionsorganismen (Upstream processing),

2. den eigentlichen Prozess bestehend aus der Kultivierung und Expression aktiven
Enzyms und dem Einsatz des Enzyms fiir die angestrebte Umsetzung sowie

3. die Isolierung, Aufreinigung und Konfektionierung des Produktes (Downstream

processing).

Wadhrend aller dieser Prozessschritte missen die wichtigsten Betriebsparameter und
MessgroRRen lberwacht werden, um eine optimale Produktion zu erreichen. Die hierflr
eingesetzten Analysenverfahren koénnen z.B. frihzeitig Wachstumslimitierungen der
Produktionsorganismen erkennen helfen und so das Prozessverstiandnis verbessern. Eine
online-Analytik, die in time Messdaten einer relevanten Prozessgrofie liefert, gilt hierbei als
Goldstandard, ermdoglicht sie doch neben dem Monitoring auch Regelung, Steuerung und
ggf. die Vorhersage des Prozessverlaufs [85]. Thematisiert und unterstiitzt wird die
Implementierung entsprechender prozessbegleitender Analytik auch durch die PAT-Initiative
(process analytical technology) der FDA (Food and Drug Administration) der USA [86], die
initiiert wurde, um Prozesssicherheit und -verstandnis von zertifizierten Produktions-
prozessen zu erhdhen. Eine online-Analytik ist jedoch nicht immer einfach einsetzbar. Dies
kann durch die Kultivierungssysteme selbst bedingt sein, wenn fir das Screening in
Mikrotiterplatten keine miniaturisierte Sensorik vorliegt oder bei Vorkulturen im klassischen
Schittelkolben, fir die durch die Bauart nur optische online-Messmethoden anwendbar
sind. Ebenso kann aber auch eine Limitierung der Messbarkeit vorliegen, z.B. durch fehlende

spezifische Sensorelemente oder wenn die Autoklavierbarkeit des Sensors nicht moglich ist,
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so dass oft auf offline-Daten zuriickgegriffen werden muss, was das Prozesswissen und auch

die -steuerbarkeit erheblich einschrankt.

3.1 Upstream enabling technologies

Im Bereich des Upstream Processing (prozessvorbereitende Verfahrensschritte) stellt die
Ubertragbarkeit von Schiittelkolbenkultivierungen, die klassisch fiir die Bioprozess-
entwicklung im Labormalistab sowie die Anzucht von Vorkulturen (seed train) eingesetzt
werden, in den Reaktormalistab ein haufig auftretendes Problem dar [87]. Nicht nur die
Veranderung vom orbital geschittelten zum rihrerdurchmischten System stellt Heraus-
forderungen, vor allem der Mangel an online-Daten wichtiger MessgroRBen aus Schittel-
kolbenkultivierungen macht die Skalierung aufwandig. Bisher kdnnen im Schittelkolben nur
die Basisparameter pH und DO (dissolved oxygen, pO,, Sauerstoffpartialdruck in Losung)
online Uberwacht werden. Allerdings muss dafilir eine spezielle Schittelkolbenvariante
verwendet werden, die mit fluoreszenzbasierten Sensorspots ausgeristet ist [88]. Die
Biomassekonzentration hingegen wird durch Probenahme und offline-Analyse bestimmt, so
dass fir die Erfassung immer wieder die Sterilbarriere unterbrochen werden und eine
Kontamination riskiert werden muss. Um dies zu umgehen, wurden bisher indirekte
Verfahren etabliert, z.B. kann Uber die aus dem DO-Wert zugéngliche Sauerstofftransferrate
(OTR, oxygen transfer rate) auf die Biomassekonzentration geschlossen werden [89, 90]. Die
Biomassekonzentration als wichtigste und zentrale ProzessgroRe in Kultivierungsprozessen
sollte aber direkt und online bestimmbar sein, um einen liickenlosen Kultivierungsverlauf zu
dokumentieren und auch kleine bzw. kurzfristige metabolische Anderungen zu erfassen [91].
Zu diesem Zweck wurde ein Sensor konstruiert, der in der Lage ist, die Biomassekonzen-
tration online ohne Probenahme im Schiittelkolben zu messen. Im Folgenden wird die
Entwicklung dieses Sensors beschrieben (siehe Kapitel 3.1.1), seine Anwendungsbreite
anhand verschiedener Modellorganismen und Zelllinien evaluiert (siehe Kapitel 3.1.2) sowie
die weitergehende Applikation fir die Bestimmung von zellinternen Proteinaggregaten
(siehe Kapitel 3.1.3). Darauffolgend wird die Machbarkeit der Nutzung entsprechender
online-Schiittelkolbensensorik fur die gezielte Steuerung von Bioprozessen in diesem Mal3-

stab untersucht, wobei die 3D-Drucktechnik fiir die Prototypenerstellung eines
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Dosageaufsatzes eingesetzt wird (siehe Kapitel 3.1.4). Abschliefend wird der Einsatz des 3D-
Drucks im Bereich der Bioprozessentwicklung anhand verschiedener anwendungsspezifisch
maligeschneiderter Labormaterialien evaluiert (siehe Kapitel 3.1.5) und das Druckmaterial

hinsichtlich seiner Biokompatibilitdt untersucht (siehe Kapitel 3.1.6).

3.1.1 Sensorentwicklung fiir die Bestimmung der Biomassekonzentration in

Schiittelkolben

Einen funktionalen Ansatz flr die online-Biomassebestimmung in Schittelkolben stellt die
nicht-invasive 180°-Streulichtmessung dar, bei der Licht durch den transparenten Boden des
Schittelkolbens in die Kulturbriihe eingestrahlt wird und das abhdngig von der Tribung
zurlickgestrahlte Streulicht mit einer Photodiode online ohne Zeitverlust detektiert wird
[92]. Der grol3e Linearitatsbereich dieser Methode, z.B. gegenliber der klassischen offline-
optischen Dichte-Messung, einer Transmissionsmessung, die immer umfangreiche Verdinn-
ungsreihen erfordert, ermoglicht die Detektion Gber den gesamten relevanten Messbereich
fiir Schiittelkolbenkultivierungen [93]. Der Einsatz eines solchen 180°-Streulichtsensors kann
in einem kompakten Aufbau realisiert werden, der einfach unterhalb des Schiittelkolbens
auf dem Schittler montiert wird; die Daten koénnen z.B. lber Bluetooth an einen
Messrechner Ubermittelt werden. Die Messung kann zudem in jedem handelsiblichen
Schittelkolben mit transparentem Boden erfolgen. Ein entsprechender Sensor wurde im
Rahmen des vom BMWi (ber die ZIM-Initiative geforderten Vorhabens ,,Optischer online-

Sensor zur Bestimmung des Wachstums in geschiittelten Kulturen” konstruiert [94].

Der Sensor besteht aus einer LED (light emitting diode, 630 nm) und einer parallel angeord-
neten Photodiode fiir die Detektion des Streulichtes. Uber diesen sind optische Filter zur
Transmission im Bereich der Dominanzwellenldnge positioniert. Diese einfache
Messanordnung, dargestellt in Abb. 9A, ermdglicht nach Feinabstimmung der optischen
Gange prinzipiell schon die Messung des 180°-Streulichtes, also der Tribung der
dariiberstehenden Losung [95]. Allerdings flihrt die Bewegung des Schiittelkolbens bei der
Orbitaldurchmischung zu einer schnellen Rotation der Flissigkeit im Kolben, wie in Abb. 9B

dargestellt ist. Die sich ausbildende Form ist eine Fllssigkeitssichel mit stark variierender
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Flussigkeitshohe und abhdngig von ihrer Position im Kolben beeintrachtigt sie Intensitat

(Amplitude) und Gite des Sensorsignals [96].

Triggerwinkel [°]
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Abb. 9: A: Schematischer Aufbau des konstruierten Streulichtsensors fiir die Biomassebestimmung in
Schittelkolben; B: Querschnitt und Aufsicht auf Schiittelkolben mit rotierender Flissigkeitssichel

Aus diesem Grund wurde dem Sensoraufbau ein Beschleunigungssensor (G-Sensor)
hinzugefiigt, der Gber einen Triggerwinkel die Position der maximalen FlUssigkeitshéhe liber
dem Streulichtsensor mit dem Auslosen der Messung synchronisiert, so dass stabile Signale
maximaler Amplitude resultieren. Diese anhand von Formazin-Modelllésungen gewonnenen
Basiserkenntnisse wurden zundchst anhand von Testkultivierungen zweier einfacher
Modellorganismen, E.coli und Saccharomyces cerevisiae auf reale Kultivierungsprozesse
Ubertragen. Hierbei wurden neben der 180°-Streulichtmessung zur Korrelation offline
sowohl die Biotrockenmasse (BTM) als auch die ODeoo bestimmt [97]. Es zeigten sich nicht-
lineare Korrelationen von Streulicht zu ODgoo und BTM, die Bleasedale-Nelder- (im Fall von S.
cerevisiae) bzw. Belehradek- (im Fall von E.coli) Funktionen entsprechen [98]. Die Korrelation
ist bis in den maximal untersuchten Bereich von ODep=30,5 stabil mit einem Fehler von
<12%, was hauptsachlich auf den Bereich sehr niedriger ODesgo<1,2 zurlickzufiihren ist, wo
die Messung durch Oberflachenreflexionen der nur wenig trilben Kulturbriihe gestort
werden kann. Die Kultivierungsverldaufe insgesamt werden nach Glattung des Rohsignals
durch einen Median 45 &duBerst prazise widergespiegelt und ermoglichen so erstmals die

online-Erfassung des Zellwachstums in Schiittelkolben.
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Publikation 6:

J. Schmidt-Hager, C. Ude, M. Findeis, G. T. John, T. Scheper, S. Beutel: Development of a
Novel Non-Invasive Online Biomass Detector System for Shake Flask Cultivations,

Engineering in Life Science, DOI: 10.1002/elsc.201400026 (2014)

3.1.2 Untersuchung der Anwendungsbreite des entwickelten

Biomassesensors

Von grundlegender Bedeutung fiir die Sensorentwicklung ist die Anwendungsbreite, v.a. in
Bezug auf die Organismenvielfalt. Hierzu wurden weitere umfangreiche Untersuchungen mit
einer reprasentativen Auswahl von industriell fiir die Produktion von Enzymen relevanten
Mikroorganismen und Zelllinien durchgefiihrt. Untersucht wurden Apergillus niger (Pilz),
Kluyveromyces pastoris (Hefe), Lactobaillus zeae (fakultativ anaerobes Bakterium) und CHO-
K1 (chinese hamster ovary, Tierzelllinie) bei Kultivierung in den jeweiligen Standardmedien.
Zur Korrelation der Streulichtmessung wurden parallel durch offline-Probenahme OD,

Biotrockenmasse und die Zellzahl per automatischem Zellzdhler (Cedex) bestimmt.

Die Kultivierungsverldufe aller Mikroorganismen lieRen sich trotz nicht-linearer und
individueller Korrelationen prazise mit dem Streulichtsensor abbilden, wobei wiederum der
Effekt der Oberflachenreflektionen bei geringer Tribung eine Messung im Bereich niedriger
Zellzahlen (<108 Zellen/ml) erschwerte. Die Tierzelllinie CHO-K1, die in wesentlich geringeren
Zellzahlen kultiviert wird (108-107 Zellen/ml), konnte daher mit dem bestehenden Aufbau

nicht detektiert werden [99].

Nach Einbau eines Reflektors in den Schittelkolben tiber dem Sensor konnte aber auch diese
Zelllinie im Bereich von 6,7*%10°-1,5*107 Zellen/ml| erfolgreich bestimmt werden. Der
Reflektor ermoglichte zudem auch eine Messung der lag-Phasen von Mikroorganismen-
kulturen ab einer ODeoo = 0,58 (ca. 0,1 g/l BTM). Weiterhin wurde eine Abhdngigkeit der
Amplitude des Streulichtsignals vom Kulturmedium festgestellt. Insbesondere Komplex-
medien, die Hefeextrakte u.d. enthalten, verursachen eine Eigenabsorption des Mediums,
die die Signalintensitat verringert. Ebenso tragen Vitamine und Maillard-Reaktionsprodukte,
die aus der Medienautoklavierung resultieren, zu dieser unerwiinschten Signalverschlech-
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terung bei. Auch die Zellmorphologie spielt offensichtlich eine wesentliche Rolle hinsichtlich
des Streuverhaltens, so dass sich z.B. die Amplitude des Streulichtsignals bei Zellzahlen von
1-2*10° Zellen/ml von L. zeae zu K. pastoris um den Faktor 10 erhoht. Auch Morphologie-
anderungen der Zelloberflaichen durch Stress, verursacht z.B. durch N&hrstoffmangel,
konnen so identifiziert werden, wobei die aufgefiihrten Aspekte insgesamt auch zur Not-
wendigkeit einer individuellen Kalibration jedes betrachteten Systems fiihren [100, 101]. Die
Auswirkungen von Morphologiedanderungen auf das 180°-Streulichtsignal belegen die
aullergewoOhnliche Sensitivitdt des Sensors, die auch die Determinierung von System-
verdanderungen, wie z.B. Diauxien nach Erschépfung des primaren Substrates oder durch
klassische Limitierungen, wie z.B. durch O,-Mangel, erlaubt, so dass eine Prozesssteuerung

schon im Schiittelkolbenmalstab ermdoglicht wird [102].

