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Kurzfassung

Polysialinsaure (polySia) wird in seiner Funktion als humanidentisches und anionisches
Biopolymer fur verschiedenste pharmazeutische Anwendungen umfassend untersucht.
Insbesondere die niedermolekulare Form der polySia mit einer charakteristischen
Kettenlange von 20 + 6 Sialinsaure-Monomeren (polySia avDP20) zeigt vielversprechende
Ansatze in der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen.

Die vorliegende Dissertation beschreibt einerseits die Entwicklung und Validierung einer
analytischen Methode zur Charakterisierung der tatsachlichen polySia-Kettenlange sowie die
Quantifizierung definierter Kettenlangenbereiche mittels HPLC-CAD. Unter Betrachtung der
GMP-Richtlinien nach ICH Q2(R1) wurden die Methoden in Hinblick auf die Selektivitat,
Linearitdt, Arbeitsbereich sowie die Detektions- und Bestimmungsgrenzen validiert. Es
konnte gezeigt werden, dass (Poly-) Sialinsduren zwischen einen DP (degree of
polymerization) von 1 (MW = 309 g mol?) bis maximal DP65 in einem linearen Arbeitsbereich
von 0,001 mgmL? -10mgmL? detektiert werden konnen. In der Quantifizierungs-
anwendung konnte eine selektive Methode fir langkettige (long chain, LC) polySia mit einem
linearen Arbeitsbereich von 0,025 mg mL?- 1 mg mL* und polySia avDP20 in einem Bereich
von 0,02 mg mL? - 0,25mgmL? entwickelt werden. Die entwickelte Analytik ist
insbesondere in der zielgerichteten polySia avDP20-Produktion von hoher Relevanz.
Darliber hinaus wird in dieser Arbeit die Prozessentwicklung und -optimierung zur Produktion
der humanidentischen polySia aus E. coli K1 sowie die Produktaufreinigung und Herstellung
der biopharmazeutisch relevanten, niedermolekularen polySia avDP20 beschrieben. Die
Kultivierungsbedingungen  wurden  zundchst durch eine  Medienoptimierung in
Schittelkolbenversuchen verbessert. Nachfolgend wurde ein Prozess-Upscaling im
Ruhrkesselreaktor in einem 1,5 L und 25 L -Mal3stab durchgefuhrt. Bemessen an der Raum-
Zeit-Ausbeute wurde die Produktivitait um 227 % von 0,339 g L auf 0,788 g L polySia
gesteigert. In einem pOs-kontrollierten Zulaufbetrieb zur Hochzelldichtkultivierung konnte
eine Steigerung der Produktivitat um 47 % von 1,3 g L™ auf 3,7 g L™ polySia erreicht werden.
Nach der Produktaufreinigung lag polySia in hochreiner Form mit einer Kettenldnge > DP70
vor. Nachfolgend wurde das langkettige polySia-Material zur pharmazeutisch relevanten
polySia avDP20 weiterverarbeitet. In der thermischen Hydrolyse wurden eine optimale
Hydrolysedauer von ca. 55 min und eine Temperatur von 90 °C ermittelt. In der
chromatographischen Trennung von polySia avDP20 wurde ein dreistufiger Gradienten
entwickelt, mit Hilfe dessen insgesamt 4,5 mg (6,1 % Ausbeute) niedermolekulare polySia

mit einer Kettenlangen von DP20 + 9 isoliert wurden konnten.

Schlusselworter: Polysialinsaure, Prozessentwicklung, Hochzelldichtekultivierung, GMP,

Validierung, Membranadsorber




Abstract

Polysialic acid (polySia) is widely investigated in its function as a human-identical and anionic
biopolymer for a wide variety of pharmaceutical applications. In particular, the low-molecular
form of polySia with a characteristic chain length of 20 + 6 sialic acid monomers (polySia
avDP20) shows promising approaches in the treatment of neurodegenerative diseases.

In the first part, this dissertation describes the development and validation of an analytical
method for the characterization of the actual polySia chain length as well as the
guantification of defined chain length ranges by HPLC-CAD. In consideration of the GMP
guideline ICH Q2 (R1), the methods were validated regarding selectivity, linearity, working
range as well as limits of detection and determination. It has been shown that (poly) sialic
acids can be detected between DP (degree of polymerization) from 1 (MW = 309 g mol?) to a
maximum of DP65 in a linear working range of 0.001 mg mL? - 10 mg mL™. In the
guantification application, a selective method for long chain (LC) polySia with a linear
working range of 0.025 mg mL* — 1 mg mL* and polySia avDP20 in a range of 0.02 mg mL™*
- 0.25 mg mL?! was developed. The developed analytical method is of high relevance
especially in the targeted polySia avDP20 production.

Furthermore, this work describes the process development and optimization to produce the
human-identical polySia from E. coli K1 as well as the product purification and production of
the biopharmaceutically relevant low molecular weight polySia avDP20. The cultivation
conditions were initially optimized by medium optimization in shake flask experiments.
Subsequently, a process upscaling was carried out in a stirred tank reactor in a 1.5 L and
25 L -scale. Based on the space-time yield, productivity was increased by 227 % from
0.339 gL?'-0.788 g L? polySia. In a pO,-controlled fed-batch process for high cell density
cultivation, a further increase in productivity of 47 % from 1.3 to 3.7 g L polySia was
achieved. After product purification, polySia was received in a highly pure form with a chain
length > DP70. Subsequently, the long chain polySia material was further processed into the
pharmaceutically relevant polySia avDP20. In the thermal hydrolysis a time of about 55 min
and a temperature of 90 °C were determined as optimal. In the chromatographic separation
of polySia avDP20, a three-step gradient was developed successfully, whereby a total of 4.5
mg (6.1 % vyield) of low molecular weight polySia with a chain length of DP20 + 9 was

isolated.

Keywords: polysialic acid, process development, high cell density cultivation, GMP,

validation, membrane adsorber
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Einleitung und Motivation

1 Einleitung und Motivation

Polysaccharide sind hochmolekulare Kohlenhydrate und Gibernehmen eine Vielzahl wichtiger
Schlusselfunktionen in den Organismen von Pflanzen, Tieren und Menschen sowie in
Mikroorganismen [1,2]. Sie dienen unter anderem als Energiespeicher und Strukturbildner
oder fungieren als Erkennungsmolekil in weitaus komplexeren biochemischen Prozessen.
Polysaccharide bestehen aus a, B-glykosidisch-verknipften Zuckern. Ein haufiger Baustein
dieser Polymere ist Glucose. Pflanzen speichern z.B. Glucose in Form von Stéarke
beispielsweise als Amylose (poly-a-1,4-Glucose) oder als Amylopektin (poly-a-1,4-a-1,6-
Glucose) zur mittel- bis langfristigen Energieversorgung ein. Dabei konnen die
Starkepolymere aus bis zu 1.200 Glucose-Einheiten bestehen. In Tieren oder Menschen wird
Glucose in Form von sog. Glykogenen eingespeichert. Hierbei kdnnen die Polymerketten

sogar aus bis zu 100.000 Glucose-Einheiten bestehen.

Ein in der Natur sehr haufig auftretendes Polymer ist die Cellulose. Diese besteht aus poly-B-
1,4-Glucose und ist als lineares, wasserunlosliches Polysaccharid ein Hauptbestandteil
pflanzlicher Zellwénde. Dartber hinaus verfligt Cellulose Uber eine starke mechanische,
chemische und enzymatische Stabilitat. Aufgrund dessen findet Cellulose viele
Anwendungsfelder, wie z.B. in der Papier- und Bekleidungsindustrie, als Zusatz in der
Lebensmittelindustrie oder in derivatiserter Form als z.B. Celluloseacetat in der

Membrantechnologie.

Jedoch bestehen Polysaccharide nicht nur aus Glucose. Glycosaminglykane (GAGs) sind
bei Saugetieren weit verbreitet und bestehen aus sich wiederholenden Disaccharid-
Einheiten. GAGs haben wasserstrukturierende und viskositdtserh6hende Eigenschaften und
sind daher Bestandteil von Schleimen (Mucopolysaccharide). Hyaluronséuren z.B. bestehen
aus sich wiederholender D-Glucuronsaure und B-N-Acetyl-D-glucosamin. lhre struktur-
chemischen Eigenschaften erméglichen eine hohe Wasseraufnahme. Sie sind ein haufiger
Bestandteil von Bindegeweben wie z.B. des Glaskoérpers im Auge, welcher zu 2 % aus

Hyaluronsaure und 98 % Wasser besteht [3].

Des Weiten besitzen sog. Proteoglykane (stark glykosylierte GAGs) Zell-strukturierende, -
stabilisierende oder schitzende Funktionen und sind Hauptbestandteil von extrazellularen
Matrices. AuRerdem sind sie an der Signaltransduktion in Geweben oder als

Erkennungsmolekil auf Zelloberflachen beteiligt [4,5].

Neben zahlreichen weiteren Oberflachenpolysacchariden stellt die Polysialinsdure (Abk.
polySia) eine spezielle Gruppe dar. Das Vorkommen dieser a-2,8-verknipfte N-

Acetylneuraminsaure erstreckt sich tUber niedere Lebensformen wie Bakterien bis hin zu




Einleitung und Motivation

hoch entwickelten Organismen wie den Saugetieren. Bei Saugern ist polySia an die
Glykoproteine von Nerven- und Immunzellen gebunden [6,7]. Es Ubernimmt wichtige
Funktionen in der Entwicklung des zentralen Nervensystems. Dariiber hinaus ist polySia
aber auch im adulten Nervensystem aktiv und tritt beispielsweise als posttranslationale
Modifikation der funften Immunoglobulin (Ig5) -&hnlichen Einheit von neuronalen
Zelladhasionsmolekilen (NCAM; CD56) oder CD36 auf [8,9]. Jingste in vivo-Studien haben
gezeigt, dass die kinstliche Induktion der PolySia-Expression die Regenerationsfahigkeit
beispielsweise im Gehirn erwachsener Mause und nach Verletzungen des Riickenmarks

oder peripherer Nerven verstarkt [10,11].

Niedermolekulare Polysialinsaure wird als eine neue Substanzklasse in der Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen, wie der altersbedingten Makuladegeneration (AMD),
untersucht. Bei der AMD handelt es sich um eine Erkrankung der Netzhaut, die zum
vollstandigen Erblinden betroffener Patienten fihren kann. Als Ausldser fir die Erkrankung
wird eine Uberaktivierung des Immunsystems gesehen, wobei Fresszellen als Teil der
Immunantwort toxische Sauerstoffradikale (ROS) absondern und malgeblich zur
Netzhautablosung beitragen. Im gesunden Gewebe kann diese Uberaktivierung des
Immunsystems und die Freisetzung der ROS durch die Bindung korpereigener

Polysialinsauren an den sog. SIGLEC-Rezeptoren auf der Zelloberflache verhindert werden.

Eine biotechnologische Produktion der humanidentischen Polysialinsaure ist mittels E. coli
K1 nachweislich méglich. In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass durch die
intravitreale Injektion der biotechnologisch produzierten Polysialinsdure mit einer
durchschnittlichen Kettenlange von DP20 (polySia avDP20) eine Freisetzung von ROS und
inflammatorischer Botenstoffe unterdriickt werden koénnen. Eine entziindungsbedingte

GefalRschadigung im Auge lasst sich somit verlangsamen [12].

Niedermolekulare polySia avDP20 soll daher als neue Wirkstoffklasse in der Behandlung der
AMD validiert werden. Um die therapeutische Wirksamkeit von Polysialinsaure zu prufen,
missen in der praklinischen Entwicklung verschiedene Schwerpunkte definiert und
bearbeitet werden. Die Entwicklungsbereiche unterteilen sich hierbei in GMP-Produktion,

pharmazeutische Toxikologie, klinische Prifung und Businessplanung.

In der vorliegenden Arbeit werden die Themenschwerpunkte der GMP-Produktion bearbeitet.
Hierbei soll ein effizienter Gesamtprozess zur biotechnologischen Produktion
niedermolekularer Polysialinsaure entwickelt und optimiert werden. Im Upstream-Prozess
sollen die Medienbedingungen in Hinblick auf gesteigerte Produktausbeuten optimiert und
ein Upscaling bis hin zum 25 L Malstab durchgefiihrt werden. Darlber hinaus soll zur

Effizienzsteigerung des Prozesses eine Strategie zur Hochzelldichtekultivierung etabliert
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werden. Im  Downstream-Prozess soll der Wertstoff von  kontaminierenden
Medienbestandteilen und Proteinen sowie DNA oder Endotoxinen aufgereinigt werden. Des
Weiteren soll ein Verfahren zur Herstellung der biopharmazeutisch relevanten
niedermolekularen polySia avDP20 entwickelt werden, wobei eine thermische Hydrolyse und
ein chromatographisches Verfahren mittels Membranadsorber zum Einsatz kommen. Unter
Beriicksichtigung von GMP-Vorgaben soll in der Prozessentwicklung ein schneller
Technologietransfer in die biopharmazeutische Auftragsproduktion gewahrleistet werden.
Verschiedene Single-Use Applikationen kommen aus diesem Grund zum Einsatz. Aul3erdem
soll zur Festlegung von Grenzwerten eine Prozess- und Produktcharakterisierung
sowie -validierung durchgefiihrt werden. Unter anderem sollen hierflr neuartige analytische
Verfahren zur Charakterisierung und Quantifizierung der Polysialinsdurekettenlange mittels
HPLC-CAD entwickelt werden. Diese missen ihrerseits unter Berlicksichtigung international

anerkannter Richtlinien untersucht und validiert werden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 (Poly-) Sialinsauren

2.1.1 Die chemische Struktur der (Poly-) Sialinséure

Sialinsduren gehdren primar zu der Gruppe der Saccharide mit einem Zuckergerist aus
neun Kohlenstoffatomen. In wassriger Losung erhélt die Verbindung Uber die C;-gebundene
Carboxylgruppe ihren Saurecharakter (pKs ~2,2) [13]. Neuraminsaure ist als eine von uber
40 natirlich auftretenden Derivaten die einfachste Form der Sialinsaure und tragt eine Cs-
gebunden Aminogruppe [13,14]. Die Derivate lassen sich in den meisten Fallen durch die
Substitution der Amin- bzw. Hydroxylfunktion ableiten [15]. Die drei am haufigsten
auftretenden Neuraminsaure-Derivate sind 5-N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), 5-N-
Glycolylneuraminsdure (Neu5Gc), 5-Deamino-3,5-dideoxyneuraminsaure (Kdn) und in
Abbildung 2-1 A.-C. gezeigt. In der Natur treten Sialinsauren haufig als Teile von
biofunktionellen Polysacchariden auf, wobei die Bausteine Uber eine glycosidische Bindung
zwischen den Hydroxylgruppen der Positionen C,, Cgund/oder Co verknlpft sind [16]. In der
polymeren Form bilden Neu5Ac, Neu5Gc und Kdn die Hauptbestandteile der natirlich
auftretenden Verbindungen. In Sdugetieren und im Menschen findet sich ausschlie3lich die

homologe a(2,8)-verknipfte poly-5-N-Acetylneuraminsaure (Abbildung 2-1 D.).

— —n

Abbildung 2-1: Chemische Struktur von A.: 5-N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac); B.: 5-N-Glycolylneuraminsaure
(Neu5Gc); C.: 5-Deamino-3,5-dideoxyneuraminséaure (Kdn); D.: a-2,8-verknlipfte poly-5-N-Acetylneuramin-saure.

Die Polymerkettenlange kann anhand des Polymerisationsgrades (degree of polymerization,
DP) charakterisiert werden, wobei Oligosialinsduren eine Lange von DP3 — DP7 und

Polysialinsauren eine Léange von = DP8 beschreiben [17]. Niedermolekulare polySia mit einer
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Kettenlangen zwischen DP30 — 70 wird haufig auch als Colominsaure bezeichnet [18],
wahrend die hochmolekulare, langkettige polySia eine Kettenlange von DP50 — 150 (LC
polySia) und in manchen Fallen sogar bis DP400 besitzt [19-21].

In den nachfolgenden Kapiteln 2.1.2 und 2.1.3 erfolgt eine weitere Beschreibung der
Polysialinsaure. Der Begriff Polysialinsaure (oder polySia) wird, falls nicht weiter erlautert, im
Rahmen dieser Arbeit stellvertretend fur die homopolymere a(2,8)-verkniipfte poly-5-N-

Acetylneuraminsaure verwendet.

2.1.2 Natiurliche Vorkommen und Funktionen

Polysialinsauren sind sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vorhanden. In
Vertebraten kommen sie in nahezu allen Gewebeteilen vor. In Fischen zeigt sich hierbei die
hochste strukturelle Vielfalt [22]. Homopolymere Formen der Polysialinsdure, bestehend aus
Neu5Ac oder Kdn, treten jedoch ausschliel3lich in Saugetieren auf [9]. Im menschlichen
Korper kann lediglich die homopolymere a(2,8)-verknipfte poly-5-N-Acetylneuraminsaure
nachgewiesen werden und zeigt eine ungleichmafRigen Verteilung in den Gewebeteilen.
PolySia ist an der Entwicklung des zentralen Nervensystem beteiligt [23,24] und tritt als
posttranslationale Modifikation auf der Zelloberflache von neuralen Zelladhasionsmolekiilen
(NCAMSs) auf. In seiner Funktion als raumeinnehmendes Makromolekil und durch seine
abstoRenden stereochemischen Eigenschaften als Polyanion kann polySia tber die Bindung
an Adhéasionsproteine den Zell-Zell-, sowie den Zell-Substrat-Kontakt sterisch regulieren [25—
28]. Dies fuhrt zu einer Isolation der Zelle und begtinstigt somit wichtige zellulare Prozesse
[29].
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NCAM mit
polySia

Schwache Adhdsion und
Signalweiterleitung

mit/ ohne
polySia
<> <> > Starke Adhdsion und
Signalweiterleitung
e X
Weitere NCAM

Oberflachenproteine

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des NCAM-vermittelten Zell-Zell-Kontaktes. Bei Anwesenheit von
polySia am neuronalen Zelladh&sionsmolekil (NCAM) kommt es zu einem erschwerten Zell-Zell-Kontakt. Bei
Abwesenheit von polySia ermdéglichen die NCAMs eine starke Adhéasion zwischen den Zellen. Die Abbildung
wurde in Anlehnung an [30] erstellt.

Unter anderem ist polySia an der Zellmigration und -differenzierung des embryonalen
Nervensystems beteiligt. Es fordert das Axonwachstum und die Entwicklung der neuralen
Plastizitat im menschlichen Gehirn [26,31]. Zusatzlich interagiert es mit den zur SIGLEC-
Familie gehdrenden Rezeptoren des Immunsystems [32]. PolySia hat einen entscheidenden
Einfluss bei der Synapsenausbildung und interagiert ahnlich wie beim NCAM mit den
synaptischen Zelladhasionsmolekilen (SynCAM) [33]. Des Weiteren lasst sich polySia in der
Niere, in Natriummembrankanalen [34] und auf der Oberflache bestimmter Tumore
wiederfinden [35]. Eine besondere Bedeutung wird polySia in der Muttermilch zugetragen,
wobei es endstandig an heterogenen Polysacchariden vorkommt. Ein Zusammenhang
zwischen dem Stillen von Sauglingen und dem Intelligenzquotienten dieser Probanden
wurde untersucht, wobei man einen Einfluss der duReren Zufuhr von Sialinsduren und der

Entwicklung des Gehirns vermutete [36,37].

Polysialinsauren kommen nicht nur in Vertebraten und S&augetieren vor, sondern zeigen
aufRerdem eine hohe Vielfalt bei Bakterien. Unter den Polysacchariden stellen sie jedoch nur
eine kleinen Anteil dar. Die Polysaccharide sind bei Einzellern Uber Lipide an die
Zelloberflache gebunden, fungieren dort als Antigene und legen somit den Serotypen der
Bakterien fest. Fir Escherichia coli werden diese Antigene generell in O- und K-Serotypen
unterschieden [38,39]. Beim O-Typen werden Lipopolysaccharide (LPS) Uber einen Lipid-A-

Anker an die Zelloberfliche gebunden. Lipid A wird auch als Endotoxin bezeichnet und kann
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bei einer Freisetzung im infizierten Wirt zu einer schweren Sepsis fuihren [40]. K-Serotypen
bezeichnen Antigene, die bei Bakterien eine dichte Kapsel aus Polysacchariden auf der
Zelloberflache bilden [41] und zudem durch die Ausbildung einer Hydrathiille das Bakterium
vor auleren Einflissen schiitzen und abschirmen [42,43]. Diese Polymerschicht wird auch
als Glykokalix bezeichnet [44,45]. Insbesondere binden Bakterien wie Escherichia coli K1,
Pasteurella haemolytica oder Neisseria meningitidis die humanidentische a(2,8)- verknipfte
poly-5-N-Acetylneuraminsdure (ber einen Phospholipidanker auf ihrer Zelloberflache.
Aufgrund dieser Oberflachenbeschaffenheit erschweren sie die humane Immunantwort [43]
und kénnen im schlimmsten Fall beim Durchbrechen der Blut-Hirn-Schranke eine schwere

Meningitis verursachen [44].

2.1.3 Medizinisch-/ pharmazeutische Anwendungsfelder

Polysialinsaure besitzt verschiedene biologische Funktionen und bietet eine Vielzahl von

medizinisch-pharmazeutischen Anwendungsmaoglichkeiten.

Aufgrund der hohen Biokompatibilitdit von polySia sowie des gezielten Abbaus durch
Endosialidasen wird im Bereich des Tissue Engineering ein Einsatz als Stiutzstruktur
ermdglicht [46]. Hochmolekulare polySia kann in Kombination mit Hydrogelen [47] oder in
der Beschichtung von Stitzstrukturen die spezifische Anzucht von humanen Nervenzellen
bevorteilen [48,49]. Weiterhin findet polySia Anwendung in der Impfstoffentwicklung zur
Behandlung von Meningitis [16,33,50] und bietet als Tumor-assoziiertes Kohlenhydrat
Behandlungsansatze in der Krebsforschung [16,31,33,51-53].

In der Medikamentenentwicklung und Formulierung fuhrt eine Polysialisierung der Wirkstoffe,
wie z.B. Insulin oder L-Asparaginase, zu einer verbesserten Wirkstoffeffizienz und -stabilitat
[16,54-59]. Die Halbwertszeit der Medikamente kann dadurch im menschlichen Organismus
deutlich gesteigert werden [60]. In Tierexperimenten konnte dazu gezeigt werden, dass
durch die Gabe von polysialisierten Insulin der Blutzuckerspiegel Uber einen verlangerten

Zeitraum im Normalbereich gehalten werden konnte [16,57].

In der derzeitigen Forschung wird der Einsatz von niedermolekularer polySia zur Behandlung
chronisch-inflammatorischer, neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. Alzheimer oder die
altersbedingte Makuladegeneration (AMD), untersucht [61,62]. Studien prognostizieren
bedingt durch den demographischen Wandel und einer immer alter werdenden Bevdlkerung
einen Anstieg neuerkrankter Patienten mit einer AMD [63]. Die altersbedingte
Makuladegeneration unterteilt sich in die feuchte und trockene AMD [64]. Wahrend es flr

Patienten mit einer feuchten AMD bereits verschiedene Therapiemdglichkeiten mit Vaskular
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Endothelial Growth Factors (VEGF) -Hemmern gibt [65-67], existieren fir die Behandlung
der trockenen AMD noch keine genehmigten Ansatze [65]. In der Pathophysiologie der
trockenen AMD konnte gezeigt werden, dass die Erkrankung hauptsachlich auf die
Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies (engl. reactiv oxygen species, ROS)
zuriickzufuhren ist und hat ein Absterben der Netzhaut zur Folge. Des Weiteren kommt es zu
einer Aktivierung des Komplementsystems wobei der Vorgang der Makuladegeneration stark
durch Makrophagen und Mikroglia beschleunigt wird [65,68,69]. In diesem Zusammenhang
wird  insbesondere die  niedermolekulare  polySia avDP20 aufgrund ihres
antiinflammatorischen Effekts auf humane Mikroglia und Makrophagen untersucht [7]. Durch
Bindung von polySia avDP20 an SIGLEC-11 Rezeptoren wird eine pro-inflammatorische
Antwort der LPS-induzierten Mikroglia reduziert und eine Immunantwort gegen kérpereigene,
polysialisierte Zellen verlangsamt [7,70]. AuRerdem wird bei humanen Makrophagen eine
durch die Amyloid-Bi4s2 oder Zelltrimmer induzierte Produktion und Freisetzung von
zellschadlicher ROS und Aktivierung mononuklearer Phagozyten durch polySia avDP20
reduziert [7,46,71]. Im Mausmodell konnten bereits positive Effekte durch intravitreal-
injizierte polySia avDP20 gezeigt werden [65] und rechtfertigen weitere Untersuchungen zur

Behandlung der trockenen AMD.

2.2 Qualitatsmanagement in der biopharmazeutischen Industrie

Eine der wichtigsten Anforderungen in der pharmazeutischen Industrie ist der Schutz von
Verbrauchern und die Qualitatssicherung von Arzneimitteln [72-74]. Aus diesem Grund
unterliegt dieser Industriezweig strengen Kontrollen und Auflagen [75] seitens zustandiger
Behorden, wie z.B. EDQM, EMA, BfArM oder FDA. Auf internationaler Ebene lassen sich
diese Richtlinien als Teil der Qualitatssicherung in der ,Guten Herstellungspraxis“ (engl.
Good Manufacturing Practice, GMP) zusammenfassen. Qualitdtsmanagementsysteme sind
gemall 83(1) des Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung (Abk. AMWHYV)
verpflichtend flr pharmazeutische Unternehmen. Das Leitdokument fur Deutschland als Tell
der Européischen Union ist die Richtlinie 2003/94/EG und beinhaltet u.a. Grundsatze und
Leitlinien der Guten Herstellungspraxis in Bezug auf Qualitdtsmanagement, Personal,
Raumlichkeiten und  Ausristung, Dokumentation, Produktion, Qualitatskontrolle,

Auftragsherstellung, Beanstandung und Produktriickruf sowie Selbstinspektionen [76,77].

In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse zur Prozessentwicklung und -validierung eines

pharmazeutisch relevanten Produktes beschrieben und diskutiert. Daher werden in diesem
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Kapitel die Vorschriften und Leitfaden zur Validierung von analytischen Verfahren und

Prozessen in einem pharmazeutischen Umfeld einleitend vorgestellt.

2.2.1 Validierung von analytischen Methoden

Gegenstand der Validierung analytischer Verfahren ist es, die Qualifikation der Methoden
anhand gut-dokumentierter, experimenteller Untersuchungen zu belegen [78]. Genauigkeit
und Verlasslichkeit sind entscheidende Merkmale zur Sicherstellung der Qualitat, der
Sicherheit und der Wirksamkeit von Arzneistoffen bzw. -mitteln. Diesbezuglich werden
bereits seit vielen Jahren regulatorische Anforderungen gestellt [78-82]. Die ,International
Conference on the Harmonisation of Technical Requirements for the Registration of
Pharmaceuticals for Human Use” (Abk. ICH) wurde 1990 als Forum zum konstruktiven
Austausch von Aufsichtsbehérden und Industrie zur harmonisierten Einigung von
Zulassungsanforderungen neuer Pharmazeutika zwischen Europa, USA und Japan initiiert.
Die Qualitatsrichtlinie ICH Q2(R1) umfasst die Regularien zur Validierung von analytischen
Verfahren und unterteilt sich in ,Teil-l: Definition und Terminologie® [78] und ,Teil-II:
Methoden® [78]. Aufgrund des Harmonisierungsprozesses interkontinentaler Regularien
kommt es zu gewissen Kompromissen und Inkonsistenzen. Laut ICH Q2A/B bedarf es
,<dokumentierter Nachweise, dass das analytische Verfahren mit gentigender und definierter
Zuverlassigkeit die beabsichtigte Bewertung von Qualitditsmerkmalen des gepriften Produkts
ermdglicht (Zitat aus Manuskript [83], Quelle [84]). Aufgrund dessen werden in den ICH-
Richtlinien die parameterbezogenen Anforderungen zur Methodenvalidierung in
Gehaltsbestimmung, Identitats- und Reinheitsprifung unterteilt. Die Reinheitsprifung wird
nach Vorgabe des Europadischen Arzneibuches [85] in Grenzprifung (Limit-Test) und
guantitativer Reinheitsprifung unterteilt [86]. In Tabelle 2-1 sind die vorgegebenen

Validierungsparameter der analytischen Verfahren gezeigt.

Im zweiten Teil der ICH Q2(R1) lassen sich zu den in Tabelle 2-1 aufgefihrten
Validierungsparametern weitere Detailbeschreibungen und deren Bestimmungsweisen
finden. Bei der ICH handelt es sich um ein internationales Gremium von
Zulassungsbehoérden und pharmazeutischen Unternehmen und steht auf einer breiten Basis
der sich mit Arzneimittelqualitdt befassenden Autoritdten und Marktteilnehmer. Den ICH-
Richtlinien kommen daher nur allgemeine Giltigkeiten mit empfehlendem Charakter zu und
bedurfen einer individuellen Ausgestaltung der analytischen Aufgaben im Hinblick auf
Einzelheiten zur Wiederholung und Festlegung von Spezifikationen. Diese Vorgaben
orientieren sich haufig am Stand der Wissenschaft fur vergleichbare Methoden und/oder
werden durch zustandige Zulassungsbehdrden und staatliche Kontrolllaboratorien festgelegt.

