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Zusammenfassung

Botulinum Toxin A findet Anwendung bei unterschiedlichen Indikationen (z. B. Tremor,
Faltenreduzierung etc.) beim Menschen. Dieser Wirkstoff (Active Pharmaceutical Ingredient,
API) wird biotechnologisch durch die anaerobe Kultivierung von Clostridium botulinum
hergestellt. Das Toxin ist eine Zink-abhangige Protease EC 3.4.24.69 und wirkt innerhalb von
Neuronen.

Die kommerzielle, biotechnologische Herstellung dieser Protease unterliegt prozessbedingten
Schwankungen. Diese Schwankungen fuhren zu Abweichungen der Produktkonzentration
zwischen unterschiedlichen Batchfermentationen.

In dieser Arbeit werden unterschiedliche EinflussgroRen als Ursache fir die beobachtete
Prozessvariabilitdt untersucht, identifiziert und charakterisiert. Es werden Hilfsmittel der
Quality by Design Initiative der Food and Drug Administration (FDA, amerikanische
Gesundheitsbehorde) verwendet, um die Prozessvariabilitdt zu reduzieren. Zu diesen
Hilfsmitteln gehtren die statistische Versuchsplanung sowie die Process Analytical
Technology (PAT, Prozessanalytik). Bei der Prozessanalytik wird in dieser Arbeit die mittlere
Infrarotspektroskopie (mIR) verwendet. Zur Auswertung und dem Vergleich von
unterschiedlichen Spektren kommt die multivariate Datenanalyse zum Einsatz (PCA,
Hauptkomponentenanalyse).

Es wurden zwei Haupteinflussfaktoren auf die Produktkonzentration und Variabilitat
identifiziert. Diese sind das Inokulum, welches zum Animpfen der Fermenter genutzt wird,
sowie das Fermentationsmedium selbst. Die Wachstumsphase, Zellmenge und Methode wie
das Inokulum in den Fermenter eingebracht wird, hat einen wesentlichen Einfluss auf die Hohe
der Produktkonzentration. Einen weiteren wesentlichen Einfluss auf die Produktkonzentration
zeigt das verwendete Fermentationsmedium. Die DoE Methodik identifiziert die Konzentration
der Kohlenstoff (C)-, Stickstoff (N)- und Vitaminquelle (V-) sowie die unterschiedlichen
Charge der N- und V-Quelle als wesentliche Einflussfaktoren auf die Toxinkonzentration. Es
konnte gezeigt werden, dass sich die V- und N-Quelle von Charge zu Charge unterscheiden und
dieser Unterschied zum Teil fir OOS Batche verantwortlich ist. Durch die Erstellung von
empirischen Fermentationsmodellen mithilfe von DoE konnen Fermentationsmedien
(Rohstoffchargen) die OOS Ergebnisse liefern, so eingesetzt werden, dass
spezifikationskonforme Produktkonzentrationen erzielt werden.

Durch mIR Spektroskopie und multivariate Datenanalyse ist es moglich eine Unterscheidung
zwischen Rohstoffklassen (V-/N-Quelle) und unterschiedlichen Chargen innerhalb einer Klasse

durchzufiihren.
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Abstract

Botulinum Toxin A is applied at different indications (e. g. Tremor, wrinkle reduction etc.) in
humans. This active pharmaceutical ingredient (API) is produced by anaerobic cultivation of
Clostridium botulinum. The toxin is a zinc dependent protease EC 3.4.24.69 and acts inside of
neurons.

The commercial biotechnological production process for this protease is subjected to
variability. This variability leads to deviations in product concentration between subsequent
batches.

In this work different influential parameters as source for the observed process variability will
be examined, identified and characterized. Certain tools from Food and Drug Administrations
(FDA) Quality by Design initiative will be used to minimize the observed process variability.
The herein included tools are Design of Experiments (DoE) and Process Analytical Technology
(PAT). The application of PAT will be conducted via middle infrared spectroscopy. To evaluate
and compare different spectra, multivariate data analysis is used (PCA, principal component
analysis)

Two major influential factors on product concentration and its variability were identified. The
first factor is the inocula used for inoculation of fermenters, the second is the fermentation
media itself. The growth phase, cell mass and method how the inocula is transferred into the
fermenter has a significant influence on the height of product concentration. Another significant
influence on the product concentration showed the utilized fermentation broth. The DoE
methodology identified the concentration of carbon (C)-, nitrogen (N)- and vitamin (V)- source
as well as different lots of N- and V- sources as significant parameters on the toxin
concentration. It could be shown, that the V- and N-Source differ from lot to lot and that this
difference can partial be hold accountable for OOS fermentations. Through empirical
fermentation models, derived from DoE methodology it became possible to use raw material
lots which originally lead to OOS fermentations, to create fermentation broths which had a
specification compliant outcome.

Middle infrared spectroscopy combined with multivariate data analysis allowed for
distinguishing between raw material classes (V-/N-Source) as well as discriminating between

different lots inside a raw material class.

Process Analytical Technology, Quality by Design, industrial enzyme production
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1. Einleitung

Botulinum Toxin A ist das zurzeit potenteste bekannte Nervengift. Es kann zu
Lahmungserscheinung der Muskulatur und in letzter Instanz zum Tod fihren (Botulismus). Der
Name Botulinum leitet sich vom lateinischen Wort botulus, Wurst ab, worin es im 19. Jhd.
entdeckt wurde. In unzureichend konserviertem Fleisch kann sich der Organismus Clostridium
botulinum vermehren und das Toxin synthetisieren.

Neben den zerstorerischen Eigenschaften weisen Botulinum Toxine auch einen therapeutischen
Nutzen auf und sind nicht mehr aus der Schulmedizin wegzudenken. Neben &sthetischen
Aspekten, zur Verringerung bzw. Vorbeugung von Gesichtsfalten, wird es auch bei
medizinischen Indikationen eingesetzt. So erhoht BoONT/A (Botulinum Neurotoxin A) z.B. die
Lebensqualitdt von Schlaganfallpatienten die unter einem Tremor der Gliedmalien leiden. Auch
eine krankhafte, iberméaRige Schweiliproduktion kann mit Botulinum Toxin behandelt werden.
Weiterhin wird BoNT/A u. a. bei Patienten mit multipler Sklerose eingesetzt. Diese Patienten
verlieren mit der Zeit die Fahigkeit sich zu bewegen. Dennoch kénnen durch VVerkrampfen der
Muskulatur Schmerzen auftreten, zu deren Linderung BoNT verabreicht wird um die

betreffenden Muskel zu relaxieren.

Die Herstellung des Toxins erfolgt durch diskontinuierliche (Batch), anaerobe Kultivierung des
Organismus auf komplexen Substraten. Diese Substrate, die zur Herstellung des
Fermentationsmediums verwendet werden, sind chemisch nicht definiert und werden durch
eine Hydrolyse von pro- und eukaryotischen Zellen gewonnen.

Nach der Fermentation liegt das Produkt (Toxin) extrazellular im Fermentationsmedium vor.
Durch eine mehrstufige Reinigung des Wertprodukts durch unterschiedliche chromatografische
Techniken (Downstream Processing, DSP) wird eine hochreine und aufkonzentrierte
Toxinlésung (API) erhalten. Das APl wird anschlieRend verdinnt und mit stabilisierenden

Substanzen zum Fertigprodukt formuliert.

Fur die Anwendung von APIs beim Menschen ist besondere Sorgfalt bei der Herstellung
vorgeschrieben. Die staatlichen Gesundheitsbehdrden verlangen eine liickenlose Uberwachung
sowie minimale Abweichung von qualitatsrelevanten Parametern des Herstellungsprozesses
zum Schutz der Patienten. Mit der kontinuierlichen Weiterentwicklung der Technik ergeben
sich neue Herausforderungen und Mdglichkeiten diese Prozesse noch sicherer und effizienter

zu gestalten.
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Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Erarbeitung eines optimierten Herstellungsprozesses. Der
optimierte Herstellungsprozess soll verringerte Produktkonzentrationsschwankungen besitzen.
Dazu werden unterschiedliche Methoden der Prozessanalyse (Process Analytical Technology,
PAT) sowie der Quality by Design Initiative der FDA angewendet (u. a. statistische
Versuchsplanung, DoE).

1.1  Zielstellung der Arbeit

Der Herstellungsprozess von Botulinum Neurotoxin A verwendet einen unmodifizierten, wenig
charakterisierten Wildtyp-Stamm und ist durch eine hohe natlrliche Variabilitdt in der
Produktkonzentration nach 72 h Batchfermentation gekennzeichnet.

Das Ziel dieser Arbeit ist die beobachtete Variabilitat zu beschreiben und Ursachen fur die
auftretende Variabilitat zu identifizieren. Im Anschluss erfolgt die Erarbeitung und Umsetzung
eines Konzepts wie die Produktvariabilitat verringert werden kann. Im betrachteten Zeitraum
von 2012 - 2015 kam es vermehrt zu starken Abweichungen der Produktkonzentrationen. Diese
lagen aulRerhalb der spezifizierten Grenzen des Prozesses (zu geringe Produktkonzentrationen,
OOS Batche). Es wird in dieser Arbeit untersucht, welche Faktoren zu diesen OOS Batchen
fuhrten und wie diese Faktoren beeinflusst werden kénnen, damit keine OOS Batche mehr

hergestellt werden.

2. Theoretische Vorbetrachtungen

2.1  Process Analytical Technology und Quality by Design (PAT/QbD) zur
Entwicklung von robusten Prozessen

Vor mehr als 70 Jahren begann die Prozessanalyse in der chemischen und petrochemischen
Industrie und fand daraufhin ihren Einzug in weitere Herstellungsprozesse. Heute ist sie
integraler Bestandteil in nahezu jedem Industriezweig. Durch die entwickelten Methoden und
zur Verfligung stehenden Analysegerédte werden kritische Parameter identifiziert, tberwacht
und hierdurch eine Prozessregelung ermdglicht. (Barkeev, 2005)

Die Process Analytical Technology (PAT) dient als Werkzeug zur Qualitatssicherung bei der
Herstellung von Produkten. Die Herstellung von Wirkstoffen (API) fur die parenterale
Anwendung am Menschen bedarf einer stringenten Uberwachung des Produktionsprozesses.
Die Aufsichtsbehorden (FDA, EMA und lokale Behorden) empfehlen daher den Einsatz von
PAT bei der biotechnologischen Herstellung von Wirkstoffen.

Quality by Design (QbD) ist dabei eine Evolutionsstufe in der Prozessanalyse. Es beschreibt

Methoden zur Planung und Implementierung von Qualitat in spezifische Produkte (Juran,
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1992). Dabei wird Qualitat abhangig von den relevanten Produkteigenschaften definiert und
spezifische Parameter zu deren Uberwachung abgeleitet. Ziel des QbD-Ansatzes ist es, ein
besseres und tieferes Verstandnis fur den ablaufenden Produktionsprozess zu erlangen. Durch
das vertiefte Prozessverstandnis kann eine geeignete Prozesssteuerung implementiert werden.
Aufgrund dessen kénnen Variabilitaten eingegrenzt und eine gleichbleibende Produktqualitét

und Quantitat gewahrleistet werden (Batch Konsistenz).

Im Jahr 2000 entschied sich die US-amerikanische Gesundheitsbehdrde FDA fiir einen
konzeptionell neuen Ansatz wie Arzneimittel entwickelt, zugelassen und hergestellt werden
sollten. Mit der im Jahr 2002 ausgerufenen Initiative ,,cGMP for the 21st century* biindelt die
FDA zusammen mit anderen Gesundheitsbehdrden (z.B. EMA-European Medicines Agency)
ihre Anstrengungen zur Erreichung der Ziele (Rathore & Winkle, 2009). Die von der FDA dazu
herausgegebenen Dokumente (US Food and Drug Administration, 2004, 2009) beschreiben die
Methodik wie Arzneimittel und Herstellungsprozesse entwickelt, hergestellt und Gberwacht
werden sollen. Dabei wird dem Hersteller, abhéngig von der Tiefe und Vollstandigkeit der
Ubermittelten Forschungsergebnisse, ein Freiraum eingerdaumt, innerhalb dessen er die
Prozessparameter variieren kann um entstehenden Abweichungen der Produktqualitét entgegen
zu wirken. Anstelle eines rigiden Betriebspunktes (eine feste Parameter-Einstellung) kénnen
durch die QbD Anwendung mehrere unterschiedliche Parametereinstellungen je nach Eignung
angewendet werden. So wird in Abhangigkeit der vorliegenden Ausgangsqualitit der Edukte
der Prozess so eingestellt (Begasungsrate, Temperatur usw.) um kontinuierlich eine

gleichbleibende Qualitat des Produkts zu gewdhrleisten.

Diese variablen Betriebspunkte des Prozesses werden vom sog. Design Space umschlossen
(Abb.1). Alle Prozessparameterkombinationen (auch Konzentrationsbereich von Edukten z.B.
5-155 gL't A, 10-50 g-L'! B) in diesem Design Space sind zulissig um eine gewiinschte
Produktqualitat zu erhalten. Der Control Space stellt eine gewdhnliche Standardparameter-
Kombination dar (z.B. 5 g'L! A, 10 g-L™? B). In Extremfillen, z.B. bei hoher Verunreinigung
von Edukt A, kénnen Parameterkombinationen innerhalb des Design Space gewéhlt werden,
die trotz der Verunreinigung von A das gleiche Ergebnis wie Edukte ohne Verunreinigung
ergeben. Da der Design Space eine bei den Aufsichtsbehdrden eingereichte und bewilligte
Sammlung an zul&ssigen Parameterkombination ist, wird das Arbeiten innerhalb dieses Design
Space nicht als Abweichung von den spezifizierten Prozessparametern angesehen (Satendra,
2011). Somit muss das etablierte Qualitdtsmanagement-System dieses Vorkommnis nicht als

Abweichung behandeln.
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Abb. 1: Darstellung des Design- und Control Space fiir 3 Parameter

Zur Evaluierung des Prozessverhaltens bei unterschiedlichen Parameterkombinationen ist die
statistische Versuchsplanung die Kernmethodik. Bei der Zulassung fiir Arzneimittel werden
Kriterien mit einer erlaubten Abweichung definiert, die fur eine erfolgreiche Herstellung des
Produktes sprechen (z. B. Konzentration an nicht reagiertem Edukt A im Fertigprodukt <.0,001
% (w/w)). Wenn bei der Herstellung ein oder mehrere solcher Kriterien nicht erfllt werden,
kann das API aus diesem Batch fiir den Verkauf gesperrt werden. Diese Abweichungen kénnen
gerade bei biotechnologisch hergestellten Produkten haufiger auftreten (Rathore & Winkle,
2009), da die Komplexitat und inh&rente Variabilitdt bei biologischen Prozessen (eingesetzte
Eduktqualitét, biologische Komponente etc.) oft groRer ist als bei rein chemischen Prozessen.
Das Office for Biotechnology Products (OBP) bestétigt, dass QbD fir biotechnologische
Produkte aus den oben genannten Griinden schwieriger zu implementieren ist als fuir chemische
Prozesse (Rathore & Winkle, 2009).

Das Ziel von QbD ist es, die Parameter zu identifizieren (CPP, critical process parameter), die
kritisch fiir die Produktqualitat sind (CQA, critical quality attributes, wie Reinheit, Identitat
usw.). Durch die Kenntnis der Wirkungsbeziehung zwischen CPP und CQA, kann der
Herstellungsprozess optimal durchlaufen werden. Es kann dadurch z.B. auf unterschiedliche
Qualitaten an Ausgangsstoffen reagiert werden. So ist unter anderem die erreichte
Produktkonzentration am Ende der Fermentation ein CQA. Ein entsprechender CPP ist z.B. die

ideale Kombination von unterschiedlichen Rohstoffchargen zur Herstellung des
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Fermentationsmediums. Dadurch wird das CQA durch Anderung des CPPs in einem

gewunschten Konzentrationsbereich gelenkt.

Neben den beeinflussenden Prozessparametern einer Fermentation ist auch die Uberwachung
des laufenden Prozesses von entscheidender Bedeutung (PAT). Dadurch kénnen friihzeitig
Abweichungen erkannt werden und es kann ggf. regulierend eingegriffen werden.

Die bevorzugten Sensoren fir eine Prozessiiberwachung sind Echtzeit-Sensoren (Barkeev,
2005), die Informationen zum Prozessverlauf unmittelbar bereitstellen. Viele Sensoren,
besonders spektroskopische Sensoren liefern innerhalb Kkiirzester Zeit eine grofle Menge an
Daten. Durch die Chemometrie werden diese nicht- oder nur schwer vom Menschen
interpretierbaren multivariaten Daten in eine verstdndliche und verwertbare Form uberflhrt.
Nur so ist es moglich, in Echtzeit kritische Prozessparameter zu tUberwachen, die anders nicht

zuganglich wéren (Barkeev, 2005).

Die zur Auswahl stehenden Methoden der PAT sind u.a. spektroskopische Verfahren (niIR,
mIR, Raman, Fluoreszenz und UV/Vis- Spektroskopie) in der in-, on- oder atline Betriebsweise.
Prinzipiell kdnnen jegliche Analysemethoden (Flussigkeitschromatografie, Abluftanalyse oder
z.B. Enzym-Assays usw.), die zu einem besseren Prozessverstandnis beitragen, genutzt werden.
Die inline Messung (direkt im Fermentationsmedium, am laufenden Prozess) von
charakteristischen Kenngroen wird aufgrund der schnellen Zugénglichkeit und der
kontinuierlichen Verfugbarkeit der Messwerte jedoch bevorzugt. So ist es moglich, in Echtzeit
die ablaufenden Prozesse zu beobachten und darauf Einfluss zu nehmen. Beim ersten
Anzeichen einer Abweichung vom vorgegeben Fermentationsprofil (charakteristische
Entwicklung von Schlisselparametern), kann versucht werden, den Prozess in seine zuldssigen

oder zukiinftigen Grenzen zu navigieren.