Publikation 7:

C. Ude, J. Schmidt-Hager, M. Findeis, G. T. John, T. Scheper, S. Beutel: Application of an
online-Biomass Sensor in an Optical Multisensory Platform Prototype for Growth
Monitoring of biotechnical relevant Microorganism and Cell Lines in Single use Shake

Flasks, Sensors, 14, 17390-17405; doi:10.3390/s140917390 (2014)

3.1.3 Anwendung des entwickelten Biomassesensors zur Bestimmung von

Proteinaggregaten

Dies fiihrt zu der Uberlegung, ob nicht auch die Bildung von Proteinaggregaten, sog.
Inclusion bodies (IB) in den produzierenden Zellen anhand des Streulichtsensorsignals erfasst
werden kann, da diese auch die optischen Eigenschaften der Zellen beeinflussen kdnnen
[103]. Inclusion bodies sind ein haufiges Problem bei der Expression xenogener Enzyme in
mikrobiellen Wirtsorganismen. Sie flihren zu inaktiven Enzymen und daher wird durch eine
Vielzahl von MaBBnahmen versucht, ihrer Bildung entgegenzuwirken, z.B. durch oben schon
beschriebene MaRnahmen wie Codon-Optimierung, cold expression, Fusionsproteine, etc.
Eine online-Uberwachung der IB-Bildung schon in der frithen Entwicklungsphase von
Bioprozessen konnte helfen, diese besser zu verstehen und zu kontrollieren. Um die
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Anwendbarkeit des 180°-Streulichtsensors fir diesen Zweck zu evaluieren, wurden
Testkultivierungen mit E. coli BL21, einem wichtigen Expressionsstamm, als Modell-
organismus durchgefiihrt. Dieser wurde sowohl als unmodifizierter Stamm als auch in zwei
genetisch modifizierten Varianten eingesetzt; zum einen ein hLIF (humaner Leukdmie-
inhibierender Faktor) expremierender [104], zum anderen ein GST-GFP (Glutathion-S-
transferase-getaggtes grin fluoreszierendes Protein) produzierender [105]. Diese
rekombinanten Stamme verfiigen beide (iber eine nachgewiesene Neigung zur IB-Bildung.
Parallel zur online-Streulichtmessung wahrend der Kultivierung wurden durchflusscyto-
metrische Untersuchungen an offline-Proben durchgefiihrt und in einem Bypass einzelne
Zellen auf einem Silizium-Photonenarray (SiPA) eingefangen und die Veranderung ihrer
optischen Eigenschaften anhand des EOT-Wertes (effective optical thickness) wahrend des
Prozesses bestimmt [106-108]. Im Anschluss wurden die so erhaltenen Zellproben zudem

rasterelektronenmikroskopisch (REM) auf ihre Morphologie hin untersucht.

Es zeigte sich eine eindeutige Beeinflussung des Streulichtsensorsignals durch die Induktion
der Proteinexpression mit IPTG, das dadurch im Expressionsverlauf immer hohere Amplitu-
den zeigt sowohl im Vergleich zu nicht-induzierten Kulturen als auch im Vergleich zu
induzierten Kulturen des nicht-modifizierten E. coli BL21 [109]. Diese Signalverdnderung
korreliert linear mit der offline bestimmten IB-Konzentration bis zu einer Konzentration von
100mg/l 1B und geht einher mit im REM sichtbaren Morphologiednderungen der Zellen.
Nach Induktion zeigt sich die Zelloberflachenstruktur im Vergleich zu nicht-induzierten Zellen
wie vernarbt, stark granuliert mit Dellen und Einschniirungen [110-116], wie in Abb. 10 an je

12 vergleichenden REM-Aufnahmen von E.coli-Zellen aufgezeigt wird.

Auch die durchflusscytometrische Untersuchung ergab eine signifikante, zeitlich mit der
Amplitudendnderung des 180°-Streulichtsignals korrelierende Anderung des Seitwértsstreu-
lichtes (SSC, side scatter) sowie ein unverdndertes Vorwartsstreulichtsignal (FSC, forward
scatter) [117], was eine Anderung der optischen Eigenschaften der Zellen bestitigt und eine
mogliche Signalveranderung durch Zellaggregation widerlegt [118-124]. Die EOT-Analyse der
Einzelzellen bestétigte dies dartiber hinaus, da sich auch hier eine EOT-Zunahme kurz nach

der Induktion zeigte, die eine Anderung des Refraktionsindex der Zellen bedeutet [125, 126].
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Abb. 10: REM-Aufnahmen von Zellen von E.coli BL21 hLIF Links: drei Stunden nach Induktion; Rechts:
nach drei Stunden ohne Induktion

Der Stress, dem die Zellen durch die Einwirkung des Induktors sowie die Produktion des
Zielenzyms ausgesetzt sind, fihrt somit zu einer signifikanten und messbaren Veranderung
der optischen Eigenschaften, wobei letztlich nicht geklart werden konnte, ob die
Veranderung des 180°-Streulichtsignals durch die IB selbst oder die Veranderungen der
Zelloberflache verursacht wird, was aber unerheblich ist, da eine eindeutige Korrelation

besteht und eine online-Uberwachung der IB-Bildung somit méglich ist.

Publikation 8:

C. Ude, N. Ben-Dov, A. Jochums, Z. Li, E. Segal, T. Scheper, S. Beutel: Online analysis of
protein inclusion bodies produced in E. coli by monitoring alterations in scattered and
reflected light. Applied Microbiology and Biotechnology (2016), 100 (9), 4147-
4159,D01:10.1007/s00253-016-7403-1

3.1.4 pH-Statierung im Schiittelkolben

Die vielfaltigen Moglichkeiten des entwickelten 180°-Streulichtsensors fiihrten zur Integra-
tion des Sensors in ein kommerzielles Messtablar von Fa. PreSens Precision Sensing GmbH,
Regensburg, den Shake flask reader vario (SFR). Dieses Messtablar, das fir die online-

Messung von pH und DO entwickelt wurde, konnte so sinnvoll in seiner Funktionalitat
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aufgewertet werden, womit ein kombiniertes nicht-invasives Monitoring der wichtigsten
BasismessgrofRen in Schiittelkolbenkultivierungen realisiert ist. Die umfangreiche online-
Datenaufnahme macht zudem eine aktive Prozesssteuerung prinzipiell méglich, wobei diese
durch die grundlegende Konstruktion von Schittelkolben und vor allem -deckel erschwert
wird. Der Kolbendeckel, der eine Sterilbarriere darstellt, kann wahrend des Prozesses nicht
einfach abgenommen werden, ohne eine Kontamination zu riskieren, so dass eine Zugabe
von Korrektur- oder Nahrstofflosungen ebenso wie die offline-Probenahme kritisch zu sehen
ist. Um eine Prozesssteuerung dennoch zu realisieren, wurde daher beispielhaft ein Dosage-
modul fir die pH-Statierung entwickelt, das als Kolbendeckel auf den Schittelkolben

geschraubt wird und anhand des pH-Messsignals aus dem Messtablar den pH-Wert regelt.

Das Dosagemodul wurde in einem zweiteiligen Aufbau konzipiert, wobei der untere, auto-
klavierbare Teil ausschlieBlich passive Elemente enthalt und mit der Zellkultur in Kontakt
steht, wahrend der obere Teil, der (iber einen Kopplungsmechanismus aufgesetzt wird, nicht
autoklavierbar ist und die gesamte Elektronik (Mikrocontroller), Aktorik (Mikropumpe, Ven-
tile) sowie die Reservoirs fir die pH-Korrekturmittel (2-3 M NaOH, 2-3 M HCl) enthalt [127-
129]. Aufgrund der umfangreichen Anforderungen an die geometrischen Dimensionen z.B.
zur Integration aller Bauteile auf kleinstem Raum oder in Hinblick auf eine mogliche Kopf-
lastigkeit des Schiittelkolbens bei Betrieb mit dem Dosagemodul, wurde die Entwicklung des
Dosagemoduls mit Hilfe des rapid prototypings unter Einsatz moderner 3D-Druckverfahren
(SLS, selective laser sintering) durchgefiihrt [130-132]. Zum einen konnte so mit einem
biovertraglichen Kunststoff (PA12, Polyamid) gearbeitet werden [133], der ein geringes
Eigengewicht hat (Gesamtleergewicht Dosagemodul 111,3 g), zum anderen konnten so auch
komplexe Strukturen, wie gekriimmte Kanadle direkt in das Modul eingedruckt werden, was
mit klassischen Frastechniken nicht moglich ist [134]. Das entwickelte Dosagemodul wurde
dann anhand von Modellkultivierungen von E.coli K12 in Standardmedium evaluiert. Die pH-
Statierung erwies sich als am genauesten mit einem adaptiven P-Regler (Proportionalitats-
regler), so konnten die Schuttelkolbenkulturen tber 24 h in einem Bereich von +/-0,05 pH-
Einheiten konstant gehalten werden [135]. Dies fiihrte im Vergleich zur ungeregelten
Vergleichskultur zu einer um tiber 50% hoheren Zellmasse. Das Dosagemodul kann mit bis zu
3 M Saure und Lauge betrieben werden, was bei einem Volumen von je 11,5 ml fiir cirka 24

h Kultivierungsdauer ausreicht; ein Nachfiillen ist aber ebenso einfach moglich. Die
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Untersuchungen zeigen, dass eine pH-Regelung von Schittelkolben mit dem entwickelten
Dosagemodul praktikabel ist, wobei prinzipiell auch jede andere Korrektur- oder
Nahrstofflosung eingesetzt werden kénnte, so dass z.B. auch ein fed-batch-Betrieb im

Schittelkolbenmalistab durchgefiihrt werden kann.

Publikation 9:

C. Ude, T. Hentrop, P. Lindner, T.-H. Liicking, T. Scheper, S. Beutel: New Perspectives in
Shake Flask pH Control using a 3D-printed Control Unit based on pH online Measurement.
Sensors and Actuators, B: Chemical (2015), 221, 1035-1043, DOI 10.1016/j.snb.2015.07.017
(2015)

3.1.5 3D-Druck-Technologie in der Bioprozessentwicklung

Die im vorangegangenen Abschnitt vorgestellte 3D-Drucktechnologie eréffnet iber das rapid
prototyping hinaus die Perspektive im Sinne des rapid toolings auch einfache Labormateri-
alien fir die Prozessentwicklung, bedarfsgerecht und individuell malRgeschneidert fiir die
jeweilige Anwendung, direkt vor Ort zu produzieren. Aufgrund der aktuellen Patentlage nach
dem Auslaufen wichtiger mit dem 3D-Druck assoziierter Patente wird dieser Technologie
kiinftig auch eine verstarkte Anwendung in der Bioprozessentwicklung finden [136-147]. Im
Bereich der betrachteten Schittelkolbenkultivierungen wurde z.B. ein sterilisierbarer
Kolbendeckel aus biokompatiblem Polyamid gestaltet, der lber je zwei Luer-Konnektoren
mannlich und weiblich verfligt, so dass die handische Zugabe von Induktoren, N&hrstoff-
oder Korrekturlésungen ebenso wie die offline-Probenahme wesentlich vereinfacht werden

und keine Kontamination mehr riskiert werden muss (s. Abb. 11A).