Zusammengefasst ist der gewéhlte Validierungsaufwand ein Ergebnis aus angestrebten
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Methodenattributen, staatlichen Vorgaben und einer praktikablen Maoglichkeit zur
Durchfiihrbarkeit [86].

Tabelle 2-1: Validierungsanforderungen nach ICH Q2(R1) [78].

Qualitative Reinheitsbestimmung Quantitative
Bestimmung Bestimmung
Validierungsparameter Identitat Quantitat Limit Gehalt
Spezifitat/Selektivitat? + + + +
Linearitat - + - +
Genauigkeit - + - +
Arbeitsbereich - + - +
Préazision
- Wiederholbarkeit - + - +
- Vergleichbarkeit/ - + - +
Reproduzierbarkeit®
Detektionsgrenze (LOD) - - + -
Quantifizierungsgrenze (LOQ) - + - -

+/- normalerweise erforderlich/ nicht erforderlich; 2fehlende Spezifitat eines analytischen Verfahrens kann durch

(eine) weitere Methode(n) unterstitzt werden; ® Reproduzierbarkeit nicht erforderlich fiir Genehmigung

Die ,Robustheit® ist ein weiterer Validierungsparameter analytischer Verfahren und wird
geman der ICH-Richtlinien bei allen Prufverfahren empfohlen [86]. Eine Eingliederung unter

Betrachtung der Validierungsanforderungen wurde jedoch nicht vorgenommen.

Die US Food and Drug Administration (FDA) hat zur Validierung von analytischen Verfahren
zwei Regelwerke mit allgemeinen Definitionen herausgegeben, wobei das Erste an den
Anwender [80] und das Zweite an Inspekteure und Gutachter [81] gerichtet ist [87]. Die
Arzneibuchkommission der EU hat ihrerseits einen ,Technical Guide® herausgegeben,
welcher ebenfalls Richtlinien zur Validierung von analytischen Methoden beinhaltet. In
beiden Fallen wurden die Definitionen und Vorgaben an die ICH-Richtlinien angeglichen.
Viele dieser Regelwerke appellieren, dass der Umfang eines Validierungsprozesses und die
Beurteilung der Glte eines analytischen Verfahrens im Ermessen des Analytikers liegt.
Spezifische Vorgaben zu Grenz- oder Richtwerten der einzelnen Validierungselemente oder

statistischen Auswertungen werden dementsprechend nicht gegeben [86,87].

10
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Die zur Validierung von analytischen Messmethoden beschriebenen Parameter wurden in
der ICH Q2(R1) definiert. Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Parameter ausfiihrlich beschrieben und ihre Bestimmungsweise erlautert.

Spezifitat/ Selektivitat

In der praktischen Anwendung von Richtlinien kommt es generell zu keiner Unterscheidung
zwischen Spezifitdt und Selektivitat. Vielmehr kommt es zu einer synonymen Verwendung
beider Begriffe. Per Definition kommt es jedoch zu einer differenzierten Terminologie. Die
Spezifitéat beschreibt hierbei die Fahigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne eine gegenseitige Stérung zu erfassen und eindeutig zu
identifizieren. Die Selektivitat hingegen beschreibt die Fahigkeit einer Methode, Substanzen
oder Substanzklassen ohne in der Probe enthaltende, verfalschende Komponenten zu
erfassen [86]. Typische verfalschende Komponenten konnen z.B. Verunreinigungen,
Abbauprodukte oder Matrizes (z.B. Saulenmatrizen) sein. Eine mangelnde Spezifitat
(= Selektivitat) der zu validierenden, analytischen Methode kann durch andere, Ergebnis-
unterstitzende Methoden kompensiert werden [78]. In der Gehaltshestimmung eines
Arzneistoffes oder der Quantifizierung von Verunreinigungen mittels HPLC-Methoden ist die
Spezifitat eines der wichtigsten Kriterien fir die Gulte der Trennung. Zur Beurteilung der
Spezifitat wird die Analytidentitat durch z.B. den Vergleich von Retentions- bzw.
Migrationszeiten detektierbarer Peaks abgesichert und mit Referenzsubstanzen verglichen.
Erganzend kénnen weitere chromatografische KenngroRen, wie die Aufldésung R zweier
kritischer Peakpaare, der Trennfaktor a oder die theoretische Bodenzahl N der einzelnen

Peaks zur Beurteilung der Spezifitat einer Methode herangezogen werden [84,86].

Linearitat

Die Linearitdt einer analytischen Methode ist die Fahigkeit, Ergebnisse mit direkt-
proportionaler Konzentrationsabhangigkeit zum Analyten in einer Probe in einem zuvor
festgelegten Arbeitsbereich zu bestimmen. Die lineare Konzentrationsabhangigkeit des
Arzneistoffes sollte hierbei entlang des Arbeitsbereiches der analytischen Methode durch
Verdinnung einer Analyt-Stammlésung und Messung von mindestens funf randomisierten
Konzentrationen evaluiert werden. Des Weiteren sollte eine visuelle Beurteilung des
Analytsignals als Funktion der Konzentration erfolgen und durch geeignete statistische
Auswertungsmethoden erganzt werden. Die Uberprifung der Linearitat erfolgt durch die
Modellgleichung (Gleichung 2-1) und Zielfunktion (Gleichung 2-2) der linearen Regression,
wobei das Prinzip der minimalen Summe der quadratischen Abweichung genutzt wird. In
manchen Fallen ist zur Darstellung der Linearitdt zwischen den Probensignalen und der
Analytkonzentrationen eine mathematische Transformation, z.B. Linearisierung durch eine

log/log-Auftragung [88-91], notig. Zur Beurteilung der Linearitdt und Regressionsanalyse

11
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sollte der Regressionsplot inkl. des Korrelationskoeffizienten, des y-Achsenabschnitts, die
Steigung der Regressionsgerade und die Residualsumme der quadratischen Abweichung

gegeben werden.

Gleichung 2-1: yi=b+ax;+ ¢

X Messwert, unabhangige Variable

Vi Messsignal, abhangige Variable

b: y-Achsenabschnitt

a: Steigung

& Fehlerterm (Differenz zwischen Messwert und ausgeglichenen Wert)

n n
Gleichung 2-2: S = Z gt = Z(yi — (b + ax;))?

i=1 i=1

S: Summe der quadratischen Abweichung

Die ICH schlagt in ihren Richtlinien einen Korrelationskoeffizienten von R? = 0,98 als MaR fuir
die Linearitat vor, wobei dieser Wert lediglich die Gute der Korrelation zweier Werte in einem

mathematischen Modell als Gerade oder Kurve beschreibt [84,86,87].

Arbeitsbereich
Der Arbeitsbereich einer analytischen Methode ist der Bereich zwischen einer oberen und
unteren Konzentration des Analyten in einer Probe (welche diese Konzentrationen
beinhaltet), fir den die analytische Methode eine angemessene Prazision, Genauigkeit und
Linearitdt vorweist. Der Arbeitsbereich kann normalerweise direkt aus den
Linearitdtsuntersuchungen abgeleitet werden und ist abhangig von der vorgesehenen
Methodenanwendung [78]. Fur die Minimalbereiche werden gemal der ICH Q2(R1) folgende
Grenzwerte vorgeschlagen:
- In der Gehaltsbestimmung von Arzneistoffen oder Fertigungsprodukten: 80 bis 120 %
der zu erwartenden Analytkonzentration
- In der Gehaltseinheitlichkeit: mindestens 70 bis 130 % der zu erwartenden
Analytkonzentration
- In der Bestimmung von Nebenprodukten: Ein den Behdrden zu meldender Wert

(Berichtsgrenze nahe der Bestimmungsgrenze die in der ICH Q3A Richtlinie
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angegeben wird und von der Tagesdosis des entsprechenden Arzneistoffes abhéngig
ist [92]), bis 120 % der in der Spezifikation geforderten Grenze.
Prinzipiell werden Analyseergebnisse nur als zuverldssig angesehen, wenn sie im zuvor

validierten und festgelegten Arbeitsbereich gemessen wurden.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze (LOD und LOQ)

Die Nachweisgrenze einer analytischen Methode definiert die geringste, noch detektierbare
Menge eines Analyten in einer Probe. Die Bestimmungsgrenze einer analytischen Methode
hingegen beschreibt die geringste, noch quantifizierbare Menge eines Analyten in einer
Probe. Hierbei sind eine ausreichende Prazision und Genauigkeit Voraussetzung. Die LOQ
ist ein minimumsbegrenzender Parameter quantitativer Bestimmungsmethoden fur
Komponenten in Proben und wird insbesondere zur Bestimmung von Verunreinigungen und/
oder Abbauprodukten verwendet. Zur Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
analytischer Methoden eignen sich verschiedene Ansétze, die von der Art der

Bestimmungsmethodik abh&ngig sind.

Zur Validierung instrumenteller, analytischer Methoden, z.B. HPLC, die ein
Basislinienrauschen aufweisen, eignet sich vor allem der Ansatz basierend auf dem Signal-
Rausch-Verhaltnis (Signal to Noise Ratio, S/N). Das S/N wird hierbei durch den Vergleich
von Messsignalen von Analytproben mit bekannter, minimaler Konzentration und
Blindproben bestimmt. Fir die LOD wird generell ein S/N von 3:1 bzw. 2:1 als akzeptabel

angesehen, wahrend fiir die LOQ ein S/N von 10:1 gefordert wird.

Darlber hinaus eignet sich zur Bestimmung der LOD und LOQ analytischer Methoden der
Ansatz basierend auf einer Kalibrationskurve. Verschiedene Analytkonzentrationen im
Arbeitsbereich der DL und QL sollten untersucht werden. Die Standardabweichung (des y-
Achsenabschnitts) der Regressionslinie kénnen hierbei als Standardabweichung der LOD

und LOQ verwendet werden.

2.2.2 Pharmazeutische Prozessvalidierung

Die Prozessvalidierung wird als dokumentierter Beweis definiert, dass ein Prozess innerhalb
von zuvor festgelegten MessgroBen verlauft und eine effektive und reproduzierbare
Herstellung von Intermediaten oder aktiven pharmazeutischen Wirkstoffen (engl. active
pharmaceutical ingrediants, API) mit zuvor festgelegten Spezifikationen und

Qualitatsmerkmalen gewahrleistet [93]. Hierbei soll grundséatzlich den Fragen nachgegangen
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werden, wie vertrauenswirdig ein Prozess ist, durch welche wissenschatftlich
nachvollziehbaren Prozessmerkmale dies gezeigt und wie eine Prozessvaliditat demonstriert
werden kann [83]. Generell sollten alle Verfahren validiert werden, die als kritisch gegentber
der Qualitdt und Reinheit von APIs eingestuft werden, d.h. kritische Qualitditsmerkmale (engl.
critical quality attributes, CQAs) und Kontrollstrategien missen zuvor definiert werden (ICH
Q8, [94]). Zur Validierung gibt es laut ICH Q7 drei verschiedene Ansétze: der prospektive,

der simultane und der retrospektive Ansatz.

Die prospektive Validierung von API-Prozessen sollte vor einer kommerziellen Vermarktung
der finalen Medikamente abgeschlossen sein und stellt den bevorzugten Ansatz zur
Prozessvalidierung dar. Eine simultane Prozessvalidierung kann durchgefiihrt werden, wenn:

- nur eine begrenzte Anzahl von API-batches produziert wurde,

- APIl-batches nur unregelmafig produziert werden, oder

- API-batches durch einen validierten, jedoch modifizierten Prozess produziert wurden.
Vor Abschluss der simultanen Prozessvalidierung koénnen die batches nach einer
grindlichen Untersuchung und Testung fur eine kommerzielle Vermarktung des finalen

Medikamentes freigegeben werden.

Die retrospektive Validierung basiert auf Grundlage bereits ermittelter Daten gut-etablierter
Prozesse, die durch Anderung von z.B. Rohmaterialien, Ausristung, Systemen,
Einrichtungen oder Produktionsprozessen keinen signifikanten Einfluss auf die API-Qualitat
hatten [93]. In einer offiziellen Bekanntmachung des Bundesministeriums fiir Gesundheit und
des Bundesministeriums der Justiz und fir Verbraucherschutz vom 08.04.2019 wurde jedoch

mitgeteilt, dass eine retrospektive Validierung als Ansatz nicht mehr akzeptiert wird [95].

Um bei einem Prozess Scale-Up vom Labor- tber den Pilot- zum Produktionsmaf3stab die
Wiederholung von zeitaufwandigen und kostenintensiven Untersuchungen von CQAs fir
jede einzelne Skalierung zu vermeiden, ist das Dokumentieren von wichtigen Informationen
wahrend der Prozessentwicklung und -optimierung von grofer Bedeutung. Diese
Informationen kdnnen als Grundlage zur Rechtfertigung dienen, dass ein Prozess Scale-Up
ohne Konsequenzen fir die Produktqualitdt durchgefihrt werden kann. Insbesondere kann
dies fur Produktionsprozesse variabler Grof3e von Vorteil sein, bei denen die Produktqualitat
prozessgréRenunabhangig ist. Andernfalls wirde eine Revalidierung durchgefihrt werden

missen [96].
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2.3 Biotechnologische Prozessentwicklung im Upstream

2.3.1 Malstabsibertragung und Prozesstransfer

Der Markt fir biotechnologische Produkte steigt stetig. Allein im Jahr 2018 wurde mit
Biopharmazeutika ein Umsatz von 11,4 Milliarden Euro erzielt und macht damit 27,4 % des
gesamtdeutschen Pharmamarktes aus [97]. Aufgrund dessen wird die Entwicklung effizienter
Bioprozesse mit hohen Ausbeuten im Produktionsmafl3stab immer wichtiger [98].
Ldsungsansatze fur eine kostenginstige Bioprozessentwicklung und -optimierung bieten
Durchmusterungsstudien in miniaturisierten Bioreaktorsystemen, z.B. Mikrobioreaktoren wie
BioLector® von m2p-laps oder ambr® 15 von Sartorius, bei denen verschiedene
Kultivierungsbedingungen im Hochdurchsatz parallel untersucht werden kdénnen [99,100].
Eine weitere Herausforderung stellt eine spatere Ubertragung der im KleinmafRstab
entwickelten Kultivierungsstrategie auf industrielle Produktionsanlagen dar [98]. Fur eine
erfolgreiche Malstabsibertragung existieren verschiedene Ansatze und KenngréfRen
[101,102], die im Folgenden vorgestellt werden sollen. Eine geometrische Ahnlichkeit der
Bioreaktorsysteme, z.B. die Form des Kessels, das Verhaltnis zwischen Reaktorhéhe und -
durchmesser (H/D) sowie das Verhaltnis zwischen Rihrer- und Reaktordurchmesser (dr/D)
[103], spielt fur viele KenngréRen eine entscheidende Rolle. In der Realitat ist diese jedoch

haufig nur schwer zu erreichen [102,104].

Die Ruhrergeschwindigkeit und die damit einhergehende Scherrate sind wichtige Parameter
von Bioprozessen mit scherempfindlichen oder mycelbildenden Mikroorganismen. Es besteht
eine Abhéangigkeit zur Rihrergeschwindigkeit und dem Reaktorinnendurchmesser. Bei einer
MafstabsvergroRerung kommt es im Reaktor bei konstanter Rihrerspitzengeschwindigkeit
haufig zu einem verringerten Leistungseintrag; negative Auswirkungen auf die

Sauerstofftransferrate sind die Folge [102,104].

Ein weiterer Ansatz in der Mal3stabslibertragung ist die Betrachtung der Reynoldszahl des
Ruhrers, die Gber verschiedene Mal3stdbe konstant gehalten werden kann. Die Reynoldszahl
ist als Kennzahl fir Bioprozesse jedoch weniger geeignet, da hierbei der Einfluss der
Begasung auf den Prozess unberlcksichtigt bleibt [105]. Hinzukommend steigt i.d.R. die

Reynoldszahl des Rihrers mit dem Reaktionsvolumen [102,104].

In industriellen Bioreaktoren mit groen Reaktorvolumina gestaltet sich eine ideale
Durchmischung als Herausforderung und ist i.d.R. nicht moglich [98]. Aufgrund dessen wird
hierbei haufig die Mischzeit der Reaktoren als Kennzahl der Mafstabsibertragung
herangezogen. Das Erreichen vergleichbarer Mischzeiten ist jedoch in konventionellen

Reaktorsystemen variabler Mal3stdbe kaum realisierbar. Wéahrend die Mischzeiten von
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Reaktoren im Labormaf3stab im niedrigen Sekundenbereich liegen, sind fir industrielle
Anlagen Mischzeiten von mehreren Minuten realistisch [102] und fihren zum Entstehen von
Substrat-, pH- oder pO,-Gradienten [98,104,106].

Eine haufig zum Einsatz kommende Kennzahl fir die Malstabsubertragung von
biotechnologischen Prozessen ist der volumetrische Leistungseintrag [102]. Hierbei ergibt
sich jedoch die Problematik, dass bei konstanten Leistungseintrag und zunehmenden
Reaktorvolumen die Zirkulationszeit, die Mischzeit sowie die Ruhrerspitzengeschwindigkeit
und die damit einhergehende Scherrate steigen [107]. Eine Mal3stabsiibertragung basierend
auf dem volumetrischen Leistungseintrag kann somit zu Uberdimensionierter und unnétig

kostenintensiven Motoren filhren [102,104].

Fur viele Bioprozesse ist der Sauerstoffpartialdruck (pO;2) eine wichtige Kennzahl zur
Mafstabsibertragung, wobei eine ausreichende Sauerstoffversorgung essenziell fir das
Wachstum und die Produktbildung aerober Mikroorganismen ist. Grenzwerte von 10 bis
30 % Luftsattigung sorgen bei Kultivierung von z.B. Hefen oder E. coli bereits flr optimale
Bedingungen des Bioprozesses [102]. Die nicht-ideale Durchmischung innerhalb des
Reaktors industrieller Anlagen kann bei einer Mal3stabsibertragung basierend auf dem pO.
zu starken Schwankungen filhren [106]. Die Messung des pO: sollte daher an kritischen
Bereichen des Reaktors, wie z.B. am Ort der Substratzugabe, durchgefiihrt werden, sodass

ein Unterschreiten des kritischen pO2-Grenzwertes verhindert werden kann [104].

Der volumenbezogene Sauerstofftransportkoeffizient (k;,a) und die davon linear abhangige
Sauerstofftransferrate  (OTR) sind eng mit dem im Medium vorherrschenden
Sauerstoffpartialdruck verknipft. Der Sauerstoffeintrag in Bioreaktoren lasst sich mit dem
Penetrationsmodell beschreiben. Hierbei wird unter Betrachtung der
Oberflachenerneuerungs- oder der Zweifilimtheorie angenommen, dass der gesamte
Saustofftransportwiderstand auf Seite der Flussigphase liegt und die zellulare
Sauerstoffaufnahmerate der Sauerstofftransferrate entspricht [108]. Fur die OTR ergibt sich
der in Gleichung 2-3 dargestellte Zusammenhang in Abhangigkeit zur Differenz zwischen der
Sauerstoffsattigungskonzentration c,,* und der vorherrschenden Sauerstoffkonzentration ¢,
im  Medium [102]. Der k,a setzt sich aus dem flussigkeitsseitigen
Stoffdurchgangskoeffizienten k; und der volumenspezifischen Stoffaustauschflache a der

Flissigphase zusammen.
G|EIChung 2'3: OTR = OUR = kLa . (COZ* - COZ)

OTR: Sauerstofftransferrate, mmol L1s?

OUR: Sauerstoffaufnahmerate, mmol L1s*
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kpa: Volumenbezogener Sauerstofftransportkoeffizient, s
Co, ™ Sauerstoffsattigungskonzentration, mmol L*
Co," Sauerstoffkonzentration im Medium, mmol L*

Der k,a ist abhangig vom Prozess und variiert im Prozessverlauf aufgrund von Anderungen
der Medienzusammensetzung. Diesbezlglich eignet sich auch diese Kennzahl nur bedingt
fur eine Malstabsibertragung von Bioprozessen [102]. Bei bekannten k;a und der

Annahme, dass die Sauerstoffkonzentration im Medium ¢y, = 0 mmol L™* ist, kann unter

vereinfachter Betrachtung die maximal mogliche Sauerstofftransferrate OTR,q, IM
Bioreaktor fur definierte Betriebsbedingungen im zellfreien Medium bestimmt werden. Unter
der Voraussetzung, dass bei dieser OTR,,,,, im Kleinmaf3stab keine Limitierungen auftreten,

kann diese Kennzahl zur MaR3stabsiibertragung verwendet werden [102,104].

Fur eine erfolgreiche und reibungslose Maldstabsibertragung von Bioprozessen muissen
samtliche Parameter und GroR3en, die eine Kultivierung beeinflussen kdnnen, bekannt sein.
Hinzukommend muss der Zusammenhang von einigen der beschriebenen GréRen, wie
Leistungseintrag und Ruhrerspitzengeschwindigkeit, bericksichtigt werden. Fir die
Mafstabslbertragung von biotechnologischen Prozessen zur Kultivierung von aeroben
Mikroorganismen wie Hefe oder E. coli eignen sich vor allem Kennzahlen wie pO., k.a oder
OTR [102,104].

2.3.2 Prozesstechnische Verfahren zur Hochzelldichtekultivierung von E. coli

In der biotechnologischen Wert- und Wirkstoffproduktion gehort E. coli zu den wichtigsten
Organismen. Zur Entwicklung eines effizienten Prozesses und zur Maximierung der
volumetrischen Produktivitit eignen sich vor allem Verfahren zur Hochzelldichtekultivierung.
Das Erreichen hoher Zelldichten gestaltet sich als nicht trivial, sodass verschiedene
Gesichtspunkte  beriicksichtigt werden muissen. U.A. muss die Akkumulation
wachstumsinhibierender Stoffwechselnebenprodukte, wie z.B. Acetat oder Ammoniak,
vermieden werden. Gleichzeitig missen Nahrstoffe in angemessener Konzentration im
Medium vorliegen und durfen weder in zu hoher, inhibierender bzw. zu niedriger,
limitierender Menge vorhanden sein. Zu hohe Glucosekonzentrationen kénnen z.B. als Folge
des Uberschussmetabolismus und einer unvollstandigen Oxidation zu einer verstarkten
Acetatbildung fuhren. Diesbezlglich wurden verschiedene Zulaufstrategien zur
Hochzelldichtekultivierung entwickelt [109-113]. Im Folgenden werden verschiedene
Verfahren der Bioprozesstechnik vorgestellt, tUber die ein Zulauf erfolgen und eine
Akkumulationspravention von Acetat gewahrleistet werden kann. Generell lassen sich

Zulaufstrategien in gesteuerte und geregelte Verfahren unterteilen [114].
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Bei gesteuerten Verfahren erfolgt der Zulauf mit konstanter [115] oder variabler [116]
Zulaufmenge anhand zuvor festgelegter Parameter. Dabei werden prozessspezifische
Parameter oder daraus abgeleitete Grof3en nicht berlicksichtigt. Bei einem exponentiellen
Zulauf kann die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit konstant gehalten werden. Hierzu
muss fur das Erreichen optimaler Ergebnisse jedoch eine umfangreiche Kenntnis zum
Wachstumsverhalten der Mikroorganismen vorhanden sein. Zusammenfassend besteht bei
den gesteuerten Verfahren eine Abhangigkeit zum Wachstumsverhalten der

Mikroorganismen und zur Medienzusammensetzung.

Bei geregelten Verfahren kann der Zulauf prinzipiell Gber drei verschiedene Varianten
realisiert werden. Die Prozessgrofie kann eine direkt messbhare Betriebsvariable, wie z.B.
pO2 und pH im Medium oder der CO»-Gehalt der Abluft des Bioreaktors sein und wird durch
den Zulauf auf einen konstanten Wert geregelt [109,116,117].

1. Bei pO.-geregelten Zulaufverfahren wird der Verbrauch vom Geldstsauerstoff im

Medium beim Wachstum der Bakterien ausgenutzt. Anhand des Feedback-
kontrollierten pO,-Signals wird der Zulauf des limitierenden Substrats in einen zuvor
festgelegten Arbeitsbereich geregelt, welches unter der Bedingung eines
substratlimitierten Organismus steigt und vice versa [117,118].
Alternativ kann der Prozess durch ein pH-kontrolliertes Zulaufverfahren geregelt
werden. Unter substratlimitierenden Bedingungen kommt es zu einer verstarkten
Verstoffwechselung von organischer Saure und flhrt zu einer Freisetzung von
Ammoniak ins Medium. Dies fuhrt zu einer Erhéhung des pH-Wertes und kann i.d.R.
durch die automatische Zufuhr von entsprechenden pH-Stellmitteln kompensiert
werden. Da der Stoffwechsel der Bakterien eng mit dem Saustoffverbrauch und der
Kohlendioxidproduktion verknipft ist, kann der Substratverbrauch anhand dieser
Parameter bestimmt und der Zulauf geregelt werden [119].

2. Durch die Bestimmung der Biomassekonzentration kann z.B. die spezifische
Wachstumsrate p der Mikroorganismen indirekt erfasst und durch eine
entsprechende Substratzufuhr auf einen konstanten Wert reguliert werden [120].

3. Die Konzentration eines limitierenden Substrats wird online Uberwacht und kann eine
direkt erfasste Prozessgrol3e, wie z.B. p durch einen computergeregelten Zulauf auf

einen konstanten Wert geregelt werden [121].

Zusammenfassend fihren die oben beschriebenen Verfahren bei erfolgreicher
Implementierung der Zulaufstrategie zu einer optimalen Nahrstoffversorgung und
Biomassewachstum. Die Akkumulation wachstumsinhibierender Stoffwechselneben-
produkte kann durch regulierte Wachstumsraten verhindert und

Biotrockenmassekonzentrationen von bis zu 125 g L und héher erreicht werden [122].

18



Biotechnologische Produktion von Polysialinsaure

3 Biotechnologische Produktion von Polysialinsaure

Polysialinsaure wird flir verschiedene biopharmazeutische Anwendungen untersucht. In der
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen soll polySia avDP20 hierbei als
biopharmazeutisch-relevante Substanz in klinischen Studien getestet werden [7,65]. Die
Zulassung neuartiger Wirkstoffe und deren Produktion wird, z.B. seitens FDA und BfArM,
streng reglementiert, sodass die Entwicklung eines GMP-konformen Produktionsverfahrens
mit entsprechenden analytischen Methoden zur Prozesscharakterisierung und -validierung
erforderlich wird. Die in Abbildung 3-1 prasentierte, schematische Darstellung zeigt den in
dieser Arbeit aufgestellten Herstellungsprozess von polySia avDP20, welcher unter
Beriicksichtigung aktueller GMP-Regularien einen schnellen Transfer der Produktions-
strategie in eine Reinraum-Umgebung ermdglichen soll. Der Prozess lie3 sich in drei
grundlegende Teilsegmente aufteilen. Der erste Teil, der Upstreamprozess, umfasst hierbei
die biotechnologische Produktion von LC polySia mittels E. coli K1 im Kultivierungsprozess
und die nachfolgende Zellabtrennung. Im zweiten Teil, dem Downstreamprozess, wird LC
polySia aus dem zellfreien Zentrifugationstiberstand aufgereinigt und von Kontaminanten wie
Proteinen, DNA und Salzen separiert. Im letzten Teil des Produktionsprozesses wird die
zuvor gewonnene und hochreine LC polySia mittels thermischer Hydrolyse und
lonenaustauschchromatographie zum Zielprodukt polySia avDP20 weiterverarbeitet und

Endotoxine gleichzeitig abgereichert.

I. Upstream-Prozess Il. Downstream-Prozess lll. polySia avDP20 Produktion
und Zellseparation
1. Vorkultur in 5. Produktkonzentrierung 9. Thermische Hydrolyse
definierten Medium > mittels Ultrafiltration im von LC polySia
Tangentialfluss
A v
2. Hauptkultur in 6. Abreicherung
Ruhrkesselreaktor von Protein mittels v
im Satz-/Zulaufbetrieb Ethanol und 10. Membranadsorber-
Tonmineralien basierte Fraktionierung
und polySia avDP20
Isolierung mittels
A A FPLC
3. Reifeprozess 7. Dia-Ultrafiltration im
bei 8 °C Tangentialfluss
4 v \ 4
4. Zellseparation durch 8. Lyophilisation 11. Lyophilisation
kontinuierliche
Zentrifugation

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des aktuellen polySia avDP20 Produktionsprozesses.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Upstream-Prozess hinsichtlich einer Hochzelldichte-

kultivierung optimiert und somit eine effiziente Produktion von polySia realisiert werden. Der
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anschlielende Downstream-Prozess konnte bereits in vorangegangenen Arbeiten
beschrieben werden [77] und wurde in dieser Arbeit angepasst. Aul3erdem wurde der
Prozess um den Schritt zur Produktion von polySia avDP20 erweitert. Dariiber hinaus wurde
neben dem Herstellungsprozess die Methodenentwicklung und -validierung eines
analytischen Verfahrens zur Prozess- und Produktcharakterisierung mittels HPLC-CAD als
zweiter Schwerpunkt bearbeitet. Im nachfolgenden Kapitel werden zunéchst die analytischen
Arbeiten zur Kettenlangen-Charakterisierung und Quantifizierung mittels HPLC-CAD
vorgestellt. Im Anschluss werden die Ergebnisse zur biotechnologischen Produktion und

Aufreinigung von LC polySia sowie der Weiterverarbeitung zu polySia avDP20 gezeigt.
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4 Analytische Arbeiten zur Kettenlangencharakterisierung und -

quantifizierung von (Poly-) Sialinsaure

Die Herstellung der biologisch aktiven und pharmazeutisch relevanten polySia avDP20
bedarf zur Charakterisierung des Produktionsprozesseses schneller und praziser
analytischer Methoden. Die benchmarkenden Methoden, wie die DMB-HPLC-FLD (HPLC
Analyse und Fluoreszenzdetektion (FLD) von 1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB)
derivatisierten Analyten) zur polySia-Kettenlangenbestimmung sowie der Thiobarbitursaure
(TBA)-Assay zur polySia-Quantifizierung, bieten hierbei lediglich eingeschrénkte
Mdglichkeiten.