Der QbD/PAT-Ansatz soll auch dazu verhelfen, dass bei der Herstellung der Arzneistoffe
moglichst effektiv und dadurch kosteneinsparend produziert werden kann. Der erhohte
analytische Aufwand flhrt zu einem tieferen Prozessverstdndnis und dient einer erhohten
Produkt- und damit Patientensicherheit. Ein weiterer Vorteil des QbD-Ansatzes ist, dass
Produkte in Echtzeit zum Verkauf freigegeben werden kénnen (parametrische Freigabe). Eine
Verzogerung der Freigabe durch eine ausstehende Freigabeanalytik und dadurch bedingte

Lagerhaltung entfallt bei einer vollstdndigen QbD Implementierung.
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2.2  Problembeschreibung des Botulium Toxin Produktions-Prozesses

Bei der Fermentation wvon Clostridium botulinum werden unterschiedlich hohe
Produktkonzentrationen nach 72 h Fermentation zwischen Batchen erhalten. Die Reduzierung
dieser schwankenden Endproduktkonzentration im Fermentationsmedium ist Gegenstand
dieser Arbeit. Dazu werden mogliche Einflussfaktoren auf diese Variabilitdt des
biotechnologischen API-Herstellungsprozesses von Botulinum Neurotoxin A (BoNT/A)
untersucht. Der spezifizierte, zugelassene Konzentrationsbereich liegt bei 3,5 + 2 pgml™
Produkt. Die Toxinkonzentration variiert in den historischen Daten (Kulturliberstand nach 72h
Fermentation) zwischen verschiedenen Ansatzen zum Teil so stark, dass der zul&ssige
Konzentrationsbereich unter- aber auch tberschritten wird. (OOS). Das API aus Batchen, die
nicht die spezifizierte Produktkonzentration liefern, kann nicht zur Herstellung von
Fertigprodukten verwendet werden. Diese Variabilitat in der Produktkonzentration ist fiir einen
ungeregelten Wildtyp-Prozess nicht uniblich (Bradshaw, Dineen, Maks, & Johnson, 2004),
man ist jedoch bestrebt sie moglichst zu beherrschen und zu reduzieren, wie es fur einen

pharmazeutischen Prozess gefordert wird.

Der Herstellungsprozess verwendet einen unmodifizierten, wenig charakterisierten Wildtyp-
Stamm der u. U. die beobachtete Konzentrationsvariabilitat verursacht. Durch den Einsatz von
QbD/PAT soll eine Vertiefung des Prozess-Verstandnisses erreicht und die beschriebene
Prozess-Variabilitat reduziert werden. Das erhohte Prozess-Verstandnis starkt das Vertrauen in

den zugelassenen Prozess — auch seitens der Aufsichtsbehdrden.

Alle Bestandteile des Prozesses mussen charakteristische Merkmale besitzen um ein definiertes
Ergebnis zu erzielen. Zu diesen Prozessbestandteilen gehtrt neben den Parametern der
Fermentation (Temperatur, Begasung etc.) auch das eingesetzte Fermentationsmedium und das
Inokulum. So missen zundchst die Prozessbestandteile identifiziert werden, die einen
signifikanten Einfluss auf die Produktkonzentration ausiiben. Im Anschluss muss Wissen iber
das Zusammenspiel der identifizierten Prozessbestandteile erlangt werden. Das erlangte und
vertiefte Prozessverstandnis ermdglicht es, Aussagen Uber den weiteren Prozessverlauf bei
einem gegebenen Ausgangspunkt (z.B. Rohstoffqualitat) zu treffen. Dadurch entsteht die
Moglichkeit, z.B. anschlieRende Verfahrens- bzw. Prozessschritte (downstreaming) besser zu

planen.
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Ein weiteres, durch den QbD/PAT-Ansatz verfolgtes Ziel ist es, schon am Anfang des
Downstreamprozesses einen mdglichst fixen und stabilen Ausgangspunkt zu schaffen. Dazu
zahlt eine gleichbleibende Toxinkonzentration im Fermenteriiberstand zwischen
unterschiedlichen Batchen. Dieser stabile Ausgangspunkt liefert die Grundlage fir stabile

Toxinkonzentrationen nach den jeweiligen Aufarbeitungsschritten.

2.3  Produkt

2.3.1 Struktur

Botulinum Toxin des Serotypes A (Zink-abhéngige Endopeptidase EC 3.4.24.69) ist das
Produkt des Herstellungsprozesses. Die proteinogenen Toxine der Spezies Clostridium
botulinum umfassen acht Serotypen (A-G). Botulinum Toxin A ist derzeit das potenteste
bekannte Gift mit einem LDso intravends von 0,2 ng-kg™.

Der native Komplex besteht aus dem Toxin (150 kDa) und assoziiertem nicht-toxischen-nicht-
Hé&magglutinin (NTNH) und H&magglutinienen unterschiedlicher Molekiilmassen (L. Zhang,
Lin, Li, & Aoki, 2003). Diese Komplexproteine schiitzen das Toxin vor der sauren Hydrolyse
und dem proteolytischen Verdau nach oraler Aufnahme, sodass es auf dem nattrlichen Weg
zum eigentlichen Wirkort, den peripheren Nervenzellen, nicht abgebaut wird. Weiter dienen
die verschiedenen Komponenten der Komplexproteine als Adhesin, um sich an die Mikrovilli
des Darms zu heften und somit das Toxin in den Blutkreislauf zu schleusen. (Nakamura et al.,
2007, Bradshaw, Dineen, Maks, & Johnson, 2004)

Die Abbildung 2 zeigt die Struktur des 150 kDa Neurotoxins. Die Bindungsdomane (rot, 50
kDa) dient der Kopplung des Toxins an die Gangliosiden und den Toxinrezeptor SV2 von
Nervenzellmembranen und aktiviert die Endozytose des Toxins in die Nervenzelle. Die
Translokationsdoméne (griin, 50 kDa) formt einen Kanal in die phospholipid-Doppelschicht
des endozytierten Vesikels, durch die die proteolytische Doméne (blau, 50 kDa~“Leichte
Kette*) nach Spaltung der Disulfidbriicke ins synaptische Zytosol gelangt. (Turton, Chaddock,
& Acharya, 2002)
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Abb. 2: Struktur von Botulinum Toxin A, modifiziert, rot-Bindungsdomande, grin-
Translokationsdoméne, blau-Protease (Lacy, Tepp, Cohen, DasGupta, & Stevens, 1998)

2.3.2 Wirkmechanismus

Nach Internalisierung des Toxins ins synaptische Zytosol wirkt die Toxin-Protease spezifisch
an SNARE-Proteinen (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor,
SNAP25, VAMP, Syntaxin). Diese SNARE Proteine dienen der Fusion von biologischen
Membranen, es fusionieren Vesikel beladen mit Acetylcholin (Botenstoff) mit der
prasynaptischen Membran der Nervenzelle Uber SNARE Proteine. Nach der Fusionierung
erfolgt die Exozytose des Acetylcholins und damit die Signaliibertragung von der Nervenzelle
an den Muskel. Durch die proteolytische Spaltung der SNARE-Proteine (abhéngig vom
Serotyp) durch das Toxin kann kein Vesikel mehr mit der Nervenzellmembran fusionieren. Die
Ausschittung von Acetylcholin in die neuromuskulare Endplatte wird dadurch unterbunden

und somit die Reizweiterleitung und Muskelkontraktion verhindert (Turton et al., 2002).

2.3.3 Biosynthese und Freisetzung

Das Toxin wird zunéchst in seiner inaktiven Form als einzelstrangige Polypeptidekette vom
Mikroorganismus synthetisiert, beginnend in der spaten exponentiellen Wachstumsphase.
Zusammen mit den parallel exprimierten Komplexproteinen besitzt der native Toxinkomplex
fiir Botulinum Toxin A eine GréRe von ca. 900 kDa. Der Mechanismus der Freisetzung ist noch
nicht vollstdndig aufgeklart. Das am weitesten akzeptierte Modell ist das der Autolyse. Nach

dem Verbrauch der Medienbestandteile geht die Kultur nach der stationdren Phase in eine
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Lysephase tber. Dabei wird die Zellwand abgebaut und die in der Zelle befindlichen Stoffe
werden in das Medium freigesetzt. Eine weitere diskutierte Theorie ist die der Zellwand-
,Schuppung* (Call, Cooke, & Miller, 1995). Bei dieser bindet sich das Toxinmolekil an die
innere Zellwand. Beim Wachsen der Zelle muss sich die Zellwand vergréfRern. So wandern die
einst an der inneren Membran gebunden Molekule durch  kontinuierliche
,Zellwandausstiilpungen nach auf3en.

Nach der Freisetzung erfolgt die Aktivierung der Polypeptideinzelkette bei proteolytischen
Stammen durch eine organismeneigene Protease (L. Dekleva & Dasgupta, 1989). Die
proteolytische Aktivierung erfolgt durch Exzision eines 10 Aminosédurereste umfassenden
Peptids durch eine Trypsin-dhnliche, clostridien-eigene Protease und der Ausbildung einer
Disulfidbriicke welche die leichte (Toxin-Protease) mit der schweren Kette (Bindungs- und
Translokationsdoméne) verbindet (Abb.3). (Call, Cooke, & Miller, 1995, Dasgupta &
Sugiyama, 1976, Melling, Hambleton, & Shone, 1988)

proteolytische S

Spaltung

v

Polypeptide Einzelkette aktive zweikettige Form

Abb. 3: proteolytische Prozesssierung der Polypeptideinzelkette zum aktiven Toxin, nach Melling
et al., 1988

Das von der Merz Pharma hergestellte Toxin beinhaltet ausschlielich das reine Neurotoxin,
die 50 kDa leichte Kette (Abb. 2, blau) mit Zink-abhéngiger Proteaseaktivitit sowie die 100
kDa schwere Kette (Abb. 2 griin und rot) Gber die das Toxinmolekil von der Nervenzelle durch
Endozytose aufgenommen wird. Beide Ketten sind Uber eine Disulfidbriicke miteinander
verknipft. Die Abtrennung der Komplexproteine erfolgt durch die Downstream Prozessierung,

da sie fir die parenterale Administration nicht notwendig sind.

2.4  Organismus
Zur Herstellung von Botulinum Toxin A wird der Mikroorganismus Clostridium botulinum
(Cb) ATCC 3502 eingesetzt. Die Abbildung 4 zeigt seine relative Einordnung in die Gruppe
der Clostridien. Durch 16s RNA Sequenzierung wird eine Unterscheidung von Cb alleinig
aufgrund der Expression bestimmter Toxin-Serotypen nicht mehr durchgefiihrt. So besitzen die
Organismen der Gruppe | (proteolytische Cbh, Serotypen A, B, F, in Abb. 4 nicht naher
spezifiziert) eine Sequenzhomologie zwischen 99,6-100 %. Weiterhin zeigt die Toxin-
Aminosauresequenz-Homologie von 70 % fur die leichte Kette und 60 % fur die schwere Kette
eine hohe Ahnlichkeit mit dem Tetanus Toxin (Gough, Karplus, Hughey, & Chothia, 2001).
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Dieser Sachverhalt illustriert, dass, obwohl vergleichsweise wenig Literatur zu Cb 3502
existiert, sich u. U. die zur Verfugung stehende Literatur fir die hier erwéhnten Organismen
aufgrund der hohen strukturellen Homologie zunutze gemacht werden kann, um grundlegende

Organismeneigenschaften zu beschreiben.

100/99/100_— Clostridium botulinum A strain ATCC 3502
Clostridium botulinum F strain Langeland
100/88/88 | Uz77787- Clqsfridium teta(ri
Clostridium kluyveri
100/97/100 Clostridium acetobutylicum

Clostridium beijerinckii
100/94/99 100/97/100 Clostridium perfringens ATCC 131247
1 100/100/94 L Clostridium perfringens SM101
Clostridium perfringens 13

Clostridium phytofermentans
| Clostridium difficile
100/59/100 ‘Alkaliphilus oremlandii

100/96/100 ‘Alkaliphilus metalliredigens’
Clostridium thermocellum
Caldicellulosiruptor saccharolyticus
Thermoanaerobacter pseudethanolicus
Thermoanaerobacter tengcongensis
Symbiobacterium thermophilum
Desulfitobacterium hafniense

79/60/99

100/55/100

700780799 Syntrophomonas wolfei
100/51/- Moorella thermoacetica
81/-/- Carboxydothermus hydrogenoformans
99/73/85 ‘Desulfotomaculum reducens’
100/99/100 f Ureaplasma parvum
Mycoplasma mycoides

100/93/93 Lactobacillus johnsonii
100/96/62 l__{ Staphylococcus aureus
100/99/100

Bacillus subtilis
Mycobacterium tuberculosis
Streptomyces coelicolor

Abb. 4: phylogenetische Einordnung von Clostridium botulinum ATCC 3502 aus Gupta & Gao, 2009,
modifiziert. Die dargestellten Zahlenwerte beschreiben das MaR fir die Ahnlichkeit (100-sehr dhnlich,
1- nicht ahnlich), berechnet durch 3 verschiedene Algorithmen

Das hier verwendete gram-positive Bakterium gehort zur Gruppe 1 und somit zu den
proteolytischen Toxinbildnern. Das heif3t, dass der Mikroorganismus Proteasen sezerniert, um
sich Nahrungsquellen zu erschlieBen. Somit folgt er einem saprophytischen Lebensstil. Neben
einer Vielzahl von Genen, die flir Enzyme eines extensiven Aminosauremetabolismus
kodieren, besitzt der Organismus einen Abbauweg fir Chitin, welches eine Besonderheit
darstellt.

Als stabchenformiger, Endosporen bildender Vertreter der Clostridiaceae sind die Toxin-
Serotypen A, B, E und F humanpathogen und der Verursacher des potentiell fatalen Botulismus.
Das Genom besitzt eine GroRRe von 3,89Mb mit einem GC-Gehalt von lediglich ca. 28 %. Der
uberwiegende Anteil der Virulenzfaktoren (Toxin Gene usw.) liegt kodiert auf den
Chromosomen vor. Wichtige Gene fiir die Replikation liegen kodiert auf einem Plasmid (z.B.
alpha-Untereinheit der DNA Polymerase 111). Die Plasmid-kodierten Gene besitzen ebenso wie
das chromosomale Genom einen geringen GC-Gehalt und zeigen dadurch, dass dieses Genom
konserviert ist. (Shukla & Sharma, 2005)
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2.4.1 Regulation der Toxinsynthese

Die Toxinexpression des Organismus erfolgt durch ein fein abgestimmtes Netzwerk
enzymatischer Reaktionen. Dabei ist nur sehr wenig uber die Stimuli bekannt, die eine
Toxinexpression begunstigen oder auslosen. Es wird ein gemeinsamer molekularer
Mechanismus fiir die Synthese von Toxinen in der Gruppe der Clostridien vermutet (Connan,
Deneve, Mazuet, & Popoff, 2013).

Bei der Regulation der Toxinsynthese sind derzeit finf EinflussgroRen bekannt. Das
Regulationsnetzwerk beinhaltet die Einfliisse aus dem Environom, Zwei-Komponentensysteme
(TCS), Quorum Sensing Mechanismen, alternativen Sigma Faktor sowie small regulatory
RNAs (sRNA). Das Zusammenwirken dieser Mechanismen ist jedoch nicht vollstandig
aufgeklart. Weiterhin ist auch nicht bekannt, welche Stoffe oder Umwelteinflisse direkt auf
diese Mechanismen wirken. (Connan et al., 2013)

Die Abbildung 5 zeigt schematisch das Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren welche auf
die Zellen wirken, die dann wiederum organismenspezifisch auf diese Stimuli reagieren. Es ist
fir eine Fermentationscharakterisierung notwendig, signifikante Eingangssignale zu
identifizieren und diese zu der entsprechenden Zellantwort zu korrelieren. So ist der
beobachtete Phanotyp der Kultur das Resultat von Wechselwirkungen des Organismus mit

seiner Umwelt und mit der Gesamtpopulation.

Signal Wahrnehmung
und Weiterleitung

Signalverabeitung

Zellpopulation: Signalverarbeitung Systemantwort:

Eingangssignal
S

Einzelzelle i Phenotyp, Wachstumsmuster,
,T\ Produkt Expression, Metabolom

Environom:

- extrazellulare Stimuli:
z.B. Nahrungsquellen,
Stressfaktoren

‘1' Quorum Sensing

> Zellpopulation

Abb. 5: vereinfachte schematische Ubersicht iiber das Stimuli-Reaktionsnetzwerk bedingt durch das
Environom
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Environom

Unter dem Environom versteht man jegliche von auflen auf den Organismus wirkende
Einflisse, wie Osmolaritat, pH-Wert, Verfligbarkeit von N&hrstoffen, Temperatur usw.
(Deckwer, Hempel, Zeng, & Jahn, 2006).

Zwei-Komponenten-Systeme (TCS)

Die TCS Systeme eines Organismus dienen der Wahrnehmung seiner Umwelt. Ein typisches
TCS besteht aus einem Response Regulator (RR) und einer Sensor Histidin Kinase (SHK), die
extrazelluldare Stimuli wahrnehmen und die Zelle dadurch in die Lage versetzen auf
Umwelteinflusse zu reagieren. In Connan et al, 2012 wurden mehrere Zwei-
Komponentensysteme (TCS) identifiziert. Durch Ausschalten dieser spezifischen TCS in
entsprechenden Mutanten von C. botulinum konnte eine verringerte Toxinkonzentration
nachgewiesen werden. Es ist wichtig jene Signalmolekule zu identifizieren, die auf diese TCS

reagieren um somit auf die Toxinproduktion Einfluss zu nehmen (Z. Zhang et al., 2013).

Quorum-Sensing

Beim Quorum Sensing werden abhéngig von der Populationsdichte der Kultur spezifische
Sensor Histidin Kinasen aktiviert (TCS), die dann weitere zelluldre Veradnderungen bewirken
(Antunes, Ferreira, Buckner, & Finlay, 2010).

In der Veroffentlichung von Zhao et al (Zhao, Montville, & Schaffner, 2006) wurden fiir C.
botulinum 56 A erste eindeutige Hinweise auf ein Quorum Sensing System nachgewiesen. ES
konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass eine inter-Spezies-Kommunikation stattfindet.

In 2010 zeigte Cooksley (Cooksley, Davis, Winzer, Weng, et al., 2010), dass C. botulinum
ATCC 3502 Uber das gut untersuchte S. aureus AGR Quorum Sensing System verfligt, welches
auch die Toxinregulation in C. perfringens kontrolliert. Mittels eines transmembranen Proteins
(ArgB) wird ein selbstinduzierendes Peptid (AIP) in das umgebende Medium abgegeben. Dabei
wird angenommen, dass die Konzentration des AIP ein Signal fur die Zelle darstellt, das bei
Uberschreiten einer Grenzkonzentration die gesamte Kultur beeinflusst und so zu einer
abgestimmten Zellantwort flihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des AIP in der
spaten exponentiellen Phase stattfindet und mit Eintreten in die stationédre Phase wieder geringer
wurde (wie auch in S. aureus). In knockout Mutanten von AgrD konnte gezeigt werden, dass
die Toxinkonzentration signifikant reduziert war. (Cooksley, Davis, Winzer, Chan, et al., 2010;
Dupuy, Govind, Antunes, & Matamouros, 2008; Ohtani et al., 2009) Somit kann u. U. eine
spektroskopische  Konzentrationsverfolgung dieser Molekille zur  mechanistischen

Prozessbeschreibung genutzt werden (Batch Trajektorien). Aus dem hier beschriebenen
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Verhalten (Quorumsensing) zeigt sich, dass die Populationsdichte bzw. die AIP-Konzentration

signifikante Einflussfaktoren auf die Toxinkonzentration sind.