Das grundlegende Design wurde mithilfe von CAD-Programmen (computer-aided design)
erstellt. Die Entwicklung wurde dann anhand einfacher FDM-gedruckter (fused deposition
modelling) Baumuster bis zum optimierten, finalen Design vorangetrieben, bevor dann der
funktionale mafgeschneiderte Kolbendeckel mittels SLS-Verfahren in hoher Auflésung

gedruckt wurde [148]. Dieser konnte nach dem Abkihlen direkt verwendet werden.
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Abb. 11: A: CAD-Visualisierung eines maligeschneiderten Schittelkolbendeckels mit Luerlock-
Anschliissen; B: CAD-Zeichnung einer Screening-Mikrotiterplatte mit variablen wells

Um das Potential der 3D-Drucktechnologie fiir die Prozessentwicklungen im Laborbereich
aufzuzeigen, wurde als weiteres malRRgeschneidertes Modul eine Mikrotiterplatte mit indivi-
dueller GefalRgeometrie entworfen und mittels 3D-Druck gefertigt (s. Abb. 11B). Diese
Gefalle (wells) verursachen aufgrund ihrer jeweiligen Form eine unterschiedliche Brechung
von Stromungen von z.B. Kulturlésungen in den wells, unterscheiden sich daher in der
Turbulenz und fiihren so zu abweichender Homogenitat und Sauerstoffeintrag in die Losung
[149]. Die mit individualisierten wells ausgeristeten Mikrotiterplatten kdnnen so als Screen-
ing-Plattform dienen, um die optimale well-Geometrie fiir ein Kultivierungssystem in diesem
Kleinstmalstab zu finden. In einem Folgeschritt kdnnen dann weitere Mikrotiterplatten ge-
druckt werden, die ausschlieBlich die als optimal identifizierten well-Geometrien enthalten.
Um einen negativen Effekt des 3D-Druckmaterials auf die Prozesse auszuschlieRen, wurde
der Druck auch hier in dem nach USP Klasse 6 (United States Pharmacopeia) als biokompa-

tibel zertifizierten PA12 von 3D-Druck Systems Inc. (Rockhill, USA) durchgefiihrt.
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Publikation 10:
T. H. Liicking, F. Sambale, S. Beutel, T. Scheper: 3D-printed individual labware in

biosciences by rapid prototyping: A proof of principle, Engineering in Life Science, 15(1), 51-
56, DOI: 10.1002/elsc.201400093 (2015)

3.1.6 Biokompatibilitdtstestung von 3D-Druck-Materialien

Ein weiterer Kunststoff mit UV-Stabilisierer, PA12 UV, der durch erh6hte UV-Stabilitat
weitere Vorteile fir die Verwendung in Bioprozessen brachte, wurde gemaf ISO 10993-
12:2012 [150] auf seine Biokompatibilitdt getestet und seine Eignung fir den Einsatz in der

Bioprozesstechnik untersucht [151].

Hierflr wurde der pulverisierte Kunststoff 72h im jeweiligen Kulturmedium inkubiert und mit
den entstandenen Extraktionsmedien daraufhin Kultivierungen der adhdrent wachsenden
Modellzelllinien A549 (humane eptiheliale Lungenzelllinie) und NIH-3T3 (Mausfibroblast)
durchgefiihrt [152]. Die Untersuchungen der Zellvitalitdt nach 24 h zeigten weder bei PA12
noch bei PA12 UV Verschlechterungen im Wachstum, wie durch CTB(CellTiterBlue)-Assay,
LDH(Lactatdehydrogenase)-Assay sowie manuelle Zellzdhlung bestatigt werden konnte
[153]. Eine in Suspension in Extraktionsmedium kultivierte CHO-Zelllinie (chinese hamster
ovary, CHO-K1-HP) zeigte hingegen sogar ein wesentlich verbessertes Wachstum im PA12
UV-Extraktionsmedium, was auf den zugefligten UV-Stabilisierer zurickzufihren sein
kdnnte, der vom Hersteller nicht offengelegt wird. Es kdnnte sich hierbei um ein Antioxidans
handeln, welches die Anzahl radikaler Sauerstoffspezies (ROS, radical oxygen species) ernie-
drigt, die einen negativen Effekt auf das Zellwachstum haben [154-156]. Mit 1*107 Zellen/m|
im Vergleich zu 5*10° Zellen/ml konnte im PA12 UV-Extraktionsmedium eine doppelt so
hohe Lebendzellzahl als im unbehandelten und im PA12-Extraktionsmedium erreicht

werden.

Nach uneingeschrankter Bestatigung der Biokompatibilitdit wurde die oben beschriebene
Mikrotiterplatte mit individueller GefalRgeometrie fiir die Kultivierung eingesetzt, um den
Einfluss der well-Geometrie auf das Zellwachstum zu untersuchen. Als Modell wurde die
Hefe Saccharomyces cerevisiae gewihlt, die als schnell wachsender Eukaryot einen hohen
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Sauerstoffbedarf aufweist. Die Kultivierungen wurden anhand der ODsgo nach 24 h Kulti-
vierung bewertet. Es zeigte sich ein deutlich positiver Effekt durch Ecken in der well-Form. So
war die ODggo in quadratischen wells um den Faktor 2,5 hoher als in runden, was an der ver-
groRerten Turbulenz der Stromung im eckigen well liegen kdnnte, die eine bessere Durch-
mischung und einen hdheren Sauerstoffeintrag ins Medium ermdglicht. Diese These wird
auch durch das graduell verbesserte Wachstum bei den abgerundeten Varianten (5mm- und
10mm-Eckenradius) unterstiitzt und ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Funke

et al., 2009 [149].

Publikation 11:

T. H. Liicking, F. Sambale, B. Schnaars, D. Bulnes-Abundis, S. Beutel, T. Scheper: 3D-printed
individual labware in biosciences by rapid prototyping: In vitro biocompatibility and
applications for eukaryotic cell cultures, Engineering in Life Science, 15(1), 57-64, DOI:

10.1002/elsc.201400094 (2015)

Die hier vorgestellten Konstruktions-, Sensorik- und Aktorik-Elemente konnen als typische
Beispiele fur enabling technologies im Upstream-Bereich der Bioprozessentwicklung ange-
sehen werden, die das Prozesswissen und die Steuerbarkeit der Bioprozesse schon im frithen
Entwicklungsstadium erhohen, wenn die Stammentwicklung, die Optimierung der Kultur-
und Expressionsbedingungen oder die Anzucht im Fokus stehen. Sie verringern so wesentlich
die Prozessentwicklungszeiten und konnen dariiber hinaus helfen erste Kenntnisse zur
angestrebten Prozessarchitektur (z.B. Statierungs- oder Fltterungsstrategien) zu erlangen.
Die 3D-Drucktechnologie eroffnet bei der Gestaltung solcher enabling technologies
zusatzlich neue Moglichkeiten, sowohl durch die hohe Variabilitdt und Individualisierbarkeit

der Bauelemente als auch durch die bedarfsgerechte Herstellung vor Ort.
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3.2 Downstream enabling technologies

Ebenso wie im Upstream-Bereich ist auch im Downstream Processing eine stetige Weiter-
entwicklung der angewandten Techniken unabdingbar. Im Downstream Processing betrifft
dies vor allem die Aufarbeitungstechnologien, da einerseits ein groRBer Kostenanteil der
Gesamtprozesskosten in der lIsolierung und Aufreinigung liegt und andererseits manch
existierende LOsungen zur wissenschaftlichen Untersuchung, wie beispielhaft die
Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie anhand integrierter His-tags, nicht fur die
industrielle Anwendung geeignet sind. So werden vor allem kostensparende und schonende
Verfahren mit wenigen Prozessschritten gesucht, die die zu produzierenden Zielenzyme
moglichst effektiv isolieren und gleichzeitig wenig in ihrer Aktivitdit beeintrachtigen.
Verschiedene Techniken konnen fiir die schonende Aufreinigung von Enzymen in Frage
kommen, wie etwa die wassrige Zweiphasenextraktion oder die Membranchromatographie,
die zudem eine Einsparung von Prozessschritten ermoglicht. Dies kann zu einer Einsparung
von Zeit und Kosten fiihren, ebenso wie die Verbesserung herkdmmlicher Aufarbeitungs-
materialien durch nachtragliche Funktionalisierung. Die im Folgenden beschriebenen
Arbeiten zum Einsatz innovativer Verfahrensansiatze und Prozesstechnologien fir die

Aufarbeitung gliedern sich wie folgt:

1. Modifizierung herkdmmlicher Aufarbeitungsmedien fiir die gezielte Interaktion mit
Enzymen (siehe Kapitel 3.2.1),

2. Evaluation der Membranchromatographie fir die Enzymaufreinigung als Alternative
zur klassischen Sdaulenchromatographie (siehe Kapitel 3.2.2),

3. Grundlegende Untersuchungen zum Einsatz der schonenden wéssrigen Zweiphasen-

extraktion fiir die Aufreinigung von Enzymen(siehe Kapitel 3.2.3).

3.2.1 Tiefenfiltermodifikation fiir den Einsatz in der Enzymaufreinigung

Ein Beispiel fir eine solche nachtragliche Funktionalisierungwurde in dem BMBF-geforderten
Vorhaben , Neue Reaktionskonzepte fiir enzymatische Reaktionen auf der Basis von
immobilisierten Enzymen” untersucht [157-160].Hier wurde die Moglichkeit untersucht die
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kombinierte Isolierung und Immobilisierung eines industriell relevanten Modellenzyms (hier:
Candida antarctica Lipase B (CalB), E.C. 3.1.1.3) mit modifizierten Tiefenfiltern in einem
einzelnen Prozessschritt zu erreichen. Hierfir wurden Tiefenfilter, die standardisiert in
biotechnologischen Prozessen fiir die Klarung von Zellkulturbriihe eingesetzt werden,
verwendet. Sie bestehen aus einer Filtermatrix aus Cellulose und Kieselgel mit groRRer
adsorptiver Kapazitat. Sie eignen sich dadurch fiir die Entfernung von Partikeln, Zellen, Zell-
trimmern, Kolloiden und anderen Storstoffen, wie z.B. host cell Proteinen [161] und gelten
als effektive und kostenglinstige Trenntechnik insbesondere bei der Bearbeitung groRer
Prozessvolumina oder von Kulturmedien mit hohen Zelldichten [162]. Um aber die
Tiefenfilter flir eine definierte Aufreinigungsaufgabe zu nutzen und das Zielenzym so stark zu
binden, dass es direkt als Immobilisat eingesetzt werden kann, muss neben der rein
adsorptiven Wirkung der Tiefenfilter eine spezifischere und stiarkere Wechselwirkung mit

dem Zielprotein erreicht werden.

Hierfir wurden die Tiefenfilter mit dem innovativen Layer-by-Layer-Verfahren mit alter-
nierend geladenen Polyelektrolytschichten funktionalisiert, so dass sowohl anionische als
auch kationische Wechselwirkungen mit dem Modellenzym getestet werden konnten [163,
164]. Die eingesetzten Tiefenfilter waren 3,9 mm dick, enthielten 49% Kieselerde als
Filterhilfsmittel und wiesen eine Wasserdurchfluss von 60 I/m?min bei 100 kPa auf; die BET-
Oberfliche (Brunauer-Emmet-Teller) betrug cirka 455 m?2. Als Polyelektrolyten wurden PEI
(Polyethylenimin) und PAH (Polyallylaminhydrochlorid) als kationische sowie PSS (Poly-
natrium-4-styrolsulfonat) als anionischer Schichtbildner verwendet, so dass bei Variation der
Schichtbildner und unter zusatzlicher Verwendung von Glutaraldehyd als quervernetzendem

Stabilisator eine Vielzahl an mdglichen Oberflachen resultierte.

Die so erhaltenen Tiefenfilter wurden fir die Immobilisierung des Modellenzyms CalB
getestet, das aufgrund seines breiten isoelektrischen Bereiches (pl 4,0-8,0) keine explizite
Praferenz fiir anionische oder kationische Wechselwirkungen zeigt. Die Untersuchungen
ergaben die beste Performance fir die PAH/PSS-beschichteten anionischen Tiefenfilter, die
eine Kapazitit von 1,0 mg/m? (bestimmt nach Bradford) und eine Aktivitat von 122,8 U/g in
Bezug auf p-Nitrophenylacetat (p-NPA) aufwiesen. Dieser im Vergleich zu Literaturdaten sehr
geringe Bedeckungsgrad (0,34% nach dem Langmuir-Modell) ldsst eine Immobilisierung der

CalB in einer Einzellage vermuten, so dass keine Diffusionslimitierungen resultieren sollten,
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was durch die im Vergleich zu den Literaturdaten auBerordentlich hohe Aktivitat unter-
mauert wird. Die erzeugten Immobilisate sind dariiber hinaus sehr stabil, ein Verlust der

halben Aktivitdt erfolgte innerhalb von 108 Tagen.