Die bereits vielseitig beschriebene DMB-HPLC-FLD ist derzeit die bevorzugte Methode zur
Kettenldngencharakterisierung von polySia. Inoue et al. beschrieben hierbei eine
ultrasensitive Methode zur Bestimmung des Polymerisationsgrades von polySia bis zu einer
Kettenlange von DP90 [123]. Demzufolge werden polySia-Proben mit DMB unter mild-
sauren Bedingungen flr 24 h derivatisiert. Das DMB reagiert dabei mit der a-keto-
Carboxylgruppe am reduzierenden Ende der terminalen Sialinsaure [124]. Als Resultat der
Saure-katalysierten Kondensationsreaktion entsteht das 6,7-Methylendioxy-2(1H)-quinoxalin-
Derivat [125] und kann mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion gemessen werden. Das

DMB-polySia wird bei 372 nm angeregt und emittiert bei 456 nm.

nicht-reduzierender Terminus reduzierender Terminus

OH HO 0 OH HO o
Ho' HN HO® HN HO® HN

OH

(o] (¢] (o]

polySia DMB

OH HO.
+H*
~HE0 HO' HN
o o
. - N

DMB-polySia

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Derivatisierungsreaktion zwischen polySia und DMB unter mild-
sauren Bedingungen zur Kettenldngencharakterisierung mittels HPLC-FLD Analyse zwischen 372 nm und
456 nm
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Aufgrund der sauren Bedingungen wahrend der Derivatisierung kommt es zu einer partiellen
Hydrolyse der polySia und einer Produktion von Kettenlangen zwischen DP1 bis DPn (n =
maximale Kettenlange). Das primare Abbauprodukt der Hydrolyse ist das monomere
NeuSAc [123,125-128], das unter den sauren Bedingungen akkumuliert wird.
Hinzukommend wurden fiir langere polySia-Ketten hohere Depolymerisationsraten
beobachtet [126]. Diese Gegebenheiten stellen gemal der Interpretation der ICH Q6B
Richtlinie [129] und in Hinblick auf eine effiziente polySia avDP20 Produktion deutliche
Nachteile dar. Eine Bestimmung und Detektion der in den Fraktionierungsproben der polySia
avDP20 Produktion tatséchlich enthaltenen polySia-Kettenlange ist demnach nicht moglich.
Diese Methode erfordert dariber hinaus eine aufwendige und zeitintensive
Probenderivatisierung [126]. Aul’erdem muss DMB stabilisiert und vor Licht geschitzt

werden, wodurch sich eine hohe Fehleranfalligkeit ergibt [125].

Die Bestimmung freier Sialinsdure-Konzentrationen wird Ublicherweise mittels des TBA-
Assays und einer kolorimetrischen Messung durchgefiihrt [130,131]. Zur Quantifizierung von
Oligo- und polySia wurde der Assay von Roy et al. zunachst modifiziert [132] und spater
durch Rode optimiert [2,133,134]. Die Methode umfasst ein vierstufiges Prozedere, wobei
Oligo- und polySia zunachst unter sauren Bedingungen in die Sialinsduremonomere mittels
Phosphorséaure bei 70 °C fur 18 h hydrolysiert werden. Die erhaltenen freien Sialinsauren
werden in der Gegenwart von Periodsdure zu p-Formylbrenztraubensaure oxidiert.
AnschlieBend wird der Reaktionsansatz mit Natriumarsenit reduziert. Zuletzt erfolgt eine
Zugabe von Thiobarbitursdure und eine Erh6hung der Temperatur auf 95 °C, wobei das
rotliche Chromophor Malondialdehyd-TBA, [135] entsteht, das quantitativ bei 549 nm
detektiert werden kann. Nachteilig bei dieser Methode ist zum einen die lange
Probenvorbereitung von ca. 19 h. Zum anderen kommt zur Detektion von polySia eine
Hydrolyse der Polymerkette zum Tragen, sodass eine Quantifizierung spezifischer

Kettenlangen in einer Probenmischung nicht mdglich ist.

Alternativ bietet sich zur schnellen und zuverlassigen Untersuchung der polySia-Kettenlange
und -quantitat, bzw. der Quantitat der einzelnen definierten Kettenlangen, die apparative
Anwendung der charged aerosol detector (CAD)-gekoppelten HPLC an [136]. CAD-
Sensoren wurden in den letzten 16 Jahren entwickelt [137] und erlauben die Detektion von
pharmazeutisch relevanten Komponenten, die keine eigene UV-Absorption aufweisen
[136,138-144]. Der Detektor wird daher als ,universell* bezeichnet und ermdglicht die
Detektion von allen nicht-flichtigen und semi-flichtigen (mit reduzierter Response) Analyten.
Analytische Eigenschaften, wie z.B. die molare Absorption oder Protonenaffinitat, sind stabil
und zeigen keinen signifikanten Einfluss gegenuber der Response Magnitude. Der CAD ist

mit Elutionsgradienten kompatibel und zeigt eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit. Bei
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einer Detektion mittels CAD werden die S&uleneluenten zunéchst mit Stickstoff zerstaubt.
Nach der Evaporation bilden die trockenen Analyten Partikel und erhalten durch Kollision mit
positiv-geladenen Stickstoff-Kationen eine Ladung. In der Detektorzelle wird anschlie3end
die elektrische Ladung der Analyten gemessen. Da der CAD fir nicht-flichtige Analyten
limitiert ist, dirfen ausschlief3lich flichtige Puffer verwendet werden [145]. Hinzukommend
haben die Flussrate, die Temperatur und die Zusammensetzung der mobilen Phase einen
grol3en Einfluss auf das CAD-Signal [136,139,146]. Eine weitere Herausforderung in der
Implementierung des CADs ist die Kalibration von Analyten, wobei eine nicht-linearere
Abhéngigkeit des Signals zur Peakflache fiur hohere Analytkonzentrationen [137,147] und

eine (semi-) lineare Abh&ngigkeit fiir geringe Konzentrationen beschrieben wird [91,148].

Die Methodenentwicklung und -validierung zur Prozess- und Wertstoffanalytik unterliegt vor
allem im Kontext eines pharmazeutischen Umfeldes strengen Reglementierungen.
Verschiedene GMP-Leitfaden bieten hierzu eine international akzeptierte Zusammenstellung
solcher Validierungsmethoden an. Insbesondere im Leitfaden ICH Q2(R1) liegt der Fokus
auf der Validierung analytischer Verfahren [149] und konnte zu Teilen in dieser Arbeit in der
Methodenentwicklung  zur  (Poly-)  Sialinsaure-Kettenlangencharakterisierung  und
Quantifizierung mittels HPLC-CAD bearbeitet werden. Einige dieser Ergebnisse wurden

bereits in Bolimann et al. publiziert [150].

4.1 Methodenentwicklung und -validierung zur Kettenlangen-
charakterisierung mittels HPLC-CAD

4.1.1 Methodentransfer und Bestimmung der Detektionsgrenze

Die Performance der HPLC-CAD sollte zur Bestimmung des Polymerisationsgrades und
Kettenlangencharakterisierung im Vergleich zur bereits etablierten DMB-HPLC-FLD Methode
[123] untersucht werden. Ziel des Methodentransfers sollte sein, dass eine schnelle und
verlassliche Probenanalytik ermdglicht werden kann und dass die Polymerstruktur durch die
Bedingungen des Methodensetups unverandert bleibt. Zur Evaluierung des
Methodentransfers wurde kommerzielle Colominséure als Modellanalyt verwendet und der
Polymerisationsgrad mittels DMB-HPLC-FLD und HPLC-CAD (Abbildung 4-2 a. und b.)
vergleichend bestimmt. Dariiber hinaus wurde zur Methodenvalidierung der HPLC-CAD und
zur Bestimmung der Sensitivitdit kommerzielle Oligosialinsdure mit einem charakteristischen
Polymerisationsgrad von DP 4 (Abbildung 4-2 c.) sowie kommerzielle Colominsdure
(Abbildung 4-2 d.) untersucht.
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In Abbildung 4-2 a. und b. werden die Chromatogramme kommerzieller Colominséure
gezeigt, welche mittels DMB-Derivatisierung und HPLC-FLD Messung in a. und HPLC-CAD
Messung in b. generiert wurden. In der Untersuchung von DMB-derivatisierter Colominsaure
mittels Fluoreszenzdetektion wurde eine maximale Kettenldnge von ~DP80 gemessen. Die
Peakintensitat nimmt mit steigender Kettenlange ab, wobei die Signalintensitaten zwischen
~0 und 100 mV variieren. Die héchsten Peakintensitaten wurden hauptsachlich fir Mono-
und OligoSia gemessen. Dies ist ein typisches Verhalten der
Polymerkettenlangenbestimmung mittels DMB-HPLC-FLD [134] und ein Resultat der
unbeabsichtigten Akkumulation niedermolekularer Kettenlangen, die wéahrend der
Derivatisierungsreaktion aufgrund der sauren Bedingungen durch partielle Hydrolyse der
Polymerkette entstehen. Hinzukommend werden hochmolekulare Polymerketten leichter

hydrolysiert und niedermolekulare Polymerketten gleichzeitig effektiver derivatisiert [126].

Das Chromatogramm der nicht-derivatisierten Colominsdure, welches mittels HPLC-CAD
gemessen wurde, zeigte eine maximale Kettenlange von ~DP65 und variierende
Signalintensitéten in einem Bereich zwischen ~0 und 20 mV. Anders als bei der DMB-HPLC-
FLD wird bei der HPLC-CAD Messung kein Signal-verstarkendes Fluorophor verwendet. Das
gemessene CAD-Probensignal stellt somit die tatsadchliche Netto-Intensitat des Analyten dar.
Insgesamt wurde eine Signaldifferenz zwischen dem Proben- und Referenzsignal bei einer
Retentionszeit zwischen ~50 bis 85 min gemessen. Der Anstieg des Probensignals und die
Abgrenzung zur Referenz kann zum einen durch einen insuffizienten Elutionsgradienten
hervorgerufen werden. Zum anderen stellen die hohen Salzkonzentrationen des
Gradientenprofils eine Limitierung in der Elutionsperformance dar. Als Folge kommt es in
beiden Fallen zu einer geringen Auflosung (Rs < 1,5) und einer Uberlagerung der einzelnen
Probenpeaks [151] und ist vor allem fir Polysialinsauren héheren Polymerisationsgrades
beschrieben [21,126,152].
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Abbildung 4-2: Messung von Referenzanalyten zur Methodenentwicklung und -validierung. DMB-HPLC-FLD
Messung von DMB-derivatisierter Colominsaure (a.); HPLC-CAD Messung von Colominséure (b.); Bestimmung
von LOD mittels S/N am Beispiel des Referenzanalyten DP4 (c.). Das ermittelte S/N betrug 1,2 mV/ 0,6 mV und
entspricht einem LOD von 1 pug mL-1; Bestimmung der maximal-detektierbaren Kettenlange fir Colominséaure in

Abhéngigkeit des S/N (d.). Zur Messung der Referenzsignale wurde deionisiertes Wasser verwendet.

Um die HPLC-CAD Methode zur Kettenldngencharakterisierung zu validieren, wurde
zunachst die Sensitivitdt bestimmt. Hierzu wurde die LOD anhand des Signal-zu-Rausch-
Verhéltnisses mit einem S/N von 2:1 ermittelt [149]. Als Modellanalyten wurden ein
kommerzieller OligSia-DP4-Standard und Colominsaure verwendet. Wie in Abbildung 4-2 c.
zu sehen ist, konnte fiir das Signalrauschen ein Wert von N = 0,6 mV ermittelt werden. Das
Detektionslimit fur Analyten liegt demnach bei S = 1,2 mV und entspricht einer Konzentration
von 1 ug mL™. In der Detektion von Colominsaure konnte eine maximale Kettenlange von
DP65 bestimmt werden (Abbildung 4-2 b. und d.). Zwar ist die Bestimmung hdherer
Kettenldngen unter Verwendung des S/N = 2:1 denkbar, jedoch musste hierfur die Auflosung

der Probenpeaks und der Elutionsgradient insbesondere fir hohere Kettenldngenbereiche

optimiert werden.

Zusammenfassend konnte die Methode zur Kettenldngencharakterisierung erfolgreich auf

das CAD-Detektorsystem Ubertragen werden. Der Hauptvorteil dieser Methode ergibt sich
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vor allem durch die direkte Probendetektion und der erheblichen Zeitersparnis von 24 h.
Zudem ist der CAD &auRRerst zuverlassig und erlaubt die Detektion des Polymers ohne eine
ungewollte Hydrolyse und damit verbundene Anderungen in der Struktur. Die HPLC-CAD
ermoglicht demnach zum ersten Mal die Bestimmung der tatsdchlichen
Kettenlangenlangenverteilung von polySia. In Abhangigkeit des S/N konnte gezeigt werden,
dass der CAD sich zur Detektion von Kettenlangen bis maximal DP65 eignet. Die Detektion
hoherer Kettenlangen > DP65 ist prinzipiell denkbar. Hierzu musste jedoch eine weitere

Optimierung des Puffersystems und des Elutionsgradienten vorgenommen werden.

4.1.2 Bestimmung des minimal messbaren Molekulargewichts und der Linearitat

Die HPLC-CAD soll in seiner Anwendung zur Kettenlangencharakterisierung eingesetzt
werden. Dabei liegt der Anwendungsfokus vor allem auf der Prozessvalidierung zur gezielten
Herstellung und Isolierung von polySia avDP20. Um eine prazise Kettenlangen-
charakterisierung zu gewahrleisten, ist die Bestimmung des minimal messbaren
Molekulargewichtes, bzw. des geringsten Polymerisationsgrades notwendig. Hierzu wurde
kommerzielle Sialinsdure (Neu5Ac) sowie OligoSia mit Kettenlangen von DP2, DP4 und DP6
analysiert (Abbildung 4-3 a.). Zur zusatzlichen Methodenvalidierung wurde die Linearitat der
Analyten durch Kalibration Uber mindestens funf Konzentrationen bestimmt, wobei die

Konzentrationen gegen die Peakflachen aufgetragen wurden (Abbildung 4-3 b.).
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Abbildung 4-3: Messung von kommerziellen Referenzanalyten zur Methodencharakterisierung und -validierung.
Messung der Referenzanalyten Neu5Ac (MW: 309,12 g mol?); DP2 (MW: 598,24 g moll); DP4 (MW:
1.270,44 g mol't) und DP6 (MW: 1.896,66 g moll) zur Bestimmung des minimal messbaren MW (a.). Zur
charakteristischen Darstellung der Referenzanalyten wurde eine Konzentration von 1 g L eingesetzt. Kalibration
der Referenzanalyten zur Untersuchung der Linearitét durch log/ log-Auftragung der Konzentration gegen die
Peakflache (b.). Zur Kalibration wurden Konzentrationen in log-Stufen im Bereich zwischen 0,0001 bis 10 mg mL-

1 untersucht.
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In Abbildung 4-3 a. sind die Probenpeaks der Referenzanalyten mit entsprechenden
Molekulargewichten dargestellt. Hierbei wurde deutlich, dass mittels CAD die Detektion von
niedermolekularer Sialin- bzw. Oligosialinsauren mit hoher Préazision und Auflésung méglich
ist. Erganzend wurde, fur die Anwendung der (Oligo-) Sialinsaure-Detektion, ein minimal
messbares MW von 309 g mol* bestimmt, welches signifikant unterhalb des Literaturwertes
von ca. 400 g mol?! liegt [145,153]. Da das CAD-Signal haufig durch eine nicht-lineare
Abhangigkeit fir héhere Konzentrationsbereiche beschrieben wird, musste zur weiteren
Methodenvalidierung und Bestimmung der Linearitat eine mathematische Modifizierung
durchgefuhrt werden. Durch eine log/log-Auftragung der Analytkonzentrationen gegen die
Peakflachen konnte die Linearitat in einem Arbeitsbereich zwischen 0,001 bis 10 mg mL™ fur
Neu5Ac, DP2 und DP4 bzw. von 0,0001 bis 10 mg mL™* fir DP6 ermittelt werden. Als Maf3
fur die Linearitat wurde fir die getesteten Referenzanalyten durchschnittlich ein
Korrelationskoeffizient von R 2 0,99 bestimmt und entspricht somit den Anforderungen der
ICH. Als Resultat lasst sich zusammenfassen, dass mittels CAD nicht nur die Bestimmung
von geringen Kettenlangen und Molekulargewichten moglich ist, sondern auch breite

Konzentrationsbereiche sensitiv detektiert werden kdnnen.

4.1.3 Vergleichende Untersuchung von LC polySia mittels DMB-HPLC-FLD und
HPLC-CAD

In diesem Versuch sollte die Performance der HPLC-CAD zur direkten Kettenlangen-Analyse
von biotechnologisch produzierter LC polySia untersucht und mit der DMB-HPLC-FLD
verglichen werden. Zur Bestimmung der Kettenlangenverteilung wurde LC polySia in einer
Konzentration von 1 g L? eingesetzt. Als Probenreferenz wurde deionisiertes Wasser
verwendet. Das Chromatogramm der Fluoreszenzdetektion und DMB-derivatisierter LC
polySia ist in Abbildung 4-4 a. ersichtlich. Vergleichend dazu ist das Ergebnis der CAD-
Detektion unbehandelter LC polySia in Abbildung 4-4 b. zu sehen.
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Abbildung 4-4: Messung von biotechnologisch produzierter LC polySia mittels DMB-HPLC-FLD (a.) und HPLC-
CAD (b.). Die eingesetzte Konzentration von LC polySia betrug 1 g L1. Dargestellt sind die Probensignale

(schwarz) und deionisiertes Wasser als Referenzsignale (blau).

In der Bestimmung der Kettenlangenverteilung von LC polySia konnte mittels DMB-
Probenderivatisierung und Fluoreszenzdetektion eine maximale Kettenlange von ~ DP70
ermittelt werden (Abbildung 4-4 a.). In der Messung mittels CAD konnte ein Probensignal fr
LC polySia bei einer Retentionszeit ca. 90 min und einer Signalintensitat von ca. 140 mV
detektiert werden (Abbildung 4-4 b.).

Durch die DMB-Derivatisierung der Probe wird mittels HPLC-FLD zwar eine sensitive
Bestimmung der polySia-Kettenlangenverteilung mit Peaks von DP1 bis ca. DP70
erma@glicht, jedoch kann dem entgegen die HPLC-CAD ein direktes und Massen-abh&ngiges
Signal fir LC polySia zuverlassig dargestellt werden. Aul3erdem konnte mittels CAD gezeigt
werden, dass die Probe ausschlie3lich langkettige polySia enthélt und, dass die Probe im
Vergleich zur kommerziellen Colominséaure (Vergleich Kapitel 4.1.1, Abbildung 4-2 b.), keine
detektierbaren Mengen niedermolekularer polySia beinhaltet. Zusammenfassend ermdglicht
die CAD-Methode nicht nur eine qualitative Analytik fir eine schnelle und direkte
Kettenlangencharakterisierung, sondern auch die Mdglichkeit einer quantitativen

Bestimmung von polySia.

4.2 Methodenentwicklung und -validierung zur Quantifizierung von
polySia mittels HPLC-CAD

Ein essenzieller Schritt in der Herstellung von polySia avDP20 ist die Validierung und
Uberwachung des Produktionsprozesses. Einer der kritischsten Parameter ist die
Konzentrationsbestimmung von polySia, welche Ublicherweise durch den TBA-Assay

guantifiziert wird. Diese Methode hat zwei grundlegende Nachteile: Zum einen ist das
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Methodenverfahren sehr zeitaufwandig, sodass die Quantifizierung von Proben etwa 19 h in
Anspruch nimmt. Zum anderen kann mittels TBA-Assay lediglich die Gesamtheit an polySia
in Proben quantifiziet werden. Eine Konzentrationsbestimmung von spezifischen
Kettenldngen in polySia-Proben ist dementsprechend nicht moglich. In den Arbeiten zur
polySia-Kettenlangencharakterisierung in Kapitel 4.1 konnten bereits erste Ergebnisse zur
Detektion und Quantifizierung von kommerzieller oligoSia mittels HPLC-CAD gezeigt
werden. In diesem Kapitel werden die Arbeiten zur Methodenentwicklung und -validierung
zur Quantifizierung von polySia avDP20 und LC polySia beschrieben. Im Gegensatz zur
Kettenlangen-charakterisierung wurde hier ein  modifizierter Stufengradient  zur
Quantifizierung von polySia avDP20 und LC polySia neu entwickelt. Die fur die
Untersuchungen zum Einsatz kommende polySia avDP20 wurde in einer exemplarischen
Fraktionierung und Isolierung mittels Membranadsorberchromatographie isoliert. Die
Ergebnisse zu den Arbeiten zur Entwicklung und Optimierung der polySia avDP20-
Produktion werden jedoch zu einem spéteren Zeitpunkt in Kapitel 7.2 dargestellt und
diskutiert.

4.2.1 Kalibration, Bestimmung der Linearitat und Validierung

Einer der ersten Schritte in der Entwicklung einer neuen Quantifizierungsmethode ist die
Bestimmung des Quantifizierungsbereichs. Dieser kann anhand einer Kalibration in
Abhangigkeit des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses bestimmt werden. Dartber hinaus soll die
CAD-Methode in Hinblick auf eine eindeutige Peakdifferenzierung fur polySia avDP20 und

LC polySia sowie fiir verschiedene Konzentrationen der Referenzanalyten evaluiert werden.

Zur Kalibration wurden verschiedene Konzentrationen von polySia avDP20 in einem Bereich
zwischen 0,005 bis 0,25 mg mL™* sowie von LC polySia in einem Bereich zwischen 0,01 bis
20 mg mL* untersucht. Die resultierenden Peaks der Kalibrationsstandards wurden integriert

und gegen die Konzentrationen aufgetragen.
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Abbildung 4-5: Kalibration von polySia avDP20 (a.) und LC polySia (b.). Beide Analyten konnten anhand einer
linearen Regression mit R2 = 0,99 beschrieben werden. Der lineare Arbeitsbereich fir polySia avDP20 liegt

zwischen 0,02 bis 0,25 mg mL-? und fiir LC polySia zwischen 0,025 bis 1 mg mL"1.

In der Kalibration mittels CAD kdnnen niedrige Konzentrationsbereiche in der Regel mit einer
(semi-) linearen Regression beschrieben werden, wohingegen hdhere
Konzentrationsbereiche eine quadratische Abhangigkeit zeigen [140,154,155]. In Abbildung
4-5 ist zu sehen, dass die Kalibrationen von polySia avDP20 und LC polySia mittels HPLC-
CAD durch eine lineare Regression mit einem Bestimmtheitsmal von R? = 0,99 beschrieben
werden konnten. Die Anzahl der Kalibrationskonzentrationen von n = 5 sowie die Linearitat
mit einem BestimmtheitsmalR von R? = 0,99 entsprechen den Anforderungen nach ICH
Q2(R1) [149]. Der lineare Konzentrationsbereich von polySia avDP20 liegt in einem Bereich
zwischen 0,02 bis 0,25 mg mL? und von LC polySia zwischen 0,025 bis 1 mg mL?. Der
lineare Bereich der Kalibration stellt gleichzeitig den Arbeitsbereich der Quantifizierung dar.
AuRBerdem konnte anhand der Kalibration die Bestimmungsgrenze ermittelt werden. Die
Konzentrationsuntersuchung mittels HPLC-CAD ermdglicht dementsprechend eine
Quantifizierung von polySia avDP20 mit einem LOQ von 0,02 mg mL™* und von LC polySia
mit einem LOQ = 0,025 mg mL?% Eine erweiterte Quantifizierung von hdoheren
Konzentrationsbereichen bis ¢ = 15 mg mL? ist durchaus denkbar [150]. Jedoch bedarf es
hierflr einer Kalibration mit quadratischer Regression und zuséatzlicher Methodenvalidierung

im zu untersuchenden Konzentrationsbereich.

Die CAD-Methode und die lineare Kalibration wurde in Hinblick auf eine selektive
Quantifizierung von polySia avDP20 und LC polySia validiert. Eine optimale
chromatografische Auflésung und Basislinientrennung liegt bei 1,5, wohingegen flr

guantitative Peakauswertungen Auflésungen von Rs = 0,8 angestrebt werden [151].
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Abbildung 4-6: Validierung der Quantifizierungsmethode mittels HPLC-CAD und Untersuchung von Referenz-
standards bekannter Konzentrationen fiir polySia avDP20 (a.) und LC polySia (b.).

Die Ergebnisse aus Abbildung 4-6 zeigen die Chromatogramme der Referenzstandards,
wobei polySia avDP20 bei einer Retentionszeit von tr; = 20,54 min mit einer Basispeakbreite
von wi = 1,6 min und LC polySia bei trz = 22,75 min mit w2 = 0,86 min eluiert. Die daraus
berechnete Peakauflosung von Rs = 1,8 beschreibt eine selektive und valide Peaktrennung

der zu quantifizierenden Analyten.

In der Quantifizierung der Referenzanalyten wurde zur Validierung der linearen Kalibration
die relative Konzentrationsabweichung zwischen den Referenzstandards und den CAD-
ermittelten Werten als rel. Abweichung in %-error berechnet (Tabelle 4-1) und dient als Mal3

der Methodenverlasslichkeit.

Tabelle 4-1: Referenzkonzentrationen im Vergleich zur HPLC-CAD Quantifizierung und linearer Regression.

Referenzkonz. HPLC-CAD Konz. rel. Abweichung
[mg mLY] [mg mL7] [%-error]

_ 0,03 0,032 5
polySia

0,07 0,072 3
avDP20

0,24 0,2395 0,2

0,10 0,113 13

LC polySia 0,20 0,214 7

0,30 0,327 9

In der Quantifizierung der Referenzanalyten bekannter Konzentrationen zeigte sich in der
Detektion von polySia avDP20 eine hohe Korrelation zwischen den gegebenen
Konzentrationen und den CAD-ermittelten Werten mit einer rel. Abweichung von <5 %. In

der Quantifizierung von LC polySia konnte eine moderate Korrelation von < 13 % ermittelt
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werden. Im Vergleich zur CAD-Quantifizierung mittels quadratischer Regression der
Kalibration [150], konnte hier eine leichte Verbesserung vor allem fur die
Konzentrationsbestimmung von polySia avDP20 erzielt werden. Zusammenfassend konnte
die HPLC-CAD Methode erfolgreich modifiziert und zur differenzierten Quantifizierung von

polySia avDP20 und LC polySia evaluiert werden.

4.2.2 Vergleichende Anwendung von HPLC-CAD und TBA-Assay zur polySia-

Quantifizierung

Die Evaluierung der chromatographischen polySia avDP20 Isolierung ist ein essenzieller
Schritt in dessen Prozessentwicklung und -optimierung. Die Bestimmung der polySia
Konzentration stellt hierbei einen kritischen Prozessparameter und dementsprechend ein
Qualitatsattribut dar. Die HPLC-CAD ermdéglicht als neue analytische Bestimmungsplattform
eine schnelle und verlassliche Quantifizierung. Aktuell ist der TBA-Assay die benchmarkende
Methode zur polySia-Quantifizierung. Um die neuentwickelte CAD-Methode zu evaluieren,
wird die Quantifizierungsperformance von HPLC-CAD und TBA-Assay verglichen. Da die
CAD-Methode priméar in der Produktion und Isolierung von polySia avDP20 eingesetzt
werden soll, werden fir den Vergleich Proben aus einer exemplarischen Fraktionierung der

polySia avDP20 Produktion analysiert.

0,40

y =1,0228x - 0,0073
R?=0,98

CAD Konz.

0,10

005 +——T—T——T T T
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Abbildung 4-7: Korrelationsanalyse von TBA-Assay und HPLC-CAD zur Quantifizierung von polySia.

Die polySia-Konzentration der Fraktionierungsproben wurde mittels HPLC-CAD und TBA-
Assay analysiert und in einem Korrelationsdiagramm gegeneinander aufgetragen (Abbildung
4-7). Hierbei soll die Korrelationsanalyse als Mafd der Vergleichbarkeit beider Methoden
betrachtet werden. Folglich ist ein hoher Korrelationskoeffizient als hohe Verlasslichkeit der

Methoden zu interpretieren.
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Das Ergebnis der Korrelationsanalyse zeigt mit einem Korrelationskoeffizienten von R? =
0,98 eine hohe Ubereinstimmung beider Methoden zur Konzentrationsbestimmung von
polySia. Fir Konzentrationen > 0,25 mg mL? scheint die Abweichung zur Korrelation zu
steigen und lasst sich damit begriinden, dass die Konzentrationen hierbei aul3erhalb der
Kalibration der HPLC-CAD liegen und eine Probenverdiinnung vorgenommen werden
musste. Ein Einsatz der HPLC-CAD kann wéhrend der polySia avDP20 Produktion zur
schnellen und zuverlassigen polySia-Quantifizierung verwendet werden und ist eine gute und

valide Alternative zum TBA-Assay.