Alternativer Sigmafaktor

Sigmafaktoren sind RNA Polymerase-Untereinheiten, die die RNA Polymerase
Promotorspezifitat &ndern. Das Produkt des Gens botR/A (alternativer Sigma 70 Faktor) ist ein
22 kDa groRes Protein. Fiir botR wird ein pleiotropischer Effekt postuliert. Eine Uberexpression
von botR fiihrt zu einer erhohten mRNA Konzentration von bont/A und somit auch an Produkt
BoNT/A (Toxin). Eine Antisense Inhibierung von botR/A hat den gegenteiligen Effekt und
flihrt weiter zu einer Reduzierung unterschiedlicher Enzyme, Transporter usw. (Connan et al.,
2013; Marvaud et al., 1998; Raffestin, Dupuy, Marvaud, & Popoff, 2005)

Die Produkte bont/A und botR/A werden in der Ubergangsphase von exponentieller zur
stationdren Phase Uberexprimiert (Faktor 100), im Vergleich zur exponentiellen Phase.
(Couesnon, Raffestin, & Popoff, 2006). Die héchste Toxinkonzentration wird 24 h nach
Inokulation erreicht. Dies ist 12 h nach der maximalen Genexpression von bont/A (hdchsten
Produkt RNA Konzentration) (Couesnon et al., 2006).

regulatorische RNAs

In den letzten Jahren riickten immer mehr small regulatory RNAs (SRNA) in den Fokus der
Forschung uber regulatorische Netzwerke (Venkataramanan et al., 2013). In Cb wurden mehr
als 200 putative SRNAs identifiziert (Chen, Indurthi, Jones, & Papoutsakis, 2011).

Diese RNAs sind nicht kodierend, kénnen jedoch die Stabilitat kodierender RNAs beeinflussen
oder auch als antisense RNA fungieren. SRNAs beeinflussen zum Beispiel den Metabolismus
(Schwefel-und Aminoséuremetabolismus (Even et al., 2008; Mraheil et al., 2010), Virulenz,
Membran- und Eisenhomeostase sowie Quorum Sensing (Papenfort & Vogel, 2014).

Auch Riboswitche (Untergruppe von sRNAs) reagieren auf sich andernde intrazellulére
Konzentrationen von Metaboliten und Metallionen. Dabei ist die Glukosehomeostase ein
wichtiger Faktor, da gesteigerte intrazelluldre Konzentrationen an Phosphatzuckern (z.B. G6P)
MRNAs destabilisieren konnen. sRNAs dienen der posttranskriptionellen Verkniipfung
zwischen Metabolismus und Virulenz (Papenfort & Vogel, 2014).

Dies zeigt, dass die Beobachtung des Metaboloms (auch Transkriptom) eine Schliisselmethode
in der Uberwachung von Bioprozessen darstellt. Das Medium, welches zur Kultivierung des
Organismus genutzt wird, wirkt direkt auf das Metabolom und hat dadurch einen signifikanten

Einfluss auf das Prozessergebnis.
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2.4.2 Zellmetabolismus und dufRere Faktoren, die die Toxinkonzentration
beeinflussen

Clostridium botulinum (Cb) wéchst optimal bei einem pH-Wert zwischen 5-7 und einer
Glukosekonzentration von 0-1 % (w/w) in komplexen Medien wéhrend der Fermentation.
Dabei ist fiir Cb Glukose eine VVoraussetzung fiir hohe Toxinkonzentrationen. Durch das Fehlen
von Kohlenhydraten im Medium reduzierte sich die BONT Konzentration um einen Faktor
zwischen 100-1000.
Ein niedrigerer pH-Wert reduziert die proteolytische Enzymaktivitat um den Faktor 5-500
(Montville, 1983) und flihrt zu einer geringeren Produktkonzentration. Es konnte eine Variation
in der Toxinkonzentration beobachtet werden, die u.U. durch Medienunterschiede verursacht
wurden (Siegel & Metzger, 1979, 1980). Das Begasen mit CO. hat keine negativen
Auswirkungen auf C. botulinum ATCC 3502. Bei einer CO2 Konzentration von 10 % (v/v)
wurde jedoch die héchste Wachstumsrate erreicht.
Die Toxinexpression ist wachstumsphasenabhangig und zeigt spezifische Toxin-Genaktivitaten
in der spaten exponentiellen Kulturphase (Artin et al., 2010). Es wird postuliert, dass die
Toxinsynthese in Clostridien stark durch Nahrstoffe und Umwelteinflisse reguliert wird.
Bei der Herstellung von Botulinum Toxin treten variable Toxinkonzentrationen auf, obwohl
samtliche bekannten Prozessparameter auf einem konstanten Wert gehalten werden. So
berichtet Johnson (Johnson & Bradshaw, 2001), dass unterschiedliche Chargen des gleichen
komplexen Fermentationsmediums unterschiedliche Toxinkonzentrationen lieferten. Dieses
Phanomen, der unzureichenden Batch-zu-Batch-Konsistenz, wurde auch fir andere
Clostridientoxine beobachtet. (Bonventre & Kempe, 1959; Bradshaw et al., 2004; Grossowicz,
Kindler, & Mager, 1956; Johnson & Bradshaw, 2001; Patterson-Curtis & Johnson, 1992;
Schantz & Johnson, 1992; Whitmer & Johnson, 1988)
Dabei wird vermutet, dass Aminosdauren und Peptide die Haupteinflussfaktoren auf die
Toxinexpression sind (Bradshaw et al., 2004; Latham et al., 1961; Miller & Mueller, 1956;
Porfirio et al., 1997).
Das Genom von ATCC 3502 kodiert fur eine Vielzahl von Metalloproteasen und Peptidasen
mit N-terminaler Signalsequenz. Dies ist ein Indiz fir extrazelluldr sezernierte Proteasen. Die
von der Zelle bendtigte Energie in Form von ATP kommt bei C. botulinum zum tGberwiegenden
Teil aus dem Aminosduremetabolismus, bzw. dem proteolytischem Verdau von Proteinen
(Bader, Rauschenbach, & Simon, 1982; Sebaihia et al., 2007). Hierbei dient eine Aminoséure
(AS) als Elektronendonor und eine andere als Elektronenakzeptor (Stickland Reaktion). Die

bevorzugten Aminosduren zur Energiegewinnung fur ATCC 3502 sind Prolin, Glycin,
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Phenylalanin und Leucin (Sebaihia et al., 2007). Die Stickstoff-/ Kohlenstoffkonzentration hat
einen Einfluss auf die Toxinexpression (Johnson & Bradshaw, 2001). Dabei flhrt ein
Uberschuss an Arginin und Tryptophan zu einer reduzierten Toxin- expression.

C. botulinum verfugt Gber den vollstandigen Embden-Meyerhoff-Parnas-Weg (Glykolyse),
jedoch nicht Gber einen vollstandigen Krebszyklus (Trikarbonsdurezyklus) und ist in der Lage
Acetat, Butyrat, Butanol und Ethanol zu produzieren (Azidogenese und Solvatogenese)
(Sebaihia et al., 2007). Dabei wird Glukose hauptsachlich durch die Glykolyse metabolisiert,
(Serotypen A) mit Laktat als weiteren Metaboliten (Simmons, & Costilow, 1962). Die
Zuckerphosphorelierung erfolgt durch das Phosphoenolpyruvate (PEP)-abhéngige
Phosphotransferasesystems (PTS). Dabei reguliert das PTS eine Vielzahl von Genexpressionen,
so auch die Kohlenstoffkatabolit-Repression, welche auf die Proteinexpression des Produkts
wirkt (You et al., 2013).

Die Toxinproduktion in C. difficile (hoch artverwandt mit Cb, vgl. Abb. 4) héngt stark von den
Medienbestandteilen ab. So erhthen schwefelhaltige Aminosauren, Butyrat, Butanol, Arginin,
Glutamin, Carbonat und geringe Konzentrationen an Biotin die Toxinexpression (Connan et
al., 2013; Karlsson, Burman, & Akerlund, 2008; Yamakawa, Karasawa, Ohta, & Nakamura,
1998). Cystein und Prolin blockieren in C. difficile die Toxinexpression, wodurch Enzyme flr
die Energiegewinnung hochreguliert werden (Karlsson et al., 2008). Die Verbindung zwischen
Krebszyklus (Energiegewinnung) und Aminoséure/ Kohlenstoffmetabolismus besitzt somit
einen Einfluss auf die Toxinexpression.

Bei der Toxinexpression (C. difficile) sind ATP generierende Enzyme im Butyrat/Succinate
Stoffwechselweg hochreguliert. Die Toxingene sind zusétzlich durch einen Faktor kontrolliert,
der auf den Né&hrstoffgehalt des Mediums reagiert. Das Stickstoffregulon CodY ist ein Sensor
fiir den intrazellularen Energiegehalt. Weiterhin wurde beobachtet, dass Isoleucin, nicht jedoch
Cystein die Toxinexpression auslost. Die Aminosauren Glutamat/Glutamin besitzen eine
Schlisselrolle, da sie den N- mit dem C-Stoffwechsel verkniipfen. Eine verbrauchter
Aminosaurepool stell ein putatives Signal fiir die Toxinexpression dar (Karlsson et al., 2008).

Es wurde keine Laktatdehydrogenase-Aktivitat in Cb nachgewiesen (Montville, 1983;
Simmons, & Costilow, 1962). Danach ist es unwahrscheinlich, dass Laktat zu Pyruvate und
umgekehrt reduziert/ oxidiert wird. Somit kann Laktat oder Pyruvat mitunter essentiell fur den
Organismus sein und eine ausreichend vorhandene Konzentration dieser Stoffe die
Fermentation beeinflusst. In Typ E Cb sind die bevorzugten C-Quellen: Glukose > Butyrate >
Acetat > Pyruvat und die Addition von Cholin, Acetycholin, Lecethin sowie N,N-

Diemethylethanolamin flhrt zu gutem Zellwachstum (Gullmar & Molin, 1967). Somit kann
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u.U. eine Supplementierung mit einer der oben genannten Stoffe dazu beitragen, die
Produktkonzentration soweit zu steigern, dass keine OOS Batche mehr aufgrund zu geringer

Toxinkonzentrationen hergestellt werden.

In ATCC 3502 (W. Zhang, Ma, Zang, Song, & Liu, 2011) sowie in C. diffizile (Karlsson et al.,
2008) ist Eisen und dessen Regulation ein wichtiger Parameter zur Steuerung und Induktion
der Virulenz. Das Fur Regulon ist fir die Eisenhomeostase verantwortlich. Eine zu hohe
Eisenkonzentration fiihrt zu einer autokatalysierten Entstehung von Sauerstoffradikalen und
kann fatal fur die Zelle sein. Besonders fur anaerobe Organismen, da diese meist Uber eine
begrenzte Anzahl von Sauerstoffentgiftungsmechanismen verfligen (Dismutasen etc.).

Dagegen wirkt eine zu geringe Eisenkonzentration negativ auf die Replikation.
Metabolite als spektroskopisch detektierbare Markersubstanzen

Eine Vielzahl von Clostridien produzieren wahrend der Fermentation organische Sauren. In
Typ A Cb konnte mittels gaschromatographischer Analysen Acetat, Propionat, iso-Butyrat,
Butyrat, iso-Valerat, iso-Caproat, Succinat, Phenylessigsdure und Hydrophenylessigsdure
nachgewiesen werden (Elsden & Hilton, 1978; Moss, Hatheway, Lambert, & Mccroskey, 1980;
Emeruwa & Hawirko, 1974). Die Konzentrationen der einzelnen Analyte waren abhéngig von
der Wachstumsphase, dem Medium und den Kulturbedingungen. Die sezernierte
Pyruvatkonzentration blieb bei diesen Versuchen konstant bei 2 mM. Somit sind extrazellulére
Metabolite aufgrund ihrer geringen Konzentrationen u.U. nur schwer oder gar nicht mIR
spektroskopisch zu detektieren.

Die Gruppe | der proteolytischen Bakterien von C. botulinum sind die 2. Organismen (neben L.
lactis) von derzeit allen sequenzierten Genomen, die fiir eine N°-(Carboxyethyl) Ornithin
Synthase kodieren. Dieses Enzym kondensiert Pyruvat mit Ornithine und Lysin, wobei anstelle
von Pyruvat noch 7 weitere a-Ketosduren als Substrat dienen kdnnen und so ein spezifisches
und einzigartiges sekretorisches Aminosaureprofil entstehen kann (Thompson, Hill, Smith, &
Pikis, 2010). Dadurch kann eine chromatografische Analyse dieser AS Konzentrationen bzw.
dieser  spezifischen  Kondensationsprodukte  weitere interessante  Marker  zur

Prozesscharakterisierung liefern.
Toxinfreisetzung

Es zeigen sich widerspriichliche Ergebnisse Uber den Mechanismus der Produktfreisetzung in

der Literatur. Unterschiedliche Autoren berichten von und gegen die Notwendigkeit einer
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Zelllyse. So zeigen Brizzo et. al (Briozzo, Lagarde, Chirife, & Parada, 1983) dass niedrige
Toxinkonzentrationen bei konstant gehaltenem pH-Wert erreicht werden, sowie dass eine
Zelllyse, ausgeldst von niedrigen pH-Werten, zur Produktfreisetzung notwendig ist. Hingegen
berichtet Siegel et. al (Siegel & Metzger, 1979, 1980) dass eine Zelllyse flr eine maximale
BoNT Konzentration nicht notwendig ist. Als eine weitere Mdglichkeit der Freisetzung des
Toxins ist die Diffusion durch die Zellwand erwahnt.

Medienbestandteile werden bei der Kultivierung verbraucht und es kommt dadurch zur
Autolyse der Zellen. Die Autolyse wird durch ein zelleigenes Lysesystem hervorgerufen und
nicht durch das Absinken des pH-Wertes wahrend der Fermentation (Bonventre & Kempe,
1959). Das intrazelluldre Toxin wird durch die Autolyse der Zellen verstérkt in das umgebene
Medium freigesetzt.

Es ist belegt, dass eine Proteaseprozessierung des Toxins notwendig ist, um dessen vollstandige
Aktivitat zu erreichen. Es wird vermutet, dass diese Prozessierung (,nicking*-Exzision eines 10
AS Restes aus der Einzelstrang-Polypeptidkette) und Disulfidverbriickung extrazellular bzw.
wahrend des Toxinexports erfolgen mussen, da im Zytoplasma reduzierende Bedingungen
herrschen und die Disulfidverbriickung eines oxidierenden Milieus bedarf (Johnson &
Bradshaw, 2001). Das Redoxpotential ist somit entscheidend fur die Herstellung von aktivem
Neurotoxin.

Im Fermentationsmedium befindet sich Natriumthioglycolat, um anaerobe Bedingungen zu
schaffen. So zeigte Kaufmann, dass Thioglycolate das Redoxpotential absenkt und dass mit
langeren Autoklavierzeiten des Fermentationsmediums das Redoxpotential immer weiter sank
(Kaufmann & Marshall, 1965). Ein geringes Redoxpotential zeigte in dieser Studie eine
verkirzte Lag-Phase. Ebenso wurde festgestellt, dass eine Autoreduktion des Mediums bei der
Kultivierung von Cb 62a einen Einfluss auf die Kultur hat. Hier wurde ein ideales
Redoxpotential von 156mV bei einem pH-Wert von 6,2 ermittelt. Je langer ein Medium
autoklaviert wurde (18-30min), desto besser konnte dieses das Wachstum der Kultur

unterstitzen.

2.5  Statistische Versuchsplanung/ Design of Experiments (DoE)

Zur ldentifikation von EinflussgroRen (Faktoren) auf ein beobachtetes System wird die
statistische Versuchsplanung genutzt. Durch die systematische Anderung von Faktoren wird
der Effekt auf eine gewahlte ZielgroRe (Systemantwort), z.B. die Konzentration eines
bestimmten Stoffes, beobachtet und kann dann dieser gednderten EinflussgroRe (z.B. Faktor

Stoffkonzentration) zugeordnet werden. Die statistische Versuchsplanung (DoE) beschéftigt
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sich damit aus einer minimalen Anzahl an Versuchen ein Maximum an Informationen zu
gewinnen (Montgomery, 2001). Diese Informationen werden in einem empirischen
mathematischen Modell zusammengefasst (Regression).

Es gibt kontrollierbare und nicht kontrollierbare Faktoren und verschiedene Systemantworten
(Produktkonzentration, Zelldichte etc., Abb. 6). Zu den kontrollierbaren Faktoren zahlen z.B.
die Stoffkonzentration, Inkubationstemperatur oder der pH-Wert. Zu den nicht kontrollierbaren
Faktoren zahlt meist z.B. der Luftdruck oder die Jahreszeit (Montgomery, 2001).

kontrollierbare

Einflussgrofien z.B.: ZielgrofBen z.B.:
pH-Wert Wertstoffkonzentration A
Temperatur Biomasse
Medienbestandteile beobachtetes System z.B.: Organismus A Aktivitat

Inkubationsdauer Nebenprodukte

unkontrollierbare
Einflussgrofien z.B.:

uayosneneIadssajy
Ja[yeJuswN[oA
assnJuI MU

ssn[juiaIolejuatLIadx g

Abb. 6: vereinfachte schematische Darstellung eines Versuchssystems mit Einfluss-, Stor- und
ZielgroRen

Die DoE Methodik liefert einfache visuell zu inspizierende mathematische Modelle einer
Ursache-Wirkungsbeziehung mit einer minimalen Anzahl an durchzufiihrenden Experimenten.
Dabei kdnnen Systemantworten (Effekte) beobachtet werden, die mit keiner anderen derzeit
vorhandenen Methode in Erfahrung gebracht werden kdnnen.

Beim DoE gibt es eine Vielzahl von Versuchsplanen, die zur Bearbeitung von unterschiedlichen
Problemstellungen bestimmte Vor- und Nachteile besitzen (Screeningplane, Mischungspléne,
voll-und teilfaktorielle Plane usw.), (Gemperline, 2006; Montgomery, 2001).