Um neben der Immobilisierungseffizienz auch die Eignung fir die direkte Isolierung des
Modellenzyms aus einer Kulturbriihe zu testen, wurden die Tiefenfilter fir die CalB-
Isolierung aus zellfreiem Kulturiiberstand sowie ultraschall-behandelter Kulturbriihe eines in
TB-Medium kultivierten CalB-produzierenden E.coli Rosetta 2 (DE3) plLysS pET26b(+)-CalB-
Stammes eingesetzt [165]. Es zeigte sich eine Verringerung der Kapazitdten um cirka 15%,
unabhangig von der applizierten Zelldichte, wahrend sich die Aktivitat nach einem Maximum
von cirka 80 U/g bei ODeoo = 5 mit steigender Zelldichte stetig verringerte. Dies kann mit der
steigenden Konzentration an host cell Proteinen erkldrt werden, die um die Bindungsstellen
im Tiefenfilter konkurrieren und die CalB so verdrangen. Es zeigt sich somit eine prinzipielle
Eignung der modifizierten Tiefenfilter fir eine gleichzeitige Isolierung und Immobilisierung,
wobei dem Einsatz bei zu hohen Zell- bzw. Proteinkonzentrationen durch die kompetitive
Bindung an die Polyelektrolytschichten Grenzen gesetzt sind. Unter Umstanden kdnnte ein
Ansatz unter Ausnutzung von Affinitdtswechselwirkungen hier die bessere Wahl sein, da so

die unterwiinschte Bindung von host cell Proteinen unterbunden wird.

Publikation 12:

S. Schreiber, A. Thiefes, U. Schuldt, L. Dahne, T. Scheper, S. Beutel: New Application of
Depth Filters for the Immobilization of Candida antarctica lipase B, Applied Microbiology
and Biotechnology (2016), DOI: 10.1007/s00253-016-7764-5

3.2.2 Membranadsorber fiir die Enzymaufreinigung

Neben solch innovativen Konzepten zur Kombination von Prozessschritten durch Modi-
fikation herkdmmlicher Aufarbeitungsmedien stellt sich gemeinhin fir jedes aufzureinigende
Enzym die Frage nach dem optimalen Trennverfahren, eine Frage die nach wie vor zumeist
mit klassischer Sdulenchromatographie beantwortet wird. Diese gilt als Goldstandard, da sie

vielfaltige Interaktionsprinzipien sowie groRes Trennvermdégen und Auflésung mit hohem
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industriellem Reifegrad verbindet [166]. Allerdings bringt sie auch einige Nachteile mit sich,
wie die absatzweise Betriebsfiihrung, die schlechte Skalierbarkeit bzgl. der Lédnge, einen be-
grenzten konvektiven Fluss oder die groBe Prozessdauer aufgrund von Diffusionslimi-
tierungen. So wird die Suche nach neuen Verfahren begriindet, die diese Einschrankungen
Uberwinden sollen [167]. Eine Mdglichkeit, die Vorteile der Sdulenchromatographie unter
Vermeidung ihrer Nachteile auszunutzen, besteht in der sogenannten Membranchromato-
graphie, bei der die Liganden auf Membranen als Tragermaterial immobilisiert werden [168].
Hierdurch kann zwar einerseits keine so hohe Bindungskapazitat erzeugt werden, anderer-
seits aber eine hohere Durchstromungsgeschwindigkeit realisiert werden aufgrund
geringerer Diffusionslimitierung und aktiven Transports zu den Bindungsstellen. Zudem ist
eine leichte Skalierbarkeit gegeben, was die Membranchromatographie fir den industriellen

Einsatz besonders interessant macht [169].

Im Rahmen des BMBF-geforderten Vorhabens ,Neue Membranadsorbertechnologie zur
Aufarbeitung in der Enzymproduktion” wurde die Eignung membranchromatographischer
Verfahren fir die Isolierung und Aufreinigung industriell relevanter Modellenzyme
untersucht [170]. Diese wurden hierbei so gewahlt, dass sie einerseits die wichtigsten
technischen Einsatzgebiete abdeckten und andererseits verschiedene Interaktionsprinzipien

[171]. Ausgewahlt wurden:

1. die Penicillin-G-Amidase (PGA, E.C. 3.5.1.11), exprimiert in E.coli als Modell fiir lonen-
austausch und Reprdsentant pharmazeutischer Enzyme (4% Marktanteil) (siehe
Kapitel 3.2.2.1),

2. die Cellulase Cel5A aus Fervidobacterium gondwanense mit 6xHis-tag (E.C. 3.2.1.4),
exprimiert in E.coli als Modell fur Affinitatschromatographie und Reprasentant fir
Enzyme der Papier- und Waschmittelindustrie (8% resp. 38% Marktanteil) (siehe
Kapitel 3.2.2.2),

3. die Lipase aGTL (E.C. 3.1.1.3) aus Geobacillus thermoleovorans, exprimiert und
sekretiert von Staphylococcus carnosus als Modell fir hydrophobe Interaktions-
chromatographie sowie sekretierte Enzyme und Reprasentant der Lebensmittel-

industrie (50% Marktanteil) (siehe Kapitel 3.2.2.2).
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3.2.2.1 PGA-Aufreinigung mittels Membranchromatographie

Fiir die Untersuchung der PGA (MW 70 kDa, pl 8,5) wurde der Produktionsstamm E. coli
5KpHM12 in LB-Medium (lysogeny broth) kultiviert und mittels Ultraschallbehandlung und
Zentrifugation ein Zelllysat hergestellt [172]. Dieses wurde zunachst in sogenannten
bind&elute-(Bindungs- und Elutions-) Versuchen mit lonenaustauschmembranen im Hoch-
durchsatzscreening eingesetzt, um sowohl die optimale Wechselwirkung als auch die Basis-
parameter fur die Isolierung zu ermitteln. Es ergab sich eine optimale Wechselwirkung mit
starken Kationenaustauschermembranen, die mit Sulfonsduremolekiilen funktionalisiert
sind. Bei Beladung bei pH 6,0 und Elution bei pH 6,0 in Gegenwart von 0,05 M NaCl konnten
so 98% der PGA isoliert werden ohne sichtbare Verunreinigung durch host cell Proteine; die
so isolierte PGA wies eine Restaktivitat von 80-85% auf. Das Verfahren wurde auf eine FPLC-
Anlage Ubertragen (Fast protein liquid chromatography), so dass Durchbruchverhalten und
dynamische Bindungskapazitdten ermittelt werden konnten. Diese zeigten dynamische
Bindungskapazitaten von Qi = 0,69 mg/cm? fir 10% Durchbruch respektive Qmax = 0,95
mg/cm? fiir 100% Durchbruch bei Unabhingigkeit von der Flussrate bis 5ml/min. So konnte
mit dem Zelllysat letztlich eine vierfache Aufkonzentrierung der PGA wund ein
Aufreinigungsfaktor von 101,3 (ermittelt aus der Aktivitdt) in einem einzelnen Prozessschritt
realisiert werden, was das grol3e Potential der Membranchromatographie belegt. Der Einsatz
eines alternativ hergestellten Membranmaterials mit sogenannter doppelpordser Struktur
statt der liblicherweise aufgepfropften Hydrogelschicht konnte dariber hinaus die Bindungs-

kapazitdt der Membran noch einmal um das 2,5-fache auf 2,48 mg/cm? steigern.

Publikation 13:

A. Monster, L. Villain, T. Scheper, S. Beutel: One-step-purification of penicillin G amidase
from cell lysate using ion-exchange membrane adsorbers, Journal of Membrane Science,

Volume 444 (2013), 359-364
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3.2.2.2 Membranchromatographische Aufreinigung von Cellulasen

und Lipasen

Die Aufreinigung der Cellulase Cel5A (MW 41 kDa) diente aufgrund des integrierten His-tags
als Modellenzym fiir die IMAC mit Iminodiacetat-funktionalisierten Membranen [170]. Zu-
ndchst wurde der rekombinante E. coli M15Cel5A in Schittelkolbenkulturen in LB-Medium
angezogen und bei einer ODgoo = 0,6-0,7 mit ImM IPTG die Produktion der Cellulase 5A
induziert. Die abzentrifugierte Zellmasse wurde resuspendiert und durch Ultraschallbehand-
lung lysiert. Nach Zentrifugation zur Abtrennung der Zelltrimmer wurde der Uberstand fiir
die Untersuchungen zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung der Cel 5A anhand des
His-Tags mittels IDA-funktionalisierten Cellulosemembranen verwendet. Zunachst wurden
unter Standardbedingungen im Hochdurchsatzformat verschiedene divalente Kationen fiir
die Koordination an die Iminodiacetat-Liganden und des Zielenzyms getestet und eine Be-
wertung hinsichtlich Bindungskapazitdt und Enzymrestaktivitat nach Aufreinigung durchge-
fuhrt [173]. Es zeigte sich, dass Zn?* die insgesamt beste Performance zeigte, mit der zweit-
héchsten Bindungskapazitit von Qmax = 0,54 mg/cm? fiir das Zielenzym, dem niedrigsten
Anteil an host cell Proteinen in den Elutionsfraktionen und einer enzymatischen Restaktivitat

nach Aufreinigung von 98%.

Fur dieses System (Zn?*-dekorierte, IDA-funktionalisierte hydrogel-gepfropfte Cellulosemem-
bran) wurden die Bindungs- und Elutionsbedingungen optimiert, die eine optimale Bindung
bei pH 6,0 in Gegenwart von 20 mM Imidazol, 50 mM Natriumacetat sowie 500 mM NaCl
zeigte und eine optimale Elution bei pH 8,0, 200 mM Imidazol, 50 mM NaH;P0O4 und 500 mM
NaCl. Unter diesen Bedingungen konnten 94% des Enzyms mit 98% Restaktivitat aus dem
Zelllysat isoliert werden. Eine folgende Aufskalierung in die Prozessmodulgeometrie (tot-
volumen-optimiert, kleinste Skalierung 3ml Bettvolumen) und Betrieb in einer FPLC zeigte
das Potential dieses einstufigen Aufreinigungsverfahrens und lieferte die Cellulase 5A als
Produkt, nahezu frei von HCP, mit einer Aktivitat von 197,68 U/mg bei einem Aufreinigungs-
faktor von 4,3. Der Vergleich mit Literaturdaten belegt die aullerordentlich gute Aufreini-
gungsefffizienz, die auch in diesem Fall wie schon bei der PGA durch den Einsatz eines proto-
typischen Membranmaterials mit doppelporoser statt gepfropfter Struktur noch einmal fast
um den Faktor 4 auf Qmax = 1,97 mg/cm? gesteigert werden konnte, wihrend die Restaktivi-

tat unverandert blieb [174].
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Flr die Untersuchung zur Aufreinigung der Lipase aGTL (MW 46 kDa, pl 6,77) wurde der re-
kombinante Staphylococcus carnosus pXR-aGTL im Schittelkolben in LB-Medium bis zu
ODeoo = 0,6-0,7 angezogen und sodann mit 0,5% (v/v) Xylose die Produktbildung induziert
[170]. Nach 24h Inkubation wurde die Zellmasse abzentrifugiert und der Zellkulturtiberstand,
der die sekretierte Lipase aGTL enthielt, weiterverwendet. Aktivitatsuntersuchungen zeigten

hierbei eine Sekretionseffizienz von cirka 66% des produzierten Enzyms [175].

Zwei unterschiedliche Membranadsorber wurden fiir die Aufreinigung getestet, zum einen
eine klassische HIC-Phenylmembran, zum anderen eine sogenannte mixed-mode-Membran,
in der neben der hydrophoben Interaktion auch elektrostatische Wechselwirkungen maglich
sind. Die verwendete mixed-mode-Kationenaustauschmembran zeigte im Screening hierbei
beste Aufreinigungsperformance bei Bindung bei pH 5,0 und Elution bei pH 8,0, so dass in
einem einzelnen Aufreinigungsschritt 93% der Lipase aGTL mit einer verbliebenen Restaktivi-
tat von 98% gewonnen werden konnten. Die hohe maximale dynamische Bindungskapazitat
von Qmax = 1,86 mg/cm? konnte auch in der folgenden Aufskalierung in die Prozessmodul-
geometrie (3ml Bettvolumen) und Betrieb in einer FPLC bestéatigt werden. Die Lipase aGTL
konnte so als finales Produkt bei einem Aufreinigungsfaktor von 7,8 mit einer spezifischen
Aktivitat von 6,86 U/mg gewonnen werden, so dass sich auch hier das grolRe Potential der
Membranchromatographie zeigt, als einstufiges Aufreinigungsverfahren hohe Produktquali-

tat und -quantitat in kurzer Prozesszeit zu erzeugen [176].