4.3 Zusammenfassung der analytischen Arbeiten

In diesen Kapitel wurden die Arbeiten zur Entwicklung und Validierung einer neuen
Charakterisierungs- und Quantifizierungsmethode von polySia basierend auf der charged

aerosol detection HPLC-Analyse vorgestellt.

Die HPLC-CAD konnte zum einen erfolgreich fir eine schnelle Charakterisierung der
polySia-Kettenlange eingesetzt werden, wobei im Vergleich zur benchmarkenden DMB-
HPLC-FLD eine signifikante Zeitersparnis und Reduktion der Analysezeit auf ca. 3 h erreicht
wurde. Die HPLC-CAD ermdoglicht hierbei die Detektion von Analyten ohne die Notwendigkeit
einer zeitaufwandigen und fehleranfalligen DMB-Derivatisierung. Eine direkte Messung der
tatséchlichen Kettenldnge wird bis zu einem Polymerisationsgrad von ~DP65 erreicht. In
Abhangigkeit des Signal-Rausch-Verhaltnisses konnte zur Kettenldngencharakterisierung ein
LOD von 1 ug mL?* ermittelt werden. AuBerdem ermdglicht die HPLC-CAD die Detektion von
niedermolekularer (Oligo-) Sialinsaure-Standards mit einem minimalen MW von 309 g mol?
und einer Linearitat zwischen 0,1 pg mL? bis 10 mg mL™. Des Weiteren war die
Charakterisierung der biotechnologisch produzierten LC polySia mdglich, wobei gezeigt
werden konnte, dass aufgrund der Produktionsstrategie ausschlieRlich hochmolekulare

polySia > DP70 isoliert wird.

Zum anderen konnte mittels HPLC-CAD eine schnelle und selektive Methode zur
Quantifizierung von polySia avDP20 und LC polySia entwickelt werden. In Abhéngigkeit des
Signal-Rausch-Verhaltnisses konnte eine lineare Kalibration und Bestimmung des LOQ
durchgefuhrt werden. Fir polySia avDP20 konnte in der Kalibration der lineare Bereich
zwischen 0,02 bis 0,25 mg mL* und fur LC polySia zwischen 0,025 bis 1 mg mL? bestimmt
werden. Darlber hinaus konnte die Quantifizierung der Analyten durch die selektive
Messung von Referenzanalyten validiert und mit dem benchmarkenden TBA-Assay in einer

Korrelationsanalyse mit hoher Ubereinstimmung verglichen werden.
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Die hier entwickelten und beschriebenen Methoden zur Kettenlangencharakterisierung und
polySia-Quantifizierung mittels HPLC-CAD eigenen sich dementsprechend in seiner
Anwendung zur Charakterisierung und Optimierung der chromatographischen Isolierung und
Produktion von polySia avDP20.
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5 Upstream Prozess: Biotechnologische Produktion von
LC polySia

Die Produktion und Aufreinigung von kommerziell erhéltlicher Colominséure sowie
hochmolekularer polySia konnte bereits vielseitig beschrieben werden [1,2,77,156]. Zur
Gestaltung eines effizienten und wirtschaftlichen Prozesses sind zur Steigerung der
Produktivitdt fortlaufende Optimierungsarbeiten von groRer Bedeutung. In der
biotechnologischen Produktion von LC polySia liel3 sich bislang eine indirekte Kopplung der
Biomasse- und polySia-Ausbeute zeigen, wobei im Kultivierungsmedium nicht nur das
verwendete Puffersystem, sondern auch die Wahl der Kohlen- und Stickstoffquelle einen
entscheidenden Einfluss auf die biologische Produktivitat haben. Unter Berlicksichtigung
wirtschatftlicher Aspekte in einer effizienten Prozessfluihrung rechtfertigt sich in diesem
Zusammenhang neben dem Satzbetrieb die Etablierung eines geeigneten Zulaufbetriebs zur
Hochzelldichtekultivierung. Zundchst wurde hierbei zum bereits beschriebenen polySia-
Produktionsmedium nach Rodriguez-Aparicio et al. [77,156] das definierte Minimal-Medium
zur E. coli-Hochzelldichtekultivierung nach Korz et al. [116] im Schiittelkolben vergleichend
getestet und im Satzbetrieb untersucht. Nachfolgend wurde der Kultivierungsprozess auf das
Ruhrkesselreaktor-System Ubertragen und vom 1,5L auf ein 25L Mal3stab aufskaliert.
AnschlieBend wurde eine pO.-kontrollierte Zulaufstrategie zur Hochzelldichtekultivierung
getestet. AbschlieBRend wurde die Kultivierung im Satzbetrieb auf das Einweg-
Beutelreaktorsystem transferiert und die Kultivierungsperformance vergleichend zur
Ruhrkesselreaktorkultivierung untersucht. In allen Versuchen diente neben den Ertrags-,
bzw. Ausbeutekoeffizienten die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) als mal3gebende KenngrofRe des

Bioprozesses und wurde zur Charakterisierung der Produktivitat betrachtet.

5.1 Vergleich von Kultivierungsmedien im Schittelkolben

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Schittelkolbenkultivierung zum Vergleich der
Kultivierungsmedien nach Rodriguez-Aparicio et al. (Medium A) und nach Korz et al.
(Medium B) beschrieben und anschlieend im Hinblick auf die Produktivitat bezlglich der
Biomasse- und polySia-Bildung diskutiert. In einer jeweiligen Dreifachbestimmung werden
hierzu in Abbildung 5-1 die ODsg und BTM als Mal3 fur das Biomassewachstum gegen die
Kultivierungsdauer aufgetragen. Aulerdem wird Gber den Kultivierungszeitraum der Verlauf
des Glucoseverbrauchs unter gleichzeitiger Acetat- und polySia-Akkumulation gezeigt.
Zusatzlich sind die relevanten Endwerte der Kultivierung sowie die berechneten
Ausbeutekoeffizienten und RZA in Tabelle 5-1 ersichtlich.
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Es ist erkennbar, dass unter Verwendung beider Medien innerhalb der ersten 4 h ein
unlimitiertes, exponentielles Biomassewachstum mit pmax = 0,711 + 0,01 h't in Medium A und
Umax = 0,774 = 0,04 h! in Medium B stattfand; dies weicht somit um ca. 13 - 64 % von den
Literaturwerten von ca. 0,45 h' — 0,67 h?' [111,112,157] ab. Da das Medium der
Schuttelkolben in diesem Experiment mit Zellen aus der exponentiellen Phase der Vorkultur
und einer Animpfdichte von 0,7 ODsoo inokuliert wurden, gab es keine Lag-Phase. Zum Ende

der Kultivierung nach 7 h ist der Ubergang in die stationére Phase deutlich erkennbar.
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Abbildung 5-1: Vergleich von Kultivierungsmedien zur polySia-Produktion. A.: Definiertes Medium nach Aparicio
et al. mit caic, start: 20 g LL. B.: Definiertes Medium nach Korz et al. mit caic, start: 25 g L1. Dargestellt ist in Grin:
ODsoo [], Blau: BTM[g L%, Rot: Glucose [g L7], Orange: Acetat [g L% und Violett: polySia [g L7%].
Versuchsbedingungen: T: 37 °C; n: 250 rpm; do: 50 mm; V¢: 50 mL; ODeoo, «: 0,7; pHa: 7,5.

Unter Verwendung von Medium A (Vergleich Abbildung 5-1 A.) wurde eine finale ODggo, » VON
13,2 + 0,60 und eine BTM, von 53 + 0,33gL?' erreicht. Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum wurde insgesamt 9,5 + 0,56 g L Glucose verbraucht. Dies entspricht
einem Biomasseausbeutekoeffizienten von Yxs = 0,562 + 0,016 g BTM pro g Glucose.
Aufgrund des sog. Uberflussmetabolismus von E. coli kommt es bei hohen
Glucosekonzentrationen und -aufnahmeraten sowie Sauerstoff-limitierenden, anaeroben
Bedingungen vermehrt zur Bildung von Acetat [158-162]. Dies fiihrt in Schuttelkolben ohne
aktive pH-Regelung oder unzureichender Pufferung zur Ansduerung des Mediums und

einem damit einhergehenden pH-Shift. Nach etwa 5 h erreichte die Acetatkonzentrat im
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Medium einen Wert von 0,339 + 0,02 g L'* und resultierte bis zum Ende der Kultivierung in
einer finalen Konzentration von 0,645 + 0,06 g L. AuRerdem konnte ein pH-Endwert von
pHy, = 4,8 - 4,9 [2,109,163] gemessen werden. Das Zellwachstum kann dadurch signifikant
beeinflusst worden sein und war vermutlich fir den frilhzeitigen Ubergang von der
exponentiellen in die stationdre Phase verantwortlich. Bis zum Ende der Kultivierung wurden
auRBerdem 0,281 + 0,05 gL? polySia im Medium akkumuliert, was den Literaturwerten
entspricht [1,2,77]. Die daraus berechnete Raum-Zeit-Ausbeute betréagt hierbei RZA = 0,040
+ 0,007 g L h. Darliber hinaus lassen sich die Produktausbeutekoeffizienten von Ypss =
0,030 + 0,004 g polySia pro g Glucose und Ypx = 0,053 + 0,006 g polySia pro g BTM
berechnen. Diese Werte liegen leicht tiber den beschriebenen Literaturwerten und erklaren
sich vermutlich durch die Inokulation des Mediums mit Zellen aus der exponentiellen Phase

der Vorkultur und dem entsprechend guten Wachstumsverhalten.

Vergleichend dazu konnte unter Verwendung von Medium B (Abbildung 5-1 B.) eine finale
ODs0o, w = 17,4 + 0,047 und eine BTM, = 6,6 + 0,094 g L™ erreicht werden. Uber den
Kultivierungszeitraum von 7 h wurden hierbei insgesamt 14,8 + 0,24 gL' Glucose
verbraucht. Dementsprechend ergab sich ein Biomasseausbeutekoeffizient von Yxs = 0,447
+ 0,012 g BTM pro g Glucose, der somit ca. 20 % geringer als fur Medium A war. Am Ende
der Kultivierung wurden 2,104 + 0,03 g L Acetat im Medium akkumuliert und ein finaler pH-
Wert von pHy, = 5,9 - 6 gemessen. Obwohl eine deutlich gréRere Menge Acetat gebildet
wurde, sank der pH-Wert in Medium B langsamer. Damit konnte in Medium B der pH-Wert
besser gepuffert werden, was vermutlich ausschlaggebend fir das hoéhere
Biomassewachstum ist. Uber den Kultivierungszeitraum von 7 h wurde polySia ins Medium
freigesetzt und resultierte in einer finalen Konzentration von 0,454 + 0,03 g L*. Die daraus
berechnete Raum-Zeit-Ausbeute betrug hierbei RZA = 0,065 + 0,005 g L h'l. Dies bedeutet,
dass unter Verwendung von Medium B rund 62 % mehr polySia produziert bzw. freigesetzt
werden konnte. Unter Betrachtung der Produktausbeutekoeffizienten Ygs = 0,031 + 0,003 g
polySia pro g Glucose und Ypx = 0,069 = 0,006 g polySia pro g BTM ist erkennbar, dass in
Medium B pro g Glucose ca. 4 % und pro g BTM ca. 30 % mehr polySia gebildet wurden als
in Medium A.
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Tabelle 5-1: Gegenuberstellung der ermittelten Kultivierungs-Endwerte und berechneten Ausbeutekoeffizienten
zum Vergleich von Medien zur polySia-Produktion. Medium A: polySia-Produktionsmedium nach Rodriguez-

Aparicio et al. Medium B: Definiertes Minimal-Medium zur E. coli-Hochzelldichtekultivierung nach Korz et al.

Parameter

Medium A

Medium B

rel. Steigerung

[%]
Zeit [h] 7 7 0
ODeoo, [] 13,2 + 0,60 17,4 + 0,047 32
BTMu,berecnet [ L] 5,3+0,33 6,6 + 0,094 25
gﬁtfgsoéisgzzte [g LY 9,5+ 0,56 14,8 + 0,24 56
Coolysia, o [g L] 0,281 + 0,05 0,454 + 0,03 62
e (] 0,711+ 0,01 0,774+ 0,04 9
Yis [ g7 0,562 + 0,016 0,447 + 0,012 -20
Yeis 9 g7 0,030 + 0,004 0,031 + 0,003 4
Yeix 9 9] 0,053 + 0,006 0,069 + 0,006 30
RZA [gL hi 0,040 0,007 0,065 + 0,005 62

Unter zusammenfassender Betrachtung der Ergebnisse in Kapitel 5.1 Ilasst sich
schlussfolgernd sagen, dass eine Ubertragung des Upstream-Prozesses zur polySia
Produktion im definierten Minimal-Medium nach Korz et al. nicht nur erfolgreich war, sondern
gleichzeitig zu einer signifikant héheren Produktausbeute und einer Steigerung der Raum-
Zeit-Ausbeute um 62 % gefiihrt hat. Aufgrund dessen wird in den nachfolgenden Kapiteln der
Produktionsprozess vom Schiittelkolben auf das Rihrkesselreaktor-System tbertragen und

ein Prozess-Upscaling durchgefiihrt.

5.2 Prozess-Upscaling der Kultivierung im Satzbetrieb

Im Vergleich der Kultivierungsmedien in Kapitel 5.1 stellte sich heraus, dass sich das
definierte Minimal-Medium nach Korz et al. aufgrund der besseren Raum-Zeit-Ausbeute zur
Kultivierung von E. coli K1 und Produktion von polySia eignet. In diesem Kapitel wird die
Ubertragbarkeit der Kultivierung auf den Rihrkesselreaktor gezeigt. Im Rahmen eines
Prozess-Upscalings wurde die Reproduzierbarkeit des Kultivierungsverlaufs im 1,5 L
(Biostat® Aplus) und 25 L (Biostat® Cplus) MaRstab in jeweiliger Doppelbestimmung
untersucht und die gesammelten Ergebnisse mit Literaturwerten bereits publizierter Daten

zur polySia Produktion verglichen.
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Zur Gewahrleistung reproduzierbarer Bedingungen im 1,5 und 25 L Fermentationsmalf3stab,
wurden die Prozessparameter gleich gehalten. Die Begasungsrate wurde Uber den
gesamten Prozess auf 1 vvm eingestellt. Die Rihrergeschwindigkeit wurde auf 600 rpm
reguliert und entspricht der empfohlenen Héchstgeschwindigkeit des Ruihrermotors vom
Biostat® Cplus System. Um wahrend der Kultivierung eine Sauerstofflimitierung zu

verhindern, wurde der pO, mit reinem Sauerstoff auf 30 % geregelt.

Wie bereits zuvor beschrieben, wurde zur Aufzeichnung des Biomassewachstums die OD
und BTM bestimmt. Zur weiteren Charakterisierung der batch-Phase wurde die Glucose- und
Acetatkonzentration ermittelt. Neben der polySia-Konzentration wurde in diesem Versuch
zusatzlich die freigesetzte HCP (Abk.. host cell proteins) -Menge erfasst. Die exemplarischen
Daten der 1,5 L und 25 L-Kultivierung sind in Abbildung 5-2 dargestellt. Zusatzlich sind die
relevanten Endwerte der Kultivierung sowie die berechneten Ausbeutekoeffizienten und RZA
in Tabelle 5-2 zusammengefasst und vergleichend den Literaturwerten zur polySia-
Produktion und Kultivierung im Medium nach Rodriguez-Aparicio et al. [77]

gegenubergestellt.

Der pOs ist ein wichtiger online-Messwert und wird z.B. durch die Rihrergeschwindigkeit, die
Begasungsrate und dem Sauerstoffanteil in der Zuluft beeinflusst [164-167]. Unter
konstanten Bedingungen kann der pO: indirekt einen Ruickschluss auf das
Biomassewachstum geben. Im Wachstum verbraucht der Organismus im Medium unter
anderem Glucose und Sauerstoff, was somit zum Absinken des pO: fiihrt. Der Organismus
stellt nach vollstandigem Verbrauch von Glucose den Metabolismus ein, was zum erneuten
Anstieg des pO. fuhrt [168]. Es ist zu erkennen, dass der online gemessene
Sauerstoffpartialdruck mit dem Start der Kultivierung und dem Inokulationszeitpunkt
innerhalb der ersten 3 h - 6 h von ca. 100 % auf 30 % abfiel. Anschlie3end schwankte der
pO. um einen Wert von ca. 30 % und stieg am Ende der Kultivierung wieder plétzlich auf
einen Wert von ca. 80 % an. Anscheinend gestaltet sich die Begasung und der
Sauerstoffeintrag in das Medium im Biostat® Aplus mit einem Reaktorvolumen von 1,5 L als
ineffizient, sodass die eingetragene Menge an Sauerstoff friher verbraucht wird und zu
einem schnelleren Abfall des pO, auf 30 % nach 3 h fuhrt. Der kia-Wert konnte
diesbezuglich fur die maR3stabsiibergreifende Charakterisierung des Sauerstoffiibergangs als
Prozesskennzahl betrachtet werden, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht realisiert.
AuRerdem kann man anhand der Daten des 25 L Reaktors sehen, dass es bei der pO.-
Regelung auf 30 % verstarkt zu Schwankungen im Bereich zwischen 20 % und 40 % kam.
Diese lassen sich vermutlich auf eine reduzierte Sensitivitdt des PID (Abk. proportional

integral derivative) -Reglers der DCU (Abk. digital control unit) zurtickfuhren, welcher ein
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breiteres deadband aufwies. Insgesamt konnte jedoch eine Sauerstofflimitierung wéahrend

der Kultivierung erfolgreich verhindert werden.

A.: 1,5 L Kultivierungsvolumen B.: 25 L Kultivierungsvolumen
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Abbildung 5-2: Vergleichende Darstellung von exemplarischen Kultivierungen im Satzbetrieb in unterschiedlichen
Mafstében. A.: Kultivierung im Biostat® Aplus mit 1,5 L Fermentationsvolumen und B.: Kultivierung im Biostat®
Cplus mit 25 L Fermentationsvolumen. Dargestellt ist in Grau: pO2 [%]; Griin: ODeoo [-], Blau: BTM [g L1], Rosa:
HCP [g L], Rot: Glucose [g L], Orange: Acetat [g L-1] und Violett: polySia [g L*1]. Versuchsbedingungen: V.: 1,5
L bzw. 25 L; T: 37 °C; n: 600 rpm; V: 1,5 L min-t bzw. 25 L min-! (1 vvm); pO2-Regelung auf 30 %, ODeoo, o = 0,5 -
0,7. Kultivierung im definierten Minimal-Medium (pH 7,5) nach Korz et al., caic,a: 25 g L.

Es ist ersichtlich, dass nach einer kurzen Lag-Phase ein exponentielles Biomassewachstum
mit Ptmax = 0,709 + 0,09 h?! im Kultivierungszeitraum zwischen 2 und 6 h stattfand. Die
Wachstumsrate ist damit vergleichbar zu der zuvor bestimmten Wachstumsrate im
Schuttelkolben. Zum Ende der Kultivierung nach 7,3 + 0,88 h war der Ubergang in die
stationare, bzw. letale Phase deutlich erkennbar. Hierbei konnte fiir die Biomasseproduktion
eine finale ODgoo, »w = 33,1 + 1,01 und eine BTM,, = 11,4 + 2,04 g L bestimmt werden. Die
Glucosekonzentration fiel in beiden Kultivierungen nach ca. 6 h -7h unter die
Nachweisgrenze von < 0,1 g L. Gleichzeitig war ein pl6tzlicher Anstieg des pO. als
indirekter Indikator des vollstandigen Glucoseverbrauchs ersichtlich. Insgesamt wurden
25 g L Glucose verbraucht. Hierbei ergibt sich demnach ein Biomasseausbeutekoeffizient
von Yyxs = 0,455 £ 0,082 g BTM pro g Glucose, was im Vergleich zu Literaturangaben einer
Steigerung von 5 % entspricht. Gegen Ende der exponentiellen Phase wurde Acetat im
Medium mit einer maximalen Konzentration von ca. 0,8 g L - 1 g L akkumuliert. Wird
Glucose als primére Kohlenstoffquelle fir das E. coli-Wachstum limitierend, kann der
Organismus in den Sekundarmetabolismus wechseln und das zuvor gebildete Acetat als
Kohlenstoffquelle verstoffwechseln [168,169]. Diesbeziglich konnte bis zum Ende der

Kultivierung eine Reduktion der Acetatkonzentration auf ca. 0,5 g L* - 0,8 g L gemessen
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werden. Des Weiteren war entlang der Kultivierungsdauer ein Anstieg der HCP-
Konzentration zu beobachten. Die finale HCP-Konzentration betrug am Ende der
Kultivierung cucp, »w = 0,864 + 0,07 g L™ und entspricht somit im Vergleich zur Literatur einer
relativen Steigerung von 377 %. Die erhdhte Proteinlast konnte sich mit der chemischen
Zusammensetzung des definierten Minimal-Mediums nach Korz et al. erklaren, welches
urspriinglich fur die rekombinante Proteinexpression und Hochzelldichtekultivierung von E.
coli optimiert wurde [111,112] und dementsprechend zu einer gesteigerten Expression der
HCPs im Produktionsorganismus E coli K1 filhrte. Uber die Kultivierungsdauer von ca. 7,3 h
konnte eine maximale polySia-Konzentration von Cpoysia, w = 0,788 + 0,06 g L™ detektiert
werden, was damit einer RZA von 0,110 + 0,018 g L h'! entspricht. Somit konnte unter
Verwendung des def. Minimal-Mediums im Rihrkesselreaktor eine rel. Ausbeutesteigerung
von 227 % erreicht werden. AufRerdem wurden die Produktausbeutekoeffizienten berechnet
und resultierten in Yp;s = 0,032 £ 0,002 g polySia pro g Glucose und Ypx = 0,071 = 0,008 g
polySia pro g BTM.

Tabelle 5-2: Gegenuberstellung der ermittelten Kultivierungs-Endwerte und berechneten Ausbeutekoeffizienten
zur Untersuchung eines reproduzierbaren Prozess-Upscalings. Die gemittelten Werte umfassen hierbei die Daten
der A: 15 L und B.: 25 L Kultivierungen in jeweiliger Doppelbestimmung mit berechneten

Standardabweichungen als MaR der Reproduzierbarkeit. Die Daten werden den Literaturwerten aus [77]

gegeniibergestellt und die rel. Steigerung berechnet.

Literaturwerte rel. Steigerung

Parameter gemittelte Werte [77] [%]
Zeit [h] 7,3+0,88 10,1+1,8 -28
ODe0o, w [-] 331+1,01 17,5 89
BTM, [gLY 11,4 £ 2,04 8,7+1,7 31
CHCP, [g LY 0,864 + 0,07 0,181 + 0,05 377
CpolySia, w [gLY 0,788 + 0,06 0,339 £ 0,02 132
Mmax [h7] 0,709 £ 0,09 0,650 £ 0,05 9

Yxis [gg™ 0,455 + 0,082 0,435+ 0,08 5

Ypis 997 0,032 £ 0,002 0,017 £ 0,001 85
Ypix [gg™ 0,071 + 0,008 0,039 81
RZA [gLth? 0,110 £ 0,018 0,034 227

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel ein erfolgreiches Prozess-Upscaling in den 1,5
L und 25 L -Reaktormal3stab gezeigt werden. Insgesamt liel3 sich eine zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Kultivierungen und Skalierungen erreichen,

wobei die Standardabweichung als Mal} der Streuung um den Median in den ermittelten

41



Upstream Prozess: Biotechnologische Produktion von LC polySia

Werten als gering einzuschétzen ist. Unter Verwendung des definierten Minimal-Mediums
konnte in den batch-Kultivierungen im Rihrkesselreaktor eine signifikante, rel. Steigerung
der polySia-Ausbeute von 132 % und eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute von 227 %
erreicht werden. Als nachteilig fur die anschlieBende Produktaufreinigung zeigte sich in den
Kultivierungen eine Steigerung der Proteinlast um 377 %. Eine entsprechende Anpassung

der Aufreinigungsstrategie zur effizienten Proteinabreicherung wird hierzu nétig.

5.3 Prozess-Upscaling der Ruhrkesselreaktor-Kultivierung im pO»-

kontrolliertem Zulaufbetrieb

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zur Optimierung des polySia-Herstellungsprozesses
hinsichtlich einer Ausbeutesteigerung ein Verfahren zur Hochzelldichtekultivierung von E.
coli K1 im Zulaufbetrieb entwickelt werden. Hierzu wurde eine pOz-kontrollierte Zulauf-
Strategie gewahlt, welche ein Kohlenhydrat-limitierendes Biomassewachstum bei geringen
Wachstumsraten erlaubt [112,116]. Eine Akkumulation von Wachstums-inhibierenden

Nebenprodukten, wie Acetat, sollte dadurch verhindert werden.

Zur Charakterisierung der pO.-kontrollierten Zulauf-Strategie und der dadurch angestrebten
Hochzelldichtekultvierung wurde der Verlauf von zwei vergleichenden Fermentationen
(Abbildung 5-3 A. und B.) Uber einen Zeitraum von ca. 26 h aufgezeichnet. Zur Darstellung
der Reproduzierbarkeit des Prozesses wurden die Kultivierungsbedingungen in beiden
Versuchen gleich gehalten, wobei eine konstante Begasungsrate von 1 vvm und eine
konstante Ruhrerdrehzahl von 600 rpm eingestellt wurde. Der pO, wurde analog zu den
beschriebenen Kaultivierungen in Kapitel 5.2 in der batch-Phase zundchst mit reinem
Sauerstoff auf einen Wert von 30 % kontrolliert. In der nachfolgenden fed-batch-Phase
gestaltete sich die Glucose-limitierende pO»-Kontrolle (ber einen Feedback-Signal

gekoppelten Zulauf auf einen Wert von 30 £ 5 %.

Um eine Charakterisierung des Prozesses und einen Vergleich mit den vorherigen
Kultivierungen aufstellen zu kénnen, wurde in dieser Versuchsreihe das Biomassewachstum
Uber den gesamten Kultivierungszeitraum anhand des ODeo und BTM untersucht. Des
Weiteren wurden die Konzentrationen fir Protein, Glucose, Acetat und polySia bestimmt. Die
gemessenen und ermittelten Daten der Kultivierungen wurden gegen den
Kultivierungszeitraum aufgetragen und sind in Abbildung 5-3 dargestellt. Dariber hinaus sind
die relevanten Endwerte der Kultivierung sowie die berechneten Ausbeutekoeffizienten und

RZA in Tabelle 5-3 zusammengefasst und vergleichend den Literaturwerten zur polySia-
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Produktion im Medium nach Rodriguez-Aparicio et al. [77]

gegenubergestellt, wobei der Zulauf tber eine festgelegt Wachstumsrate kontrolliert wurde.

und Kultivierung

Innerhalb der ersten 5 h der Kultvierungen war eine gleichméfige Reduktion des pO»-Wertes
von 100 % auf ca. 30 % ersichtlich. AnschlieRend schwankte der Wert um 30 %, bis er nach
ca. 6 h sprunghaft auf ca. 70 % - 80 % anstieg. Im nachfolgenden Kultivierungszeitraum bis
ca. 26 h schwankte der pO. erneut um einen Wert von ca. 30 %. In beiden Kultivierungen
zeigte sich eine hohe Reproduzierbarkeit des online gemessenen pO»-Wertes. Der pO
konnte in der batch-Phase durch eine Sauerstoffanreicherung der Zuluft erfolgreich auf einen
Wert von ca. 30 % kontrolliert werden. Das Ende der batch-Phase wurde durch den
sprunghaften Anstieg des pO- erfasst. Dartiber hinaus konnte der pO- in der nachfolgenden
fed-batch-Phase erfolgreich tber die Zulaufrate des Feedings auf einen Wert von 30 £ 5 %

kontrolliert werden.

A. batch fed-batch B. nbatch fed-batch
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Abbildung 5-3: Darstellung der im  pOq2-kontrolliertem Zulaufbetrieb in

Doppelbestimmung (A. und B.). Dargestellt ist in Grau: pO2 [%]; Griin: ODeoo [-], Blau: BTM [g L], Rosa:

Ruhrkesselreaktor-Kultvierungen

HCP [g L], Rot: Glucose [g L], Orange: Acetat [g L1] und Violett: polySia [g L1]. Versuchsbedingungen: Vi: 20
L; T: 37 °C; n: 600 rpm; V: 20 L min-t (1 vwwm); pO2-Regelung auf 30 % mittels reinem Sauerstoff in der batch-
Phase und Zulaufrate in der fed-batch-Phase (Grau-hinterlegter Bereich), ODeoo, « = 0,7 - 0,8. Kultivierung im

definierten Minimal-Medium (pH 7,5) nach Korz et al., caic,a: 25 g L.