Ein vollfaktorieller Versuchsplan (VFV) biete das beste statistische (orthogonal, balanciert und
rotierbar) Verhalten sowie den hdchsten Informationsgehalt. Es wird jede mdgliche
Kombination von Faktoreinstellungen untersucht. Aufgrund dieser Kombinatorik steigt die
Versuchsanzahl, abhéngig von der Anzahl der untersuchten Faktoren und gewinschten
Levelzahl, schnell stark an. Fiir z. B. zwei Konzentrationsstufen (Level 5 und 10 g-L'!) und 3
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Faktoren (Konzentration des Bestandteils A, B, C) ergeben sich nach Gleichung 2a bei einem
vollfaktoriellen Versuchsplan 8 Experimente. Bei 3 Faktoren auf drei Level steigt die Anzahl
auf 27 Einzelexperimente (Gl. 2b).
Nversucne = 2" (Gl.22)
Nversucne = 3" (Gl.2b)

Innerhalb der gewahlten Faktorengrenzen (Design Space) wird ein generalisiertes Verhalten
des untersuchten Systems (Kombination aus Faktoren und Level) durch das mathematische
Modell beschrieben.

Die Abbildung 7 zeigt einen zentral zusammengesetzten Versuchsplan (central composite
design, CCD) Versuchsplan, bestehend aus den Eckpunkten eines Kérpers (Wirfel) sowie eines
zentrierten Sterns. Flr 2 Faktoren (n) ist der Versuchsplan eine Flache, flr 3 Faktoren ein
Korper und fur n > 3 ein Hyperkubus bei dem eine grafische Darstellung nicht mehr méglich
ist. Der CCD fir 3 Faktoren besteht aus einem vollfaktoriellen Plan (Eckpunkte des Wirfels),
sowie einem Stern, dessen Versuchspunkte tiber den eigentlichen Versuchsraum hinausgehen.
Die axialen Sternpunkte (+a) erweitern das Versuchsgebiet iiber die Extrempunkte des Korpers
hinaus und lassen so eine Beurteilung des umliegenden Gebiets zu. Jede EinstellgroRe wird auf
5 Stufen (Faktorauspragung/Level) wahrend des Versuchs uberprift. Die beiden Einstellung -
1, +1 aus dem Wiirfel, dem Mittelpunkt O sowie die beiden Extremwerte —a, +a aus dem Stern.
Fur einen CCD ergeben sich insgesamt 15 Versuche. Somit reduziert ein CCD Versuch die
Versuchsanzahl um nahezu die Haélfte bei einer gleichbleibenden Aussagefahigkeit und

Modelgiite im Vergleich zu z.B. 3 Planen.

* ]
- @

o \
2
s}
&
= >
3] -

g ~ L
O/ _1 - EO“GQ&

Qw-n"""-r—-,_,,_”_”_w +1 . Q‘)\{\&\\f"
Einﬂussgrc‘iﬁe I e

o

Abb. 7: grafische Darstellung eines zentral zusammengesetzten Versuchsplans fir 3 Einflussgrofien
(Faktoren) mit 2 Stufen (Level) flr jede Einflussgrofie
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Die Orthogonalitét von statistischen Versuchsplanen ist entscheidend dafiir, dass jeder Effekt
der Einzelfaktoren auf die Zielgrolle sowie hoéhere Wechselwirkungen (Effekte auf die
ZielgroBe durch Kombination zwischen Faktoren) unabhdngig von den ubrigen Faktoren
bestimmt werden kdnnen. Weiterhin ist der CCD balanciert, d.h. alle Versuchspunkte haben
das gleiche Gewicht bei der Berechnung der Effekte auf die ZielgroRe. DoE Pléne sind
rotationssymmetrisch, damit die GroRe des fir die Effekte bestimmten Vertrauensintervalls
nicht vom Winkel der Betrachtung des Korpers abhdngen, sondern alleinig vom Abstand zum
Mittelpunkt. Durch die finf untersuchten Level kann der beobachtete Effekt auf Linearitat
Uberprift werden. Es sind mehr als zwei Level notwendig um zu erkennen, ob ein beobachteter
Effekt auf die ZielgroRe linear oder nichtlinear (z.B. quadratisch verlduft). Bei einer
Levelanzahl von zwei wie bei vollfaktoriellen Planen kann keine Aussage dartiber getroffen
werden wie die Systemantwort zwischen den beiden Punkten ausfallt. Dazu bedarf es
mindestens eines 3. Punktes um ein nichtlineares Verhalten, eine Krimmung der Geraden zu
beobachten. Vollfaktorielle Plane konnen einen 3. Zentrumspunkt erhalten. Bei drei
untersuchten Faktoren ergibt sich fir einen VFV mit drei Level nach Gleichung 2.b eine
wesentlich hdhere Versuchsanzahl als bei CCD Versuchen mit fiinf Level.

Weiterhin wird der Versuchsmittelpunkt zur Bestimmung der Prazision, bzw. der allgemeinen
Versuchsvarianz verwendet, indem dass er mindestens als Triplikat randomisiert tber den
gesamten Versuchsplan durchgefuhrt wird.

Die statistische Versuchsplanung ermdglicht somit eine kontinuierliche, rationale und
methodisch Uberlegende Untersuchung von Einflussgrofien auf ZielgroRen zum Zweck eines

vollstdndigen Prozessverstandnisses im betrachteten Versuchsgebiet.

2.6  Mittlere Infrarot Spektroskopie (mIRS)

Viele verschiedene chemische Verbindungen absorbieren Strahlungsenergie. Die mittlere
Infrarotspektroskopie beschaftigt sich mit Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
elektromagnetischer Strahlung (Licht) im Bereich von 2500-25000 nm bzw. 4.000-400 cm™
(Wellenzahlen) auf Molekile. Das dabei erhaltene IR Spektrum stellt die absorbierten
Strahlungsintensitaten tber den betreffenden Wellenlangen (Wellenzahlen) dar und liefert
abhangig vom Analyten eine charakteristische Intensitatsverteilung. (Smith, 2011)

Die Molekulstruktur und insbesondere die funktionellen Gruppen bestimmen die Peakposition
der Absorption im Spektrum. Die Peakhdhe, bzw. Absorptionsstirke kann zur quantitativen
Bestimmung von Substanzen genutzt werden. Das Gesetz von Lambert-Beer beschreibt die

Abhangigkeit der Analytkonzentration c¢ bei durchstrahlter Schichtdicke L, mit dem analyt-
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spezifischen Extinktionskoeffizient € zur absorbierten Strahlung A bei einer spezifischen
Wellenlange (GI1.3). Die gemessene Absorbanz ist somit proportional zur Analytkonzentration.
Die Peakhthe sowie die Peakflache (A) in einem Spektrum ist ein direktes Mal3 fir die
Stoffkonzentration (c). Es sind Analytkonzentration bei der mIR-Messung von ca. 0,1 % (w/w)

bzw. 1g-L firr ein gutes Signal zu Rauschverhaltnis (S/N) empfehlenswert.

lg (‘—0) =A=elc (G1.3)

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der mIR Spektroskopie sind die um den Faktor 10 geringeren
Anschaffungskosten im Vergleich zu anderen Analysegeraten (z.B. GC/LC-MS Systeme). Die
wesentlichen Nachteile der mIR Spektroskopie liegen in der Schwierigkeit der Peakzuordnung
und Peak-Uberlagerungen bei Stoffgemischen, sowie der vergleichsweise hohen bendétigten
Analytkonzentration. Auferdem konnen keine monoatomischen sowie homoatomischen
Dinukleare wie z.B. O detektiert werden. Das IR aktive Molekll muss tber einen Dipol
verfligen (polare Atombindung). So zeigt z.B. H.O und CO> ein sehr starkes oft storendes

Signal im mIR Absorptionsspektrum.

2.7  Multivariate Datenanalyse/Chemometrie

Die Chemometrie ist ein interdisziplindres Fachgebiet, das sich mit der Analyse von
chemischen und/oder physikalischen Daten - oft in mehrdimensionaler (multivariater)
Auspragung- beschaftigt. Dabei werden unterschiedliche mathematische Methoden sowie
statistische Prinzipien genutzt, um explorativ eine latente Information oder Zusammenhange
zwischen Variablen zu identifizieren, die sonst aufgrund der Datenkomplexitét
(Dimensionalitat) meist unerkannt bleiben.

Die Informationsextraktion wird durch die Reduzierung der Datendimensionalitat erreicht,
ohne einen wesentlichen Verlust von relevanten Informationen zu verursachen. Eine weit
verbreitete Methode hierflr ist die Hauptkomponentenanalyse (PCA- principal component
analysis). Bei der Hauptkomponentenanalyse wird ein realer Messwert in einen kiinstlichen
Score- und Loadingwert umgerechnet. Der Score- und Loading-Wert des Messwerts wird im
Score- und Loadingplot entlang der Hauptkomponenten abgetragen. Die Hauptkomponenten
(HK, PC) sind in silico gebildete abstrakte Variablen (reale Variablen wie Beschleunigung,
Masse, daraus abstrakte Variable z.B. Kraft F= a-m). Die erste HK ist die abstrakte Variable
bei der die grofiten Unterschiede der realen Messwerte beobachtet werden. In den
darauffolgenden HK nehmen die beobachteten Unterschiede (Varianz) der Messwerte
subsequent ab. Durch die korrekte Wahl der Anzahl der Hauptkomponenten kdnnen

Messrauschen sowie redundante Informationen aus den Beobachtungen entfernt werden. Die
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dargestellten Daten beinhalten dann nur noch die wesentlichen Informationen aus den
Messdaten. (Jolliffe, 2002)

Fir jedes betrachtete mIR Spektrum (Intensitaten bei 4000-400 cm™) wird ein Scorewert und
eine Vielzahl an Loadingwerten berechnet. Somit entspricht ein gesamtes mIR Spektrum einem
einzigen Punkt innerhalb des Score-Plots. Der geometrische Abstand zwischen zwei
betrachteten Scorewerten - Punkten im Score-Plot, ist ein MaR fur die Ahnlichkeit der
enthaltenden Informationen. Scorewerte die nahe beieinander liegen haben ein dhnlicheres
Spektrum als Scorewerte die weiter entfernt von einander liegen.

Der Loadingsplot ist eine grafische Reprasentation der betrachteten Hauptkomponente (der
abstrakten Variablen) und dient dessen néheren Beschreibung dieser.

Die Hauptkomponenten sind orthogonal und varianzmaximierend. Das heil3t, dass die
Informationen, die entlang der Hauptkomponente 1 (HK 1) aufgetragen sind, nicht in anderen
HK vorkommen (orthogonal) und dass der Informationsgehalt von HK 1 nach HK, abnimmt.
Somit ist jede weitere HK unkorreliert mit der vorausgehenden bzw. liegt mathematisch
betrachtet rechtwinklig (orthogonal) zur vorhergehenden HK. Dies gilt fir die urspriinglichen
Variablen nicht, da hier linear abhéngige, redundante Informationen vorliegen.

Eine Hauptkomponente der PCA représentiert oft eine Vermischung unterschiedlicher Effekte
und die Bestimmung eines reinen Effekts wird dadurch oft verhindert. Es kann zwar angegeben
werden, welche spektralen Bereiche des Rohspektrums relevant fiir die einzelnen
Hauptkomponenten sind, aber eine kausale Interpretation ist meistens nicht méglich.

Eines der Ziele der multivariaten Datenanalyse im Anwendungsbereich von PAT und QbD
besteht darin, einen eher unspezifischen Echtzeitanalysator in einen spezifischen zu
verwandeln, um anhand der so durchgefiihrten Analytik Aussagen (ber den bevorstehenden
Prozessverlauf machen zu kdnnen. (Barkeev, 2005)

Einer der wichtigsten Punkte bei jeder Datenanalyse ist die Qualitat der Daten. Diese Datengute
hangt in erster Linie von der Qualitdt des verwendeten Messgerates als auch den
Messparametern und Messaufbau ab. Eine Datenvorverarbeitung kann bestehende
Unterschiede in den Spektren betonen und so besser herausarbeiten, sowie bei der Messung
unvermeidliche Phanomene kompensieren (Basisliniendrift usw.), dies ersetzt jedoch nicht eine
ausreichende Qualitat der Rohdaten (Barkeev, 2005).

3. Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien fur die Analytik waren analytischer Reinheit und wurden von
Sigma Aldrich (St. Louis, USA) bzw. VWR International (Radnor, USA) bezogen. Das
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Fermentationsmedium bestand aus zwei komplexen und einem chemisch definierten Anteil.
Der komplexe Anteil besteht aus einem Hydrolysat welcher als Vitamin-Quelle (V-Quelle) und
Stickstoffquelle (N-Quelle) dient. Fur die V- und die N-Quelle kamen in dieser Arbeit

unterschiedliche Chargen zum Einsatz.

Chargen der komplexen Bestandteile

Vitaminquelle Stickstoffquelle
(Hersteller Chargen Nr.) | (Hersteller Chargen Nr.)

V1 (8169160) N1 (8044434)
V2 (1186281) N2 (1243184)
V3 (3021050) N3 (2103105)
V4 (3267131) N4 (2164396)

N5 (4090306)
N6 (3154413)

Die Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mittels Microsoft Excel 2003, (Microsoft Inc,
Albuquerque, USA) mit dem Add on RealStatistics (www.real-statistics.com, Stand Mérz
2016). Die Erstellung und Auswertung von DoE Versuchsplénen erfolgte durch UnscramblerX
(Camo Inc., Oslo, Schweden) sowie DesignExpert (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA). Zur
Erstellung von Hauptkomponentenanalysen (PCA) wurde UnscramblerX sowie Matlab mit der

PLS_Toolbox (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, USA) verwendet.

3.1 5L Batchfermentation von Clostridium botulinum

Die Abbildung 8 zeigt schematisch den Prozess zur Herstellung von Botulinum Toxin Aim 5 L
Malstab. Dieser orientiert sich an dem von Melling et al. (Melling et al., 1988; Schantz &
Johnson, 1992) beschriebenen Prozess. Die Schritte bis zur Fermentation beinhalten das
Upstreaming vom Cryovial bis zur IC 2 Vorkultur, welche zur Inokulation des Bioreaktors
genutzt wird.

Aus einer in der Gasphase von flissigem Stickstoff gelagerten Zellbank von Clostridium
botulinum ATCC 3502, wurde eine Vorkultur mit komplexem Fermentationsmedium (C-, N-
und V-Quelle mit 10,0; 10,0 und 30 g-L!) angesetzt. Dazu werden 450 pl Zellbank Aliquot in
10 ml Medium suspendiert. Nach 24 h Inkubation wird das Zellmaterial weiter expandiert. Dazu
wird das Medium mit unterschiedlichen VVolumina aus der vorhergehenden Kulturstufe beimpft

und fir weitere 24 h inkubiert. Nach ca. 150 h Upstreaming wird die optische Dichte der
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Vorkultur (siehe 3.4) bestimmt und das Volumen zum Animpfen der Hauptkultur mit

Gleichung 8 berechnet.

ODso11, Hauptversuch’Volumenyauptversuch
Volumengnanme ic2 = (GI. 8)

ODjcz,ist

Das berechnete Volumen aus der IC2 Vorkultur wird in sterile Zentrifugenbecher tberfuhrt und
bei 25°C, 10000 x g fir 5 min. zentrifugiert. Das Biomassepellet wird in 50 ml
Fermentationsmedium resuspendiert und der Bioreaktor damit inokuliert.

Das Fermentationsmedium wird bei 121°C fur 15 min. autoklaviert und die separat sterilisierte
C-Quelle in einer Konzentration von 10 g-L hinzugegeben. Die Inkubation der Hauptkultur
erfolgt bei 33,5°C ohne pH-Wert Regelung. Nach ca. 80 h ist die Fermentation beendet und
eine finale Probe wird genommen. Diese Probe wird bei 4°C fur 10 min. bei 10000 x g
zentrifugiert und der Uberstand bis zur Analyse bei 4°C gelagert. Aus dieser Probe werden die
Parameter Toxinkonzentration und C-Quellenkonzentration bestimmt und dienen dem

Vergleich zwischen den verschiedenen Kultivierungen.

WCB vial from cryoculture

i—» iﬁ storage [N

Initial culture 1  Initial culture 2

\_Y_)’

Preculture

Produktion Fermentation, 1x20L

Abb. 8: schematische Darstellung des Upstreamings und der Fermentation im Technikums- und
Produktionsmafstabs
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Die GMP konforme Herstellung von BoNT/A erfolgt in eigens dafiir vorgesehenen
Raumlichkeiten mit dezidierten Anlagen und Materialien. Die Experimente fur diese Arbeit
wurden auf F&E Anlagen im Biotechnikum durchgefiihrt. Die Fermentationszeiten, Volumina,
verwendete Gerate und Materialien, Temperaturen, usw. sind fur die Produktion und das
Technikum identisch. Im Technikum erhélt jeder Reaktor nach Standardverfahren (nach Master
Batch Record, MBR) 400 ml IC2 Kultur zur Inokulation, dabei werden jeweils 2 Fermenter aus
der gleichen 1C2 Kulturflasche angeimpft. In der Produktion wird der Inhalt beider Flaschen
zur Inokulation des 20L Fermenters genutzt. Die in dieser Arbeit verwendete, angepasste
Inokulationsmethode (Pelletmethode) verwendet statt einem festen VVolumen der IC2 Vorkultur
(400 ml) ein Biomassepellet. Die 1C2 Vorkulturflussigkeit wird nicht mit in den Fermenter

Ubertragen- alleinig das Biomassepellet wird transferiert.

3.2 Statistische Versuchsplanung

Bei der statistischen Versuchsplanung werden die Fermentationsmedium- Zusammensetzungen
an C-, V- und N-Quelle/Charge variiert und die dadurch erreichte HoOhe der
Produktkonzentration verglichen. Fir diese Versuche erfolgt das Upstreaming wie unter 3.1
beschrieben. Die Hauptfermentation wird anders als unter 3.1 in 50 ml Reaktionsgefalien aus
Polypropylen durchgefuhrt. Das Arbeitsvolumen betragt 30 ml. Die Inkubation der
Reaktionsanatze erfolgt bei 33,5 °C im Brutschrank fiir 72h. Die Kombination der einzelnen
Medienbestandteile wird durch einen DoE Versuchsplan (siehe Anhang) bestimmt. Dieser
Versuchsplan wird mithilfe des Programms UnscramblerX aufgestellt. Es werden 20 %-ige
Stammldsungen der Medienbestandteile (C-, N- und V-Quelle) hergestellt. Anhand des
erstellten Versuchsplans werden unterschiedliche Volumina dieser Stammldsungen in die
Reaktionsansatze pipettiert. Anschlie3end erfolgt die Sterilisation des Mediums bei 121 °C fir
15 min. Nach Temperierung der Reaktionsandtze auf 33,5 °C erfolgt die Inokulation der

Ansatze aus der IC2 Vorkultur.