Anhand der drei ausgesuchten Modellenzym-Aufreinigungsprozesse kann die grundlegende
Adaptierbarkeit der Membranchromatographie fiir verschiedenste Trennaufgaben und Bin-
dungswechselwirkungen belegt werden, wobei die einfache Skalierbarkeit der Membran-
adsorber in der Prozessmodulgeometrie (Wickelmodule) helfen kann, diese leicht auch fir
industrielle Einsatze zu qualifizieren und ausreichende Membranflache fiir die Bindungs-
wechselwirkungen auch bei hohem Durchsatz anzubieten. Somit ermdglicht die Membran-
chromatographie es, genau die Nachteile der klassischen Sdulenchromatographie zu kom-
pensieren, namlich die schlechte Skalierbarkeit ebenso wie den geringen Durchsatz aufgrund

der zeitintensiven Diffusion der Zielmolekiile zu den Bindungsstellen.
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Buchkapitel 1:

S. Beutel, L. Villain, T. Scheper: Industrial Application of Membrane Chromatography for
the Purification of Enzymes, Chapter 13: 294-313, in Applied Biocatalysis — From
Fundamental Science To Industrial Application L. Hilterhaus, A. Liese, U. Kettling, G.
Antranikian (Herausgeber,) 1. Auflage, August 2016. XXVI, 435 Seiten, ISBN 978-3-527-
33669-2, Wiley-VCH, Weinheim

3.2.3 Wassrige Zweiphasenextraktion in der Enzymaufreinigung

Ein weiterer fundamentaler Aspekt der Aufreinigung von Enzymen oder allgemein Biomole-
kiilen ist der Erhalt der biologischen Aktivitdat. Herkdmmliche Aufreinigungsverfahren wie die
Losemittelextraktion oder die Destillation scheiden daher oft fiir einen Einsatz aus, da sie das
Produkt entweder chemisch oder thermisch zu sehr beeinflussen. Aber auch hier werden
Moglichkeiten gesucht, um einen Einsatz dieser ansonsten hoch effizienten Trenntechniken
doch zu ermoglichen [177]. Einen Ansatz hierzu bietet z.B. die Extraktion in wassrigen Zwei-
phasensystemen (ATPS = aqueous two-phase systems), bei der auf den Einsatz von orga-
nischen Losemitteln verzichtet wird und die Phasenbildung durch inkompatible Polymere
bzw. Polymer-Salz-Systeme erzwungen wird, so dass eine schonende Extraktion von Bio-
molekilen in rein wassrigen Systemen stattfinden kann [178-181]. Jedoch sind diese ATPS
komplex und das Verteilungsverhalten von Biomolekiilen in den resultierenden Phasen
bisher zumeist nur empirisch untersucht worden [182, 183]. Aus diesem Grund ist zunachst
eine grundlegende Untersuchung der Bildung von wassrigen Zweiphasensystemen fir
relevante Phasenbildner und die Charakterisierung in Hinblick auf Binodalkurven, Konoden,
kritische Entmischungspunkte und effektive Ausschlussvolumina wichtig [184], bevor ein

Einsatz fur die Aufreinigung von Enzymen in Betracht kommt.

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten beschreiben die grundlegende Evaluation
wassriger Zweiphasensysteme fir die Anwendung in der Enzymaufreinigung und gliedern

sich wie folgt:

1. Untersuchung der Einfliisse beteiligter Komponenten auf die Phasenbildung (siehe

Kapitel 3.2.3.1),
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2. Evaluation quantitativer Analytik fur die phasenbildenden Komponenten (siehe
Kapitel 3.2.3.2),

3. Evaluation quantitativer Analytik fir die enzymatische Zielkomponente (siehe Kapitel
3.2.3.3),

4. Einsatz statistischer Versuchsplanung fiir die Entwicklung und Optimierung von ATPS
fir die Enzymaufreinigung (siehe Kapitel 3.2.3.4),

5. Review erfolgreich etablierter ATPS-Verfahren im Bereich der Enzymtechnik (siehe

Kapitel 3.2.3.5).

3.2.3.1 Grundlegende Untersuchungen zur Phasenbildung in

PEG/Salz-Systemen

Um GesetzmaRigkeiten beziglich der Phasenbildung und somit der die Gleichgewichtsver-
teilung einer Zielkomponente bedingenden Ursachen zu erfassen, wurden exemplarisch
ATPS in den Systemen Polyethylenglykol (PEG)/Kaliumphosphat und PEG/Natriumcitrat
durchgefiihrt, wobei Variationen hinsichtlich der Konzentrationen der Phasenbildner, der
PEG-Molekilmasse (2.000 - 8.000 g/mol), des pH (pH 5-9) und der Konzentration von NaCl
als Additiv (0 - 8% (w/w)) betrachtet wurden [185-192]. Zunachst wurde fiir alle Kombina-
tionen mittels der Cloudpoint-Methode die jeweilige Binodale des ATPS ermittelt. Hierbei
wird anhand der Titration definierter Salzlésung in eine definiert konzentrierte Polymer-
I6sung der mit Erreichen des Zweiphasengebietes einsetzende Tribungspunkt und so
letztlich die Zusammensetzung des ATPS in diesem Punkt bestimmt. Dies erlaubt aus vielen
Einzelmessungen letztlich die Binodalkurve fiir das ATPS zu konstruieren und ihren Verlauf
mathematisch zu beschreiben. Hierbei wurden beste Ubereinstimmungen (R?>0,999) mit
einer von Hu et al., 2004 vorgeschlagenen empirischen nicht-linearen Korrelationsfunktion
gefunden [193]. Anhand dieser Binodaldaten wurden dann bekannte ATPS-Zusammen-
setzungen innerhalb des Zweiphasengebietes hergestellt und intensiv durchmischt, damit
sich das thermodynamische Gleichgewicht einstellen konnte. Nach Phasentrennung wurden
die resultierenden Top- und Bottom-Phasen separiert, volumetrisch und gravimetrisch
gemessen und die jeweiligen Konzentrationen von Polymer (liber Brechungsindexmessung)

und Salz (Uber Leitfahigkeitsmessung) bestimmt, so dass anhand dieser Daten die Konoden
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konstruiert werden konnten, deren Phasenzusammensetzungen in den Schnittpunkten mit
der Binodalen sehr gut sowohl mit der Othmer-Tobias-Gleichung [194] als auch mit der

Bancroft-Gleichung [195] korrelierten (R>>0,999).

Anhand dieser umfangreichen experimentellen Daten konnten verschiedene grundlegende
Tendenzen ermittelt werden. Einen groflen Einfluss hat die PEG-Molekiilmasse. Bei
sukzessiver VergroBerung des Polymers von 2.000 g/mol bis 8.000 g/mol verandert sich zwar
die Form der Binodalkurve nur geringfligig, aber die Lage wird stark in Richtung geringerer
Konzentrationen der Phasenbildner gedrangt, unabhdngig vom eingesetzten Salz [196]. Das
heiBt, dass bei groBen Polymeren wesentlich geringere Konzentrationen, auch des Salzes, fiir
die Phasenbildung bendtigt werden und dass das Zweiphasengebiet insgesamt vergréRert
wird. Dies dirfte auf der mit der MolekiilgréRRe steigenden Hydrophobizitdt beruhen, die die
Inkompatibilitdt mit dem Salz vergroBert und so ein Aussalzen des Polymers beglinstigt, was
letztlich die Bildung der Polymerphase bedeutet. Bestatigt wird dies auch durch die mit der
Molekiilmasse steigenden effektiven Ausschlussvolumina (effective excluded volume, EEV),
ein von Guan et al. [197, 198] entworfenes Modell zur Beschreibung des Anteils einer Phase,

der fir die Losung der anderen Komponente nicht zur Verfligung steht.

Auch der pH-Wert zeigte einen signifikanten Einfluss auf die Lage der Binodalkurve. So ver-
schiebt sich diese mit steigendem pH in Richtung geringerer Konzentrationen der Phasen-
bildner. Erklarbar ist dies durch die Kosmotropie der Salze gemal} der Hofmeister-Reihe
[199], die mit steigendem pH die Hydratation steigern sowie die Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen bewirken und somit letztlich zu einer starkeren Strukturierung des
Wassers fiihren [200]. Das hierfiir notige Wasser steht entsprechend nicht mehr fiir die
Losung des Polymers zur Verfligung. Bestatigt wird dies auch durch das Resultat, dass sich
der Effekt vom Citrat zum Phosphat hin verstarkt, in Richtung zunehmender Kosmotropie
der Salze [201, 202]. Auch die Zugabe von NaCl als Additiv bewirkt einen entsprechenden
Hydratationseffekt, der die fiir die Ausbildung der zwei Phasen notigen Konzentrationen
weiter verringert [203-205]. Diese grundlegenden Tendenzen bei der Ausbildung der koexis-
tierenden Phasen der ATPS kdnnen helfen die Verteilung von Enzymen zwischen diesen im

thermodynamischen Gleichgewicht zu verstehen.
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Publikation 14:

A. Glyk, T. Scheper, S. Beutel: Influence of different phase-forming Parameters on the
Phase Diagram of several PEG-Salt Aqueous Two-Phase Systems, Journal of Chemical &

Engineering Data, 59(3), 850-859; DOI 10.1021/je401002w (2014)

3.2.3.2 Quantifizierung der systembildenden Komponenten in

PEG/Salz-Systemen

Ein bislang in der Untersuchung von ATPS relativ unbeachteter Aspekt ist die Beeinflussung
der Quantifizierbarkeit der Systemkomponenten durch die Gegenwart der anderen. Um hier
einen systematischen Ansatz zu schaffen, wurde zundchst die Quantifizierung der phasen-
bildenden Komponenten in Gegenwart der aufzureinigenden Proteine respektive Enzyme
untersucht. Um deren Einfluss auf die Bestimmbarkeit zu ermitteln, wurden ATPS
exemplarisch in Gegenwart des Modellproteins bovines Serum Albumin (BSA) untersucht.
Die untersuchten ATPS der Systeme Polyethylenglykol (PEG)/Kaliumphosphat und
PEG/Natriumcitrat wurden hinsichtlich des Einflusses steigender BSA-Konzentrationen von 0-
2% (w/w) und der Konzentrationen der Phasenbildner, der PEG-Molekilmasse (2.000 - 8.000
g/mol) und des pH (pH 5-9) auf die messbare Leitfahigkeit (zur Quantifizierung der Salze)

respektive den Brechungsindex (zur Quantifizierung der PEG) betrachtet.

Es zeigte sich eine Abhéangigkeit der Leitfahigkeit von der Proteinkonzentration, die sich um
0,015 mS/cm je 1% (w/w) BSA erhohte. Zudem zeigte sich eine Erhéhung der Leitfahigkeit
mit steigendem pH, was auf die vermehrte Freisetzung von lonen zurickzufihren ist und
eine leichte Verringerung der Leifdahigkeit mit steigender PEG-Molekiilmasse, was auf der mit
der PEG-GroRe steigenden Viskositdt und der daraus resultierenden geringeren lonen-
mobilitdt beruht [206]. Die Brechungsindex-Messung zeigte einen noch ausgepragteren
Einfluss der Proteinkonzentration, die sich um AnD = 0,001 je 1% (w/w) BSA erhéhte. Ebenso
zogen steigende PEG-Molekilmassen, steigende PEG-Konzentrationen sowie steigende Salz-
konzentrationen signifikante Erhohungen des messbaren Brechungsindex nach sich, was
vermutlich auf die Erhéhung der Dichte der Losung zurilickzufiihren ist [207]. Insgesamt kann
konstatiert werden, dass anwesende Proteine wie auch die weiteren Bestandteile die
Messung der phasenbildenden Komponenten beeinflussen, so dass auf eine entsprechende
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Probenverdiinnung zu achten ist, um die Komponenten in Losung exakt (im Bereich linearer
Korrelation) zu bestimmen; die hierfir ermittelten Konzentrationsbereiche fiir die

Messungen sind: 0-2% (w/w) BSA, 0-10% (w/w) PEG und 0-5% (w/w) Salz.