In der batch-Phase der Kultivierung konnte ein unlimitiertes Wachstum mit einer maximalen
Wachstumsrate von pmax = 0,767 + 0,05 h?' ermittelt werden. In der darauffolgenden,
Glucose-limitierten fed-batch-Phase konnte ein reduziertes Wachstum mit einer spezifischen
Wachstumsrate von pg 1 = 0,164 + 0,02 h! im Kultivierungszeitraum von ca. 6 h - 13 h (fed-
batch-Phase 1) und anschlieBend mit pm, > = 0,032 + 0,01 h? im Kultivierungszeitraum
zwischen ca. 13 h - 26 h (fed-batch-Phase 2) beobachtet werden. Vergleichende Arbeiten
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zur Hochzelldichtekultivierung von E. coli in Glucose-Mineralsalz-Medien haben gezeigt,
dass signifikante Mengen Acetat bei Wachstumsraten von p = pit > 0,35 h gebildet werden
[121,170-172]. Diesbezuglich konnte in der fed-batch-Phase die spezifische Wachstumsrate
durch die pOs-kontrollierte Zulaufstrategie und den Glucose-limitierenden Bedingungen
erfolgreich unterhalb von pi. gehalten werden. In der fed-batch-Phase 2 konnte eine weitere
Reduktion der spezifischen Wachstumsrate beobachtet werden, was im Wesentlichen durch
limitierende oder inhibierende Konzentrationen weiterer Medienbestandteile (wie z.B. NHs3,
Phosphat) oder metabolischer Nebenprodukte (wie z.B. Acetat, Lactat) hervorgerufen
werden kann [173,174]. Neben Glucose und Acetat wurden keine weiteren Wachstums-
relevanten Medienbestandteile analysiert, sodass hierzu keine genaue Aussage getroffen
werden kann. Da Uber den gesamten Prozess jedoch flussiger Ammoniak zur pH-Kontrolle
eingesetzt wurde, erscheint eine kritische Akkumulation von NH3z > 3 g L als wahrscheinlich
[111,116].

Uber den gesamten Zeitraum der Fermentation von 26,2 + 0,2 h wurde Biomasse im
Kulturmedium angereichert und resultierte in einer finalen ODsgoo, »w = 183,1 + 2,05 und BTM,,
=55,6 + 6,3 g L. Die Glucosekonzentration fiel innerhalb der batch-Phase von 25 auf 0 g L*
ab. Gleichzeitig war der sprunghafte Anstieg des pO; von ca. 30 % auf 70 % messbar und
wurde von der pO;-kontrollierten Zulaufstrategie als Initierung des Feedings erkannt.
Wahrend der fed-batch-Phase wurde der pO; mittels Glucose-Zulauf auf 30 % kontrolliert,
wobei die Glucosekonzentration unterhalb eines Wertes von cee < 0,3 g L? lag. Zur
Charakterisierung der Hochzelldichtekultivierung lasst sich hierbei ein durchschnittlicher
Biomasseausbeutekoeffizient von Yxs = 0,264 + 0,006 g BTM pro g Glucose (- 30 % rel.
Steigerung) berechnen. Des Weiteren konnte in der batch-Phase eine Akkumulation von
Acetat bis zu einer Konzentration von ca. 0,756 + 0,029 g L bestimmt werden. In der
nachfolgenden fed-batch-Phase wurde die Konzentration reduziert und konnte Uber den
restlichen Kultivierungszeitraum unterhalb von Cacetat < 0,345 * 0,085 g L gehalten werden.
Es ist zu erkennen, dass Acetat unter den Glucose-limitierenden Bedingungen des pO.-
kontrollierten Zulaufs als Sekundarmetabolit von E. coli verwertet werden konnte und zu
einer Reduktion der Konzentration fihrte. Darliber hinaus konnte erfolgreich gezeigt werden,
dass durch die Glucose-limitierenden Bedingungen der Zulaufstrategie zu keiner
Wachstums-inhibierende Akkumulation von kritischen Acetatmengen Cacetat < Ckit. < 10 g L
kam. Wie bereits zuvor beschrieben, werden Uber den gesamten Kultivierungszeitraum
Proteine und polySia ins Medium freigesetzt. Am Ende der Kultivierung konnte eine finale
Proteinkonzentration von cucp, » = 1,5 + 0,02 g L ermittelt werden, was einer rel. Steigerung
von 330 % entspricht. Fir das Zielprodukt polySia konnte eine finale Konzentration von

Cpolysia, w = 3,7 = 0,16 g L* ermittelt werden und entspricht im Vergleich zu den Literaturwerten
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einer rel. Steigerung von 182 %. Die entsprechenden Produktausbeutekoeffizienten wurden
berechnet und resultierten in Yps = 0,018 + 0,001 g polySia pro g Glucose (-35 % rel.
Steigerung) und Ypx = 0,067 = 0,005 g polySia pro g BTM (-8 % rel. Steigerung). Die
vergleichsweise geringeren Ausbeutekoeffizienten weisen darauf hin, dass der Organismus
in der beschriebenen Prozessfihrung die zur Verfiigung stehende Glucose im Hinblick auf
die Biomasse und polySia-Produktion ineffizienter verwertet, jedoch trotzdem in gesteigerten
Ausbeuten resultiert. Die Raum-Zeit-Ausbeute entsprach im pOz-kontrollierten Zulaufbetrieb
einem Wert von RZA = 0,130 + 0,005 g L' h'! und entspricht im Vergleich zur Literatur einer
rel. Steigerung von 47 %.

Tabelle 5-3: Gegenuberstellung der ermittelten Kultivierungs-Endwerte und berechneten Ausbeutekoeffizienten
zur Untersuchung eines reproduzierbaren Prozess-Upscalings im Zulaufbetrieb. Die gemittelten Werte umfassen
hierbei die Daten der 20 L Kultivierungen in Doppelbestimmung (A. und B.) und die berechneten
Standardabweichungen als MaR der Reproduzierbarkeit. Die Daten werden den Literaturwerten aus [77]
gegeniibergestellt und die rel. Steigerung berechnet.

Parameter gemittelte Werte Literaft7u7r]werte rel. St;i/gerung
Zeit [h] 26,2+0,2 13,6 93
ODeoo, w [-] 183,1+ 2,05 24 663
BTMy [gLY] 55,6 £ 6,3 18 209
CHCP, w [g L] 1,5+0,02 0,340 330
Cpolysia, w [g L] 3,7+0,16 1,3 182
Hmax (h™] 0,767 £ 0,05 0,690 11
Yxis [gg?] 0,264 + 0,006 0,380 -30
Yeis [gg7] 0,016 + 0,001 0,027 -35
Yeix [gg7] 0,062 + 0,005 0,072 -8
RZA [gL*h?] 0,130 + 0,005 0,096 47

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel eine erfolgreiche Etablierung einer
Hochzelldichtekultivierung im pO.-kontrollierten Zulaufbetrieb gezeigt werden. Uber die
Zulaufstrategie konnte der pO, zuverlassig auf einen Wert von 30 % kontrolliert werden. Eine
Acetat-Akkumulation konnte durch Glucose-limitierende Bedingungen und gezielte
Reduzierung der Wachstumsrate auf i < pit. verhindert werden. Die finale Produktausbeute
konnte zu vergleichenden Prozessfilhrungen um 182 % gesteigert werden. Obwohl fur die
Prozesskennzahlen der Biomasse- und Produktausbeutekoeffizienten leicht reduzierte Werte

bestimmt wurden, konnte die Raum-Zeit-Ausbeute um 47 % gesteigert werden.
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5.4 Prozesstransfer: Satzkultivierung im Einweg-Beutelreaktor

Die Kultivierung in Einweg-Beutelreaktoren haben in der biopharmazeutischen Produktion
eine Reihe von Vorteilen. Beispielsweise werden solche Systeme durch den Hersteller
vorsterilisiert und zertifiziert, sodass zeit- und kostenintensive Reinigungs- und
Sterilisationsprozedere sowie deren Dokumentationen eingespart werden kénnen. Eine
Zulassung von Produktionsprozessen und Medikamenten sollen somit erleichtert werden.
AuRerdem erlauben diese Systeme eine hohe Flexibilitdt der Arbeitsvolumina sowie einen
einfachen Prozesstransfer zur Produktion unter GMP-konformen Reinraum-bedingungen
[175]. Die welleninduzierte Durchmischung ermdglicht einen homogenen und schonenden
Sauerstoffeintrag Uber den Reaktorkopfraum. Der volumetrische Sauerstofftransfer-
koeffizient ist bei diesem System mit ~47 h?' im Vergleich zu klassischen
Rihrkesselreaktoren mit ~392 h'* deutlich geringer [53,176]. Aus diesem Grund eignen sich
welleninduzierte Beutelreaktoren vor allem fir die Kultivierung von Scherstress-sensitiven
Organismen mit vergleichsweise geringen Wachstumsraten und niedrigem Sauerstoffbedarf,
wie z.B. Saugerzellen oder Basidiomyceten wie Flammulina velutipes und Pleurotus sapidus
[53,176]. Sauerstoff-limitierende Bedingungen kénnen in der Kultivierung von aeroben
Bakterien mit hohem Sauerstoffbedarf und hohen Wachstumsraten durch eine kaskadierte
Steigerung der Kippfrequenz und einer Sauerstoff-supplementierter Begasung verhindert
werden [53,77].

In diesem Kapitel soll die exemplarische Kultivierungsperformance von E. coli K1 im 25 L
Einweg-Beutelreaktor und unter Verwendung des definierten Minimalmediums nach Korz et
al. zur polySia-Produktion untersucht werden. Die Prozess-Ubertragbarkeit auf das
Beutelreaktorsystem und die Produktivitat liegen hierbei im Fokus und werden mit den

Ergebnissen der Riuhrkesselkultivierungen verglichen.

Fur den Transfer mussten verschiedene Prozesseinstellungen angepasst werden. Die
Durchmischung des Reaktors wurde Uber die Kippfrequenz mit einem Kippwinkel von 10°
ermoglicht. Die Begasungsrate musste auf V = 2,5 L min** (0,1 vwm) reduziert werden, um
ein frihzeitiges Verblocken der Abluftfilter und einen kritischen Anstieg des
Beutelinnendrucks zu verhindern. Die Sauerstoffversorgung sollte, wie zuvor beschrieben,
Uber eine kaskadierte Steigerung der Kippfrequenz von 21 auf 42 rpm und einer
subsequenten Erh6hung des Sauerstoffanteils in der Zuluft realisiert und auf einen pO, von
40 % geregelt werden. Die online-Erfassung von pO2 und pH erfolgte hierbei tUber eine

optische Messung.

Zur Beurteilung des Sauerstoffeintrags ins Medium wurde in Abhangigkeit zum pO; die

Kippfrequenz und der Sauerstoffanteil der Zuluft gemessen. Das Biomassewachstum wurde
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anhand der ODgoo und BTM aufgezeichnet. Zudem wurden die Konzentrations-Verlaufe von
HCPs, Glucose und polySia erfasst. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-4 ersichtlich.
Darliber hinaus sind die relevanten Endwerte der Kultivierung sowie die berechneten
Ausbeutekoeffizienten und RZA in Tabelle 5-4 zusammengefasst und vergleichend den

gemittelten Werten der Kultivierungen im Rihrkesselreaktor gegenubergestellt.
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Abbildung 5-4: Darstellung der Kultivierung im 25 L Einweg-Beutelreaktor. Dargestellt ist in Grau: pO2 [%];
Dunkelgelb: Kippfrequenz [rpm]; Dunkelrot: Sauerstoffanteil der Zuluft [%]; Grin: ODeo [-], Blau: BTM [g L1],
Rosa: HCP [g L], Rot: Glucose [g L] und Violett: polySia [g L-1]. Versuchsbedingungen: Vi: 25 L; T: 37 °C; V:
2,5L mint (0,1 vvm); pO2-Regelung auf 40 % durch Steigerung der Kippfrequenz und Sauerstoffanteil in der
Zuluft, ODeoo, a = 0,4. Kultivierung im definierten Minimal-Medium (pH 7,5) nach Korz et al., Caic,a: 25 g L.

In Abbildung 5-4 ist zu erkennen, dass der pO; innerhalb der ersten 0,5 h der Kultivierung
auf einen Wert von 100 % auf < 40 % fiel. AnschlieRend schwankte der pO, auf einen Wert
von ca. 40 %. Nach ca. 5,5 h fiel der pO2 auf < 3 %, bis dieser zum Ende der Kultivierung
nach 6,8 h erneut anstieg. Die Kippfrequenz erreichte nach ca. 1,5 h der Kultivierung den
maximalen Wert 42 rpm (rocks per minute). Gleichzeitig wurde der Anteil von reinem
Sauerstoff in der Zuluft bis zu einer Kultivierungszeit von ca. 5,5 h von 0 auf 100 %

gesteigert. Die Daten der Kultivierung zeigen, dass eine pO.-Regelung auf 40 % durch die
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Steigerung der Kippfrequenz und Sauerstoffbegasung dementsprechend nicht méglich war,
da diese frihzeitig deren Maxima erreichten. Eine Sauerstofflimitierung zwischen ca. 5,5 h -

6,8 h war die Folge.

Insgesamt ist im Kultivierungszeitraum bis ca. 6 h ein exponentielles Biomassewachstum mit
Umax = 0,738 h?' ersichtlich. Nach Beendigung der Kultivierung konnte fur die
Biomasseproduktion eine finale ODegoo, »w = 33,5 und eine BTM,, = 13,3 g L bestimmt werden.
Hierbei zeigt sich eine hohe Vergleichbarkeit zu den ermittelten Ergebnissen der
Ruhrkesselreaktor-Kultivierungen im 1,5 L und 25 L -Mal3stab (Vergleich Kapitel 5.2). Die
Sauerstofflimitierung im Beutelreaktor schien hierbei keinen Einfluss auf das
Biomassewachstum zu haben. Die Glucosekonzentration fiel innerhalb der batch-Phase
gleichmaRig auf einen Wert < 0,1 g L' ab. Fur den Biomasseausbeutekoeffizienten konnte
dementsprechend ein Wert von Yxs = 0,532 g BTM pro g Glucose berechnet werden. Fir die
finale HCP-Konzentration konnte zum Kultivierungsende ein Wert von cucp, = 0,110 g L
bestimmt werden. Dieser Wert ist im Vergleich zur Kultivierung im Ruhrkesselreaktor deutlich
geringer. Eine naheliegende Begriindung dieses Ergebnisses ist der vergleichsweise
niedrige Scherstress im wellendurchmischten Beutelreaktor, wobei weniger Zellen lysieren
und somit geringere Proteinmengen ins Medium freigesetzt werden. Uber die
Kultivierungsdauer von ca. 6,8 h konnte eine maximale polySia-Konzentration von Cpolysia, w =
0,620 g L* detektiert werden und entspricht damit einer RZA von 0,098 g L' h'l. Die daraus
berechneten Produktausbeute-koeffizienten resultierten in Yps = 0,025 g polySia pro g
Glucose und Ypx = 0,047 g polySia pro g BTM. Die geringere Produktausbeute im
Beutelreaktor lasst sich ebenfalls durch den geringeren Scherstress erklaren, wobei eine

geringere polySia-Menge von der Zelloberflache abgetrennt und ins Medium freigesetzt wird.

Tabelle 5-4: Darstellung der ermittelten Kultivierungs-Endwerte und berechneten Ausbeutekoeffizienten. Die
ermittelten Werte umfassen hierbei die Daten einer exemplarischen 25 L Kultivierung im Einweg-Beutelreaktor.
Die Daten werden den gemittelten Ergebnissen der Kultivierung im Ruhrkesselreaktor gegenibergestellt und die
rel. Steigerung berechnet.

Parameter Einweg- Rihrkessel- rel. Steigerung
Beutelreaktor reaktor [%6]

Zeit [h] 6,8 7,3+0,877 -7

ODe0o, w [-] 33,5 33,1+1,008 1

BTM,, [g LY 13,3 13,4+ 0,116 -1

CHCP, w [gLY 0,110 0,864 + 0,071 -87

Cpolysia, w [gLY 0,620 0,788 £ 0,062 -21

Mmax [(h*] 0,738 0,709 £ 0,090 4
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Yxis gl 0,532 0,455 + 0,082 17
Yeis g9l 0,025 0,032 + 0,002 21
Ypix 091 0,047 0,071 + 0,008 -34
RZA [gL*hY 0,098 0,110 + 0,018 -17

Insgesamt konnte in der exemplarischen 25 L Kultivierung im Einweg-Beutelreaktor eine
vergleichbare Kultivierungsdauer und Biomasseproduktivitat mit einer hohen Wachstumsrate
erreicht werden. Aufgrund der geringen Schwerwirkung im wellendurchmischten
Beutelreaktor wurde deutlich weniger Protein in das Medium freigesetzt, was enorme
Vorteile fur das nachfolgende DSP bietet. Gleichzeitig wurde jedoch auch ca. 20 % weniger
Produkt von der Zelloberflache geltst, was in einer geringeren Geléstmenge im Medium

resultierte.

Die Sauerstofflimitierung gegen Ende der Kultivierung hatte anscheinend keinen Einfluss auf
die Produktivitdat im Satzverfahren. Durch die Etablierung einer pOs-kontrollierten
Zulaufstrategie sind das Verhindern einer Sauerstofflimitierung und das Erreichen von

Hochzelldichten im Einweg-Beutelreaktorsystem denkbar.

5.5 Zusammenfassung und Fazit zu den Upstream-Versuchen

Ziel dieser Versuchsreihe war es, den bestehenden Prozess zur polySia-Produktion zu
optimieren und die Produktivitat anhand maf3gebender Kennzahlen zu charakterisieren. Im
Folgenden werden die Ergebnisse zum Upstream zusammengefasst und den Literatur-

werten zur bisherigen Produktionsstrategie gegenlbergestellt.

Zunachst konnte im Schiuttelkolben gezeigt werden, dass die Produktivitdt bemessen an der
Raum-Zeit-Ausbeute unter Verwendung des definierten Minimalmediums nach Korz et al. um
62% gesteigert wurde. Anschliel3end konnte eine erfolgreiche Maf3stabsiibertragung im 1,5 L
und 25 L Ruhrkesselreaktorvolumen  durchgefiihrt werden. Bemessen am
Sauerstoffpartialdruck pO., welcher hier als Kennzahl des Upscalings betrachtet wurde,
zeigte sich eine zufriedenstellende Ubertragbarkeit zwischen den MaRstaben. Daruber
hinaus konnte durch die Systemibertragung eine weitere Steigerung der Produktivitdt um
227 % erreicht werden. AuBerdem konnte ein Verfahren zur Hochzelldichte-kultivierung im
pO--kontrollierten Zulaufbetrieb etabliert werden, wobei im Vergleich zum bisherigen Prozess
eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute von 47 % erreicht wurde. Abschliel3end konnte der
Prozess auf das Einweg-Beutelreaktorsystem Ubertragen werden, wobei vergleichbare

Biomasseausbeuten, jedoch 20 % geringere Produktausbeuten erreicht wurden. Insgesamt
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konnte der Upstream-Prozess hinsichtlich der Raum-Zeit-Ausbeute erfolgreich optimiert

werden.
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6 Downstream Prozess: Aufreinigung von LC polySia

PolySia wird vom Produktionsorganismus E. coli K1 in der Glycokalix auf der Zelloberflache
gebildet und wahrend der Kultivierung kontinuierlich ins Medium freigesetzt. Im Downstream-
Prozess soll nun die freigesetzte polySia aufgereinigt und von Zellen, kontaminierenden

Proteinen, DNA und Salzen abgetrennt werden.

6.1 Produktaufreinigungsstrategie und Ausbeutebestimmung

Die in dieser Arbeit zum Trage kommende Downstream-Strategie wurde essentiell von de
Vries entwickelt und beschrieben [77]. Da im Upstream-Prozess hohere Zelldichten und
gesteigerte Proteinlasten erreicht wurden, musste die Aufreinigungsstrategie angepasst
werden, sodass eine effiziente Abreicherung von Zellen, Proteinen, DNA und Salzen
gewabhrleistet werden konnte. Der Downstream-Prozess ist fur die Produktaufarbeitung aus

den Kultivierungen im 25 L Satzbetrieb des Riihrkesselreaktors in Abbildung 6-1 gezeigt.

Nach Beendigung der Kultivierung wurde ein Reifeprozess der Kulturbriihe bei 8 °C fur ca.
17 h Uber Nacht durchgefiihrt. Es wurde beschrieben, dass hierbei zellgebundene polySia
ins Medium freigesetzt wurde und zu einer Steigerung der polySia-Konzentration um ca. 10
% fihrte. Darliber hinaus kam es durch den Reifeprozess zu einer Zelllyse und einer

Steigerung der Proteinlast von ca. 75 %.

Die Zellseparation erfolgte Uber kontinuierliche Zentrifugation, wodurch die Bakterienkultur
effizient vom Medium abgetrennt werden konnte. Eine Limitation dieser Methode zeigte sich
beim Zentrifugenkopf, welcher als Reservoir abgetrennter Zellen eine begrenzte Kapazitat
besitzt. Durch die erhdhte Zelldichte im Upstreaming wurde die maximale Kapazitat des
Rotors friihzeitig erreicht, sodass die Zentrifugation nach etwa 50 % prozessierter
Kulturbriihe zum Entleeren unterbrochen werden musste. Eine weitere Herausforderung
dieser Methode stellt die Zulassung fir einen GMP-konformen Prozess dar. Alternativ bieten
sich hierfur kosteneffiziente Einweg-Tiefenfiltereinheiten an, die sich sowohl zur
Prozessierung von Hochzelldichten im Labor- und PilotmalRstab als auch fir den
Produktionsmalf3stab > 2.000 L im klinischen und kommerziellen Betrieb eignen [177]. Aus
zeitlichen Grunden war eine Bearbeitung und Untersuchung dieser Tiefenfilter-Applikation im

polySia-Aufarbeitungsprozess jedoch nicht moglich.

Zur Berechnung der Aufreinigungseffizienzen entlang der Downstreaming-Schritte wurden

nach Zellabtrennung mittels kontinuierlicher Zentrifugation die Konzentrationen fir polySia
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und Protein bestimmt und als Ausgangswert mit 100 % dargestellt (Abbildung 6-1, 1). Das

hierbei vorliegende Massenverhaltnis von Protein zu polySia betrug 1,74 grce Qpolysia .
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Abbildung 6-1:  Ermittelte Ausbeuten zum Downstream-Verfahren zur Aufreinigung von LC polySia.
Dargestellte Schritte beinhalten 1.: kontinuierliche Zentrifugation; 2.: Ultrafiltration (10 kDa) im Crossflow-Betrieb;
3.: Ethanolfallung; 4.: Behandlung mit Tonmineralien; 5.: Dia-Ultrafiltration (5 kDa) im Crossflow-Betrieb; 6.:
Lyophilisation. Am Ende des Downstream-Prozesses lag LC polySia mit einer Ausbeute von 27 + 6,5 % vor.

Der zellfreie Zentrifugationstiberstand von ca. 25 L konnte im nachsten Schritt mittels
Crossflow-Ultrafiltration erfolgreich reduziert und das Prozessvolumen mit der darin
enthaltenen Produktfracht 50-fach  (Vretentat ~ 500 mL) aufkonzentriert werden.
Niedermolekulare Medienbestandteile und Wasser wurden permeatseitig Giber eine Membran
mit einem MWCO von 10 kDa abgetrennt. Nach der Ultrafiltration konnte im Retentat eine
Produktausbeute von 65 = 6 % ermittelt werden. Da die Kettenlange der produzierten
polySia in einem Bereich zwischen DP1 - DP120 variiert [134], wurden aufgrund des MWCO
polySia-Kettenldngen < 10 kDa & DP 35 [77,134] Uber den Permeatfluss abgetrennt.
Darlber hinaus wurde die Proteinfracht auf 46 + 9 % reduziert. Das sich daraus ergebende
Massenverhaltnis betrug hierbei 1,23 guce gpoysia L. Dieser Downstream-Schritt fiihrt zu einer
erfolgreichen Produktkonzentrierung und lasst sich zudem problemlos in einen GMP-
konformen Prozess etablieren. Das verwendete System ermdglicht den flexiblen Einsatz von
verschiedenen Einweg-Produkten, wie z.B. Schlauchen, Pumpen- und Ventilkbpfen sowie
Membranen, die fur die pharmazeutische Produktion zertifiziert und zugelassen sind. Weitere

Informationen lassen sich hierzu im Anhang finden (Kapitel 9.1, Tabelle 9-2).

Die verbleibenden Proteine wurden mittels Ethanol-Fallung und anschlieBender Behandlung
mit Tonmineralien nahezu vollstandig entfernt. Aufgrund der erh6hten Proteinfracht musste

der Schritt der Tonmineralienbehandlung zweimal durchgefiihrt werden. Die Proteinlast
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konnte hierbei auf < 0,09 grcr Jpoysia* reduziert werden. Die Gesamtmenge an polySia wurde
dementsprechend auf 38 + 7 % verringert. Da die genaue Zusammensetzung der
verwendeten Tonmineralien chargenabhangig und variabel ist, gestaltet sich hierbei die
Zulassung fur einen GMP-konformen Prozesses als erschwert. Alternativ kdnnten zur
Proteinabreicherung Membranadsorber-basierte Einweg-Einheiten verwendet werden, wobei

Proteine im Durchfluss von polySia abgetrennt werden kdnnten.

Nach erfolgreicher Abtrennung der Proteine wurde die polySia-enthaltene Prozesslésung
mittels Dia-Ultrafiltration im Crossflow-Betrieb mit Reinstwasser entsalzt. Hierbei wurde eine
Membran mit einem MWCO von 5 kDa verwendet. Die polySia-Ausbeute betrug 27 + 6,5 %.
In  friheren Arbeiten wurde die Produkt enthaltende Prozesslésung mittels
Dialyseschlauchen Uber einen Gesamtzeitraum von ca. 72 h entsalzt [77,134]. Unter
Verwendung der Ultrafiltrationsanlage konnte die Produktlésung auf ein finales Volumen von
250 mL aufkonzentriert und die Dialysezeit auf ca. 3 h reduziert werden. Als einfache und
zuverlassige Prozesskontrolle wurde die Konduktivitdt Gber den Dialysezeitraum erfasst.
Beim Erreichen eines konstanten Konduktivitat-Wertes von ca. 1,2 - 2 mS cm™ wurde die
Diafiltration beendet. Zur finalen Trocknung von LC polySia wurde die verbleibende

Produktlésung lyophilisiert.

Am Ende des Downstream-Prozesses konnte aus dem 25 L Kultivierungsmafistab ca. 5,9 +
0,38 g LC polySia aufgereinigt werden. Kontaminierende Proteine wurden vollstandig
abgereichert. Die finale DNA-Konzentration betrug ca. 1,1 Ugona Mgpoysia L. AulRerdem konnte
eine maximale polySia-Kettenlénge von = DP80 bestimmt werden. Da Endotoxine in diesem
Prozess nicht abgereichert wurden, betrug die finale Endotoxinkonzentration ca. 235.086 +
110.000 EU mg™.

6.2 Zusammenfassung und Fazit zu den Downstream-Versuchen

Durch den hier dargestellten Downstream-Prozess konnte LC polySia aus der Kulturbriihe
aufgereinigt werden, wobei Zellen, Proteine, DNA und Salze effizient abgereichert wurden.
Die beschriebene Produkttrocknung mittels Lyophilisation ist hierbei optional. Da im
Herstellungsverfahren von polySia avDP20 eine thermische Hydrolyse von LC polySia in
wassriger Losung vorgesehen ist, besteht die Moglichkeit einer direkten Prozessierung der
entsalzten Produktldsung nach Diafiltration. Daruber hinaus konnte der Prozess durch die
Implementierung der Diafiltration zur Entsalzung weiter optimiert werden. Die effiziente
Entfernung von Endotoxinen mittels der nach de Vries beschriebenen NaOH-Behandlung

und Anionenaustauscherchromatographie (AEX) Methode [77] wurde vernachl&ssigt. Da zur
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polySia avDP20-Herstellung eine thermische Hydrolyse mit anschlieRender
Membranadsorber-basierter AEX- (Abk. anion exchange chromatography) Fraktionierung

vorgesehen ist, wird eine weitere Reduktion der Endotoxinbelastung erwartet.
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7 Produktion und Isolierung von polySia avDP20

Polysialinsaure mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von DP20 (polySia
avDP20) wird zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen untersucht [7,65]. Der
pharmazeutisch relevante Kettenlangenbereich kann hierbei aus der zuvor biotechnologisch
produzierten langkettigen polySia mittels thermischer Hydrolyse gewonnen werden. Die
spontane, thermische Hydrolyse stellt derzeit die bevorzugte Methode zur Fragmentierung
der polySia-Ketten dar. Da die thermische Behandlung von LC polySia zu einer
unspezifischen Hydrolyse des Polymers fihrt, liegt der Wertstoff in einer inhomogenen
Mischung unterschiedlicher Kettenlangen vor. Aufgrund der negativen Ladung der
Polysialinsaure-Seitengruppen eignet sich zur Isolierung der polySia avDP20 vor allem die
AEX.

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Vorgang der thermischen Hydrolyse genauer
charakterisiert und optimiert werden. Insbesondere der Einfluss der Hydrolysedauer
und -temperatur soll hierbei untersucht werden. Zur Entwicklung und Etablierung eines GMP-
konformen  Produktionsprozesses soll zur chromatografischen  Trennung von
niedermolekularen polySia-Ketten die Applikation von Einweg-Membranadsorbern
untersucht werden. Der Fokus soll hierbei auf der Isolierung von mdglichst spezifischen
Kettenlangenbereichen liegen sowie der Entwicklung eines effizienten Verfahrens zur

Isolierung von polySia avDP20.