3.3  Analytik

Die Toxinanalytik wurde mittels Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA) von Merz
Pharma, Potsdam, Deutschland durchgefiihrt.

Die optische Dichte der Kulturen wurde extern mittels UV/Vis Spektroskopie bei 578nm
ermittelt (Helios Gamma, Thermo Scientific, Waldborn, Deutschland). Bei Absorptionswerten
groRer 0,5 erfolgte eine entsprechende Verdinnung der Probe mit physiologischer
Kochsalzlsung. Die Messung der Probe erfolgte gegen phys. Kochsalzlosung als Nullwert

(Blank). Die OD-Werte ergeben sich aus der Differenz von Messwert und Blank.
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Die Analytik des Fermenteriberstandes auf organische Sauren erfolgte durch
lonenausschlusschromatografie (Rezex ROH, 150 x7,8 mm mit Vorsdule, Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland). Die isokratische Trennung wurde mit einem Volumenstrom von
0,6 ml-min* bei 25°C durchgefiihrt. Als mobile Phase wurde 0,05 N H2SO4 verwendet.
Die  Methodenentwicklung und  Auswahl der stationdaren Phase flir die
lonenausschlusschromatografie erfolgte auf einem UHPLC System, Ultimate 3000 (Thermo
Scientific, Waldborn, Deutschland) mit einem online Laufmittelentgaser, quaternarer
Laufmittelpumpe, Autosampler, Sdulenofen und Festwellenlangen UV/Vis Detektor. Die
Detektion der Analyte erfolgte bei 210 nm.
Die LC-MS, LC-MS-MS sowie GC-MS Analysen wurden extern durchgefuhrt (Analytical
Services, Aachen, Deutschland).
Die Messung der Glukoskonzentration in den V- und N-Quellen der unterschiedlichen
Rohstoffchargen erfolgte automatisiert mittels Glukoseoxidase/Peroxidase Test (YSI 2300, YSI
Inc. Yellow Springs, USA). Dazu wurden 10 %-ige Losungen (w/w) der V- und N-Quelle
hergestellt und diese vermessen.
Fur die Messung von reduzierenden Zuckern wurden 3 ml DNS Reagenz mit 3 ml Probe
gemischt und bei 90°C im Wasserbad fur 15 min. inkubiert. Im Anschluss wurde 1 ml 40 %-
ige (w/v) Kalium-Natrium-Tartratlésung dazugegeben und die Proben auf Eis gelagert. Die
Absorption wurde bei 575 nm gemessen. VVon den Messwerten wurde der Wert des Blindwerts
(3 ml Wasser) abgezogen.

DNS Reagenz

Substanz Konzentration [g-L]
Dinitrosalicylsaure 10,0
Phenol 2,0
Natriumsulfit 0,5
Natriumhydroxid 10,0
ad. 1L WFI

Die Konzentration der reduzierenden Zucker wurde als Glukoseédquivalente berechnet. Dazu
wurde eine Kalibration mit Glukosestandards erstellt. Es wurden 18 %-ige (w/v) Lésungen der
Rohstoffe unterschiedlicher Chargen (Proben) hergestellt und dies unverdinnt gemessen. Die

Messwerte befanden sich in der Mitte der Kalibrierfunktion.
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Konz. Glukoseiquivalente [g-L™]
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Abb. 9: Kalibrierfunktion, Auftragung der Glukosekonzentration tber der optischen Dichte

3.4 mIR Spektroskopie

Die mIR Messung von Feststoffen erfolgte mittels Diamant-ATR-Kristall im Bereich von 600-
4000 cm™. Der ATR Kristall wurde mit dem Probenfeststoff vollstandig bedeckt und durch
einen Sporn auf den Kristall gedriickt. Fur eine Rohstoffprobe wurden 128 Spektren innerhalb
von 3,5 min. mit 4 nm Auflésung mit einem Nicolet IS 5 FTIR (Thermo Scientific, Waldborn,
Deutschland) aufgenommen. Die dargestellten Spektren sind Mittelwertspektren aus diesen 128
Einzelmessungen. Der ATR Messaufsatz wurde mit 30ml-min™ Stickstoff mit einer Reinheit
von 99,9999 Vol% beginnend einen Tag vor der Messung gespult (H20 < 0,5 ppm-mol, CO2<
0,1 ppm-mol). Zusétzlich wurde der geréteinterne Algorithmus der automatischen
Atmosphéarenkompensation verwendet. Dadurch wird die Darstellung von Wasserdampf und
CO2 Banden im Spektrum minimiert. Das Gerét wurde zur Basislinienstabilisierung 1 Tag vor
der Messung eingeschaltet.

4. Ergebnisse und Diskussion

Die Konzentration des bei der Merz Pharma GmbH hergestellten Botulinum Toxin A nach 72h
Fermentation schwankt teilweise Gber den spezifizierten Bereich von 3,5 + 2,0 pg-ml™ hinaus.
Ziel dieser Arbeit ist es die Ursachen fiir die beobachtete Prozessvariabilitdat in der
Toxinkonzentration zu finden sowie Malinahmen zu entwickeln um auf diese Ursachen Einfluss
nehmen zu koénnen. Verschiedene Faktoren werden auf ihre Auswirkungen hinsichtlich der
Toxinkonzentration untersucht und Méglichkeiten zu deren Uberwachung und Anderung

getestet. So soll es durch rechtzeitig erkannte Abweichungen von idealen Prozessbedingungen
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maoglich werden, Variationen in der Toxinkonzentration zu verringern und aufRerhalb der
Spezifikation liegende Batchergebnisse zu verhindern.

Die Fermentation zur Herstellung des Toxins wird nicht geregelt. Es werden unterschiedliche
Stoffstrome im Fermenter miteinander kombiniert und fur 72 h inkubiert. Da wahrend der
Fermentation kein Einfluss auf die Kultivierung durch andere Prozessparameter (Begasung,
Rihrung, Feed etc.) genommen wird, ist die beobachtete Variabilitat der Toxinkonzentration
ein Resultat der Eigenschaften der kombinierten Stoffstrome. Zu den im Fermenter
zusammengebrachten Stoffstromen zahlen die Fermentationsmediumbestandteile sowie das
Inokulum.

Es werden Methoden des ,,Quality by Design® (QbD) und der ,,Process Analytical Technology*
(PAT) genutzt, um Einflussfaktoren auf die Toxinkonzentration zu identifizieren. Durch
entsprechende Anpassung dieser Faktoren kann mehr Prozesskontrolle ausgetibt werden. Zu
den Methoden des QbD gehort die statistische Versuchsplanung. Sie wird zur
Prozessbeschreibung verwendet und liefert ein empirisches Ursache-Wirkungsmodel. Durch
Interpretation dieser Modelle kénnen Malinahmen abgeleitet werden wie ein optimaler Prozess
durchzufiihren ist. Zur Uberwachung und Analyse der Fermentationsmedium-Rohstoffe wird
die Spektroskopie angewendet. Die Spektroskopie ist das Mittel der Wahl beim PAT. Durch
spektroskopische Methoden ist es in kirzester Zeit moglich, charakteristische chemische
Eigenschaften einer Probe zu messen. Durch die Auswertung der spektroskopischen Daten
mithilfe multivariater Analysemethoden ist es mdglich, die spektroskopischen Daten der
unterschiedlichen Proben miteinander zu vergleichen und wichtige Informationen zu
extrahieren.

Durch die Anwendung der Erkenntnisse, die auf Grundlage von QbD/PAT Methoden erarbeitet
wurden, sollen Schwankungen in der Produktkonzentration verringert werden. Anschlielend
ist es moglich die spezifizierten Prozessgrenzen enger zu definieren. Mit dem erlangten

vertieften Prozessverstandnis geht eine Optimierung der Prozessbeherrschung einher.

4.1 Beschreibung der Variabilitat der Toxinkonzentration und deren Ursachen

Die Herstellung des Toxins erfolgt bei der Merz Pharma GmbH & Co. KGaA (im fFolgendem
als Merz bezeichnet) im Produktionsmalf3stab von 20 L. Die zul&ssige Produktkonzentration am
Ende der Fermentation liegt im Bereich von 1,5 — 5,5 pg'ml™. Die tatsachlich erreichten
Produktkonzentrationen auf den Produktionsanlagen in der Zeit von 2010 bis 2014 schwankten
zwischen 0,9 — 5,5 pg'ml™. Somit lagen die Produktkonzentrationen teilweise auBerhalb des
zuléssigen Bereiches und das Toxin konnte nicht zur Formulierung des Fertigprodukts

verwendet werden.
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Es wurde eine stetige Abnahme der Produktkonzentration ab 2011 beobachtet, die im Jahr 2013
in mehreren OOS (engl.: out of specification, aul’erhalb der zul&ssigen Spezifikation) Batches
mindete. Im Rahmen der betriebsinternen Ursachenanalyse zeigte sich, dass die
Toxinkonzentration beding durch die organismen-inhdrente biologische Variabilitdt zwar
variiert, jedoch nie zuvor so stark schwankte. Da die zu Grunde liegenden Ursachen fur die
Variabilitat in der Toxinherstellung nicht bekannt sind, missen diese identifiziert werden.
Dadurch kann im Anschluss gezielt auf die identifizierten Ursachen eingegangen werden, um
in Zukunft die Variabilitat in der Endproduktkonzentration zu minimieren und somit OOS

Batche mdoglichst zu verhindern.

Es wird angenommen, dass die beobachtete Variabilitdt in der Produktkonzentration nicht
durch die Fermentation selbst verursacht wird, sondern durch die eintretenden Stoffstrome im
Fermenter. Wahrend der Fermentation wird alleinig die Temperatur geregelt. Sonst erfolgt
keine weitere Einflussnahme auf die Batche wéhrend der Fermentation. Es wird weder begast,
geriihrt noch der pH-Wert eingestellt oder anderweitig der Prozess geregelt. Daher kann die
beobachtete Variabilitdt nur durch die in den Fermenter eintretenden Stoffstrome verursacht
werden. Diese Stoffstrome sind zum einen das Inokulum, die biologische aktive Komponente
fur die Toxinproduktion, und zum anderen das Fermentationsmedium, welches die
Fermentationsbedingungen festlegt.

Die Abbildung 10 zeigt die fiir den hier untersuchten Prozess relevanten Stoffstrome. Die
Variabilitat im austretenden Stoffstrom des Fermenters (Héhe der Produktkonzentration) wird
durch die eintretenden Stoffstrome erzeugt. Die konstant gehaltenen Fermentationsparameter

beeinflussen die Variation des Ergebnisses nicht.

Variabilitét in eintretenden ‘ konstante Fermentations- ‘ Variabilitdt in austretenden ‘
Stoffstromen bedingungen Stoffstromen
10 10 10
5 # 5 - 5 #
0 | 0 | 0 |
0 5 0 5 0 5

| Fermentationsmedium >

\ Inokulum >

| Produktkonzentration >

Abb. 10: schematische Darstellung der Variabilitat beinhaltenden Stoffstréme in und aus dem Fermenter
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Die Schwankung der Produktkonzentration wird von den zwei Stoffstromen, die in den
Fermenter eintreten, verursacht. Jeder dieser Stoffstrome besitzt unterschiedliche
Eigenschaften. Beim Stoffstrom des Fermentationsmediums sind diese durch die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der verschiedenen Rohstoffchargen und die
Medienvorbehandlung  gegeben.  Die  Rohstoffchargen  zur  Herstellung  des
Fermentationsmediums unterliegen Schwankungen in den Konzentrationen der einzelnen
Bestandteile, da es sich zum Teil um nicht chemisch definierte komplexe Mischungen handelt.
Einen weiteren Einfluss auf die Qualitat des Fermentationsmediums kann die VVorbehandlung
haben, da sich durch die Sterilisation Medienbestandteile verandern kdnnen.

Der 2. kritische Stoffstrom im Fermenter ist das Inokulum. Die Menge und der Zustand der
Zellen im Inokulum beeinflussen den Verlauf der Fermentation und damit die
Endproduktkonzentration. Das Inokulum kann sich durch die Art der Bereitstellung der Zellen,

die Qualitét der Zellen, sowie die verwendete Zellmenge unterscheiden.

Die Produktkonzentration kann aus den oben genannten Griinden nur durch zwei wesentliche,
in den Fermenter eintretende Faktoren beeinflusst werden (Stoffstrom des Mediums und des
Inokulums). Beide Stoffstrome werden auf ihre Eigenschaften untersucht und deren Einfluss

auf die Toxinkonzentration bestimmt.

4.2  Stoffstrom des Inokulums

Das Inokulum fir die Fermentation wird durch Kultivierung von Clostridium botulinum ATCC
3502 hergestellt (siehe Kap. 3.1, Abb. 8). Dabei wird in mehreren Schritten die Zellmenge
erhoht. Dies geschieht durch den Transfer der Zellen ins Fermentationsmedium mit steigendem
Volumina und Inkubation der Zellen tber einen definierten Zeitraum von 24 h. Dieser Prozess
der kontinuierlichen Erhéhung der Zellmasse (Zellexpansion) wird als Upstream Processing
(upstreaming)  bezeichnet. Am Ende des Upstream Processings steht eine
Mikroorganismenkultur in Suspension (Initial Culture 2, 1C2). Das Fermenter-Inokulum
besteht aus den Zellen dieser IC2 Kultur. Die Fermentation wird in dieser Arbeit nicht mit zum
Upstreaming gezahlt. Jeder Schritt bis zur Fermentation ist als Upstreaming zusammengefasst.
Jeder Schritt im Anschluss an die Fermentation wird als Downstreaming bezeichnet.

Der Zustand des Inokulums wird durch das Upstreaming beeinflusst. Dabei stellt die
verwendete Zellbank mit ihren spezifischen Eigenschaften den Ausgangspunkt fir die spétere

Qualitat des Inokulums dar.
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4.2.1 Variabilitat der Produktkonzentration durch das Zellbankalter

Es besteht die Mdglichkeit des Zellbankalterns, je alter die Zellbank wird, desto geringer ist die
Anzahl an zu revitalisieren Zellen. Dies wurde durch Merz interne Untersuchungen
nachgewiesen. Es besteht auch die Mdoglichkeit, dass Zellen Uber die Zeit der Lagerung ihre
urspringliche Produktivitat verlieren. Um diesen Sachverhalt néher zu untersuchen, sind in
Tabelle 1 die erreichten Produktkonzentrationen nach 72 h Fermentation aus der Produktion
(20 L) und dem Technikum (5 L) dargestellt. Die jeweils verwendete Zellbank sowie dessen

Alter bei Verwendung sind mit aufgefuhrt.

Tab. 1: zusammengefasste Batch-Daten, +++/----sehr gute/schlechte Produktkonzentration, T-
im Technikum erstellte Ansétze

Batch Zellbank Zellbankalter Produktkonzentration
[Monaten]
2011.1 z1 6 +++
2011.2 z1 8 +++
2011.3 z1 9 +++
2011.4 z1 10 ++
2012.1 z1 21 ++
2012.2 z1 23
2012.T1-T4 z2 5-18 ++
2013.T1 z2 19 ++
2013.1 z2 13
2013.2 z1 39
2013.3 72 20
2013/14.T1-T4 z2 20-25
2014.T5 z2 27 +++
2014.T6 z2 27 --
2014.T7 z2 29 +++
2014.1 z3 2 +++
2014.2 z3 3 rar
2014.3 z3 4 +++
2014 .4 z3 6 rar
2015.T1-T3 z2 34
2015.T4 z2 34 +++

Die Zellbank z1 wurde im Juli 2010 hergestellt und war bei ihrem Einsatz beim 1. Batch in
2011 6 Monate alt. Fir das Technikum wurde nach der gleichen Methode wie fiir die Produktion
im Marz 2012 eine eigene Zellbank (z2) erstellt. Diese ist bei ihrem Einsatz im 1.
Technikumsbatch 2012 5 Monate alt. Die Zellbank z3 wurde im April 2014 erstellt und ist bei
ihrem 1. Einsatz im Batch 2014.1 2 Monate alt. Die Zellbdnke wurden gemeinsam in der

Gasphase von flussigem Stickstoff gelagert.
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Im dargestellten Zeitraum der Tab. 1 von 2011 bis 2015 wurden drei verschiedene Zellbanke
mit unterschiedlichem Alter an ihrem Verwendungszeitpunkt eingesetzt. Die Zellbank z1 zeigt
von Batch 2011.1 - 2012.1 (Alter Zellbank: 6 - 21 Monate) ausreichend hohe
Produktkonzentrationen (3,8 — 2,8 pg'ml™?). In dem darauffolgenden Batch 2012.2 fallt die
Produktkonzentration stark ab, von 2,8 pg-ml? in 2012.1 auf 1 pg'ml™? in 2012.2 (OOS bei
einem Zellbankalter von 23 Monaten). Anhand der Zellbank z1, die ausschliel3lich in der
Produktion genutzt wurde, ist zu erkennen, dass mit zunehmenden Alter der Zellbank die

erreichte Toxinkonzentration sogar bis hin zu OOS Batchen sinkt.

Die Technikumszellbank z2 im Alter von 5 - 19 Monaten liefert in Technikums-fermentationen
3,0 - 2,1 pg'ml*? Produkt. Aufgrund dieser guten Ergebnisse wurde die Technikumszellbank z2
in dem Produktionsbatch 2013.1 verwendet. Die Zellbank z2 war zu diesem Zeitpunkt 13
Monate alt und brachte entgegen den Erwartungen ein OOS Ergebnis von 0,9 pg-ml™ Produkt.
Es konnte im Jahr 2013 kein Batch mit Zellbank z1 oder z2 in der Produktion erstellt werden,

welcher innerhalb der Spezifikationen lag.

Im Jahr 2014 wurde eine neue Zellbank (z3) fiir die Produktion erstellt und mit einem Alter
zwischen 2 — 7 Monaten erfolgreich in der Produktion eingesetzt (3,6 — 2,6 pg'ml™?). Mit der
vergleichsweise jungen Zellbank z3 wurden ausschlieBlich erfolgreiche Batche in der

Produktion hergestelit.