Publikation 15:

A. Glyk, T. Scheper, S. Beutel: Determination of aqueous two-phase system phase-forming
components in the presence of bovine serum albumin, Notes & Tips, Analytical

Biochemistry, 455, 10-12; DOI 10.1016/j.ab.2014.03.009(2014)

3.2.3.3 Bestimmbarkeit der enzymatischen Zielkomponente in

PEG/Salz-Systemen

Ebenso grundlegend ist im Umkehrschluss auch die Bestimmbarkeit von Enzymen in Gegen-
wart der phasenbildenden Komponenten [208-211]. Der Einfluss dieser Komponenten auf
die exakte Quantifizierung von verschiedenen Modellproteinen mittels Standardmethoden,
wie Bradford- und BCA-Assay (Bicinchoninsdure) wurde daher auch eingehend untersucht
[212, 213]. Als Modellproteine respektive -enzyme wurden BSA, Ovalbumin (OVA), Lysozym
(LYS) und a-Chymotrypsin (CT) in Zielkonzentrationen von 1 mg/ml verwendet. Es wurden
auch hier wiederum PEG von 2.000 — 8.000 g/mol als Polymer- sowie Kaliumphosphat und

Natriumcitrat als Salzkomponenten in Massenanteilen von 0-30% (w/w) untersucht.

Die Untersuchungen zeigten einen signifikanten Effekt steigender PEG-Molekiilmasse sowie
PEG- und Salzkonzentrationen auf die bestimmbare Proteinkonzentration mit beiden Stan-
dard-Proteinassays, wobei der BCA-Assay durchweg fir alle untersuchten Modellproteine
bessere Ausbeuten zeigte (bis zu 10% bei hohen Konzentrationen der phasenbildenden
Komponenten). Der BCA-Assay ist dem Bradford-Assay hier also Gberlegen, auch wenn die
Durchfiihrung etwas zeitaufwandiger ist. Der Effekt kdnnte auf einer kompetitiven Bindung
der Polymere an die Férbeagenzien beruhen oder auf der Koordination der PEG an die Pro-
teinmolekiile, die so fiir die Farbreaktion nicht mehr zur Verfligung stehen. Auch die zu-

nehmende Viskositat der PEG mit steigender Molekilmasse kdnnte einen Beitrag leisten
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[214-216]. Insgesamt ldsst sich auch hier konstatieren, dass eine definierte Probenver-

diinnung unabdingbar ist, um exakte Proteinkonzentrationen in ATPS zu erfassen.

Publikation 16:

A. Glyk, S. Heinisch, T. Scheper, S. Beutel:Comparison of colorimetric methods for the
quantification of model proteins in aqueous two-phase systems. Notes & Tips, Analytical

Biochemistry 477, 35-37 (2015)

3.2.3.4 Statistische Versuchsplanung fiir die Enzymaufreinigung mit

PEG/Salz-Systemen

Die bisherigen Untersuchungen zeigen die hohe Komplexitat der ATPS, in denen die vielen
beteiligten Komponenten aufeinander Einfluss nehmen. Dies macht auch die Adaption, Aus-
legung und Optimierung der ATPS fir spezifische Trennprobleme aufwéandig und schwer vor-
hersagbar. Insbesondere klassische Optimierungsverfahren, wie der OFAT-Ansatz (one factor
at time) geraten hier an ihre Grenzen und fiihren zu grolRen Versuchszahlen, ohne jedoch die
direkten und wechselseitigen Auswirkungen der einflussnehmenden Faktoren im Detail zu
berlicksichtigen [217-219]. Geeigneter erscheinen hier Methoden der statistischen Versuchs-
planung (DoE, design of experiments), bei denen auch Wechselwirkungen der ausgewdhlten
Faktoren berlicksichtigt werden und die Zahl der Experimente fiir eine vollstandige System-
Optimierung malgeblich verringert [220]. Zunachst missen in einem Screening-Ansatz die
signifikanten Faktoren identifiziert werden, was z.B. durch VFD (voll faktorielles Design) oder
TFD (Teil-faktorielles Design) erreicht werden kann, bei denen in 2% respektive 2k"
Experimenten die Faktorlevel (+) oder (-) in allen moglichen Kombinationen getestet und so
die Effekte und Wechselwirkungen der Faktoren identifiziert werden [221]. Zugleich
ermoglichen die Experimente die Grolenordnungen der Faktoren anzupassen und die obli-
gatorischen Centerpoint-Experimente die der statistischen Reproduzierbarkeit der
Versuchsergebnisse. Die typischerweise in DoE fir ATPS untersuchten 2-5 relevanten
Faktoren sind PEG-Molekulargewicht, PEG-Konzentration, Salzkonzentration, pH und
Additivkonzentration, die Temperatur wird wegen mangelnder Signifikanz zumeist nicht

berucksichtigt [222]. Die von diesen Faktoren abhadngigen AntwortgrofRen des Systems sind
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in der Regel der Verteilungskoeffizient K, der Aufreinigungsfaktor P und bei Enzymen zudem

die Aktivitatsausbeute Y.

Nach der Durchfiihrung und Auswertung der Experimente werden die signifikanten Faktoren
ausgewahlt, auBerdem kann anhand des Responseplots gegebenenfalls der Design-Space
optimiert werden, falls das Optimum nicht innerhalb der Faktorenkombination liegen sollte.
Auf diesen Schritt folgt nun die eigentliche Optimierung der signifikanten Faktoren hin-
sichtlich der Antwortvariablen unter Verwendung der Response surface Methodologie (RSM)
[223-225]. Dies kann in verschiedenen multiplen Versuchsdesigns erfolgen, wie z.B. dem CCD
(central composite design), das entweder als CCC- (central composite circumscribed) oder
als CCF-Design (central composite face-centred) gestaltet werden kann, bei denen jeweils
weitere Experimente lber (CCC) oder in den Responseflachen (CCF) des vom Versuchsraum
aufgespannten Wirfels durchgefiihrt werden, oder dem Box-Behnken Design (BBD), bei dem
die Eckpunkte des Versuchsraums unberiicksichtigt bleiben und stattdessen Versuche auf
den Kanten durchgefiihrt werden [221, 226-228]. Hierbei wird die optimale mathematische
Funktion zur Beschreibung der Antwortwerte in Abhédngigkeit von den bericksichtigten
Faktoren gesucht. Hierbei handelt es sich zumeist um eine Polynomfunktion, die auch nicht-
lineare Einfliisse der einzelnen Faktoren und Interaktionen zwischen ihnen beriicksichtigt.
Die mittels statistischer Regressionsanalyse oder ANOVA (analysis of variance) optimierten
Faktorwerte erlauben so die Bestimmung der optimalen Versuchsbedingungen zur
Maximierung der Antwortvariablen anhand einer wesentlich geringeren Anzahl von
Einzelexperimenten, die dennoch alle komplexen und wechselseitigen Einflisse der Faktoren
beriicksichtigt. Die statistische Versuchsplanung kann somit ein duBerst effizientes Mittel fir
die Auslegung von ATPS fiir spezifische Aufreinigungsprozesse von Enzymen darstellen und

wurde schon erfolgreich auf verschiedene Trennprobleme angewendet [230-238].

Publikation 17:

A. Glyk, D. Solle, T. Scheper, S. Beutel: Optimization of PEG- salt aqueous two- phase
systems by design of experiments. Chemometrics and Intelligent Laboratory

Systems (2015), 149 (Part_A), 12-21, DOI:10.1016/j.chemolab.2015.09.014
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3.2.3.5 ATPS-Anwendungen mit Enzymen

Der Einsatz von ATPS fir die Isolierung und Aufreinigung von Enzymen bzw. die Produktauf-
reinigung in Enzymprozessen lasst sich technisch auf verschiedene Arten durchfiihren. Fiihrt
die einstufige Extraktion zumeist nur zu geringer Produktivitdt lassen sich Produktausbeute
und -reinheit durch mehrstufige Extraktion leicht erhohen [239]. Dariiber hinaus kdnnen
mehrstufige Extraktionssysteme auch zur Riickextraktion genutzt werden, wenn z.B. die hin-
sichtlich ihrer Umweltauswirkungen kritisch zu betrachtende PEG-Phase wieder verwendet
werden soll [240]. Aber auch hinsichtlich der Prozessintegration kénnen ATPS auf

verschiedene Weisen genutzt werden.

So lassen sich ATPS als ISPR-Methode (in situ product removal) einsetzen, indem sie direkt
mit der Kulturbriihe vermischt und inkubiert werden. Ziel ist bei dieser sogenannten extrak-
tiven Fermentation der direkte und selektive Ubergang eines sekretierten Enzyms in eine der
sich ausbildenden Phasen, die einfach abgetrennt werden kann [241]. Verschiedene
Prozesse unter Einsatz der extraktiven Fermentation fir die Produktion von Enzymen

konnten schon realisiert werden [242-251].

Eine weitere Moglichkeit ist der Einsatz der extraktiven Disruption, die fiir die Produktion
beziehungsweise Aufreinigung nicht-sekretierter Enzyme eingesetzt werden kann [252-254].
Hierbei wird die Biomasse einer Kultivierung in ein geeignetes ATPS Uberfihrt, in dem dann
der Zellaufschluss durch mechanische Techniken (z.B. Ultraschall) vollzogen wird. Aufgrund
seiner Eigenschaften separieren sich Kontaminanten und Zielenzym in unterschiedliche
Phasen, zumeist wird das Enzym in der PEG-Phase angereichert, wihrend Kontaminanten in
der salzreichen Phase verbleiben; die Zelltrimmer wiederum formen eine gut abtrennbare
Zwischenphase. Auch fiir diese extraktive Disruption finden sich erfolgreiche Umsetzungen

zur Isolierung verschiedener Enzyme aus Bakterien und Hefen [255-263].

Neben diesen Techniken zur Isolierung von Enzymen aus Kulturbriihe (mit oder ohne
Zellaufschluss) aufgrund des Verteilungskoeffizienten besteht nattirlich auch die Moglichkeit,
die fur die Phasenbildung eingesetzten Polymere so zu modifizieren, dass sie eine Affinitat

fir das Zielenzym aufweisen [264, 265]. So wird Uber die aufgrund der Polaritaten bestehen-
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den Verteilungstendenzen hinaus eine spezifische Bindung ermdoglicht, die die Effizienz der
Methode entsprechend stark erhoht. So lassen sich durch Starke- oder Alginat-Liganden
verschiedene Amylasen spezifisch binden, wahrend Trimethylamin eine selektive Bindung

der Pen-G-Amidase ermdglicht [266-274].

Als letzte Variante lassen sich ATPS natlrlich auch als Losemittel bei der enzymatischen Um-
setzung einsetzen, was extraktive Biokonversion genannt wird. Wenn die Systemkomponen-
ten intelligent gewdhlt werden, kann das System dhnlich wie bei einer Phasentransfer-
katalyse funktionieren, wobei das Enzym in der PEG-reichen Top-Phase die Umsetzung
katalysiert und das erzeugte Produkt in die salzreiche Bottom-Phase wandert. So wird nicht
nur eine Gleichgewichtverlagerung der enzymatischen Reaktion durch Entzug des Produktes
erreicht, sondern gleichzeitig auch eine effektive Anreicherung des Produktes in der Bottom-
Phase, so dass es einfach abzutrennen ist und die das Enzym tragende Top-Phase wesentlich
langer verwendet werden kann, ohne eine Immobilisierung der Enzyme durchfiihren zu
miussen. Die extraktive Biokonversion wurde erfolgreich in verschiedenen Enzymprozessen
eingesetzt, wobei vor allem der Einsatz in der Antibiotikaherstellung beziehungsweise -

konversion mittels Pen-G-Amidase herausragt [275-284].

ATPS werden erfolgreich auch in der EnzymgroRproduktion eingesetzt, wobei die gute
direkte Skalierbarkeit ein wichtiger Faktor fir die Verbreitung dieser Methodik ist. Nachteilig
wirkt sich hingegen die zumeist, auRer bei der Rickextraktion, notige nachtragliche Ab-
trennung und Ruckgewinnung der PEG, fur die zusatzliche Ultrafiltrations-, Zentrifugations-
oder Adsorptionsprozessschritte notig sind. Insgesamt zeigt sich die ATPS bei Vergleich mit
alternativen Trenntechniken aber als duRRerst effektiv, was an verschiedenen Fallbeispielen
wie der Extraktion von Papain aus Papaya-Latex [285], der Aufreinigung von in rekombi-
nantem E.coli produzierter Pen-G-Amidase [178] oder der Phytase-Aufreinigung aus
Aspergillus niger-Kultur gezeigt werden konnte [286]. Durch jeden dieser ATPS-Prozesse
konnte die Enzymausbeute mindestens verdoppelt werden bei gleichzeitig héherer Produkt-
reinheit. Zudem konnten unit operations eingespart werden und Prozesszeiten signifikant
verkiirzt. Die ATPS sind somit eine auRerordentlich vielversprechende Trenn- und Auf-
reinigungstechnik, die sich durch einfache Handhabbarkeit bei hoher Effektivitat empfiehlt.