7.1 Thermisch induzierte Hydrolyse zur Produktion von

niedermolekularer polySia

Bei der thermischen Hydrolyse zerfallt die polySia-Kette entsprechend der
Hydrolysebedingungen spontan und unspezifisch in niedermolekulare Poly-, Oligo- und
Monomere. In der pharmazeutischen Anwendung wird jedoch lediglich ein spezifischer
Kettenlangenbereich mit einem DP von 20 + 6 bendtigt. Zur Produktion von polySia avDP20
eigenen sich sowohl kommerzielle Colominséure als auch die biotechnologisch produzierte
LC polySia. Ziel der Hydrolyse ist die Akkumulation von polySia-Ketten bis zu einem
maximalen Polymerisationsgrad von DP40, wobei, unter theoretischer Betrachtung, von
einer Gaulverteilung der variierenden Kettenlangen mit einem quantitativen Maximum bei

DP20 ausgegangen wird.
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7.1.1 Vergleichende Untersuchung der thermischen Hydrolyse von Colominsaure
und LC polySia bei 65 °C

In der Charakterisierung des Hydrolyseverhaltens wurde kommerzielle Colominsaure und
biotechnologisch produzierte LC polySia in einer Konzentration von 1 g L in deionisierten
Wasser untersucht. Die Hydrolyse wurde bei einer Temperatur von 65 °C durchgefihrt und
zu definierten Zeitpunkten zwischen O min - 480 min terminiert. Die Kettenl&dngenverteilung
wurde anschlieRend mittels der zuvor beschriebenen HPLC-CAD (Vergleich Kapitel 4.1)

bestimmt.

Exemplarische Chromatogramme von Colominsdure und LC polySia sind zur Darstellung
des Hydrolyseverlaufs und der zeitlichen Reduktion der Kettenldngen in Abbildung 7-1
gezeigt. Zur Bestimmung der optimalen Hydrolysebedingungen sind die gemittelten Werte
des maximal detektierbaren Polymerisationsgrades gegen die Hydrolysedauer in Abbildung

7-2 aufgetragen.
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Abbildung 7-1: Chromatogramme der vergleichenden thermischen Hydrolyse von Colominsdure (a.) und LC
polySia (b.) bei einer Temperatur von 65 °C. Zur Darstellung des zeitlichen Hydrolyseverlaufs sind exemplarisch
die Chromatogramme der Proben mit einer Hydrolysedauer von 0, 60, 180, 300 und 420 min gezeigt. Die

Bestimmung der Kettenlangenverteilung wurde mittels HPLC-CAD durchgefihrt.
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In Abbildung 7-1 a. sind die Chromatogramme kommerzieller Colominsaure in Abhangigkeit
zur Hydrolysedauer ersichtlich. Im Chromatogramm der unhydrolysierten Colominséaure zum
Zeitpunkt to konnte eine Kettenldngenverteilung von DP1 - DP65 detektiert werden. Mit
zunehmender Hydrolysedauer wurde die Kettenlange reduziert und resultierte nach 420 min
in einer maximalen Kettenlange von DP21 + 2. Daruber hinaus ist zu erkennen, dass die
Peakintensitdten  fir niedermolekulare  (Oligo-)  Sialinsduren mit  zunehmender

Hydrolysedauer stiegen und auf eine Akkumulation geringer Kettenléangen hindeuten [150].

Abbildung 7-1 b. sind die Chromatogramme der biotechnologisch produzierten LC polySia
abgebildet. Zum Hydrolysezeitpunkt to konnte die unhydrolysierte LC polySia mit einer
Kettenlange > DP70 bei einer Retentionszeit zwischen 80 - 100 min detektiert werden. Wie
auch bei der Colominsaure wurde die maximale Kettenlange mit steigender Hydrolysedauer

reduziert und resultierte nach 420 min in einer maximalen Kettenlange von DP46 + 1.
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Abbildung 7-2: Charakterisierung des zeitlichen, thermischen Zerfalls von Colominsaure und LC polySia bei 65 °C

durch Detektion des maximalen Polymerisationsgrades mittels HPLC-CAD in Dreifachbestimmung.

Die zusammengefassten Ergebnisse der Hydrolyseexperimente bei einer Temperatur von
65 °C zeigen in Abbildung 7-2 die maximalen Kettenlangen von Colominsaure und LC
polySia in Abhangigkeit der Hydrolysedauer. Hierbei wird deutlich, dass fir Colominsaure
bereits eine Hydrolysedauer von ca. 180 min ausreicht, um die angestrebte
Maximalkettenlange von DP40 zu erreichen. Bei der Hydrolyse von LC polySia ist zu
erkennen, dass der untersuchte Hydrolysezeitraum nicht ausreichte, um die angestrebte
Maximalkettenlange von DP40 zu erreichen. Aufgrund der Gegebenheit, dass die
biotechnologisch produzierte LC polySia im Vergleich zur kommerziellen Colominsaure eine
signifikant gro3ere Kettenlange bis ~DP160 aufweisen kann [134], wird zur Reduktion der
Polymerkette in den angestrebten Bereich entweder eine langere Hydrolysezeit oder eine

hohere Temperatur nétig.

57



Produktion und Isolierung von polySia avDP20

7.1.2 Untersuchung der thermischen Hydrolyse von LC polySia bei 90 °C

Entsprechend den Ergebnissen aus Kapitel 7.1.1 wurde der Hydrolyseversuch von LC
polySia bei einer erhdhten Temperatur von 90 °C wiederholt. Zur effizienten Anreicherung
niedermolekularer polySia sollte das Polymer auf eine Maximalkettenlange von DP40
reduziert werden. Die Hydrolysedauer der thermischen Behandlung wurde hierbei in einem
Bereich zwischen O min - 180 min variiert. Die gemittelten Ergebnisse des maximal
detektierbaren Polymerisationsgrades wurden gegen die Hydrolysezeit aufgetragen und in
Abbildung 7-3 dargestellt.
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Abbildung 7-3: Charakterisierung des zeitlichen, thermischen Zerfalls von LC polySia bei 90 °C durch Detektion

des maximalen Polymerisationsgrades mittels HPLC-CAD in Dreifachbestimmung.

Wie in Abbildung 7-3 zu sehen, wurde die durchschnittliche Kettenlange von LC polySia
> DP70 in einem Hydrolysezeitraum von 180 min auf eine maximale Kettenlédnge von DP16 +
1 reduziert. In der Kettenlangenanalyse der hydrolysierten Proben zeigte sich, dass die
maximale DP durch Erhéhung der Temperatur auf 90 °C deutlich schneller hydrolysiert und
bereits nach einer Hydrolysedauer von ca. 50 min die angestrebte Kettenlange von maximal
DP38 + 2 erreicht wurde.

7.1.3 Untersuchung der Molekulstrukturstabilitat von LC polySia bei 65 °C und 90 °C
mittels *H- und ¥*C-NMR-Spektroskopie

Aufgrund der hohen thermischen Belastung von polySia bei Hydrolysetemperaturen von 65
bzw. 90 °C, sollte eine Charakterisierung der chemischen Molekiille mittels

Kernresonanzspektroskopie (NMR, nuclear magnetic resonance) durchgefuhrt werden, um
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strukturverdndernde Reaktionen, wie z.B. Maillardreaktionen der Aminverbindungen,
auszuschlie3en. Hierzu sollte das Spektrum von unhydrolysierter LC polySia als Kontrolle
den Spektren der 65 und 90 °C hydrolysierten polySia vergleichend gegeniibergestellt
werden. Zur Untersuchung wurde das Ascend 400 MHz mit Avance Ill Konsole und Prody
BBFO probe (Burker Corporation) verwendet. Die polySia-Proben wurden zuné&chst
lyophilisiert und zur Messung in einer Konzentration von 30 mg mL™ in Deuteriumoxid (D-0)
resuspendiert. Die NMR-Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. J6rg Fohrer

(Institut fr Organische Chemie, Leibniz Universitdt Hannover) durchgefuhrt.

In Abbildung 7-4 sind die Protonenspektren gezeigt und wurden mit einer Relaxionszeit von
2 s Uber eine spektrale Breite von 12 ppm aufgenommen. Die gezeigten Spektren wurden

ohne Wasserunterdriickung aufgezeichnet.
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Abbildung 7-4: !H-NMR-Spektren zur Molekilstrukturanalyse von LC polySia unter verschiedenen
Hydrolysebedingungen. Eine Zuordnung der Adsorptionsbanden ist anhand der nebenstehenden chemischen

Struktur von polySia moglich.

Insgesamt ist zu erkennen, dass die Spektren der Proben identisch zur unhydrolysierten LC
polySia sind. Durch Integration Uber die Peaks wurde bei den Proben und der Kontrolle die
gleiche Anzahl an NMR-aktiven Wasserstoffatomen gefunden. Es ist jedoch zu beachten,
dass lediglich das an die Amid-Funktion gebundene Wasserstoff aul3erhalb des dargestellten
Bereichs bei ca. 8 ppm liegt. Der unspezifische Peak bei ca. 4,8 ppm ist auf das Losemittel

fir den Austausch von Deuterium und Protonen zurtickzufuhren.

In Abbildung 7-5 sind die *C-Spektren von Kontrolle und Proben vergleichend dargestellt.
Die Spektren wurden breitbandentkoppelt mit einer Relaxionszeit von 3 s Uber eine spektrale

Breite von 251 ppm aufgezeichnet.
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Abbildung 7-5: 13C-NMR-Spektren zur Molekilstrukturanalyse von LC polySia unter verschiedenen
Hydrolysebedingungen. Eine Zuordnung der Adsorptionsbanden ist anhand der nebenstehenden chemischen
Struktur von polySia méglich.

Wie in den Spektren der Abbildung 7-5 zu sehen, konnten sowohl in der Kontrolle als auch in
den Hydrolyseproben die 11 chemisch unterschiedlichen Kohlenstoffatome der
Polysialinsaure-Einheit identifiziert werden. Die Methylgruppe ist bei einer chemischen
Verschiebung von ca. 20 ppm zu erkennen. Bei einer chemischen Verschiebung von ca. 170

ppm - 180 ppm sind die Carbonylgruppen der polySia-Struktur detektierbar.

Somit konnte mittels der *H- und *C-NMR-Messung gezeigt werden, dass es aufgrund der
hohen Hydrolysetemperatur, wie zunachst beflrchtet, zu keiner chemischen Veranderung
der Molekilstruktur kam. Der Einfluss durch mdgliche Maillard-Reaktionen bzw. einer
Abspaltung oder Kornformationsdnderung der Acetylgruppe ist auszuschlieRen, da sich
sowohl das Kohlenstoff als auch die Wasserstoffatome der Methylgruppe eindeutig in den

Spektren identifizieren lassen.

7.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur thermischen Hydrolyse von polySia

In der Charakterisierung der thermischen Hydrolyse von kommerzieller Colominsaure und
LC polySia konnte gezeigt werden, dass sich Unterschiede in der Hydrolyse ergeben, um
den angestrebten Kettenldngenbereich von maximal DP40 zu erhalten. Zur effizienten
Hydrolyse von kommerzieller Colominsaure, welche eine durchschnittliche Kettenlange von
ca. DP70 aufweist, wurde eine Hydrolysedauer von ca. 180 min bei einer Temperatur von
65 °C ermittelt. Im Vergleich dazu wurde fiir die biotechnologisch produzierte LC polySia mit
einer durchschnittlichen Kettenlange von DP120 - 160 eine Hydrolysedauer von ca. 55 min

bei einer Temperatur von 90 °C bestimmt.
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Daruber hinaus konnte das Probenmaterial unter den getesteten Hydrolysebedingungen
mittels NMR-Spektroskopie charakterisiert werden. Hieraus ging hervor, dass es zu keiner
Veranderung der chemischen Molekilstruktur kam und eine Hydrolyse selbst bei hohen

Temperaturen maoglich ist.

7.2 Verfahrensentwicklung zur Isolierung von polySia avDP20

mittels Membranadsorber-Applikation

Im folgenden Kapitel werden die Arbeiten zur Entwicklung und Optimierung der
chromatografischen Trennung von niedermolekularen Polysialinsdureketten sowie der
Isolierung von polySia avDP20 mittels Membranadsorbertechnologie und FPLC vorgestellt.
Hierbei sollen Einweg-Membranadsorber-Einheiten in den Produktionsprozess implementiert
werden. Diese bieten den Vorteil einer schnellen und 6konomischen Prozessrealisierung
[178]. Aufgrund der negativ geladenen Carboxylgruppen der polySia, eignen sich
vordergriindig stark basische Anionenaustauschermembranen (z.B. Sartobind® Q, Sartorius
Biotech GmbH) zur chromatografischen Trennung der hydrolysierten polySia-Fragmente. Als
Puffersystem wurde Ammoniumhydrogencarbonat verwendet. Dieses lasst sich nach der
Fraktionierung vom Produkt riickstandslos mittels Gefriertrocknung entfernen, da es unter
Vakuum zu Wasser, CO; und Ammoniak [179] zerféllt. Die Isolierung und Produktion der
pharmazeutisch relevanten polySia avDP20 in hochreiner Form sowie eine nachfolgende

Medikamentenformulierung soll somit erleichtert werden.

In der Gradientenentwicklung sollte zunachst das chromatographische Trennverhalten der
hydrolysierten polySia mittels Membranadsorber untersucht werden. Dabei sollte moglichst
genau die Pufferkonzentration bestimmt werden, bei der polySia avDP20 eluiert.
AbschlieRend sollte, basierend auf den zuvor ermittelten Daten, ein Gradient zur effizienten

und gerichteten Fraktionierung von polySia avDP20 entwickelt werden.

7.2.1 Grobauflésende Trennung von niedermolekularen polySia-Kettenlangen mittels
10 %-Stufengradient

Zunachst sollte zur Fraktionierung von hydrolysierter, niedermolekularer polySia mittels
FPLC die Elutionsperformance von Einweg-Membranadsorbern charakterisiert werden. Zur
Vergroferung der Membranoberflache wurden 3x 3 mL (column volume, CV = 9 mL)
Sartobind® Q Membranadsorber mit einer Gesamtflache von 330 cm? miteinander

verbunden, sodass bei einer dynamischen Bindungskapazitat von 0,25 + 0,03 mg cm [180]
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theoretisch insgesamt 82,5 mg polySia gebunden werden koénnen. Biotechnologisch
produzierte LC polySia wurde hierzu thermisch hydrolysiert. Nach Beladung der
Membranadsorber erfolgte eine Elution gebundener polySia in 10 %-Stufen. Zur Bestimmung
der Kettenldngenverteilung der fraktionierten polySia wurden die Proben zunachst
lyophilisiert und anschlieend mittels HPLC-CAD analysiert. Die Ergebnisse der CAD-
analysierten Fraktionierungsproben sind in Abbildung 7-6 ersichtlich, wobei lediglich

reprasentative Proben der Stufen 20 %, 30 % und 40 % dargestellt sind.
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Abbildung 7-6: Charakterisierung des 10 %-Stufengradienten zur Membranadsorber-basierten Fraktionierung
niedermolekularer polySia mittels HPLC-CAD. Kommerzielle Colominsdure wurde als Referenzstandard zur
Bestimmung der Kettenldngenverteilung eingesetzt. Zur Charakterisierung des Gradienten wurden reprasentative

Proben der 20 %, 30 % und 40 %-Stufen zur Darstellung der Fraktionierung gewahlt.

In Abbildung 7-6 sind die Chromatogramme der Fraktionierungsproben der Stufen 20 %, 30

% und 40 % ersichtlich. In Abhangigkeit zum Referenzstandard Colominsaure konnte die
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Kettenlangenverteilung der fraktionierten polySia bestimmt werden. Dementsprechend wurde
in der 20 %-Stufe polySia mit einer durchschnittlichen Kettenléngen von ca. DP8, in der 30
%-Stufe polySia mit ca. DP25 und mit der 40 %-Stufe polySia mit ca. DP40 — 50 fraktioniert.
Demgemal fiihrte eine konsekutive Steigerung des Puffer B-Anteils von 10 % zu einer
Verschiebung der Kettenlange von durchschnittich ca. DP20. Im Vergleich zum
Referenzsignal Wasser ist eine Erhebung des Basisliniensignals in den Fraktionen zu
erkennen und kann als fraktionierungsbedingte Akkumulation von polySia einer definierten
Kettenlange interpretiert werden [150]. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass eine
Fraktionierung von hydrolysierter, niedermolekularer polySia mittels Membranadsorber
maglich ist. Dariliber hinaus konnte der Pufferanteil zur Elution von polySia avDP20 firr einen
Bereich zwischen 20 % - 30 % Puffer B eingegrenzt werden, was einer Molaritat von ca. 0,28
mol Lbis 0,38 mol L** NHsHCOs; entspricht. Obwohl in den einzelnen Fraktionen eine klare
Abgrenzung der Maximalkettenlange erkennbar ist, enthalten diese, unabhéangig von der
Stufe, eine Uberlagerung der Minimalkettenlangen. Bei einer sauberen Elution sollten sowohl
eindeutige Maximal- als auch Minimalkettenlangen-Abgrenzungen erkennbar sein. Eine

Erhéhung des Elutionsvolumens der Gradientenstufen kdnnte dies erméglichen.

7.2.2 Hochauflésende Trennung von niedermolekularen polySia-Kettenlangen mittels

2 %-Stufengradient

Aus den Ergebnissen der vorangegangen Fraktionierung (Vergleich 7.2.1) konnte der Anteil
des Elutionspuffers zur angestrebten Isolierung von polySia avDP20 auf ca. 20 % - 30 %
eingegrenzt werden. Um eine hochauflosende und gezielte Isolierung von polySia avDP20
zu realisieren, sollte der Elutionsgradient weiter optimiert und der Pufferanteil spezifiziert

werden.

Diesbeziglich wurde in diesem Versuch eine Fraktionierung in 2 %-Stufen in einem
Pufferbereich zwischen 20 % - 30 % durchgefuhrt. Die Fraktionierung, Probenvorbereitung
und -analytik gestaltete sich dabei analog zu 7.2.1. In Abbildung 7-7 sind die Ergebnisse

dargestellt.
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Abbildung 7-7: Charakterisierung des 2 %-Stufengradienten zur Membranadsorber-basierten Fraktionierung
niedermolekularer polySia mittels HPLC-CAD. Kommerzielle Colominséure wurde als Referenzstandard zur
Bestimmung der Kettenldngenverteilung eingesetzt. Zur Charakterisierung des Gradienten wurden reprasentative

Proben der 26 %, 28 % und 30 %-Stufen zur Darstellung der Fraktionierung gewahlt.

Aus den Ergebnissen in Abbildung 7-7 wird ersichtlich, dass eine weitere Auftrennung der
polySia-Kettenlangen durch Modifizierung des Elutionsgradienten méglich war. Mittels der 26
%-Stufe Puffer B war die Elution einer durchschnittlichen Kettenlange von ca. DP12 — 14, mit
der 28 %-Stufe die Elution von ca. DP18 — 20 und mit der 30 %-Stufe die Elution einer
Kettenldange von ca. DP25 mdglich. Somit war durch die Elution mit dem 2 %-
Stufengradienten eine hohere Auflésung der polySia-Kettenlangen moglich. PolySia avDP20
konnte in der 28 %-Stufe fraktioniert und identifiziert werden. Als Mal3 fur die Auflésung
wurde die Maximumsverschiebung der Basislinienerhebung in den Fraktionen betrachtet.

Dementsprechend war mit einer konsekutiven Steigerung des Puffer B-Anteils in 2 %-Stufen
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eine Verschiebung der Kettenlange von durchschnittlich ca. DP5 — 6 zu beobachten. Im
Vergleich zur 10 %-Stufenelution in 7.2.1 war somit eine héhere Auflosung der Kettenlangen
mdglich. AuBerdem konnte zur Isolierung von polySia avDP20 der Pufferanteil spezifiziert

werden und entspricht in der 28 %-Stufe einer Molaritat von ca. 0,352 mol Lt NH4HCO:s.

7.2.3 3-Stufengradient zur gezielten Elution von polySia avDP20 und Abreicherung

von Endotoxinen

Das Ubergeordnete Ziel der Gradientenentwicklung ist die gezielte Isolierung von polySia
avDP20. Hierbei sollte ein dreistufiger Elutionsgradient entwickelt werden. PolySia avDP20
sollte hierbei aus der zuvor biotechnologisch-produzierten LC polySia gewonnen werden.
Wie bereits in Kapitel 6 beschrieben, werden kontaminierende Endotoxine im Downstream
Prozess bislang nicht vom Produkt abgetrennt und liegen in einer durchschnittlichen
Konzentration von ca. 235.086 + 110.000 EU mg* vor. Endotoxine sind Bestandteile der
Zellmembran gram-negativer Bakterien und kénnen beim Menschen starke gesundheitliche
bis lebensbedrohlichen Auswirkungen haben [181-183]. Eine Membranadsorber-basierte
Reduktion oder Abreicherung von Endotoxinen mittels Sartobind® Q ist moglich [180] und soll

im Rahmen der Fraktionierungsarbeiten hinzukommend untersucht werden.

Zunachst sollen in einer ersten Stufe niedermolekulare polySia-Ketten < DP14 mit 20 %
Puffer B von der Oberflache des Membranadsorbers gewaschen werden. Im Kapitel 7.2.2
konnte gezeigt werden, das biopharmazeutisch-relevante polySia einer Kettenldnge von
DP18 — 20 bei 0,352 mol L* (28 % Puffer B) eluiert werden kann. Daher soll in der zweiten
Stufe nun die Zielkettenlange von polySia avDP20 mit 28 % Puffer B isoliert werden. In der
dritten Stufe sollen mit 80 % Puffer B die restlichen polySia-Ketten > DP26 eluiert werden. Im
Rahmen der Entwicklung eines o6konomischen Prozesses und Produktriickgewinnung,
konnte die polySia der dritten Stufe erneut thermisch hydrolysiert und in einer zweiten
Fraktionierung zur polySia avDP20-Produktion eingesetzt werden. Diese Strategie wurde in

diesen Arbeiten jedoch nicht naher untersucht.

Nachfolgend sind die Ergebnisse des 3-Stufen-Gradienten zur gezielten Isolierung von
polySia avDP20 in Abbildung 7-8 dargestellt, wobei die Kettenlangenverteilung in den
Fraktionen mittels HPLC-CAD analysiert wurde. Zur Bestimmung der Ausbeute wurde die
polySia-Konzentration in  den  Fraktionen mittels TBA-Assay ermittelt. Die

Endotoxinkonzentration wurde in der Zielfraktion der Stufe 2 untersucht.
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Abbildung 7-8: Charakterisierung des optimierten Stufengradienten zur gezielten Isolierung von polySia avDP20
mittels HPLC-CAD. Kommerzielle Colominsaure wurde als Referenzstandard zur Bestimmung der
Kettenlangenverteilung eingesetzt. In der Abbildung sind die Chromatogramme der drei Stufen (20 %, 28 % und

80 %) des optimierten Gradienten dargestellt.

In Abbildung 7-8 ist zu sehen, dass in der ersten Elutionsstufe polySia-Ketten bis zu einer
Lange von ca. DP10 abgetrennt wurden. In der zweiten Stufe wurde niedermolekulare
polySia mit einer Kettenlangenverteilung von ca. DP12 — 29 isoliert, wobei ein Maximum der
Basislinienerhebung bei ca. DP20 zu erkennen ist. In der dritten Stufe wurde polySia-Ketten
einer Lange von ca. DP1 - >70 eluiert, wobei eine eindeutige Basislinienerhebung zwischen

ca. DP15 - > 70 zu sehen ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine gezielte Fraktionierung von definierten

Kettenlangenbereichen prinzipiell moglich ist. In der ersten Stufe wurden ca. 0,8 mg polySia-
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Ketten < DP10 eluiert. In Stufe 2 konnte polySia mit einer akkumulierten Kettenlange von ca.
DP20 + 9 in einer Menge von ca. 4,5 mg erfolgreich isoliert werden. In der dritten Stufe
wurden polySia mit einer akkumulierten Kettenlange von ca. DP15 — >70 und einer Ausbeute
von ca. 68,2 mg eluiert. In den einzelnen Fraktionen kommt es zu einer Uberlagerung der
Kettenlangen. Zusatzlich sind in Stufe 2 und 3 polySia-Ketten einer Lange < DP10
detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass das Elutionsvolumen der einzelnen Stufen als zu
gering gewahlt wurde. Durch Erhdéhung des Elutionsvolumens koénnte eine effizientere
Trennung und gesteigerte Ausbeute der Zielkettenlange mdoglich werden. Eine weitere
Optimierung des Gradienten ist notwendig, um polySia avDP20 im angestrebten
Kettenldngenbereich vollstdndig zu isolieren. Darliber hinaus wird deutlich, dass ein
signifikanter Teil der polySia trotz thermischer Hydrolyse eine Kettenlange > DP40 besitzt.
Zur Produktion von polySia avDP20 werden hdéhere Konzentrationen in der Hydrolyse
eingesetzt und fuhren anscheinend zu einer hoheren thermischen Stabilitat der
Polymerketten wahrend der Hydrolyse. Eine weitere Optimierung und Untersuchung der

thermischen Hydrolyse ist hierbei notwendig.

Insgesamt konnte in der Untersuchung zur Endotoxinabreicherung eine etwa 120-fache
Reduktion der Endotoxinkonzentration von 284.697 + 14.106 auf 2.407 + 120 EU mL?
bestimmt werden. Dies entspricht einer finalen Endotoxinbelastung von 2.669 + 133 EU pro
mg polySia avDP20. Fir den Einsatz als Pharmazeutikum sollte die Endotoxinbelastung um
zwei weitere log-Stufen reduziert werden, wobei sich verschiedene Verfahren, wie z.B.

NaOH-Behandlung [180] oder der Einsatz von Affinitatssaulen [181], anbieten.

7.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Membranadsorber-basierten Isolierung

von polySia avDP20

In den Arbeiten zur chromatographischen Trennung von niedermolekularer, hydrolysierter
polySia sowie der Isolierung von polySia avDP20 wurde die Anwendung von Einweg-
Membranadsorbern gezeigt. In der Gradientenentwicklung konnte sowohl eine grobe
Trennung von polySia-Ketten mit einer durchschnittlichen Fraktionierungsabstufung von ca.
DP20 sowie eine feine Trennung mit einer durchschnittlichen Fraktionierungs-abstufung von
ca. DP5 realisiert werden. Darlber hinaus konnte zur gezielten Elution von polySia avDP20
eine Pufferkonzentration von ca. 0,352 mol L* identifiziert werden. Im einem finalen
dreistufigen Elutionsgradient wurde so ca. 4,5 mg niedermolekulare polySia mit einer
durchschnittlichen Kettenldnge von DP 20 = 9 und einer finalen Endotoxinbelastung von
etwa 2.669 + 133 EU mg? isoliert. Die Elution des angestrebten Kettenlangenbereichs von

DP20 + 6 konnte jedoch bislang nicht eindeutig erzielt werden. Weitere Optimierungen des
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Gradienten zur gezielten Isolierung von polySia avDP20 sowie eine weitere Abreicherung

der Endotoxinkonzentration werden hierzu nétig.
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8 Diskussion und Ausblick

Die biotechnologische Prozessentwicklung zur Biopharmazeutikaproduktion umfasst eine
Vielzahl von naturwissenschaftlichen Themengebieten und setzt breite Kenntnisse aus z.B.
der Mikrobiologie, Biochemie und Zellkulturtechnik sowie aus der Verfahrenstechnik,
Bioinformatik und Analytik voraus. Darlber hinaus ist ein sicherer Umgang und ein
Verstandnis fur individuelle Zulassungsprozesse gemal’ der Regularien seitens zustandiger

Aufsichtsbehorden wie FDA oder BfArM von grof3er Relevanz.