Die Zellbank z2 brachte bis zu einem Alter von 34 Monaten im Technikum variiernde
Fermentationsergebnisse (3,0- 2,4 pg-ml?), wahrend diese Zellbank schon im Alter von 13
Monaten OOS Batche in der Produktion lieferte (0,9ug-ml™). Im Alter zwischen 20 — 25
Monaten brachte die Zellbank z2 bei Technikumsfermentation geringe Toxinkonzentrationen
bis hin zu OOS Konzentrationen (1,9 — 1,2 ug-ml™®) hervor. Mit der z2 Zellbank im Alter von
27 Monaten wurde jedoch ein sehr gutes Batchergebnis (4,1 pg'ml™?) erreicht, welches die

hdchste beobachtete Produktkonzentration mit dieser Zellbank darstellt.

Es wurde mit der z2 Zellbank bis zu einem Alter von 34 Monaten spezifikationskonforme
Batche im Technikum erstellt. Durch das Alternieren zwischen guten und schlechten
Batchergebnissen mit der gleichen Zellbank (z2) zu unterschiedlichen Zeitpunkten zeigt sich,
dass das Alter der Zellbank keinen starken negativen Einfluss im hier untersuchten Zeitraum
auf die Produktkonzentration hat. Die Betrachtung zeigt, dass fir die beobachtete, geringe

Toxinkonzentration im Zeitraum 2011-2015 ein oder mehrere andere Faktoren verantwortlich
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gewesen sein muissen. Diese weiteren, moglichen Faktoren werden auf ihren Einfluss auf die

Hohe der Produktkonzentration untersucht.

4.2.2 Auswirkungen der Inokulationsmenge und Animpfmethode auf die
Produktkonzentration

Der in den Fermenter eintretende Stoffstrom des Inokulums ist durch unterschiedliche
Eigenschaften charakterisiert, die einen Einfluss auf die Endproduktkonzentration nehmen
konnen. Im Kapitel 4.2.1 wurde der Einfluss des Zellbankalters auf die Produktkonzentration
ausgeschlossen. Es konnten spezifikationsgerechte Fermentation im Technikum mit z2 bis zu
einem Zellbankalter von 34 Monaten durchgefiihrt werden. Da das Zellbankalter nicht fur die
beobachtete Produktkonzentrationsvariabilitat verantwortlich gemacht werden konnte, werden
weitere Parameter untersucht. Dazu gehért die zur Inokulation des Fermenters verwendete
Zellmenge.

Je hoher die Startkonzentration von Zellen ist, desto kirzer ist die beobachtete Lag-Phase.
Aufgrund des exponentiellen Wachstums wird die stationare Phase bei hdherer Startzellzahl zu
einem friheren Zeitpunkt erreicht. Der Organismus beginnt mit der Toxinproduktion im
Ubergang zur stationiren Phase (Artin et al., 2010). Das synthetisierte Toxin ist jedoch zunachst
inaktiv und muss durch zelleigne extrazellulére Proteasen in seine aktive Form umgewandelt
werden. Somit ist neben der synthetisierten Menge an Toxin auch die Verweilzeit des Toxins
im Fermentationsmedium fur die Hohe der Produktkonzentration verantwortlich. Es wird Zeit
zur proteolytischen Aktivierung des Toxins bendtigt. Die Toxinkonzentration erhoht sich mit
Verlangerung der Fermentationszeit. Werden Toxinkonzentrationen nach 72 h Fermentation
und 96 h Fermentation gemessen, so ergibt die langere Kultivierung immer hohere
Toxinkonzentrationen. Die Fermentationszeit ist allerdings zulassungsbedingt auf 72 h
festgelegt und dadurch ist die zu Verfiigung stehende Zeit fir die Synthese und Aktivierung des
Toxins begrenzt.

Eine Fermentation mit geringer Startkonzentration an Zellen braucht mehr Zeit um in die Phase
der Toxinsynthese zu gelangen. Somit wird die maximale Konzentration des inaktiven Toxins
zu einem spéteren Fermentationszeitpunkt im Medium erreicht. Bei Fermentationen mit hoher
Animpfkonzentration stellt sich die maximale Konzentration des inaktiven Toxins zu einem
friheren Zeitpunkt ein. Dadurch steht mehr Fermentationszeit zur Aktivierung des Toxins fur
Batche zur Verfligung, die mit einer hoheren Zellmenge angeimpft wurden. Aufgrund der
konstanten Fermentationszeit kann nur (ber die zur Inokulation genutzte Zellmenge die
Verweilzeit des inaktiven Toxins im Fermentationsmedium beeinflusst werden. Die zur

Inokulation genutzte Zellmenge hat somit einen Einfluss auf die Toxinkonzentration. Eine
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Variabilitat in der Zellmenge des Inokulums kann zu der beobachteten Variabilitat in der

Produktkonzentration fiihren.

Eine Variabilitat in der Zellmenge des Inokulums wird durch die Animpfmethode verursacht.
Die Inokulation der Produktionsbatche erfolgt immer mit 1600 ml IC2 Kultur. Dabei findet die
tatséchliche Zellmenge in diesem VVolumen keine Beachtung. Sie wird nicht fur jeden Batch auf
einen konstanten OD-Wert eingestellt. Unter 3.1 Abb. 8 sind die vier Stufen des upstreamings
(Vorkulturen) gezeigt, die zur Herstellung des Inokulums (IC2) fiir den Fermenter durchlaufen
werden. Das Upstreaming bis zur 1C2 Kultur wird durch die Kultivierungsdauer der einzelnen
Vorkulturen gesteuert. Dabei wird jeder einzelne Vorkulturschritt
(Preculture—>Storage—>1C1->1C2) beendet bzw. der darauffolgende Schritt begonnen, wenn
die dafur definierte Inkubationszeit (24h) erreicht wird, unabhé&ngig von der, in dieser Zeit
erreichten Zellmenge. Dadurch, dass der Fermenter mit einem festen Volumen und Kulturalter
eines Inokulums angeimpft wird, anstatt mit einer definierten Zellmenge, wird so durch diesen
Stoffstrom eine Variabilitdt in die Fermentation eingebracht, die zu unterschiedlichen
Produktkonzentrationen fhrt.

Um den Einfluss der Inokulation auf die Toxinkonzentration zu Uberprifen, wurde das
Fermentationsmedium mit unterschiedlichen Zellmengen beimpft. Dabei wurden zwei
unterschiedliche Methoden verwendet. Die erste Methode beruht auf dem in der Produktion
verwendeten Verfahren, bei dem ein festes Volumen aus einer 1C2 Kultur mit definiertem
Kulturalter (24 h) in das Fermentationsmedium Uberimpft (Liquid-Methode) wird. Um die
Zellkonzentration zu steigern, muss somit das Uberimpfte Volumen aus der 1C2 Kultur steigen.
Bei der zweiten Methode wurden aus der gleichen IC2 Kultur wie fir die Liquid-Methode,
steigende Volumina entnommen um hohere Zellmengen zu erhalten. Die entnommenen 1C2
Volumina wurden jedoch anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
erhaltende Biomassepellet daraufhin im Fermentationsmedium resuspendiert. Hierdurch wurde
die Fermentation mit identischem VVolumen, aber unterschiedlicher Zellzahl angeimpft.

Der Versuch bestand aus der parallelen Inkubation von 30 Reaktionsgefalen. In diesen
ReaktionsgefaBen wurden 15 ml Fermentationsmedium vorgelegt. Es wurde 500 ml
Fermentationsmedium hergestellt und auf die ReaktionsgefaRe aliquotiert, um den Einfluss
inhomogener Mediumzusammensetzung entgegenzuwirken. Die zur Inokulation des
aliquotierten Fermentationsmediums verwendete 1C2 Vorkultur hatte eine optische Dichte von
4,35. Fir jede der zwei Animpfmethoden (Liquid, Pellet) wurden drei Reaktionsansatze mit
jeweils einer OD von 0,1; 0,3; 0,6; 1,2; 2,5 inokuliert (15 Reaktionsansitze pro
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Animpfmethode). Bei der Liquidmethode muss mehr Volumen an IC2 Vorkultur in die
Reaktionsansatze pipettiert werden um die Animpfkonzentration bis auf OD 2,5 zu erh6hen.
Bei der Pelletmethode bleibt das Arbeitsvolumen konstant. Dadurch ist die
Volumenabweichung zwischen Reaktionsansatz OD 2,5 Pellet und Reaktionsansatz OD 2,5
Liquid maximal 8 % (0,35 — 8 % Volumenabweichung). Diese VVolumenabweichung wurde in
der Analyse der Ergebnisse durch Betrachtung der absoluten Produktmasse, anstelle der
Konzentration berucksichtigt.

In diesem Versuch wurde die Methode des Animpfens verglichen. Der Einfluss der
Wachstumsphase in der sich die Inokulums-Kultur befand, wurde vernachldssigt, indem das
Inokulum aus einer Vorkultur in der spéten exponentiellen Phase verwendet wurde.

Die Abb. 11 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Mit steigender Animpf-OD (Zellmenge)
steigt die Toxinkonzentration fur beide Animpfmethoden nach 72 h Fermentation. Die erreichte
Produktkonzentration ist fur die Liquidmethode um den Faktor 1,15 hoher als fur die
Pelletmethode. Die Produktkonzentration bei der Liquidmethode verlduft mit steigender
Inokulumsmenge asymptotisch. Dagegen ist ein exponentieller Verlauf fir die Pelletmethode

zu erkennen.
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Abb. 11: erreichte Endproduktkonzentrationen nach 72 h Fermentation in Abhangigkeit der gewahlten
Animpfmethode (Pellet, Liquid) und der verwendeten Zellmasse

Die Ergebnisse aus Abb. 11 zeigen, dass die zur Inokulation verwendete Zellmenge einen
signifikanten Einfluss auf die Produktkonzentration hat. Mit steigender Animpf OD
(Zellmenge) steigt die Endproduktkonzentration. Dabei werden ab einer Inokulums OD von 0,6

bei der Liquidmethode spezifikationskonforme Endproduktkonzentrationen erreicht. Die



Seite 36 von 88

Liquidmethode flhrt zu hoheren Produktmengen als die Pelletmethode. Die Ursache flr dieses
Verhalten ist in den unterschiedlichen Stressfaktoren, die die Zellen wéhrend der Inokulation
bei den unterschiedlichen Animpfmethoden ausgesetzt sind, zu finden. Bei der Pelletmethode
werden die Zellen durch Zentrifugation sowie durch anschlieBende Resuspendierung des
Zellpellets im Fermentationsmedium stark mechanisch beansprucht (Scherung). Dadurch
werden Zellen zerstért. Somit wird das Fermentationsmedium bei der Pelletmethode mit
weniger vitalen Zellen angeimpft als bei der Liquidmethode bei gleicher OD Entnahme. Das
Animpfen mithilfe der Liquidmethode ist schonender fir die Zellen als die Pelletmethode.

Durch die notwendigen Arbeitsschritte bei der Pelletmethode kihlen die Zellen von 37 °C auf
ca. 25 °C ab. Die flissige IC2 Vorkultur muss bei Raumtemperatur (RT) in geeignete
Zentrifugengefale Gberfuhrt werden. Danach mussen diese GeféBe zur Zentrifuge gebracht
werden (RT). Die Zentrifugation mit dem vorhandenen Equipment war bei maximal 25 °C
maoglich. Der Transfer aus der Zentrifuge zurtick an den Standort der Reaktionsgefalie sowie
die Dauer des Resuspendierens des Pellets im Fermentationsmedium bei RT fuhren dazu, dass
die Zellen ca. 30 min. lang zu kalt prozessiert werden. Es ist aus der Literatur (Dahlsten, Kirk,
Lindstrom, & Korkeala, 2013) bekannt, dass C. botulinum ATCC 3502 sensibel auf niedrige
Temperaturen reagiert. So wurde bereits nach Verbleib einer C. botulinum Kultur fir 1 min. bei
15-18°C eine Kaltestressanwort im Transkriptom nachgewiesen. Diese Kéltestressantwort kann
eine weitere Ursache daftr sein, weshalb die Produktkonzentrationen bei den Fermentationen

die mit der Pelletmethode angimpft wurden, geringer ausfielen als bei der Liquidmethode.

Die Abbildung 11 zeigt fiir das Animpfen mittels Liquidmethode einen asymptotischen Verlauf
fur die Zunahme der Produktkonzentration. Dieser Verlauf ist durch das Transferieren eines
steigenden Volumens an 1IC2 Medium bedingt. Damit ein Reaktionsansatz mit mehr Zellen
inokuliert werden kann, muss das Uberfihrte Volumen von der IC2 Vorkultur in das
Fermentationsmedium steigen. Dadurch werden nicht nur mehr Zellen Gberfiihrt, sondern auch
steigende Stoffmengen an Metaboliten die wahrend der Inkubation der 1C2 entstanden sind.
Die Medienbestandteile im 1C2 Medium sind aufgrund des bereits erfolgten Wachstums der
Mikroorganismen erschopft. Somit wird durch die Uberfiihrung von steigenden Volumen an
IC2 Kultur das Fermentationsmedium mit ,erschopftem‘ Medium verdiinnt. Gleichzeitig nimmt
die Stoffmenge an Wachstum inhibierenden Metaboliten aus der IC2 im Fermentationsmedium
zu. Dies geschieht nicht bei der Verwendung der Pelletmethode zur Inokulation. Das erschopfte
IC2 Medium zusammen mit inhibitorischen Metaboliten wird abgetrennt und verworfen. Das

Fermentationsvolumen (15 ml) bleibt bei der Pelletmethode konstant, unabhé&ngig wie hoch die
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eingebrachte Zellmenge ist. Somit findet die Produktsynthese durch Zellen, eingebracht mit der
Pelletmethode ungehindert statt. Dagegen wird bei der Produktsynthese durch Zellen,
eingebracht durch die Liquidmethode ein zunehmend starker werdender inhibitorischer Effekt
beobachtet.

Bei einer Fermentation im Produktionsmalstab wird standardmé&Rig die Liquidmethode zur
Inokulation verwendet. Dazu wird ein immer gleichbleibendes VVolumen der IC2 Vorkultur zum
Animpfen verwendet. Die Abbildung 12 zeigt, dass die Biomassekonzentration in
unterschiedlichen 1C2 Vorkulturen variiert. Da stets ein konstantes VVolumen zur Inokulation

genutzt wird, wird somit von Batch zu Batch eine unterschiedliche Zellmenge inokuliert.

optische Dichte der 1C2 Vorkultur Aszs [-]
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Abb. 12: stichprobenartige Uberpriifung der optischen Dichte der 1C2 Kultur direkt vor dem Animpfen
der Hauptkultur, Mittelwert im 2 seitigen 95% Vetrauensintervall

Wie in Abb. 11 gezeigt, hat die zur Inokulation verwendete Zellmenge einen entscheidenden
Einfluss auf die Hohe der Produktkonzentration. Der in Abb. 12 dargestellte OD Mittelwert von
3,65 * 2,02 zeigt die breite Streuung der zur Inokulation verwendeten Vorkultur. Durch dieses
Schwanken der OD-Werte (Zellmenge) der Vorkultur wird bei der Verwendung eines festen
Animpfvolumens wie z. B. in der Produktion von 1,6 L der Fermenter mit ca. einer OD
zwischen 0,16 — 0,32 abhéngig von der erreichten Vorkultur OD angeimpft. Dadurch kann wie
in Abb. 11 gezeigt, die Produktkonzentration um ca. den Faktor 2,5 schwanken. Durch
unterschiedlich hohe 1C2 ODs - eingebrachten Zellmenge in die Fermentation kann es zur
beobachteten Variabilitat in der Produktkonzentration kommen.
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Die hohe Standardabweichung (OD-Variabilitat) in Abb. 12 lasst sich durch die Einfllisse der
Stoffstrome des Inokulums und des Fermentationsmediums erklaren. Diese Einflussfaktoren
wirken nicht nur auf die 20 L (bzw. 5 L) Batche sondern auch auf das Upstreaming der
Vorkulturen, da das Upstreaming aus Batchen kleineren VVolums besteht. Die der IC2 Vorkultur
vorausgehende 1C1 Vorkultur wies ebenfalls schwankende ODs auf (stichprobenartige
Uberpriifung). Da beim Animpfen der IC2 mit IC1 Vorkultur wieder ein festes Volumen
anstelle einer spezifischen Biomassekonzentration verwendet wird, lassen sich dadurch die 1C2
OD Schwankungen erkléren. Somit zieht sich eine unterschiedliche Animpfkonzentration (auch
Mitschleppen von Inhibitoren und Verdinnen des Kultivierungsmediums mit verbrauchtem

Vorkulturmedium) subsequent durch alle Stufen des Upstreamings.

Die Uberpriifung der Gliltigkeit der im 15 ml MaRstab beobachteten Ergebnisse: Einfluss der
absoluten Animpfzellmenge, OD Variabilitat der IC2 Vorkultur sowie die Animpfmethode als
Verursacher flr die Produktkonzentrationsvariabilitat, erfolgte im 5 L MaRstab. Dazu wurden
zwei Versuchsreihen mit je vier Fermentern durchgefiihrt. Eine Versuchsreihe bestand darin,
eine IC2 Vorkultur herzustellen und mit dieser zwei Fermenter mit der Liquidmethode und zwei
Fermenter mit der Pelletmethode anzuimpfen. Dabei wurde bei der Liquidmethode
standardgerecht das Fermentationsmedium mit einem festen VVolumen aus der 24 h inkubierten
IC2 Kultur angeimpft. Bei der Pelletmethode wurde das IC2 Medium durch Zentrifugation
abgetrennt und ausschlieBlich das Biomassepellet in konstanter Menge im

Fermentationsmedium resuspendiert.

Die Abbildung 13 zeigt den Mittelwert mit der Standardabweichung der Produktkonzentration
nach 72 h Fermentation fir die zwei unterschiedlichen Animpfmethoden. Die
Produktkonzentration in Fermentationsmedien welche mit der Pelletmethode angeimpft
wurden, liegt um den Faktor 1,9 hoher als bei Fermentationsmedien die mit der Liquidmethode
angeimpft wurden (2,2 + 0,27 vs. 4,2 = 0,08 pg'ml™?). Die Toxinkonzentrationen die mit der
Pelletmethode erreicht wurden, zeigen weiterhin eine Reduzierung der Streuung um den Faktor

3,6 gegenuber der Liquidmethode.

Die OD der IC2 bei der 1. Versuchsreihe lag bei 3,46, bei der 2. Versuchsreihe lag sie bei 4,21.
So wurde durch die Liquidmethode das Fermentationsmedium mit einer OD von 0,28
(Versuchsreihe 1) bzw. 0,34 (Versuchsreihe 2) angeimpft. Bei der Pellet-Animpfmethode
wurde das Medium stets mit einer OD von 0,31 angeimpft. Die Toxinkonzentration fur die

Liguidmethode bei einer Animpf OD von ca. 0,3 zeigt im 15 ml (Abb. 11) wie auch im 5 L
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MabBstab eine vergleichbare Hohe (1,8 vs. 2,2 ng'ml™?). Die erreichte Toxinkonzentration bei
der Verwendung der Pelletmethode ist im 5 L Malstab um den Faktor 21 hoher als im 15 ml
Malstab (Abb. 11).