Aufgrund der hohen Komplexitat und schweren Vorhersagbarkeit der ATPS ist jedoch immer
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ein systematischer statistischer Versuchsansatz zu empfehlen, um zu lange Screening- und

Entwicklungszeiten zu vermeiden.

Publikation 18:

A. Glyk, T. Scheper, S. Beutel: PEG—salt aqueous two-phase systems: an attractive and
versatile liquid-liquid extraction technology for the downstream processing of proteins
and enzymes. Applied Microbiology and Biotechnology (2015), 99(16), 6599-6616, DOI
10.1007/s00253-015-6779-7 (2015)
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AbschlieBend sollen anhand eines erfolgreich entwickelten Produktionsprozesses noch
einmal alle Entwicklungsarbeiten zur Realisierung von Naturstoffproduktionen mittels
synthetischer Biotechnologie dargestellt werden. Denn die Bereiche der synthetischen
Biologie und der Bioprozessentwicklung greifen nahtlos ineinander und nur die Gesamtschau

aller Bereiche und Aspekte erméglicht es letztlich das optimale Prozessdesign zu ermitteln.

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden im Rahmen von zwei BMBF-geférderten Ko-
operationsvorhaben, das erste mit dem Titel , Biokatalytische Gewinnung von Flavonoiden”
und das zweite mit dem Titel ,,Optimierung der biokatalytischen Herstellung von Phloretin®,
als Bestandteil des Biokatalyse2021-Clusters durchgefiihrt. Die Vorhaben wurden in
Kooperation mit der Universitat Greifswald und Fa. Symrise bearbeitet. Die Vorhaben hatten
das Ziel durch Biotransformation die Uberfiihrung des giinstigen und gut verfiigbaren
Naringenins in Phloretin, ein schlecht verfligbares, teures Polyphenol zu erreichen, um eine

unabhangige Produktion auf biotechnologischer Basis zu etablieren.

Das Interesse an Phloretin griindet v.a. auf seiner technisch aufwandigen, extraktiven
Gewinnung aus Obstbaumrinde (Malus spp.) verbunden mit seinen vielseitigen technischen
und physiologischen Funktionalitdten [287, 288]. Phloretin und sein Glykosid Phloridzin
verfligen z.B. Uber siiBkraftverstiarkende sowie bitterkeitsmaskierende Eigenschaften, was
sie fur die Aroma- und Lebensmittelindustrie interessant macht und wie alle Flavonoide tber
antioxidative Eigenschaften, die sie fiir die Kosmetikindustrie als Anti-Ageing-Zusatz oder als
UV-Schutz empfehlen [289-291]. Auch verschiedene pharmakologische Wirkungen wurden
beschrieben, wie verringerte Myokardinfarkt-, Lungen- und Darmkrebsrisiken [292-295] oder
eine Osteoporose-prophylaktische Wirkung [296], so dass auch die Pharmaindustrie eine
Nutzung anstrebt. Diese vielfdltigen Anwendungsmoglichkeiten bedingen einen hohen
wirtschaftlichen Druck auf die verfiigbaren Mengen von Phloretin, so dass stark
schwankende Marktpreise resultieren und alternative Darstellungswege zur Sicherung der

Versorgung bei steigender Nachfrage dringend gesucht werden.

Die Prozessentwicklung, die im Folgenden beschrieben wird, kann als beispielhaft angesehen
werden hinsichtlich des Potentials sekundarer Stoffwechselwege fiir die Produktion schlecht

verfligbarer Polyphenole, aber ebenso hinsichtlich der zu Gberwindenden Hiirden, um einen

59



4. Synthetische Biotechnologie am Beispiel der Polyphenolproduktion

solchen Prozess nutzbar zu machen. Die Prozessentwicklung wurde von der Identifizierung
der beteiligten Enzyme Uber die Untersuchung eines klassisch biotechnologischen
Verfahrensansatzes bis hin zu einem 0©konomischen synthetisch-biotechnologischen

Verfahren erarbeitet. Die dafiir durchgeflihrten Arbeiten gliedern sich wie folgt:

1. Beschreibung der Polyphenolbiosynthese und des Abbaus in Destruenten
(siehe Kapitel 4.1),

2. Grundlegende Untersuchungen zur Kultivierung von Destruenten (siehe
Kapitel 4.2)

3. Klassisch biotechnologische Phloretinproduktion auf Basis strikt anaerober
Bakterien (siehe Kapitel 4.3),

4. Phloretinproduktion auf Basis synthetisch-biotechnologischer Verfahren

(siehe Kapitel 4.5).

4.1 Polyphenolbiosynthese

Die Polyphenole sind eine der groBten Verbindungsklassen unter den sekundéaren Pflanzen-
inhaltsstoffen und umfassen auch die Flavonoide, eine cirka 9.000 Verbindungen groRe
Stoffklasse, zu der vor allem Pflanzenfarbstoffe zdhlen und die sich vom Flavanmolekil (2-
Phenylcroman) als Strukturmotiv ableiten [297]. Die anabolen Stoffwechselwege der Flavo-
noidbiosynthese in Pflanzen sind in Abb. 12 dargestellt. Sie gehen von der Aminosdure
Phenylalanin aus, aus der die ganze Vielfalt der Flavonoide durch evolutionar individuell

spezialisierte Enzyme gebildet wird [298].

Eine eingehendere Betrachtung des Enzyms EC.5.5.1.6, der Naringeninchalkonisomerase
(CHI), die die in Abb. 12 grau unterlegte Isomerisierung vom Flavanon Naringenin zu
Naringeninchalkon katalysiert, zeigt, dass allein diese Reaktion, die im Prinzip von einem
Intermediat zum nachsten erfolgt, in verschiedenster Form weiterfiihren kann, sei es vom
Naringenin ausgehend oder vom Chalkon [299-302]. Hier kommt der Vorteil katalytischer
Gleichgewichtsreaktionen zum Tragen, die so eine Regulierung bestimmter Produktrouten

innerhalb der Zellen ermoglichen.
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Abb. 12: Flavonoidbiosynthese in Pflanzen
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Diese Isomerisierung nimmt eine Schliisselposition in der Flavonoidbiosynthese ein, denn sie
stellt einen bottleneck von Naringenin ausgehend zu Isoflavonoiden lber Flavanole bis zu
Anthocyanidinen dar, kann aber ebenso liber das aktivere Isomer Naringeninchalkon weiter
zu Auronen umgesetzt oder auch katabolisch abgebaut werden [303]. Die CHI ist in Pflanzen
entsprechend omniprasent und gut beschrieben. Mechanistisch interessant ist an der
Umsetzung, dass das Chiralitdtszentrum des Naringenins an C2 beim Ubergang zum Chalkon

verloren geht [304, 305].

4.1.1 Naringeninabbau in Destruenten

Katabolische Abbaureaktionen werden vor allem in degradierenden Organismen, sogenann-
ten Destruenten wie z.B. Darmbakterien oder Pilzen gefunden und kénnen wiederum zu wei-
teren interessanten Sekundarmetaboliten fiihren, wie am Beispiel des postulierten Naringe-
nin-Abbaus im strikt anaeroben, gram-positiven Darmbakterium Eubacterium ramulus unter
Beteiligung der von Herles et al., 2004, ersten beschriebenen bakteriellen Chalkonisomerase
anschaulich gemacht werden soll [306]. Der postulierte Abbauweg (ber das Naringenin-
chalkon, dargestellt in Abb. 13, fihrt zum Dihydrochalkon Phloretin, das in der Reaktions-
kaskade aber selbst nur ein Intermediat darstellt und von der Phloretinhydrolase (PH, E.C.
3.7.1.4) im E. ramulus umgehend weiter zu Phloroglucinol und 3-(4-Hydroxyphenyl)-propion-

saure abgebaut wird [307].

Hierbei ist allerdings zu beachten, dass in dem postulierten Abbauweg noch unbekannt ist,
durch welches Enzym genau der NADH-abhadngige Hydrierungsschritt vom Naringenin-
chalkon zum Phloretin katalysiert wird. Da diese Reduktion aber der langsamste und somit
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, wodurch Phloretin analytisch in dieser Reaktions-
folge nur in Spurenkonzentrationen nachweisbar ist, ist eine Identifizierung dieses Enzyms

von allergréBter Wichtigkeit.
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Abb. 13: Postulierter Abbauweg von Naringenin in E. ramulus [306]

Der Abbauweg in E. ramulus konnte einen Ansatzpunkt flr eine entsprechende
enzymatische Herstellung darstellen, wenn es gelange, den unerwiinschten weiteren Abbau

des Phloretins durch die Phloretinhydrolase zu unterbinden [308].

Durch Vollgenomsequenzierung des E. ramulus konnte am Institut fiir Biochemie, Abt.
Biotechnologie & Enzymkatalyse, Universitat Greifswald aufgrund konservierter Sequenz-
motive, wie z.B. einer homologen Sequenzabfolge von 4 Cystein-Resten, als beteiligtes
Enzym eine Enoatreduktase (ERED, E.C. 1.3.1.31) identifiziert werden [309, 310]. Die

Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden gemeinsam veroffentlicht.

Publikation 19:

M. Gall, M. Thomsen, C. Peters, I. Pavlidis, P. Jonczyk, P. Griinert, S. Beutel, T. Scheper, E.
Gross, M. Backes, T. GeiBler, J. Ley, J-M. Hilmer, G. Krammer, G. Palm, W. Hinrichs, U.
Bornscheuer: Enzymatic Conversion of Flavonoids using Bacterial Chalcone Isomerase and

Enoate Reductase, Angewandte Chemie Int. Ed. (2013) DOI: 10.1002/anie.201306952
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4.2 Kultivierung strikt anaerober Mikroorganismen

Die Nutzung dieser Enzyme fiir die Phloretinproduktion kénnte mit isolierten Enzymen aus E.
ramulus erfolgen oder mit intakten Zellen bei Inhibierung der Phloretinabbaureaktion durch
die Phloretinhydrolase. Dieser klassische biotechnologische Ansatz wirde zudem eine
Verwendung gentechnisch verdnderter Mikroorganismen umgehen, da die Europdische
Aromenverordnung (EG Nr. 1334/2008) die Deklaration als natlrliche Geschmacksstoffe
sonst ausschlieffen wirde [311]. So wurde die Produktion unter Einsatz von E. ramulus
angestrebt und die Hungate-Technik zur Kultivierung strikt anaerober Mikroorganismen
eingesetzt [312-314]. Die strikt anaerobe Kultivierung, die mit hohem technischem Aufwand
verbunden ist, fihrte allerdings nur zu geringen Zelldichten, im Schiittelkolben max. etwa
ODe60o= 1,8-2,0 und im 10L-batch-Reaktor (STR) ca. ODesoo= 9,2. Als grofRe Herausforderung
stellte sich hier neben der technischen Handhabbarkeit auch die groRe Scherstress-
empfindlichkeit des E. ramulus dar. Dies bericksichtigend wurden alternative Reaktor-
systeme fir die schonendere Kultivierung in Betracht gezogen, unter anderem auch ein
Einwegbioreaktor-(disposable bag reactor)-System, das durch seine Wellen-induzierte
Durchmischung eine scherstressminimierte Kultivierung ermoglichen sollte [315-318]. Die
Scherstressreduktion durch diese Kultivierungstechnik konnte anhand verschiedener
kultivierter Bakterien und Pilze wie Flamulina velucipes (DSMZ1658) [319] und Pleurotus
sapidus (DSMZ8266) [320] belegt werden. Die Pilzkulturen zeigten eine feine Pelettierung
der Biomasse, die keine groferen dreidimensionale Aggregate bildete, so dass eine
ausreichende Versorgung der gesamten Kultur mit Ndhrstoffen gewahrleistet blieb, was sich
auch in den hoheren Biomassekonzentrationen im Vergleich zu klassischen Reaktor-
kultivierungen zeigte [321]. Diese veranderte Morphologie der kultivierten Zellen vereinfacht
dariiber hinaus das gesamte Handling der Kulturbriihe und es bedarf keiner aufwandigen
Homogenisierung. Die Verwendung von Einwegbioreaktor-Technologie ermdglicht so

erstmals eine echte Submerskultur von aggregat-bildenden Pilzzellen.
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Publikation 20:

P. Jonczyk, M. Takenberg, S. Hartwig, S. Beutel, R.G. Berger, T. Scheper: Cultivation of shear
stress sensitive microorganisms in disposable bagreactor systems, Journal of Biotechnology

167 (2013), 370-376

4.3 Einsatz von E. ramulus fiir die Phloretinproduktion

Die Kultivierung von E. ramulus konnte im disposable Bioreaktorsystem in gleicher
Skalierung mit vergleichbarer Qualitat (ODeoo= 8,7) wie im STR durchgefiihrt werden, was
aufgrund einer ermittelten Substratinhibierung ab 12 g/I Glucose die natirliche Grenze fir
eine batch-Kultivierung darstellt. Daher wurde auch ein fed-batch-Ansatz untersucht, bei
dem die Substratkonzentration von Glucose zwischen 1,5-4,0 g/| statiert wurde und so der E.
ramulus mit einer spezifischen Wachstumsrate von p=0,25 h! innerhalb 18 h bis zu einer

ODsoo= 13,3 angezogen werden konnte.