In der vorliegenden Arbeit wurde der biotechnologische Produktionsprozess zur Herstellung
der pharmazeutisch relevanten und bioaktiven polySia avDP20 vorgestellt. Die
zugrundeliegende Prozessentwicklung und -validierung wurde unter den Aspekten der
»-guten Herstellungspraxis® (good manufacturing practice, GMP) durchgefuhrt. Eine schnelle
und modulare Prozessauslegung zur Produktion unter Reinraumbedingungen, eine effiziente
und ©Okonomische  Produktivitdt sowie eine  aussagekraftige  Analytik  zur

Prozesscharakterisierung und -validierung standen hierbei im Fokus.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde zunéchst die Entwicklung und Validierung eines analytischen
Verfahrens zur Charakterisierung der polySia-Kettenldnge sowie zur Quantifizierung
niedermolekularer polySia vorgestellt. Die als Benchmarkmethode verwendete DMB-HPLC-
FLD zur sensitiven Kettenlangenbestimmung von Polysialinsdure zeigte einige Nachteile
durch ihre zeitaufwéndige und fehleranféllige Probenderivatisierung. Die mild-sauren
Bedingungen der Derivatisierungsreaktion fliihren zu einer spontanen und ungewollten
Hydrolyse der polySia-Kette und verfélschen somit die Analyseergebnisse. Eine Bestimmung
der tatsdchlichen Kettenlangenverteilung in den Proben war somit nicht mdglich.
Diesbeziglich wurde in dieser Arbeit eine neue analytische Methode zur Detektion der
tatsachlichen Kettenlangenverteilung entwickelt, wobei eine direkte Messung der Proben
durch die HPLC-CAD ermoglicht wurde. Durch den einfachen Austausch des
Detektionssystems wurde ein schneller Methodentransfer und eine Detektion im
Kettenldngenbereich von DP1 — 65 realisiert. In Anlehnung an die ICH Q2(R1)-Richtlinien
konnte eine erste Methodenvalidierung durchgefiihrt werden. Dementsprechend wurde
anhand des Signal-Rausch-Verhaltnisses (2:1; bzw. 1,2 zu 0,6 mV) ein LOD von 1 ug mL?
ermittelt. AuBerdem ist zur Charakterisierung von niedermolekularer polySia die Bestimmung
des minimal detektierbaren Molekulargewichts wichtig. Durch die Messung von
kommerziellen Referenzstandard konnte die Detektion von Sialinsaure (Neu5Ac, DP1) mit
309 g mol? bestéatigt werden und liegt damit deutlich unterhalb der bisher beschriebenen
Literaturwerte. Eine Detektion dieser Referenzstandards war im linearisierten Bereich von
0,001 mg mL* — 10 mg mL* moglich. Zuletzt konnte mittels der neuentwickelten HPLC-CAD
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eine tatsachliche Kettenldnge der biotechnologisch produzierten polySia von = DP70
bestimmt werden. Der TBA-Assay stellt die gegenwartige Standard-Methode zur
Bestimmung freier Sialinsauren dar, wobei zur Bestimmung der Polysialinsdurekonzentration
zunéchst eine chemisch-thermisch induzierte Hydrolyse der polySia-Kette in Monomere
erforderlich ist. In der Produktion und Isolierung von niedermolekularer polySia wird zur
Charakterisierung der Fraktionierungsperformance eine differenzierte Quantifizierung
verschiedener Kettenlangenbereiche notwendig. Der TBA-Assay ermoglicht jedoch lediglich
die relative Quantifizierung freier Sialinsauren und eignet sich daher nicht zur
Konzentrationsbestimmung bestimmter Kettenlangen. Diesbeziglich wurde in dieser Arbeit
die HPLC-CAD-Methode zur differenzierten Quantifizierung von polySia avDP20 und LC
polySia modifiziert. Wie auch schon zuvor wurde hier in Anlehnung an die ICH Q2(R1)-
Richtlinien eine erste Methodenvalidierung durchgefihrt. In Abhangigkeit des Signal-Rausch-
Verhaltnisses konnte eine lineare Kalibration und Bestimmung des LOQ durchgefihrt
werden. Fur polySia avDP20 konnte in der Kalibration der lineare Bereich zwischen 0,02
mg mL™ - 0,25 mg mL* (LOQ = 0,02 mg mL™) und fiir LC polySia zwischen 0,025 mg mL™* -
1 mg mL? (LOQ = 0,025 mg mL?) bestimmt werden. Dartiber hinaus konnte die
Quantifizierung der Analyten durch die differenzierte Messung von Referenzanalyten validiert
und mit dem TBA-Assay in einer Korrelationsanalyse mit hoher Ubereinstimmung von R? =
0,98 verglichen werden. Jedoch mussen zur ausfuhrlichen Validierung der Methoden weitere

GroRRen, wie z.B. Robustheit, bestimmt werden.

Im Rahmen der effizienten Prozessentwicklung wurde der bereits bestehende
biotechnologische Produktionsprozess von LC polySia, bemessen an der Raum-Zeit-
Ausbeute, optimiert. PolySia wird als Bestandteil der Glycokalix auf der Zelloberflache von E.
coli K1 B2032/82 gebildet. Hohe Zelldichten kédnnen somit zu einer hohen Ausbeute fihren
und rechtfertigten die Etablierung einer Hochzelldichtekultivierungsstrategie. Hierzu wurde
unter Verwendung des viel beschriebenen Minimalmedium zur Hochzelldichtekultivierung
nach Korz et al. die Produktivitdt im Schuttelkolben untersucht. Diese zeigte eine finale
Produktkonzentration von 0,454 + 0,03 g L, was einer Steigerung von 62 % entsprach. Der
Prozess wurde im Satzbetrieb erfolgreich auf einen 1,5 L und 25 L Mal3stab im Glas- und
Edelstahl-Rihrkesselreaktor Ubertragen. Die Produktivitait konnte im Vergleich zum
bestehenden Prozess um 227 % gesteigert werden und entsprach einer finalen
Produktkonzentration von 0,788 * 0,06 g L% Zum Erreichen einer tatsachlichen
Hochzelldichte war die Etablierung einer pO.-kontrollierten Zulaufstrategie notig, wodurch
eine weitere Steigerung der finalen Produktkonzentration auf 3,7 + 0,16 g L' und der
Produktivitdt um 47 % mdoglich war. Zudem konnte eine Acetat-Akkumulation durch die

substratlimitierenden Bedingungen der zugrundeliegende Zulaufstrategie konstant unter

70



Diskussion und Ausblick

einer kritischen Konzentration gehalten werden. Aufgrund der biopharmazeutischen
Anwendung von polySia sollte ein einfacher und schneller Prozesstransfer unter
Reinraumbedingungen gewahrleistet werden. Diesbeziiglich wurde die Kultivierungsstrategie
auf das Einweg-Beutelreaktorsystem im 25 L Malistab Ubertragen. Im Satzbetrieb konnten
hierbei zur Ruhrkesselkultivierung zwar vergleichbare Biomasseausbeuten von 13,3 g L*
erreicht werden, jedoch nur 20 % geringere Produktausbeuten von ca. 0,62 g L. Aufgrund
des schnellen und hohen Biomassewachstums konnte trotz maximaler Kippfrequenz und
maximaler Sauerstoffbegasung eine Sauerstofflimitierung gegen Ende der Kultivierung nicht
verhindert werden. Hinsichtlich eines erfolgreichen Transfers der Kultivierung sollte der
Prozess weiter optimiert und eine pO-Limitierung verhindert werden. In der darauffolgenden
Produktaufreinigungsstrategie konnte langkettige polySia anhand des bestehenden
Protokolls von Zellen, Proteinen, Medienbestandteilen und Salzen aufgereinigt werden.
Aufgrund der gesteigerten Produktausbeute im USP wurde aus einer 25 L Kultivierung im
Satzbetreib eine finale polySia-Menge von 5,9 + 0,38 g erhalten. Da kontaminierende
Endotoxine im DSP nicht aktiv abgereichert wurden, enthielt das finale Produkt eine
durchschnittliche Endotoxinbelastung von 235.086 + 1,1x10° EU mg™.

In der weiteren Produktion der biopharmazeutisch relevanten polySia avDP20 wurde das
langkettige Material thermisch zur niedermolekularen polySia hydrolysiert und in einem
nachfolgenden Membranadsorber-basierten chromatographischen Verfahren mittels FPLC
isoliert. Zunachst wurde hierzu das Hydrolyseverhalten von kommerzieller Colominsaure und
LC polySia unter den thermischen Bedingungen vergleichend charakterisiert. Wahrend bei
Colominsaure der angestrebte Hydrolyseerfolg bereits nach 3 h und 65 °C erreicht wurde,
musste LC polySia aufgrund des héheren Polymerisationsgrades bei 90 °C flr mindestens
55 min hydrolysiert werden. Zur Uberpriifung der Strukturstabilitat von polySia bei 65 und 90
°C wurde das hydrolysierte Material vergleichend mit der unhydrolysierten LC polySia im H-
und ¥C-NMR Spektrum untersucht. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung aller Spektren
und der Abwesenheit zusatzlicher Banden ist sowohl von einer hohen Strukturstabilitat als
auch von einer hohen Produktreinheit beziglich der wasserstoff- und kohlenstoffhaltigen
Verbindungen auszugehen. Im nachfolgenden chromatographischen Verfahren wurden
Einweg-Membranadsorber-Einheiten erfolgreich zur GréRRentrennung und Fraktionierung
hydrolysierter polySia untersucht und zur Isolierung von polySia avDP20 getestet. In der
Gradientenentwicklung wurden Stufengradienten zur grob- und hochaufldésenden Trennung
(10 % und 2 %-Stufen) niedermolekularer polySia generiert, wobei Kettenlangenbereiche mit
einer Sensitivitdt von ca. DP10 — 20 bzw. von ca. DP5 fraktioniert wurden. Darlber hinaus
konnte der Pufferbereich zur gezielten Elution von polySia avDP20 mit einer Molaritat von

ca. 0,352 mol L* eingegrenzt werden. Als Resultat konnte zur effizienten Elution von polySia
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avDP20 ein dreistufiger Gradient entwickelt werden, wobei niedermolekulare polySia < DP10
in der ersten Stufe, polySia avDP20 mit einer Kettenlangenverteilung von = DP9 in der
zweiten Stufe und langkettige polySia > DP30 in der dritten Stufe eluiert wurde. Insgesamt
konnte so 4,5 mg polySia avDP20 isoliert werden, was einer Ausbeute von ca. 6,1 % der
gesamt eingesetzten LC polySia entspricht. Héhere Ausbeuten werden bei einer weiteren
Optimierung des Schritts der thermischen Hydrolyse denkbar. Durch die Membranadsorber-
basierte Fraktionierung wurde die Endotoxinbelastung auf 2.669 + 133 EU pro mg polySia
avDP20 reduziert. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zur Prozessentwicklung und
-validierung bieten eine hervorragende Grundlage zur biopharmazeutischen Produktion von
polySia avDP20. Die gesteigerten Prozessausbeuten, die Untersuchung modularer und
O0konomischer Prozessschritte mittels Einwegeinheiten sowie die Entwicklung neuer und
aussagekraftiger Prozessanalysen ermdglichen eine effiziente  Produktion im

industrialisierten Umfeld.
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9 Material und Methoden

9.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Dieses Kapitel beinhaltet die Beschreibung der verwendeten Materialien und Geréte die zur

Durchfiihrung und Auswertung der Versuch genutzt wurden.

Tabelle 9-1: Chemikalien

Chemikalie CAS Nr. Hersteller

Aceton 67-64-1 Carl Roth GmbH & Co.KG
N-Acetylneuraminsaure 126934-33-6 Carbosynth Limited
Albumin AMRESCO Inc.
Ammoniak 25 % (w/w) 7664-41-7 Carl Roth GmbH & Co.KG
Ammoniumacetat 631-61-8 Carl Roth GmbH & Co.KG
Ammoniumhydrogencarbonat  1066-33-7 Sigma-Aldrich

Di- 7783-28-0 Sigma-Aldrich
Ammoniumhydrogenphosphat

Borsaure 10043-35-3 Sigma-Aldrich
Calciumcarbonat 471-34-1 Carl Roth GmbH & Co.KG
Citronenséure-Monohydrat 5949-29-1 Sigma-Aldrich
Colominsaure 70431-34-4 Carbosynth Limited
Deuteriumoxid 7789-20-0 Carl Roth GmbH & Co.KG
Desmophen 3900 Bayer AG

Dextransulfat 9042-14-2 TDB Consultancy

EDTA (Triplex III) 60-00-4 Carl Roth GmbH & Co.KG
Eisen(lll)-citrat Hydrat 3522-50-7 Sigma-Aldrich
Endotoxinfreies Wasser GE Healthcare

Ethanol 96 % 64-17-5 Carl Roth GmbH & Co.KG
D-Glucose-Monohydrat 14431-43-7 Sigma-Aldrich

Glycerin 56-81-5 Carl Roth GmbH & Co.KG
Hefeextrakt 8013-01-2 Carl Roth GmbH & Co.KG
Kalium-Dihydrogenphosphat ~ 7778-77-0 AppliChem GmbH
Di-Kaliumhydrogenphosphat ~ 7758-11-4 Sigma-Aldrich
Kobalt(ll)chlorid-Hexahydrat 7791-13-1 AppliChem GmbH
Kupfer(ll)-chlorid 7447-39-4 AppliChem GmbH
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 10034-99-8 AppliChem GmbH
Mangan(ll)-chlorid 7773-01-5 AppliChem GmbH
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B-Mercaptoethanol
Methanol
4,5-Methylendioxy-1,2-
phenylendiamin (DMB)
Natriumacetat
Natriumarsenit
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Natriumsulfat

Natriumsulfit
Natriummolybdat(V1)-Dihydrat
Oligosialinsédure (DP2, DP4,
DP6)

Periodsaure
Phosphorséaure

2-Propanol

Salzsaure, rauchend 37 %
Sauerstoff

Schwefelséure

Stains-All

Thiamin-HCI (Vitamin B1)
2-Thiobarbitursaure (TBA)
Tonmineralien (EX M 1753)
Triethanolamin
Trifluoressigséaure

Tris-HCI

Trypton
Zinkacetat-Dihydrat

60-24-2
67-56-1
81864-15-5

127-09-3
7784-46-5
7647-14-5
144-55-8
1310-73-2
7601-54-9
7757-82-6
7757-83-7
10102-40-6
149331-75-9 (DP2)

10450-60-9
7664-38-2
67-63-0
7647-01-0
7782-44-7
7664-93-9
7423-31-6
67-03-8
504-17-6

102-71-6
76-05-1
1185-53-1
91079-40-2
5970-45-6

Carl Roth GmbH & Co.KG
Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich

VWR International

Carl Roth GmbH & Co.KG
Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich

AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich

AppliChem GmbH
Carbosynth Limited

Carl Roth GmbH & Co.KG
AppliChem GmbH

Carl Roth GmbH & Co.KG
AppliChem GmbH

Linde

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich

Clariant AG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co.KG
Sigma-Aldrich

AppliChem GmbH

VWR International
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Tabelle 9-2: Verbrauchsmaterialien

Material Spezifikation

Hersteller

Einweg-Beutelreaktor Flexsafe® RM 20 L bzw.

50 L optical
Endotoxin-Kartuschen Endosafe® -PTS™ 10 —
0,1 EU mL?
Kantlen 0,60 x 30 mm/465 7640;
0,80 x 120 mm/466 5643
Kryoréhrchen 1,5mL
Klvetten PE, 1 mL
Membranadsorber Sartobind® Q, 3 mL, 8 mm
Mikroreaktionsgefalie 1,5, 2und 5 mL
Mikrotitterplatte, 96-Well, Schwarz/-klar,
Falcon® Flachboden mit Deckel
Pippettenspitzen 0,1 —-20 L, 2 —200 pL,
50 — 1000 pL
Spritzen Omnifix® 50 mL, 20 mL,
1mL
Spritzenvorsatzfilter Minisart®, 0,2 um @
Sterilfilter Sartolab® P20 und

Vacuum Filtration Unit, 0,2
Hm @

Zentrifugenréhrchen Centrifuge Tube, 15 mL,
50 mL

Sartorius Stedim Biotech GmbH
Charles River Laboratories

B. Braun, Melsungen AG
Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG
Sartorius Stedim Biotech GmbH
VWR International

VWR International

VWR International

B. Braun, Melsungen AG
Sartorius Stedim Biotech GmbH

Sartorius Stedim Biotech GmbH

Corning Incorporate

Tabelle 9-3: Gerate und Software

Gerat/ Software Spezifikation Hersteller

Abgasanalysator BluelnOne Ferm BlueSens Gas Sensor GmbH

Analysewaage Cubis Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Autosampler Triathlon Spark Holland B:V:

BioPAT® MFCS BioPAT® MFCS 3 und 4 Sartorius Stedim Biotech

Brechungsindexdetektor LaChrom RI-Detektor L-
7490
Biostat® Aplus 2 L Reaktorvolumen

GmbH
Merck KGaA

Sartorius Stedim Biotech
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Biostat® Cplus
Biostat® RM 20/50
CAD-Detektor
ChemDraw

Cross Flow Anlage

Cross Flow Cartridge

Dialysemembran
DO-Messsonde

Einweg-Beutelreaktor

Endotoxin-Messsystem

Fluoreszenzdetektor
FPLC-Anlage

FPLC-Software
Gefrierschrank (-80 °C)
Gefriertrocknungsanlage

Glucoseanalysator
HPLC Anlage
HPLC Anlage

HPLC Pumpe

30 L Reaktorvolumen

25 L Reaktorvolumen

Corona® CAD® Detector
ChemBioDraw 14.1

Sartoflow® Smart

Sartocon® Slice
Hydrosart® Cassette, 10
und 5 kDa

Visking®

OxyFerm FDA

Biostat® CultiBag RM
20/50

Endosafe®-PTS™
Cartridge Reader
RF-20A

AKTA™ pure 25 L, pump
module P9 (bis

25 mL mint, UV (2 mm
path length) monitor (UV
U9-L), conductivity monitor
C9 und fraction collector
F9-C

Unicorn™ 6.4

Alpha 1-4 LSC

YSI 2900
1200 Series
VWR HITACHI

Chromaster

GmbH

Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Sartorius Stedim Biotech
GmbH

ESA Biosciences Inc.
PerkinElmer

Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Carl Roth GmbH & Co.KG
Hamilton Company
Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Charles River Laboratories

Shimadzu
GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH

YSI Incorporated

Agilent Technologies

VWR International

Agilent Technologies
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HPLC Saule

HPLC Saule
Inkubationsschrank
Kontinuierliche
Zentrifuge
OpenLAB®
pH-Messsonde
Photometer
Photometer

Photometer
Reinstwasseranlage
Ruhrkesselreaktor
Ruhrkesselreaktor
Schittelkolben
Sterilbank
Tischzentrifuge
Thermomixer
Thermomixer
Trockenschrank

UV-System

Zentrifuge

DNAPac™ PA100
Aminex® HPX-87H
HAT-CH-4015 Basel
Heraeus™ Contifuge
Stratos™

OpenLAB® CDS Software
EasyFerm Plus
Libra S80

Multiskan® Spectrum
NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer

arium® 611

Biostat® A, 2 L, Glas

Biostat® Cplus, 30 L,
Edelstahl

Einweg, mit Schikane,
500 mL

Herasafe™

Heraeus™ Biofuge™ pico
Thermomixer comfort

Thermomixer compact

Multifuge™ X3 FR

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad Laboratories, Inc.
Infors HT AG

Thermo Fisher Scientific

Agilent Technologies
Hamilton Company
Biochrom GmbH
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Sartorius Stedim Biotech
GmbH
Sartorius Stedim Biotech
GmbH
Sartorius Stedim Biotech
GmbH

Corning Incorporated

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Memmert GmbH & Co. KG
Intas Science Imaging
Instruments GmbH

Thermo Fisher Scientific

9.2 Medien, Puffer und Lésungen

Sofern nicht anderweitig beschrieben, werden die Komponenten zur Herstellung der
Standard-Medien, Puffer und Loésungen in ddH.O gelost. Das Einstellen des pH-Wertes
erfolgt mit 1 M NaOH, bzw. 1 M HCI. Zur Sterilisation werden alle Losungen fir 21 min bei
121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Thermolabile Substanzen und Lésungen werden
sterilfiltriert. Die Zusammensetzung der Medien, Puffer und Losungen sind in den

entsprechenden Kapiteln und Methoden ersichtlich.
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9.2.1 LB-Komplexmedium

Das Lysogeny Broth (LB) Komplexmedium wird zur Kultivierung von E. coli K1 und zur
Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen verwendet. Das Medium besteht aus den in Tabelle
9-4 aufgeflhrten Bestandteilen, welche in 970 mL VE-Wasser geldst werden. Der pH-Wert
des Mediums wird anschlieBend auf pH 7 eingestellt und mit VE-Wasser auf ein finales
Volumen von 1000 mL aufgefillt. Zur Sterilisation wird das LB-Medium fir 21 min bei 121 °C

autoklaviert.

Tabelle 9-4: Zusammensetzung des LB-Mediums

Bestandteil Konzentration [g L]
Trypton 10

Hefeextrakt 5

NacCl 10

9.2.2 Definiertes Minimal-Medium zur Hochzelldichtekultivierung

Die Herstellung des in dieser Arbeit verwendeten Minimal-Mediums erfolgt nach Korz et al.
[116]. Die Zusammensetzung des Minimal-Batchmediums ist in Tabelle 9-5 ersichtlich. Fur
ein einfaches Handling werden fir Glucose (500 g L), Magnesiumsulfat (500 gL%),
Citronensaure (17 gL?) und Thiamin-HCI (60 g mL?) Stammlésungen hergestellt. Des
Weiteren wird eine  10fach konzentrierte Phosphatlosung aus 133 glL?t
Kaliumdihydrogenphosphat und 40 g L Diammoniumhydrogenphosphat angesetzt, wobei
der pH-Wert der Phosphatlésung mit 4 N NaOH auf 7,5 eingestellt wird. Die Spurenelement-
Stammldsung wird in einem 100fachen Ansatz hergestellt (Tabelle 9-6). Hierbei wird
zunachst, zur Herstellung von 1 L 100x Spurenelement-Stammlésung, 10 g Fe(lll)-citrat
Hydrat in 400 mL ddH,O bis zum vollstandigen Auflésen fir ca. 3 h gekocht. Parallel dazu
werden die restlichen Komponenten in 500 mL ddH.O geldst. Anschlieend werden beide
Ansatze zusammengefugt und auf 1 L aufgefullt. Die Zusammensetzung des Feed Mediums
ist in Tabelle 9-6 ersichtlich, wobei die erforderliche Glucosemenge separat fir das
gewlnschte Volumen eingewogen, in ddH.O geldst und fir 21 min bei 121 °C autoklaviert
wird. Die Stamml6sungen von Glucose und Magnesiumsulfat werden zur Sterilisation
ebenfalls fur 21 min bei 121 °C autoklaviert. Thiamin-HCI und Spurenelemente-L6sung
werden sterilfiltriert (& 0,22 pum). Die Thiamin-HCI Stammlésung wird in einem Volumen von
0,2 mL aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die Lagerung der restlichen Stammlésungen

erfolgt bei Raumtemperatur (RT).
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Tabelle 9-5: Zusammensetzung des definierten Minimal-Batchmediums, pH 7,5

Medien-Komponente

Konzentration

Glucose 25¢g L1
KH2PO4 13,3g Lt
(NH4)2HPO, 4gL?t
MgSQO, x 7 H20 1,2glLt
Citronenséaure 1,7gL?
100x Spurenelement-Losung 1%
Thiamin-HCI 45mgL?

Tabelle 9-6: Zusammensetzung der 100x Spurenelement-Ldsung

Bestandteil Konzentration
EDTA (Triplex 1) 840 mg L?
CoCl, 136,5mg L*
CuCl, 118,3mg L*
H3BO3 300 mg L?
MnCls 953,6 mg L*
NazMoOQO4 x 2 H.0 250 mg L?
Zn(CHs-COO0), X 2 H,0 1,3gL?
Fe(lll)-citrat Hydrat 10gL?

Tabelle 9-7: Zusammensetzung des Feed Mediums

Medien-Komponente

Konzentration

Glucose 350gL?
MgSQO4 x 7 H20 20gL?
100 x Spurenelement-Ldsung 15%

9.2.3 Definiertes Medium zur polySia Produktion

Das definierte Medium zur polySia Produktion wurde durch Rodriguez-Aparicio et al. [156]
beschrieben und durch de Vries et al. modifiziert [77]. Die Zusammensetzung des Mediums
ist in Tabelle 9-8 ersichtlich. Zur Herstellung des Batchmediums werden zunachst die
Komponenten Glucose, Kaliumdihydrogenphosphat, Dikaliumhydrogenphosphat,
Natriumchlorid, Calciumchlorid und Ammoniumsulfat eingewogen und in VE-Wasser geldst.
AnschlieRend wird der pH-Wert auf 7,5 mit 1 M NaOH und 1 M HCI eingestellt und

nachfolgend bei 121 °C fir 21 min autoklaviert. Die thermolabilen Spurensalze werden
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separat in Stammldésungen angesetzt und sterilfiltriert (& 0,22 um). Nachfolgend wird das

Medium unter sterilen Bedingungen zusammengefuhrt und bei RT gelagert.

Tabelle 9-8: Zusammensetzung des definierten Batchmediums, pH 7,5

Medien-Komponente

Konzentration

Glucose 20gL?
KH2PO4 2,03gL?
KoHPO, 93gL?
K2SO, 1,1gL?
NaCl 1,2gL?
(NH.)2SO04 10gL?
CaCl; 0,013 gLt
Spurensalzlésung 1mLL?

Tabelle 9-9: Zusammensetzung der Spurensalzlésungen.

Medien-Komponente

Konzentration

MgSO,4 x 7 H20 150 g L?
FeSO4 x 7 H.O 1g L1t
CuSO4 x 5 H,0 1glL?

9.2.4 Bakterienstamm

Fur die biotechnologische Produktion von langkettiger, hochmolekularer polySia wird der
Stamm Escherichia coli B2032/82 Serotyp K1 (DSM-Nr. 107164) verwendet. Hierbei handelt

es sich um ein klinisches Isolat [133].

9.3 Mikrobiologische Methoden

9.3.1 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht der E. coli- Stammkultur erfolgt in LB-Medium (Tabelle 9-4) oder nach den in
9.2.2 und 9.2.3 beschriebenen Minimal-Medien auf einem Schuttelinkubator (250 rpm,
37 °C).
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9.3.2 Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen

Fur die Lagerung des in 9.2.4 beschriebenen E. coli-Stamms werden Glycerin-Dauerkulturen
hergestellt. Hierzu wird 1 mL der E. coli-Dauerkultur in 50 mL LB-Flissigmedium bei 37 °C
und 250 rpm kultiviert. Uber eine OD Messung kann die exponentielle Wachstumsphase
ermittelt werden. Bei einer OD von ca. 0,7-1 werden 750 pL der Kulturbrithe mit 250 pL einer

80 %igen Glycerin-Lésung gemischt und bei -80 °C gelagert.

9.3.3 Anzucht der Vorkulturen

Die Anzucht der Vorkultur gestaltet sich parallel zu Kapitel 9.3.1 in 500 mL Schikane-
Schittelkolben mit einem maximalen Fillvolumen von 50 mL Medium. Zuné&chst wird in einer
UT-Vorkultur 1 mL der Glycerin-Dauerkultur in LB-Medium fiir ca. 6 h vermehrt. AnschlieRend
werden 20 pL der UT-Kultur in die UN-Vorkultur in Minimal-Medium Gberimpft und fir 15 h

kultiviert.

In der Untersuchung der Medien-abhangigen Produktivitat im Schuttelkolben-Experimenten
(Kapitel 5.1) wurden zunachst E.coli-Dauerkulturen in den entsprechenden Minimalmedien
bis zum Erreichen des exponentiellen Wachstums bei einer OD von ca. 0,7 — 1 vermehrt.
Nachfolgend wurde die Kulturbrihe in 50 mL Zentrifugenréhrchen tberfihrt und fir 15 min
bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in
5 mL des entsprechenden Minimalmediums resuspendiert und anschlieend die OD
bestimmt. Das Inokulationsvolumen wird berechnet und die Hauptkultur mit einer
einheitlichen Start-OD von 0,7 angeimpft. AnschlieRend wurden je 50 mL des inokulierten
Mediums in 500 mL Schikane-Schiittelkolben tberfuhrt.

9.3.4 Bestimmung wachstumsspezifischer Parameter

Die spezifische Wachstumsrate des verwendeten Organismus lasst sich aus der
exponentiellen Phase des Wachstums auf Glucose Uber die nachfolgende Gleichung 9-1

berechnet.
Gleichung 9-1: In(4X)
Hmax = At
Wmax: spezifische Wachstumsrate, h*
AX: Biomassedifferenz (OD)
At: Zeitdifferenz, h
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Als Mal3 fur die Zellmasse X wird die Differenz der logarithmierten OD Uber den

entsprechenden Fermentationszeitraum At eingesetzt.

Die Ausbeutekoeffizienten lassen sich mit den in Gleichung 9-2 gezeigten Formeln

berechnen.
Gleichung 9-2: = BTMo. — Mwpolysia, — Mwpolysia

J Y15 = ngie P15 = g PIX T Taru,
Yy/s: Substrat-bezogener Biomasseausbeutekoeffizient, g g
Yp/s Substrat-bezogener Produktausbeutekoeffizient, g g*
Yp/x Biomasse-bezogener Produktausbeutekoeffizient, g g*

Die Raum-Zeit-Ausbeute wird zur Beurteilung der Produktivitat des Bioprozesses anhand der

Gleichung 9-3 berechnet.

Gleichung 9-3 R7ZA = Cw,polysia

At
RZA: Raum-Zeit-Ausbeute, g L g
Caw,polySia Produktendkonzentration, g L*
At Kultivierungszeit, h

9.4 Bioreaktorsysteme und Prozesssteuerungsstrategie

Die Ruhrkesselkultivierung erfolgte in unterschiedlichen MaRstdben und Systemen. Die
Kultivierung im 1,5 L MaRstab erfolgte in dem Glas-Bioreaktorsystem Biostat® Aplus mit
einem Arbeitsvolumen von maximal 2 L. Die Kultivierung im 25 L Mal3stab erfolgte in dem
Edelstahl-Bioreaktorsystem Biostat® Cplus mit einem maximalen Arbeitsvolumen von 30 L.
Hinzukommend wurde in dem 25 L Einweg-Beutelreaktorsystem Biostat® RM 20/50 kultiviert.
Die Reaktorsysteme setzen sich aus dem Reaktor mit angebundener Steuereinheit (digital
control unit, DCU), einem Abgasanalysator und einem Computerterminal zur
Datenaufzeichnung und Prozesssteuerung zusammen. Die verwendeten Reaktorsysteme

sind Gerate vom Hersteller Sartorius Stedim Biotech GmbH.