Der im 15 ml Malistab beobachtete Effekt der geringen Toxinkonzentration flr die
Pelletmethode stellt sich nicht im 5 L Malistab ein. Die extreme Steigerung (Faktor 21) der
Produktkonzentration durch die Pelletmethode zwischen 15 ml und 5 L Ansétzen bei gleicher
inokulierter optischer Dichte (OD 0,3) hat physikochemische Ursachen. Der Effekt wird dem
grolieren verwendeten 1C2 VVolumen sowie der hheren Gesamtzellmenge in diesem Inokulum

im 5 L MaRstab zugeschrieben.

Produktkonzentration [pg-ml™]

72 h Fermentation
Liquidmethode m Pelletmethode

Abb. 13: Produktkonzentration nach 72h Fermentation im Fermenteriiberstand in Abh&ngigkeit der
verwendeten Inokulationsmethode (Liquid, Pellet).

Um im 15 ml Malstab die Fermentation mit einer OD von 0,3 anzuimpfen, wird in
Abhéangigkeit der 1C2 Vorkultur OD ca. 1 ml Medium prozessiert (Transport, Zentrifugation
usw.). Im 5 L MaRstab werden dagegen ca. 400 ml prozessiert. Das groRere 1C2 Volumen (400
ml) besitzt einen hoheren Warmeinhalt (Q=p-V-cp). Dadurch kihlt bei einer gleichbleibenden
Prozessierungszeit von ca. 30 min bei RT das Inokulum nicht so stark aus wie im 15 ml
MaRstab. Der im 15 ml Mafstab beobachtete Kaltestress relativiert sich.

Weiterhin ist die Zellmenge des Pellets nach der Zentrifugation von 1 ml 1C2 Kultur wesentlich
geringer als bei 400 ml IC2 Medium. Clostridium botulinum ist ein anaerober Organismus und
Sauerstoff ist fiir ihn toxisch. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand abgekippt und
frisches Medium in das Zentrifugenréhrchen pipettiert. Dabei ist das Pellet eine kurze Zeit dem
Luftsauerstoff ausgesetzt. Das Zellpellet ist durch den Stand-Winkel der Zentrifugationsgeféasse
im Rotor eher ein Streifen entlang des Réhrchens als ein rundes, kompaktes Pellet. Somit ist
das Verhéltnis von Gesamtzellen zu Zellen im obersten Layer des Pellets die mit Luftsauerstoff

in Berthrung kommen bei geringen zentrifugierten Volumina hoéher als bei groReren
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zentrifugierten Volumina. Dadurch erfahrt das zentrifugierte Inokulum im 15 ml Mal3stab einen
starkeren Sauerstoff bedingten Stress als das Inokulum im 5 L Mal3stab. Im Inokulum des 5 L
Malstabs werden verhaltnismaRig zur Gesamtzellmenge weniger Zellen durch Sauerstoff
geschadigt als im 15 ml Maflistab. Die in das Fermentationsmedium relative eingebrachte vitale
Zellmenge im 5 L MaRstab ist somit héher als im 15 ml MaRstab. Durch die Verringerung der
Stressbelastung bei der Prozessierung der Zellen im 5 L MaRstab, wird dadurch eine htéhere
Produktkonzentration als beim gleichen Versuch im 15 ml MaRstab erreicht.

Bei einer Animpf OD von ca. 0,3 wird im 15 ml wie auch im 5 L Mal3stab mit der Liquid
Methode die gleiche Produktkonzentration (ca. 2 pg-ml™) erreicht. Dahingegen zeigt sich bei
einer identischen Animpfkonzentration (OD 0,3) bei der Pelletmethode eine Verdopplung der
Toxinkonzentration im 5 L Mal3stab verglichen mit der Liquidmethode im 5 L Malstab. Der
Unterschied beider Animpf-Methoden liegt vereinfacht in der Gegebenheit, dass die
Liquidmethode Metabolite aus der 1C2 mitschleppt und dadurch das Fermentationsmedium
durch verbrauchtes IC2 Medium verdiunnt wird. Die Liquidmethode zeigt im 5 L MaRstab
deutlich den im 15 ml MaRstab beschriebenen Effekt der Inhibierung durch das mitgeschleppte
IC2 Medium. Durch die Verwendung der Pelletmethode konnte die Produktkonzentration im 5

L Malstab gesteigert werden.

Die Reduzierung der Variabilitdt (Streuung) der Endproduktkonzentration bei der
Pelletmethode in Abb. 13 ist durch die konstante Animpfzellmenge bedingt. In diesem Versuch
wich die optische Dichte der beiden IC2 Vorkulturen nur um 17,8 % voneinander ab. Diese
geringe OD Variabilitat in der 1C2 Vorkultur resultierte in einer um den Faktor 3,6 hoheren
Variabilitat der Endproduktkonzentration. Die Abb. 12 zeigt, dass OD Streuungen der 1C2
Kultur von bis zu 80 % beobachtet wurden. Somit wird deutlich, dass die Endproduktvariabilitat

zwischen verschiedenen Batchen durch diese OD Variabilitat in der Vorkultur mitbedingt wird.

Die Pelletmethode zum Animpfen des Fermentationsmediums in der Produktion erscheint als
ungeeignet. Es wird verglichen mit der Liquidmethode viel Zeit fur die Prozessierung des
Inokulums bendtigt. Zudem erhohte sich die Gefahr von Kontaminationen durch die
unterschiedlichen Arbeitsschritte. Sollten jedoch die in der Produktion erreichten
Toxinkonzentrationen kontinuierlich auf OOS Niveau verbleiben, ist eine Abtrennung des
verbrauchten IC2 Mediums zu empfehlen, um die Produktkonzentration zu steigern. Das
Animpfen des Fermentationsmediums sollte jedoch immer mit einer gleichbleibenden
Zellmenge (Parameter: optische Dichte) erfolgen. Dadurch wird die Variabilitdt der

Produktkonzentration zwischen den Batchen reduziert. Es ware prinzipiell moglich entweder



Seite 41 von 88

mehrere 1C2 Kulturen zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten anzuimpfen oder die 1C2
Inkubationszeit variabel (20 - 36 h) zu gestalten. In beiden Féllen wird dadurch erreicht, dass
mit der Liquidmethode immer konstante Zellmengen und eine entsprechende Zellhéhe zur

Inokulation des Fermentationsmediums bereitstehen.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass mit steigender Animpfkonzentration die
Produktkonzentration steigt. AulRerdem liefert die Pelletmethode im 5 L MaRstab eine héhere
Endproduktkonzentration als die Liquidmethode. Die beobachtete Produktvariabilitat kann der
Variabilitat der optischen Dichte der 1C2 Kultur zugeschrieben werden. Somit sind die zur
Inokulation verwendete Zellmenge und die Methode des Animpfens signifikante

Prozessparameter (CPP, critical process parameter) im Sinne von QbD.

4.2.3 Auswirkung der Wachstumsphase des Inokulums auf die
Produktkonzentration

Unter 4.2.1 und 4.2.2 wurde gezeigt, dass nicht das Zellbankalter, sondern andere Eigenschaften
der zur Inokulation genutzten IC2 Vorkultur (Inokulationsmenge und Animpfmethode) einen
wesentlichen Einfluss auf die Produktkonzentration ausiiben. Neben der Zellmenge, wie in
4.2.2 gezeigt, konnte auch die Wachstumsphase der VVorkultur ein weiterer Einflussparameter
auf die Produktkonzentration sein. Die Zellmenge (OD Ho6he) korreliert mit der
Wachstumsphase. Im Abschnitt 4.2.2 wurde der Wachstumsphaseneinfluss der Vorkultur auf
die Produktkonzentration vernachlassigt, da das Inokulum aus der gleichen IC2 Kulturphase
stammt. Hier wird nun der Einfluss der 1C2 Wachstumsphase auf die Toxinkonzentration
uberprift Die Abb. 12 zeigte, dass die IC2 Vorkultur bei der Inokulation eine OD von 2,5 -4,5
aufweisen kann. Somit wird eine Fermentation nicht nur mit einer unterschiedlichen Zellmenge
angeimpft (bei konstant bleibenden Inokulum-Volumen) sondern auch mit Zellen aus
unterschiedlichen Wachstumsphasen der IC2. Die Abb. 14 zeigt, dass eine OD von 2,5 in der
Mitte der exponentiellen Phase und eine OD von 4,5 in der spaten exponentiellen Phase bzw.
im Ubergang zur stationaren Phase liegt. Diese Ubergangsphase wird in der Literatur als die

Phase beschrieben, in der die Toxinproduktion induziert ist.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Wachstumsphase aus der das Inokulum stammt, auf die
Endproduktkonzentration wurde eine Versuchsreihe mit 40 Fermentationen im 15 mL MaRstab
durchgefuhrt. Hiervon wurden 20 Reaktionsgeféalie mit einer optischen Dichte ODs7g von 0,31
aus einer 1C2 Vorkultur angeimpft, welche eine OD von 4,63 hatte (Gruppe A). Die anderen 20

ReaktionsgefalRe wurden mit einer OD von 0,31 aus einer 1C2 Vorkultur angeimpft, die eine
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OD von 2,78 hatte (Gruppe B). Die beiden Gruppen unterscheiden sich somit nicht in der
Zellmenge, jedoch in der Wachstumsphase der VVorkultur. Die Abbildung 14 zeigt, dass Gruppe
A mit dem Inokulum aus der spéteren exponentiellen Phase und Gruppe B mit dem Inokulum
aus der Mitte der exponentiellen Phase angeimpft wurde. Nach 72 h Inkubation wurde die

Produktkonzentration bestimmt.
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Abb. 14: Verlauf der optischen Dichte bei einer Fermentation

Die statistischen KenngroRen der Produktkonzentrationen flr die einzelnen Gruppen A und B
sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Gruppe Aron, die mit einer 1C2 Vorkultur aus der spaten
exponentiellen Phase angeimpft wurde, zeigt mit 3,24 upgml? eine um 55% hohere
Produktkonzentration als Gruppe Broh mit 2,08 pg-ml™ (IC2 aus der Mitte der exponentiellen
Phase). Da das verwendete Fermentationsmedium, die Animpfkonzentration, die Zellbank
sowie die Animpfmethode identisch zwischen den Gruppen waren, wird die gesteigerte
Produktkonzentration der Gruppe A der Wachstumsphase aus der das Inokulum stammt,
zugeschrieben. Somit bringt ein Inokulum, welches aus der spaten exponentiellen Phase

stammt, hohere Produktkonzentrationen als Inokula aus den fritheren Wachstumsphasen.

Wie unter 4.2.2 beschrieben, hat die Zellmenge die zur Inokulation verwendet wird, einen
signifikanten Einfluss auf die Produktkonzentration. Dabei zeigen verringerte
Inokulationsmengen  auch  verringerte  Produktkonzentrationen.  Die  geringen
Inokulationsmengen kommen bei der Verwendung der Liquidmethode dann vor, wenn die 1C2
Kultur selbst eine geringe OD hat. Eine geringere OD der Vorkultur geht mit einer anderen

Wachstumsphase einher. Somit kombinieren sich die beiden negativen Effekte, der geringeren
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Zellmenge und der ungunstigeren Wachstumsphase und fiihren zu einer Verringerung der

Produktkonzentration.

Tab. 2:statistische Parameter der Toxinkonzentration der Gruppe A und B

statistisches Moment Gruppe Aroh Gruppe Broh  Gruppe Aout  Gruppe Bout
Mittelwert 3,24 pg-ml? 2,08 pg'ml™ 2,74 pgmlt 1,78 ugml?
Median 2,8 pg'ml? 1,9 pg'ml? 2,7 pg'ml? 1,8 pg'ml?
Standardabweichung 0,94 pg-ml? 0,69 pgml? 0,30 pgml* 0,23 pg'ml?
Schiefe 1,22 2,03 -0,03 -0,6
Wdlbung 0,25 5,02 -0,80 -0,34
Normalverteilung nein nein ja ja

Die Ursache fiir die hdhere Produktkonzentration, die mit Inokula aus spaten Wachstumsphasen
erreicht wird, wird im metabolischen Zustand der Mikroorganismen gesehen. Wenn Kulturen
aus spaten Wachstumsphasen zur Inokulation genutzt werden, ist die Toxinproduktion bereits
induziert. Es befinden sich im Vergleich zu Inokula aus frihen Wachstumsphasen mehr
induzierte, Produkt bildende Zellen im Inokulum. Somit beginnt ab dem Inokulieren des
Fermentationsmediums bereits die Synthese des Produkts. Dieses Verhalten wird durch die
beobachtete proportionale Zunahme der extrazellularen Produktkonzentration bestatigt (Kap.
4.2.4, Abb. 19). Beim Animpfen mit Zellen aus der Mitte der exponentiellen Phase startet die
Produktsynthese, wie in der Literatur (Artin et al., 2010) beschrieben, erst beim Ubergang der
Kultur in die stationédre Phase. Eine Zellpopulation welche aus der spaten exponentiellen Phase
stammt, muss nicht erst die toxin- produzierende Phase erreichen, bevor die Toxinexpression
induziert wird. Somit steht dieser Kultur mehr Zeit zur Synthese und Prozessierung des Toxins
zur Verfligung und liefert dadurch héhere Produktkonzentrationen. Die Wachstumsphase aus
der das Inokulum stammt, ist ein kritischer Prozessparameter im Sinne von QbD (CPP, critical

process parameter)

Die entscheidenden Einflussfaktoren zur Verringerung der Produktkonzentrationsvariabilitét
und Erhéhung der Toxinkonzentration nach 72 h Fermentation finden sich somit zu Beginn der
Fermentation (in den Fermenter eingebrachten Stoffstrom des Inokulums). Zur Minimierung
der Konzentrationsvariabilitat sollte die Inokulation des Fermentationsmediums mit einer
festen, gleichbleibenden optischen Dichte erfolgen. Weiterhin sollte die zur Inokulation
verwendete Vorkultur (IC2) eine optische Dichte von >3,5 aufweisen. Ein 1IC2 OD Wert von
>3,5 stellt sicher, dass sich genugend Zellen aus der IC2 in der produktiven spéten
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exponentiellen Phase befinden. Die Animpfmethode (Liquid oder Pellet) wird zusatzlich fur die
beobachtete Streuung sowie die absolute Hohe der Produktkonzentration mit verantwortlich
gemacht (Uberschleppen von verbrauchtem Medium). Jedoch ist die Pelletmethode aufgrund
des Aufwands und der Kontaminationsgefahr durch die Handhabung fiir GMP-Batche eher

ungeeignet.

Die hohe Versuchsanzahl bei der Untersuchung der Wachstumsphase erlaubt eine statistische
Bewertung der Ergebnisse. Die Tabelle 2 zeigt, dass die Rohdaten (Gruppe Aronh, Gruppe Bron)
dieser Versuchsreihen nicht normalverteilt sind. Normalverteilte Daten (symmetrische
Streuung um den Mittelwert) wiirden eine Schiefe nahe 0 aufweisen. Die statistischen Momente
fiir die Schiefe und Woélbung der Rohdaten in diesen Versuchsreihen weichen von denen einer
Normalverteilung ab. Die positive Schiefe der Gruppen Aron und Bron ergeben eine
rechtsschiefe Verteilung. Bei rechtsschiefen Verteilungen kommen Werte, die kleiner als der
Mittelwert sind, sehr h&ufig vor. Weiterhin treten extreme Werte, die wesentlich groRer als der
Mittelwert sind, sehr selten auf. Das Mal3 fur eine gleichmaRige Streuung um den Mittelwert
ist die Wolbung. Die Wolbung in Gruppe Bron ist wesentlich hoher als in Gruppe Aron. Die
Gruppe Bron zeigt dadurch eine wesentlich starkere ungleichméRRige Streuung der
Toxinkonzentration als Gruppe Aron. Die Untersuchung der getrennten Stichproben (Gruppe
Aroh gegen Gruppe Bron) auf Normalverteilung mithilfe des Shapiro-Wilk Tests bestétigte fur
beide Gruppen eine Nicht-Normalverteilung.

Durch Ausreif3ereleminierung mithilfe des Grubbs Test (extreme studentized deviate test) wird
eine Normalverteilung der Daten (Gruppe Aout, Gruppe Bout) erreicht. Durch Eliminierung von
Extremwerten durch den Grubbs Test wird die beobachtete rechtsschiefe Verteilung
normalverteilt gemacht. Der Grubbs Test entfernte die hochsten erreichten
Toxinkonzentrationen im Bereich von 5,4 - 4,2 ug'-ml! (ReaktionsgefaR 4, 5, 15, 17, 19 fiir
Gruppe A und 2, 6, 20 fur Gruppe B). Die normalverteilten Daten lassen den gleichen Schluss
wie die nicht-normalverteilten Daten zu. Der Mittelwert der Produktkonzentration der
Reaktionsansatze, die mit einem Inokulum aus der spéten exponentiellen Phase angeimpft
wurden, ist hoher (+ 54%) als bei Reaktionsansatzen, beimpft mit Inokulum aus friheren

Wachstumsphasen.

Eine Nicht-Normalverteilung kann einen Hinweis auf einen methodischen Fehler geben. Das
Inokulum fur eine Gruppe (A/B) stammt jeweils aus einer 1C2 Vorkultur. Das

Fermentationsmedium fir die Reaktionsansatze in den Gruppen wurde durch Aliquotieren einer
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Stammlésung  bereitgestellt. Dadurch  wurde die Variabilitdt, die durch die
Versuchsdurchfiihrung (ggf. methodischer Fehler) entsteht, minimiert.