Mit der so produzierten E. ramulus-Biomasse wurden Darstellungsversuche fiir Phloretin aus
Naringenin gemacht, so z.B. in Ganzzellbiotransformationsansatzen wie auch mit Zellroh-
extrakt unter Zugabe des Cofaktors NADH. Auch unter Einsatz verschiedener Inhibitoren
konnte allerdings die Abbaureaktion von Phloretin nicht effektiv unterbunden werden, so
dass insgesamt nur eine maximale Produktkonzentration von 7,1*10* g/l (26 uM) Phloretin
bei Anwesenheit von 10 mM EDTA, dem effektivsten Inhibitor, erreicht werden konnte. Auch
Mutanten mit deletierter Phloretinhydrolase-Sequenz konnten nicht erfolgreich etabliert
werden und auch eine Aufreinigung der Enzyme erwies sich als technisch zu aufwandig, so
dass der Einsatz von E. ramulus fir die wirtschaftliche Produktion von Phloretin letztlich

nicht realisierbar war [299, 300].

Publikation 21:

P. Jonczyk, A. Schmidt, I. Bice, M. Gall, E. Gross, J-M.Hilmer, U. Bornscheuer, S. Beutel, T.
Scheper, Strikt anaerobe Batch-Kultivierung von Eubacterium ramulus in einem neuartigen

Einweg-Beutelreaktorsystem, Chemie Ingenieur Technik, Volume 83, 12 (2011), 2147-2152
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4.4 Einsatz der synthetischen Biotechnologie in der Phloretinproduktion

Aus diesem Grund wurde in den weiteren Arbeiten ein synthetisch biotechnologischer
Ansatz verfolgt, bei dem unter Einsatz eines rekombinanten Produktionsorganismus wie E.
coli oder Komagataella phaffii (ehemals Pichia pastoris) die beiden Schliisselenzyme CHI und
ERED heterolog exprimiert werden. Als vorteilhaft ist bei diesem Ansatz zudem, dass diese
Produktionsorganismen Uber keine Phloretinhydrolase verfligen, so dass der unerwiinschte
Phloretinabbau unterbleiben sollte. Beide Ansdtze wurden untersucht und letztlich ein
produktiver E.coli-Stamm ausgewahlt, der bei Entkopplung von Wachstums- und
Expressionsphase beide Enzyme |6slich produziert. Der in Kooperation mit dem Institut fiir
Biochemie, Abt. Biotechnologie & Enzymkatalyse, Universitat Greifswald entwickelte und
optimierte Produktionsstamm E. coli SE1 CHI_sERed wurde patentrechtlich geschiitzt. Er
setzt Naringenin gemaR dem in Abb. 14 dargestellten Reaktionsmechanismus zu Phloretin

um.
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NADH
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H
HO O ‘\\\©/ O
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Abb. 14: Reaktionsmechanismus der enzymatischen Konversion von Naringenin zu Phloretin

Die weiteren Untersuchungen zeigten jedoch, dass auch mit diesem Produktionsstamm die

Prozessentwicklung eine Herausforderung darstellte [322]. Eine Isolierung der Enzyme war

66



4. Synthetische Biotechnologie am Beispiel der Polyphenolproduktion

aufgrund ihrer Instabilitat, insbesondere der durch die Cystein-Reste gebildeten Schwefel-
cluster der ERED, nicht moglich; so musste ein ganzzellkatalytischer Ansatz verfolgt werden.
Vorteilhaft bei dieser Prozessstrategie ist, dass auf eine NADH-Zufltterung oder ein
Cofaktor-Regenerationssystem fiir NADH verzichtet werden kann, da die Zellen dieses selbst

regenerieren.

In der Ganzzellbiotransformation erwiesen sich die Zellen jedoch aufgrund mangelnder
geeigneter Transmembran-Transportersysteme als Akkumulatoren fiir Flavonoide, sowohl
fiir Naringenin als auch fir Phloretin. Dadurch blieben auch in situ-Produktabreicherungs-
techniken (ISPR) zur Gewinnung des Phloretins aus dem laufenden Biotransformations-
prozess erfolglos und ein Aufschluss der Zellen nach der Biotransformation war
unumganglich. Die Akkumulation fiihrte zudem schnell zu hohen, cytotoxischen Flavonoid-
konzentrationen in den Zellen. Weitergehende chirale HPLC-Analysen (High performance/
pressure liquid chromatography) zeigten dariber hinaus, dass das katalytische Gleichgewicht
der CHI stark auf die Seite des Naringenins verschoben ist und auRerdem, dass nur eines der
Naringenin-Enantiomere, das (+)-Naringenin, umgesetzt wird, so dass eine Ausbeute von
50% bei Einsatz racemischer Eduktldsung nicht Gbertroffen werden kann. Da die chemische
Racemisierung von (-)-Naringenin zu (+)-Naringenin nur sehr langsam erfolgt, konnten nur

geringfligige Steigerungen des Umsatzes in sinnvollen Zeiten erreicht werden [322].

Die Strategie zur Realisierung eines wirtschaftlichen Biotransformationsprozesses musste
daher so angepasst werden, dass allein (iber die Volumenproduktivitat, das heiRt einer
entsprechend hohen Biomassekonzentration, geeignete Produkttiter erzeugt werden
konnten. Dies konnte mit einer Hochzelldichtekultivierung im fed-batch-Modus erreicht
werden, bei der der Produktionsstamm E. coli SE1 mit Glucose als Substrat in einem
definierten Medium und einer mittleren Wachstumsrate von p= 0,13 h'! innerhalb von 24 h
bis zu einer ODgpo=200,0 hochgezogen werden konnte [323]. Dieser Prozess konnte in den
30L-MaRstab aufskaliert werden. Mit entnommenen 90% der Kulturbriihe konnte dann die
Biotransformation in einem separaten Reaktor durchgefiihrt werden, wahrend die
verbliebenen 10% als Inokulum fiir die nachste Anzuchtstufe dienten, so dass eine quasi-

kontinuierlicher Produktionsprozess auf repeated-fed-batch-Basis etabliert werden konnte.
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Die Biotransformation wurde dann sequentiell mit einer definierten Zelldichte von
ODe00=200,0 durchgefiihrt. Bei Zugabe von 20 mM Naringenin (ca. 5,5 g/l) konnten so inner-
halb von 22 h bis zu 12 mM (ca. 3,28 g/l) Phloretin hergestellt werden, was einer Ausbeute
von Yp/s=0,6 entspricht. Dies Ubersteigt aufgrund der langen Reaktionszeit und der dadurch
signifikant werdenden, langsamen chemischen Racemisierung des Naringenins den theore-
tischen Umsatz von 50% sogar. Die Produktisolierung kann direkt aus der Reaktionslésung
nach Aufschluss der Zellen durch selektive Bindung der Flavonoide an eine Polyether-
sulfon(PES)-membran erfolgen, die tiber hohe Flavonoidbindekapazitaten verfiigt und sogar
eine hdhere Selektivitat fir Phloretin (0,45 mg/cm?) gegeniiber Naringenin (0,15 mg/cm?)
ausweist [324, 325]. Mittels dieser Prozessstrategie konnen somit nun Gber 3 g/l Phloretin in
24 h aus Naringenin hergestellt werden, so dass der Gesamtprozess wirtschaftlich
anwendbar ist. Der Gesamtprozess wurde mit einer Steigerung der Produktivitdt um einen
Faktor von >4.600 im Vergleich zu E. ramulus mit EDTA-Inhibierung somit erfolgreich
optimiert und die Prozessarchitektur bis zu einer Skalierung von 30 | abgebildet. Fiir die
weitere Entwicklung des Prozesses bis in den Produktionsmallstab wurde dieser an den

Industriepartner ibergeben.

Patent 1:

J.M. Hilmer, E. Gross, G. Krammer, J. Ley, M. Gall, U. Bornscheuer, M. Thomsen, C. Peters,
P. Jonczyk, S. Beutel, T. Scheper: Method for the biotechnological manufacture of dihydro-
chalcones, Patent-Nr.: EP 2692729-A1, DE 102012213492-A1 (2014)
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5. Fazit

Die dargestellten Arbeiten zur Anwendung der synthetischen Biotechnologie zeigen ihr
groRes Potential fir die Produktion komplexer Naturstoffe. Die zundchst am Beispiel
ausgewahlter Sesquiterpensynthasen beschriebenen Arbeiten aus dem Bereich der
synthetischen Biologie ermoglichten die Identifizierung der an einer Naturstoffbiosynthese
beteiligten Enzyme, ihre eingehende Charakterisierung und ihre Ubertragung in einen
Produktionsorganismus. So wird die Voraussetzung geschaffen, mithilfe der im zweiten Teil
der Arbeit beschriebenen verfahrenstechnischen Methoden mit dem gewdhlten
Produktionsorganismus einen 06konomischen Bioprozess zu entwickeln, in dem die
komplexen Naturstoffe aus einfachen Substraten synthetisiert werden. AbschlieBend wurde
anhand eines Beispielprozesses zur Flavonoidsynthese dargestellt, wie ein klassischer
biotechnologischer Prozess unter Einsatz des natirlichen Mikroorganismus an
verschiedenen Limitierungen scheiterte und stattdessen ein synthetischer Biotechnologie-

ansatz gewahlt werden musste, um einen wirtschaftlichen Produktionsprozess zu realisieren.

Um dies zu erreichen, sind bei der Entwicklung viele Herausforderungen zu liberwinden.
Beispielhaft seien die oft mangelhafte aktive Expression der xenogenen Enzyme in den
Produktionsorganismen genannt oder eine mogliche cytotoxische Anreicherung des
Produkts in den Zellen, die zum Erliegen der enzymatischen Umsetzung fiuhren kann. Jedes
System verhdlt sich individuell und zeigt eigene Facetten und Charakteristika, die fir eine
erfolgreiche Umsetzung berlicksichtigt werden missen. Daher missen die eingesetzten
Methoden und Verfahrenselemente einer stindigen Uberpriifung standhalten oder durch
alternative Techniken ersetzt werden. Um dies zu erreichen, miissen sowohl neuartige als
auch Weiterentwicklungen herkdmmlicher Technologien stetig evaluiert werden. Eine hohe
Informationsdichte durch online-Analysenverfahren ist dafiir sehr hilfreich, um genaue und
lickenlose Informationen lber den jeweiligen Prozessverlauf zu erhalten. So ldsst sich der
optimale Prozessverlauf ermitteln, der dabei hilft, eine verfahrenstechnische
Prozessarchitektur zu finden, mit der die angestrebte Naturstoffproduktion dkonomisch als

synthetisch biotechnologisches Verfahren umsetzbar ist.

Insbesondere die in dieser Arbeit behandelten Naturstoffklassen der Sesquiterpene und

Flavonoide sind flir vielfaltige Anwendungen interessant. Der grofle Bedarf an
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Sesquiterpenen und Flavonoiden kann heute nicht mehr durch organische Synthese oder die
Gewinnung aus den entsprechenden pflanzlichen Rohstoffen gedeckt werden. Die
organische Synthese dieser komplexen Strukturen ist wirtschaftlich uninteressant, die
pflanzlichen Rohstoffe sind meist nur begrenzt verfliigbar und eine extensive Nutzung fihrt

zu einer Verringerung der natirlichen Biodiversitat.

Die synthetische Biotechnologie kann daher wie gezeigt dazu beitragen, Unabhangigkeit von
den marktverfliigbaren Ressourcen aus herkdémmlicher Produktion zu erreichen, und so eine
nachhaltige und 6konomisch sinnvolle Versorgungssicherheit gewahrleisten. Bei dezentraler
Produktion vor Ort kdonnten Sie dariber hinaus sogar eine just-in-time-Versorgung nach
Bedarf ermdglichen und so die erheblichen Logistikkosten reduzieren helfen. Auch fir die
Herstellerlander brachte dies Vorteile, denn so stiinden die Anbauflachen, die bisher fur die
Naturstoffproduktion genutzt werden, wieder fiir die Nahrungsmittelproduktion zur

Verfligung.
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