9.4.1 Glas-Ruhrkesselreaktor Biostat® Aplus

Der Biostat® Aplus ist ein System bestehend aus einem 2 L Glasreaktor und einer

Steuereinheit. Der Reaktor ist einwandig und kann Uber eine Heizmanschette temperiert
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werden. Uber den Reaktordeckel ragt hinzukommend ein Kihlfinger in den
Reaktorinnenraum. Im  Reaktordeckel sind vier Zu- bzw. Ableitungen flr
Korrekturmittelflissigkeiten, = Feed, Begasung, und Probenahme eingelassen.
Hinzukommend sind zwei Standard-Ports fur die fir pH- und pO.-Sonden, sowie ein Port fur
die Installation eines Thermoelements. Die Begasung wird Uber einen Ringsparger am
Reaktorboden realisiert. Die Durchmischung des Reaktorinhalts erfolgt Uber ein Ruhrwerk
mit drei an der Achse Ubereinander angebrachten Blattriihrern. Die Abluft wird Gber einen am
Deckel installierten Abgaskihler abgefuhrt. Der gesamte Reaktoraufbau kann in einem
Laborautoklaven  sterilisiert werden. Uber die Steuereinheit koénnen  wichtige
Prozessparameter, wie Temperatur (integrierter Thermostat), pH-Wert (Peristaltik-pumpwerk
mit Korrekturmittelflaschen) und pO.-Wert (variable Anpassung von Ruhrergeschwindigkeit
und Begasungsrate inkl. Gasmix) vollautomatisch reguliert werden. Alle Prozessdaten

kénnen hinzukommend lber die betriebseigene MFCS-Software aufgezeichnet werden.

9.4.2 Edelstahl-Rihrkesselreaktor Biostat® Cplus

Der Aufbau des Reaktorsystems Biostat® Cplus mit einem Arbeitsvolumen von maximal 30 L
umfasst den Reaktorkessel und eine DCU. Der doppelwandige Reaktorkessel ist
temperierbar und besitzt 25 mm Stutzen zur Installation von externen Geraten und Sonden
zur Messung des pH, pO2, Tribung, Temperatur oder Schaum. Die Durchmischung des
Reaktorinhalts wird Uber einen im Deckel angebrachten Rihrer mit drei an der Achse
Ubereinander installierten Blattrihrern realisiert. Die Begasung erfolgt Uber einen
Ringsparger am Reaktorboden unterhalb des Rihrers. Die Zu- und Abluft wird Gber
Sterilfilter (& 0,22 um) am Reaktordeckel geleitet. Die Abluft wird Gber einen Abgaskihler
abgeleitet. Der Deckel verfugt dber verschiedene Ein- und Ausgénge fir pH-
Korrekturmittelflissigkeit, Feed, Antischaum, Inokulum etc. Die Probenahme erfolgt Giber ein
resterilisierbares Bodenablassventil unterhalb des Reaktorkessels. Die Reinigung und
Sterilisation des fest installierten Reaktors erfolgt in-place. Uber die DCU werden samtliche
Eingangssignale der Messonden verarbeitet und die Temperatur (integrierter Thermostat),
pH-Wert (Peristaltikpumpwerk mit Korrekturmittelflaschen) und pO»-Wert (variable
Anpassung von Ruihrergeschwindigkeit und Begasungsrate inkl. Gasmix) vollautomatisch
reguliert. Alle Prozessdaten kénnen hinzukommend tber die betriebseigene MFCS-Software

aufgezeichnet und Prozessstrategien fir Zulaufverfahren reguliert werden.
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9.4.3 Einweg-Beutelreaktor Biostat® RM Optical

Die Kultivierung im Bioreaktor Biostat® RM 20/50 Optical wurde im 25 L MaRstab in
Einwegbeutel Flexsafe® RM 50 L optical durchgefiihrt. Der Einweg-Beutelreaktor wird
zunachst auf der Rockingplattform angebracht und Uber einen Sterilfilter (& 0,22 pm) mit
dem Kultivierungsmedium befillt. Die Temperierung erfolgt tber eine Heiz-/Kihlspirale am
Boden der Rockingplattform. Die Durchmischung des Reaktorinhalts erfolgt welleninduziert
Uber die Rockingplattform. Hinzukommen wird die Zu- und Abluft Uber eine sterile
Kopfraumbegasung realisiert. Der Beutel verfiigt Uber zwei vorkalibrierte Sensorspots zur
spektrometrischen Bestimmung des pH- und pO»-Wertes. Dartiber hinaus verfiigt der Beutel
Uber ein steriles Probenahmesystem sowie zwei weitere Anschlisse fur pH-
Korrekturmittelflissigkeiten und Feed. Die DCU ermdglicht eine Verarbeitung der
Prozessdaten sowie eine vollautomatische Prozesssteuerung, sodass die Temperatur
(integrierter Thermostat), der pH-Wert (Peristaltikpumpwerk mit Korrekturmittelflaschen), der
pO.-Wert (variable Anpassung von Rockingfrequenz und Begasungsrate inkl. Gasmix)

geregelt werden kdénnen.

9.4.4 Prozessautomatisierung mittels  pOz-kontrollierter  Zulaufstrategie  zur

Hochzelldichtekultivierung

In der Hochzelldichtekultivierung von E. coli im Edelstahl-Ruhrkesselreaktor Biostat® Cplus
kam die in Abbildung 9-1 dargestellt pO2-kontrollierte Zulaufstrategie zum Einsatz. Das sog.
,Rezept* wurde mittels BioPAT® MFCS4 generiert und ermdglicht anhand des
prozessspezifischen pO. einen vollautomatisierten Substratzulauf. Hieriber soll
sichergestellt werden, dass in der Satzphase des Biowachstums Glucose vollstandig
erschopft wird, bevor eine zuséatzliche Zufuhr der hochkonzentrierten Substratlésung in der

Zulaufphase gestartet wird.
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Abbildung 9-1: Schematische Darstellung der pO2-kontrollierten Zulaufstrategie zur Hochzelldichtekultivierung

Das Rezept ist in drei Teile unterteilt und beriicksichtigt die Uberbriickung der Satzphase, die
Berechnung und Regulierung der Zulaufrate sowie einen Kontroll-Loop zur Vermeidung
eines Substratiberschusses.

Durch den ersten Teil des Rezeptes wird eine zuvor bestimmte und definierte Zeitspanne
von 4 h (berbriick, bevor der pO,-Wert aktiv betrachtet wird. Uberschreitet der pO, nach
Ablauf der Satzphase und vollstdndigen Glucoseverbrauchs einen zuvor definierten Wert von
60 %, wird der Zulauf initiiert und die Substratpumpenrate auf 10 % gesetzt.

Im zweiten Teil des Rezepts wird die Substratpumpenrate unter Beriicksichtigung des zuvor
festgelegten pO.-Setpoinits von 30 % reguliert. Hierbei ist im Rezept ein Arbeitsbereich fur
den pO; von + 5 % definiert. Beim Uber- oder Unterschreiten dieses Arbeitsbereichs wird die
Substratpumpenrate ,SUBS_B.Setpoint® neu berechnet und um 1 % gesteigert oder
verringert. Somit wird ein sensitiver Substratzulauf entsprechend der vorliegenden Biomasse
ermaoglicht.

Der dritte Teil des Rezepts umfasst einen Kontroll-Loop, womit ein Substratiiberschuss
verhindert werden soll. Unterschreitet der pO. einen Wert von 5 % wird die
Substratpumpenrate auf 0 % gesetzt. Erst nachdem ein pO;-Wert von 15 % Uberschritten
wird, erfolgt die Freigabe des Kontroll-Loops und die Substratzufuhr wird erneut gestartet.
Der Prozess wird automatisch beendet, wenn die Substratldsung verbrauch ist und der pO2

einen Wert von 70 % Uberschreitet.
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9.5 Offline-Analytik

9.5.1 Optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte von Kultivierungsproben erfolgt spektrometrisch bei
einer Wellenlange von 600 nm. Zur Nullwert-Bestimmung wird eine 0,9 %ige NaCl-Lésung
verwendet, da diese Uber &hnliche physiologische Eigenschaften wie die verwendeten
Medien verfugt. Damit die Messung im linearen Bereich des Gerates zwischen einer OD von

0,1 — 0,3 liegt, werden entsprechende Probenverdiinnungen mit der Saline vorgenommen.

9.5.2 Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) werden zunadchst Mikroreaktionsgefal3e fir
mindestens 48 h bei 65 °C getrocknet und, nach erfolgter Abkihlung im Exsikkator, deren
Leergewicht ermittelt. Zum Zeitpunkt der Probenahme wird je 1 mL der Kulturbriihe in die
Reaktionsgefalle tberfihrt und zentrifugiert (5 min, 4 °C, 13000 rpm Heraeus™ Biofuge™
pico, Thermo Fisher Scientific). Der Uberstand wird dekantiert, das Probenpellet fiir
mindestens 48 h bei 65 °C getrocknet und anschlieRend gewogen. Die BTM ergibt sich aus

der Differenz des Mikroreaktionsgefal3es mit Pellet und dessen Leergewicht.

9.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

In dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung loslicher Proteine die Methode nach Bradford
angewendet. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird eine Verdiinnungsreihe mit BSA
als Proteinstandard in einem Konzentrationsbereich zwischen 0 — 2000 pg mL? angesetzt
(Vergleich Tabelle 9-10). AnschlieRend werden 20 pL der Proben und BSA-Standards in eine
Mikrotiterplatte pipettiert und mit 300 yL Bradfordreagenz (Quick Start™ Bradford, Bio Rad
Laboratories, Inc.) versetzt. Die Messung erfolgt nach 10-mintiger Inkubation bei RT und
Lichtausschluss bei 595 nm. Durch Ableitung der Standardkurve kann die
Proteinkonzentration der Proben berechnet werden. Alle Verdinnungen wurden mit VE-
Wasser durchgefihrt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Kultivierungsproben
wurde die Kulturbriihe zunachst zentrifugiert (5 min, 4 °C, 13000 rpm Heraeus™ Biofuge™
pico, Thermo Fisher Scientific) und im Uberstand gemessen. Alle Messungen erfolgten in

einer Dreifachbestimmung.
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Tabelle 9-10: BSA-Verdunnungsreihe

Standard ddH20 BSA Stock Finale BSA Konz.
[Hg/mL]

A 0 pL 300 pL des Stocks 2000
B 125 pL 375 uL des Stocks 1500
C 325 uL 325 L des Stocks 1000
D 175 pL 175 pL von B 750
E 325 uL 325uLvon C 500
F 325 uL 325 uL von E 250
G 325 pL 325 pL von F 125
H 400 pL 100 pL von G 25

I 400 pL 0 0

9.5.4 Bestimmung der polySia-Konzentration mittels TBA-Assay

Die polySia-Konzentration wird mit dem TBA-Assay bestimmt. Zur Bestimmung der polySia-
Konzentration wird eine Verdinnungsreihe mit kommerzielle Colominséaure (Colominsaure-
natriumsalz, Carbosynth Limited) als Standard in einem Konzentrationsbereich zwischen 0 —
1000 pg mL? angesetzt. Zunachst werden 50 pL der Proben und Standards in 2 mL
Reaktionsgeféalle pipettiert. Zur Hydrolyse werden den Reaktionsansatzen 200 pL einer
0,5 M Phosphorsaure hinzugegeben und fiir 18 h bei 70 °C und 500 rpm im Thermocycler
inkubiert. Nachfolgend wird der Reaktionsansatz durch Zugabe von 100 uL einer 0,1 M
NaOH neutralisiert. Daraufhin erfolgt die Zugabe von 100 pL Oxidationsldésung (Tabelle 9-11)
und eine Inkubation ftr 30 min bei 37 °C und 500 rpm im Thermocycler. AnschlieRend wird
dem Reaktionsansatz 500 pL der Reduktionslosung (Tabelle 9-12) zugegeben und es erfolgt
eine Inkubation bei RT fur 10 min. Im letzten Schritt wird dem Reaktionsansatz 500 uL der 3
%igen TBA-LOsung (Tabelle 9-13) zugegeben. Nach einer Inkubation von 13 min bei 95 °C
werden je 200 yL der Reaktionsansatze in eine Mikrotiterplatte pipettiert und bei einer
Wellenlange von 595 nm in einem Photospektrometer (Multiskan®, Spectro, Thermo Fisher
Scientific) gemessen. Zwischen den einzelnen Schritten mussen die Reaktionsansatze
immer sorgfaltig durchmischt werden. Alle Proben und Standards werden in einer

Dreifachbestimmung gemessen und, wenn nétig, Verdinnungen mit VE-Wasser angesetzt.
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Tabelle 9-11: Zusammensetzung der Oxidationslésung zur Herstellung von 50 mL.

Substanz End-Konzentration Einwaage/ Menge
Periodsaure 20 mM 2,289

1 M Phosphorsaure 5mM 2,5mL
VE-Wasser ad 50 mL

Tabelle 9-12: Zusammensetzung der Reduktionslésung zur Herstellung von 50 mL.

Substanz End-Konzentration Einwaage/ Menge
Natriumarsenit 38,5 mM 25¢g
Natriumsulfat 50 mM 3,55¢

2 M Schwefelsaure 20 mM 5mL

VE-Wasser ad 50 mL

Tabelle 9-13: Zusammensetzung der 3 %igen TBA-L6sung zur Herstellung von 50 mL.

Substanz End-Konzentration Einwaage/ Menge
2-Thiobarbitursaure 20 mM 15¢9

3 M NaOH 1,2 % (viv) 5mL

VE-Wasser ad 50 mL

9.5.5 Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Bestimmung der Glucosekonzentration erfolgt nach einer enzymatischen
Nachweismethoden mittel YSI 2900 (YSI Incorporated). Die Glucosekonzentration kann im
zellfreier Kulturtiberstand in einem Konzentrationsbereich zwischen 0 — 10 g L bestimmt
werden. Falls nétig werden Verdiinnungen mit VE-Wasser vorgenommen. Zur Feststellung

der Reproduzierbarkeit werden die Messungen in Dreifachbestimmung durchgefihrt.

9.5.6 Bestimmung der Acetatkonzentration

Die Acetatkonzentration der Kultivierungsproben kann mittels HPLC-DAD bestimmt werden.
Zur  Quantifizierung wird eine Standardreihe mit Natriumacetat in  einem
Konzentrationsbereich zwischen 0,6 — 12 g L aufgenommen. Die Proben werden zun&chst
filtriert (2 0,2 um) und in HPLC-Vials Uberfuhrt. Zur Quantifizierung wird die Polymersaule
Aminex® HPX-87H (Bio Rad Laboratories, Inc.) verwendet. Die Detektion erfolgt mit dem
DAD-Detektor (Chromaster) bei einer Wellenldnge von 210 nm. Die Konfigurationen der

HPLC zur Quantifizierung von Acetat sind in Tabelle 9-14 ersichtlich.
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Tabelle 9-14: Konfiguration fir die HPLC-DAD Messung zur Analyse von Acetat.

Betriebsparameter Einstellungen
Eluent 0,05 M H,SO.
Flussgeschwindigkeit 0,6 mL min*
Saulentemperatur 55°C
Injektionsvolumen 20 L

9.6 Methoden zur Produktaufreinigung im DSP

9.6.1 Reifeprozess und Zellabtrennung

Nach dem Ende der Kultivierung wird die Kulturbriihe fir ca. 15 — 20 h bei 7 °C gelagert.
Durch diesen Schritt wird ein signifikanter Teil der zellgebundenen polySia ins Medium

freigesetzt, sodass hohere Produktausbeuten im DSP erreicht werden.

Im Anschluss erfolgt die Zellabtrennung mittels kontinuierlicher Zentrifugation (Heraeus™
Contifuge Stratos™, Thermo Fisher Scientific). Hierzu muss der Zentrifugenkopf zunachst
nach Anleitung zusammengesetzt werden. Die Zellabtrennung erfolgt bei 17000 rpm und
4 °C. Die Kulturbrihe wird mit einer externen Peristaltikpumpe bei einer Flussrate von
100 mL min? in den Zentrifugenkopf befordert. Nach Prozessierung von ca. 12,5L

Kulturbriihe muss der Zentrifugenkopf entleert werden, um eine Uberladung zu vermeiden.

9.6.2 Produktaufkonzentrierung mittels Cross Flow Ultrafiltration

Die ca. 25 L des Zentrifugationsiiberstandes werden nachfolgend mittels Cross Flow
Ultrafiltrationsanlage und einer Filtrationsmembran mit einem MWCO von 10 kDa (Sartoflow®
Smart und Sartocon® Slice Hydrosart®, Sartorius Stedim Biotech GmbH) auf ein Volumen
von ca. 200 mL aufkonzentriert und geerntet. Um den Produktverlust mdglichst gering zu
halten, wird das System dreimalig mit je 100 mL VE-Wasser gespiilt, wodurch eine
signifikante Menge des im Totvolumen enthaltenen polySia fir das weitere DSP zu
Verfiigung steht. Uber den Gesamten Prozess wird der Transmembrandruck auf ca. 2 bar
uber die Pumpenrate reguliert, wodurch ein Membran- und System-schéadlicher Uberdruck

verhindert wird.
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9.6.3 Ethanolfallung

Das Produktkonzentrat der Cross Flow Ultrafiltration wird in drei aufeinanderfolgenden
Ethanolfallungsschritten weiter prozessiert. Hierbei werden je 100 mL Produktkonzentrat mit
440 mL 96 %igen Ethanol und 5 g NaCl gemischt, sodass eine Endkonzentration von 80 %
(v/v) Ethanol eingestellt wird. Nach Ethanolzugabe wird die Produkt-Ethanol-Lésung unter
rahren fir je 10 min bei RT inkubiert. Anschlieend wird das Prazipitat bei 4 °C und
4700 rpm flr je 25 min abzentrifugiert (Multifuge™ X3 FR mit Ausschwingrotor Round bucket
75003608, Thermo Fisher Scientific). Zwischen den Fallungsschritten wird das
Prazipitatpellet in 100 mL VE-Wasser resuspendiert. Nach dem finalen F&llungsschritt wird
das gesamte Prazipitat in 400 mL VE-Wasser resuspendiert.

9.6.4 Behandlung mit Tonmineralien

Die Produktlésung der Ethanolféallung wird mit Tonmineralien (Muster: EX M 1753, Clariant
AG) weiterbehandelt. Die Zusammensetzung der Tonmineralien ist batch-abhéngig. Die
durchschnittliche Zusammensetzung ist in Tabelle 9-15 ersichtlich. Zunachst werden 40 g
Tonmineralien in 200 mL 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7) unter rihren fur 1 h bei RT
equilibriert. Nachfolgend wird die Produktldsung hinzugegeben und unter riihren fir 3 h bei
RT inkubiert. Zuletzt werden die Tonmineralien durch Zentrifugation bei 4 °C, 4700 rpm flr
25 min abgetrennt. Die Behandlung mit Tonmineralien wird daraufhin ein zweites Mal

durchgefihrt.

Tabelle 9-15: Herstellerangaben fir die durchschnittliche Zusammensetzung von EX M 1753.

Bestandteil Anteil [%]
Siliciumdioxid (SiO2) 56,9
Magnesiumoxid (MgO) 22,7
Aluminiumoxid (Al203) 6,7
Eisen(lll)-oxid (Fe203) 2,3
Kaliumoxid (K20) 14
Calciumoxid (CaO) 1,0
Titan(IV)-oxid (TiO2) 0,6
Natriumoxid (Na20) 0,4
Verlust bei Trocknung 7,7
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9.6.5 Produktentsalzung mittels Cross Flow Diaultrafiltration

Zur Entsalzung wird die gesamte Produktlésung der Tonmineralienbehandlung zunachst
mittels Cross Flow Ultrafiltration und einer Filtrationsmembran mit einem MWCO von 5 kDa
(Sartoflow® Smart und Sartocon® Slice Hydrosart®, Sartorius Stedim Biotech GmbH) auf ein
Volumen von ca. 200 mL aufkonzentriert. Nachfolgend wird die Prozesslésung gegen VE-
Wasser dialysiert, bis eine konstante Konduktivitat von ca. 1,2 bis 2 mS cm? erreicht wird.
Die Produktlésung wird weiter auf ein Volumen von 50 mL aufkonzentriert und geerntet.
Nachfolgend wird das System zweimalig mit je 100 mL VE-Wasser gewaschen, sodass ein

finales Gesamtvolumen von ca. 250 mL Produktlésung vorliegt.

9.6.6 Produkttrocknung mittels Lyophilisation

Zur Abtrennung des Wassers und Trocknung von LC polySia wird die Produktldsung nach
Dia-Ultrafiltration in 50 mL-Zentrifugenréhrchen mit einem Volumen von ca. 25 mL aufgeteilt
und bei -80 °C fur mindestens 3 h eingefroren. Anschlieend wird das Produkt bis zur
vollstdndigen Trocknung in der Gefriertrocknungsanlage (Alpha 1-4 LSC, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH) bei -20 °C und 0,04 mbar lyophilisiert.

9.7 Methoden zur polySia avDP20 Produktion

9.7.1 Thermische Hydrolyse

Zur Produktion der biopharmazeutisch relevanten niedermolekularen polySia wird das
biotechnologisch produzierte, langkettige polySia thermisch hydrolysiert.

In der Charakterisierung des Hydrolyseverhaltens (Vergleich 7.1) wird LC polySia in einer
Konzentration 1gL? in VE-Wasser gelost und zu je 1 mL in MikroreaktionsgefaRen
aliquotiert. Die thermische Hydrolyse erfolgt im Thermocycler bei 65 bzw. 90 °C und wird zu
definierten Probenahmezeitpunkten terminiert.

In der Produktion und Fraktionierung von polySia avDP20 wird entsprechend der maximalen
Beladungsdichte der Membranadsorber LC polySia in 2 mL VE-Wasser gelost und fir
120 min bei 65 °C und 500 rpm im Thermocycler hydrolysiert (Vergleich 7.2).

9.7.2 Membranadsorber-basierte Fraktionierung mittels FPLC

In der Charakterisierung der Fraktionierungsperformance von Membranadsorbern
(Sartobind® Q, 3 mL, 8 mm, Sartorius Stedim Biotech GmbH) und FPLC (AKTA™ pure, GE
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Healthcare) zur Produktion der pharmazeutisch relevanten polySia avDP20 wurden

verschiedene  Gradienten  entwickelt und untersucht. Uber den gesamten
Fraktionierungsprozess wird die Flussrate des FPLC-Systems auf 5 mL min* gesetzt. In der
Fraktionierung werden 3x 3 mL Membranadsorber hintereinander gekoppelt und ergeben ein
Gesamt-Saulenvolumen von CV = 9 mL (CV, column volume). Zunéchst wird LC polySia
unter den in 9.7.1 beschriebenen Bedingungen thermisch hydrolysiert und in 3 CV 0,1 M
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (Puffer A) aufgenommen. AnschlieBend werden die
Membranadsorber mit 5 CV Puffer A equilibriert. Die Probenaufgabe erfolgt tGber den 150
mL-Loop. Nach Probenaufgabe wird der Membranadsorber mit 5 CV Puffer A gewaschen.
AnschlieRend wird die hydrolysierte polySia Uber unterschiedliche Gradientenprofile mit 1 M
Ammoniumhydrogencarbonat (Puffer B) eluiert. Die in dieser Arbeit untersuchten

Gradientenprofile sind in Tabelle 9-16 bis Tabelle 9-18 gezeigt.

Tabelle 9-16: 10 %-Stufengradient.

Volumen Fraktionsnr. Anteil Puffer B NHsHCO3

[CV] [n] [% (v/V)] [M]
5 1-5 0 0,1
5 6-10 10 0,19
5 11-15 20 0,28
5 16 — 20 30 0,37
5 21-25 40 0,46
5 26 — 30 50 0,55
5 31-35 60 0,64
5 36 -40 70 0,73
5 41 — 45 80 0,82

Tabelle 9-17: 2 %-Stufengradient.
Volumen Fraktionsnr. Anteil Puffer B NH4HCO3

[CV] [n] [% (v/v)] [M]
5 1-5 26 0,334
1 6 26 — 26,75 0,334 -0,341
1 7 26,75 - 27,49 0,341 - 0,347
1 8 27,49 — 28,24 0,347 — 0,354
1 9 28,24 — 28,99 0,354 - 0,361
1 10 28,99 — 29,74 0,361 - 0,368
1 11 29,74 - 30,48 0,368 - 0,374
1 12 30,48 — 31,23 0,374 -10,381
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1 13 31,23 -32 0,381 -0,388
5 14 -18 80 0,82

Tabelle 9-18: Dreistufengradient.

Volumen Fraktionsnr. Anteil Puffer B NH4HCO3
[CV] [n] [% (vIV)] [M]
5 1-5 20 0,28
8 6-13 28 0,352
5 14-18 80 0,82

9.8 Produktanalytik

9.8.1 Bestimmung der Endotoxinkonzentration

Zur Bestimmung der Endotoxinbelastung von biotechnologisch produzierter, langkettiger
polySia sowie polySia avDP20 wurden Proben mittels Endosafe®-Cartridge Reader und
Endosafe®-PTS™-System (Charles River Laboratories) untersucht. Getrocknete polySia-
Proben werden zunachst mit endotoxinfreien Wasser in einer Konzentration von 1 gL?
resuspendiert. Proben-Verdinnungen werden ebenfalls mit endotoxinfreien Wasser
vorgenommen. Zur Probenanalytik werden je 25 uL der Proben in die vier Vertiefungen der

Endotoxinkartuschen pipettiert.

9.8.2 Spektralphotometrische Bestimmung der DNA- und Proteinkonzentration

mittels NanoDrop™

Die Messung der DNA- und Proteinkonzentration im aufgereinigten Endprodukt erfolgt
spektralphotometrisch mittels NanoDrop™ (NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, Thermo
Fischer Scientific) bei einer Wellenlange von 260 nm. Das Gerat wird zunéchst mit VE-
Wasser kalibriert, sodass nachfolgend die Proben untersucht werden koénnen. Das

verwendete Volumen zur Kalibration und Probenanalytik betragt 5 uL.
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9.8.3 DMB-Probenderivatisierung

Zur Derivatisierung von polySia-Proben werden 50 pL der Proben und Referenzstandards in
ein Mikroreaktionsgefald pipettiert. Zur Probenderivatisierung werden zur Probe 80 pL frisch
angesetzter DMB-Reagenz (Tabelle 9-19), 80 puL 0,2 M Trifluoressigsaure (TFA) und 20 pL
VE-Wasser zugegeben. Der Reaktionsansatz wird unter Lichtausschluss fir 24 h bei 10 °C
und 500 rpm im Thermocycler inkubiert. Nachfolgend werden zur Terminierung der
Derivatisierungsreaktion 20 uL 1 M NaOH zugegeben. Die Proben werden filtriert (= 0,2 um)

und zur Messung in HPLC-Vials Uberfuhrt.

Tabelle 9-19: Zusammensetzung der DMB-Reagenz.

Substanz End-Konzentration Einwaage/ Menge
DMB 7 mM 1,6 mg
Natriumsulfit 12,5 mM 1,6 mg
B-Mercaptoethanol 80 mM 53,3 ul
VE-Wasser ad 1 mL

9.8.4 polySia-Kettenlangencharakterisierung mittels HPLC-FLD und -CAD

Die  polySia-Kettenlangencharakterisierung von DMB-derivatisierter Proben und
Referenzstandards (Vergleich 9.8.3) erfolgt mittels Fluoreszenzdetektion (RF-20A,
Shimadzu). Die polySia-Kettenlangencharakterisierung von nicht-derivatisierten Proben und
Standards erfolgt mittels CAD-Detektion (Corona® CAD® Detector, ESA Biosciences Inc.).
Fur die Messung der Proben wird die DNAPac™ PA-100 Saule (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Die Proben werden zundéchst filtriert (2 0,2 um) und zur Messung in HPLC-Vials
Uberfihrt. Die Konfigurationen der HPLC sind in Tabelle 9-20 und das Profil zur

Gradientenelution in Tabelle 9-21ersichtlich.

Tabelle 9-20: Konfiguration der HPLC zur polySia-Kettenlangencharakterisierung mittels FLD und CAD.

Betriebsparameter Einstellungen
Laufpuffer deionisiertes Wasser
Elutionspuffer 4 M Ammoniumacetat
Flussgeschwindigkeit 1 mL min?
Séaulentemperatur 30°C
Injektionsvolumen 25 pL

94



Material und Methoden

Tabelle 9-21: Gradientenprofil der HPLC zur polySia-Kettenlangencharakterisierung mittels FLD und CAD.

Zeit [min] Laufpuffer [%)] Elutionspuffer [%]
0 100 0
5 100 0
15 90 10
20 87 13
35 83 17
55 80 20
100 74 26
100,1 30 70
115 30 70
120 70 30
120,1 100
150 100

9.8.5 HPLC-CAD zur polySia-Quantifizierung

Zur Quantifizierung von polySia-Proben mittels HPLC wird die DNAPac™ PA-100 Saule
(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Proben werden zunéchst filtriert (s 0,2 um) und

zur Messung in HPLC-Vials uberfuihrt Die Konfigurationen der HPLC sind in Tabelle 9-22 und

das Profil zur Gradientenelution in Tabelle 9-23 ersichtlich.

Tabelle 9-22: Konfiguration der HPLC zur polySia-Quantifizierung mittels CAD.

Betriebsparameter

Einstellungen

Laufpuffer
Elutionspuffer
Flussgeschwindigkeit
Saulentemperatur

Injektionsvolumen

deionisiertes Wasser
4 M Ammoniumacetat
1 mL min*

30°C

25 pL
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Tabelle 9-23: Gradientenprofil der HPLC zur polySia-Quantifizierung mittels CAD.

Zeit [min] Laufpuffer [%)] Elutionspuffer [%]
0 100 0
5 100 0
51 99 1
12 99 1
20 74 26
20,1 30 70
35 30 70
35,1 100
66 100

9.8.6 H-und ¥*C-NMR-Spektroskopie

Zur Untersuchung der chemischen Struktur von polySia wurden die Proben in einer

Konzentration von 30 g L in Deuteriumoxid (D.0) gelost. Weitere Informationen lassen sich

dazu im Kapitel 7.1.3 finden.
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