Die Sdulendiagramme in Abb. 15 a (Gruppe A), b (Gruppe B) zeigen die Toxinkonzentrationen
in den Reaktionsansédtzen in ihrer raumlichen Anordnung bei der Versuchsdurchfiihrung
(Inokulation, Inkubation, Probenentnahme). Die Punktwolke in Abb. 15 ¢ (Gruppe A), d
(Gruppe B) zeigt die Toxinkonzentration der Reaktionsansdtze aufgetragen Uber die
Reihenfolge ihrer Bearbeitung. Der Ansatz Nr. 1 wurde als erster angeimpft und als erster
beprobt, Ansatz 20 als letzter. Dabei zeigt sich in der Gruppe A und B, dass die Ansatze, die
hohe Toxinkonzentrationen aufweisen, keinem distinkten Muster (Trend) folgen. Aufgrund
dessen kann ein systematischer Fehler bis zur Probennahme ausgeschlossen werden. Die
beobachtete Streuung und dadurch bedingte Nicht-Normalverteilung der Rohdaten kann nur
durch die anschlieRende Toxinanalytik bedingt sein. Die Analytik wird in einem externen Labor
durchgefuhrt. Dazu mussen die Proben versendet werden. Die Prioritat der Analytik liegt auf
Proben die aus der Produktion von GMP Fermentationen stammen. Sind GMP Proben zu
analysieren, geschieht dies bevor Technikumsproben analysiert werden. Je nach Auslastung des
Labors dauerte eine Analytik teilweise langer als 4 Wochen. Die bei einigen Versuchen im
Technikum entstandene Probenmenge (bis zu 40 Stiick) werden an unterschiedlichen Tagen
gemessen. Wie oft und wie lange dabei Proben bei Raumtemperatur stehen oder andere
Parameter Einfluss auf die Messung nehmen kénnen, ist nicht bekannt.

Zur Uberpriifung, ob die beobachtete breite Streuung der Toxinkonzentrationen bzw. die
Abweichung von einer Verteilungsform durch die Analytik beeinflusst worden ist, wurden
Blindtests durchgefuhrt. Bei diesem Test wurden aus einem Reaktionsgefal? funf Proben
genommen. Der ELISA-Assay ergab fur diese Proben einen normalverteilten Mittelwert von
1,72 £ 0,69 ug-ml™. Dabei lagen die min/max Werte zwischen 1,5-2,1 pg-ml™. Die Anzahl von
finf Proben reicht nicht aus, um den Effekt der Streuung durch verzdgerte Messung zu
bestétigen. Es zeigt sich jedoch, dass die Analytik eine hohe Standardabweichung liefert. Die
ELISA Messung selbst ist aufgrund der erfolgreichen Methodenvalidierung nicht fiir die breite
Streuung (+ 40 % vom Mittelwert) verantwortlich. Die Ursache der Streuung wird in dem
Probentransport und —vorbereitung, bzw. —lagerung vermutet. Es besteht die Mdglichkeit, dass
sich die Produktkonzentration andert, wenn einzelne Probengefalle wéarmer gelagert werden als
andere. Die in den Proben enthaltenen Proteasen aktivieren vorhandenes noch inaktives Toxin,
konnen jedoch auch aktives Toxin hydrolisieren. Nur die aktive Form des Toxins wird bei der

von Merz etablierten Analytik bestimmit.



Seite 46 von 88

Im Rahmen dieser Arbeit war eine intensivere Betrachtung dieser Fehlerquelle nicht mdglich.

Es sollte untersucht werden, ob die Zugabe von Proteaseinhibitoren zu einer Verringerung der

Mittelwertstreuung in den Proben flhrt und die ELISA-Messung nicht stort.
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Abb. 15: grafische Darstellung der erreichten Produktkonzentrationen fur die Gruppen Agen in
Abhéngigkeit der rdumlichen Anordnung bei der Bearbeitung der Versuchsansatze (a), in Abhangigkeit

der Bearbeitungsreinfolge (c) sowie fir die Gruppe Bron (b, d)

Es wurde gezeigt, dass die Phase aus der die Zellen zur Inokulation des Fermentationsmediums
stammen, einen wesentlichen Einfluss auf die Hohe der Produktkonzentration ausiibt. Somit ist

die hohe beobachtete Toxin-Konzentrationsvariabilitat von Prozessbedingungen abhangig. Die
Prozessbedingungen entscheiden dartber, wie sich die Qualitat des Inokulums (OD Hohe,
Wachstumsphase) auspragt. Durch die Diskussion der Ergebnisse wurde ein mdgliches
Vorgehen zur Reduzierung der Produktkonzentrations-variabilitat gezeigt. Die 1C2 Vorkultur
sollte eine OD zwischen 3,5 — 4,5 aufweisen. Somit ist gewahrleistet, dass das Inokulum aus
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einer fir die Produktkonzentrations-Hohe glnstigen Wachstumsphase stammt. Weiterhin ist
die bei dieser OD Ubertragene Zellmasse in den Fermenter ausreichend hoch, um die
Herstellung spezifikationskonformer Batche zu gewahrleisten. Durch die Eingrenzung der
zuléssigen 1C2 Vorkultur OD wird eine mdégliche Streuung aufgrund von unterschiedlichen
Zellmengen im Inokulum verringert.

Da das Standard-Animpfverfahren jedoch vor dem Jahr 2012 nicht so viele OOS Batche erzeugt
hat, mussen noch weitere Faktoren auf die Hohe der Produktkonzentration wirken. Es wurden
Testfermentationen unter Anwendung der hier gezeigten Erkenntnisse im 5 L Malstab

durchgefuhrt

4.3 Standardisierte Batchfermentation

Mit den gewonnenen Erkenntnissen aus 4.2.1 — 4.2.3: gleiche Animpf OD (0,31) aus spater
exponentieller Kulturphase der 1C2 Vorkultur (OD 4,5) und dem Animpfen mittels
Pelletmethode, ist hier eine exemplarische Fermentation im 5 L Malstab dargestellt. Ziel war
es, das Zusammenspiel aller bisher identifizierten Einflussparameter auf die Hohe der

Produktkonzentration zu beobachten.

Bei dieser Versuchsreihe hatten beide Fermenter die gleiche Medienzusammensetzung —
namlich Charge und Konzentration der eingesetzten Rohstoffe- und wurden aus derselben 1C2
Vorkultur angeimpft. Die Produktkonzentration fur den Fermenter der mit der Pelletmethode
angeimpft wurde, war 3,2 pg-ml™*. Der mit der Liquidmethode angeimpfte Fermenter erreichte
eine Toxinkonzentration von 2,2 ug-ml™. Die Abb. 16 zeigt den typischen zeitlichen Verlauf
der optischen Dichte sowie der Temperatur, pH-Wert und Toxinkonzentration flr den
Fermenter der mit der Pellet Methode (rot) und der Liquid Methode (blau) angeimpft wurde.
Es ist zu erkennen, dass der pH-Wert in den ersten 10 h fur beide Fermentationen von ca. 6,5
auf 5,5 féllt und danach unverandert bleibt. Das Sinken des pH-Werts kann auf die Exkretion
von sauren Stoffwechselmetaboliten, besonders organische Sdauren wie Acetat, Pyruvat usw.
zuruckgefuhrt werden, bzw. auf den Verbrauch von basischen Medienkomponenten. Der
Verlauf der optischen Dichte ist charakteristisch fir den Organismus und das verwendete
Fermentationsmedium auf dem dieser wéchst. Es zeigt sich ein Wachstum ohne erkennbare lag
Phase. Nach ca. 10 h Fermentation verringert sich die anfangliche Wachstumsrate 1 von 0,25
ht auf nur noch 0,04 h'l. Die Reduzierung der Wachstumsrate (siehe Pfeil) deutet auf eine
erschopfte Nahrstoffquelle hin. Der Organismus muss &hnlich einem diauxischen Wachstums,
auf andere, weniger effiziente Medienbestandteile als Nahrstoffquelle ausweichen und kann

dadurch nicht die urspringliche Wachstumsrate beibehalten.
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Abb. 16: charakteristischer Verlauf einer Batchkultivierung im Technikum, optische Dichte in FTU-
Formazin turbidity units

Ein diauxisches Wachstum, die Beobachtung der Verringerung der Wachstumsrate aufgrund
eines limitierten Nahrstoffs im Fermentationsmedium, wirde zwischen unterschiedlichen
Batchen zu unterschiedlich hohen optischen Dichten erfolgen, da die Rohstoffchargen des
Fermentationsmediums  sich  teilweise in ihrer Zusammensetzung unterscheiden
(Untersuchungsergebnisse des Rohstoff-Herstellers). Da jedoch die Verringerung der
Wachstumsrate, also ein Abknicken der OD Kurve bei jedem Batch zur gleichen optischen
Dichte von 1000 FTU, beobachtet wird (unterschiedliches Fermentationsmedium, Daten nicht
gezeigt), ist die Verringerung der Wachstumsrate nicht durch Diauxie zu erklaren. Das geringer
werdende Wachstum wird vielmehr mit der beginnenden intrazellularen Toxinsynthese in
Verbindung gebracht. Wie unter den theoretischen VVorbetrachtungen beschrieben, synthetisiert
C. botulinum sein Toxin in der spaten exponentiellen Phase mit Ubergang in die stationare
Phase. Das Absinken der Wachstumsrate zeigt u. U. den Eintritt in diese Synthesephase.

Zunachst wéchst der Organismus bis zu einer Zelldichte, die vermutlich als Auslésesignal
(Quorom sensing) fur die Toxinsynthese dient (siehe 2.3.1, 2.4.1). Die beginnende
Toxinsynthese ist fir die Zelle mit hohen Kosten an Energie und Precursor verbunden. Der
Energiebedarf in Form von ATP, wird am effektivsten bei der Verstoffwechselung von
Kohlenhydraten im EMP-Weg (Glykolyse) gedeckt. Der Anstieg der extrazellular gemessenen

Toxinkonzentration ist nicht unmittelbar bemerkbar, sondern verzégert sich bis in die stationére
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Phase. Es dauert eine gewisse Zeit, bis das inaktive Toxin in detektierbaren Mengen durch die
extrazellularen Proteasen in die aktive Form prozessiert wird (M. L. Dekleva & Dasgupta,
1990). Nur diese Form ist durch den bei Merz etablierten ELISA Assay detektierbar.

Ab ca. 20 h gehen die Zellen in die stationdare Phase tber, obwohl noch 75 % der C-Quelle
vorhanden sind. Es ist aus Abb.16 zu erkennen, dass ab ca. 28 h die OD absinkt. Es erfolgt eine
erste Zelllyse. Ab diesem Punkt wird eine Zunahme der extrazellularen Produktkonzentration
beobachtet.

Die C-Quelle ist erst nach ca. 51 h verbraucht. Der Verbrauch der C-Quelle flihrt nicht zu einer
verstarkten Lyse, sondern es ist ab 60 h eine kurze Phase des kryptischen Wachstums zu
erkennen. Das kryptische Wachstum ist dadurch beschrieben, dass Zellen lysieren und die
dadurch in das Fermentationsmedium abgegebenen intrazelluldren Bestandteile der lysierten
Zellen als Nahrstoffe flr die vitalen Zellen dienen. Dies fiihrt zu einer erhéhten Zellteilung. So

ist ab ca. 60 h Fermentationszeit ein geringer Anstieg in der optischen Dichte zu erkennen.

Weiterhin  erkennt man aus Abb. 16, dass die C-Quellenkonzentration im
Fermentationsmedium, welches mit der Liquid Methode angeimpft wurde, hoher ist als beim
Medium inokuliert mit der Pellet Methode. Da die 1C2 Vorkultur nur ca. 24 h inkubiert wird,
ist in dieser noch ein Restgehalt an C-Quellen vorhanden. Durch die Ubertragung eines
definierten Volumens in das Fermentationsmedium zur Inokulation des Fermenters, wird auch
ein Anteil dieser C-Quelle mit U(bertragen. Aus diesem Grund ist die C-Quellen-
Startkonzentration bei Fermentationen, die mit der Liquidmethode inokuliert werden, hoher als
bei der Pellet Inokulations-Methode.

Durch die Verwendung der Pellet-Methode zum Inokulieren von Fermentationsmedien aus
Vorkulturen in der spaten exponentiellen Phase konnte die Produktkonzentration gegentiber der
Liquidmethode gesteigert werden. Dies ist dadurch bedingt, dass kein 1C2 Vorkulturmedium
ins Fermentationsmedium eingebracht wird. Das Fermentationsmedium wird nicht durch
verbrauchtes 1IC2 Medium verdiinnt. Es werden auch keine u. U. inhibitorischen Metabolite aus
der IC2 Vorkultur mitgeschleppt.

Die Abb. 17 zeigt eine Fermentation, bei der, im Gegensatz zu der Fermentation in Abb. 16 nur
1/10 (1 g-L'Y) der C-Quellenkonzentration verwendet wurde. Die Erschépfung der C-Quelle
fallt auf den Zeitpunkt, bei dem fiir gewohnlich die Verringerung der Wachstumsrate
beobachtet wird (ca. 1000 FTU). Die Zellen gehen direkt in die stationare Phase (iber, ohne eine
spite exponentielle Phase zu durchlaufen. Die Produktkonzentration ist mit 1,2 ug-ml™ bei dem

Versuch mit der reduzierten Konzentration an C-Quelle um ca. den Faktor 2,7 geringer als bei
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der in Abb. 16 gezeigten Fermentation mit 3,2 pgml?®. Hier zeigt sich, dass der
Medienbestandteil der C-Quelle einen signifikanten Einfluss auf die Toxinendkonzentration
hat.
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Abb. 17: Verlauf der C. botulinum Kultur mit 1/10 der Standard C-Quellenkonzentration

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass die Ubergangsphase zur stationaren Phase (FTU 1000-
1500) sowie die verwendete C-Quellenkonzentration kritisch fur die HOhe der
Produktkonzentration sind. Wie unter 2.2 beschrieben, sind die Gene fur die Neurotoxinbildung
in der spaten exponentiellen Phase hochreguliert und kehren in der stationaren Phase wieder
auf basale Auspragungen zuriick. Somit ist neben der Lysephase, die das Wertprodukt freisetzt,
die spate exponentielle Phase bzw. ihr Verlauf wéahrend der Batchfermentation kritisch fur die
Hohe der Endproduktkonzentration. Ein charakteristischer Biomassewachstumsverlauf
wéhrend der ersten 30 h Fermentation ist somit Voraussetzung, um ab ca. 30 h
Fermentationszeit das bis dahin generierte Toxin freizusetzen und zu prozessieren.

Das Vorhandensein von Toxin bei beiden Fermentation (Abb. 16, 17) vor der eigentlichen
Toxinsynthesephase (ab 1000 FTU) wird dem verwendeten Inokulum zugeschrieben. Es wurde
ein Inokulum verwendet, welches aus der Toxinsynthesephase (spéte exponentielle Phase, OD
> 3,5) stammt. Dadurch ist die Toxinsynthese bereits im Inokulum induziert. Es kann
unmittelbar nach dem Animpfen des Fermentationsmediums Produkt synthetisiert werden.
Jedoch reichen die vorhandenen Medienbestandteile (C-Quelle, Abb. 17) nicht aus um eine
spezifikationskonforme Toxinkonzentration zu erreichen. Somit wird dem Stoffstrom des
Fermentationsmediums ein weiterer signifikanter Einfluss auf die Produktkonzentration
zugeschrieben.

Fir eine hohe Produktkonzentration muss die C-Quelle im Fermentationsmedium so eingestellt
werden, dass sie ein ausreichendes Zellwachstum und Produktbildung ermdglicht. Eine
Uberschussdosierung der C-Quelle, wie z.B. bei der Liquid Methode in Abb. 16 kann u. U.

mitverantwortlich fur die verringerte Produktkonzentration sein. Aus diesen Griinden wird der
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Einfluss der Rohstoffe zur Erstellung des Fermentationsmediums auf die Produktkonzentration

untersucht.

4.4  Stoffstrom des Fermentationsmediums

Zur Herstellung von Botulinum Toxin wird Fermentationsmedium mit Zellen von Clostridium
botulinum in einem Fermenter inokuliert und (iber einen Zeitraum von 72 h inkubiert. Dabei ist
neben dem Stoffstrom des Inokulums, das verwendete Fermentationsmedium der einzige
weitere Stoffstrom, der in den Fermenter eingebracht wird.

Es konnte unter 4.2 gezeigt werden, dass Eigenschaften des Inokulums die Fermentation
signifikant beeinflussen. Durch gezielte Standardisierung des Inokulums kann die Variabilitét
in der Endproduktkonzentration verringert werden. Ein beobachteter Nebeneffekt war, dass die
Produktkonzentration durch Optimierung der Eigenschaften des Inokulums gesteigert werden
konnte.

Unter 4.3 wurde gezeigt, dass durch Anderung des Fermentationsmediums ein Einfluss auf die
Produktkonzentration genommen werden kann. Der Effekt des verwendeten
Fermentationsmediums auf die Produktkonzentration soll daher untersucht werden und die
Parameter des Fermentationsmediums identifiziert werden, die eine Einflussnahme auf das
Batchergebnis ermdglichen.

Das Fermentationsmedium besteht aus einer Mischung von komplexen Bestandteilen. Es wird
eine komplexe V-Quelle (Hydrolysat, Vitaminquelle) mit einer komplexen N-Quelle
(Hydrolysat, Stickstoffquelle) und einer chemisch definierten C-Quelle (Kohlenstoffquelle)
vermischt. Die V- und N-Quellen werden vom Medienhersteller in Chargen auf den Markt
gebracht. Eine Untersuchung der Medienchargen auf Veranlassung von Merz ergab, dass es
zum Teil erhebliche Abweichungen in der Konzentration einzelner analysierter Stoffgruppen

(Aminoséuren, Spurenelemente usw.) gibt.

4.4.1 Variabilitat der Produktkonzentration durch die Rohstoffchargen

In der Zeit von 2011 bis 2013 wurde beobachtet, dass die Toxinkonzentration nach 72 h
Fermentation immer weiter abnahm (Abb. 18). Im Jahr 2013 fiel die Produktkonzentration so
stark ab, dass keine spezifikationskonformen Batche mehr auf den Produktionsanlagen
hergestellt werden konnten. Die Zellbankalterung als Ursache fiir diese Beobachtung ist nicht
dafiir verantwortlich (Kap. 4.2.1). Es wurde keine prozesstechnische Anderung an dem
zugelassenen Herstellverfahren vorgenommen — dadurch entfallt diese Mdoglichkeit der
negativen Einflussnahme auf den Prozess. Ein derart starker Einfluss (regelméisige OOS) auf

die Produktkonzentration alleinig durch das verwendete Inokulum bzw. der
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organismenspezifischen inhédrenten biologischen Variabilitat ist auszuschlielen (siehe Kap.
4.2.2 - 4.2.3), da die Inokulation der Fermentation mit der Liquidmethode bis zum Jahr 2013
funktionierte. Der einzige weitere Stoffstrom in dem Fermenter ist das Fermentationsmedium.
Die beobachtete Produktkonzentrationsabnahme konnte daher durch das Fermentationsmedium

bedingt sein.

Die Abbildung 18 zeigt den Verlauf der erreichten Produktkonzentrationen auf den
Produktionsanlagen im Zeitraum von 2010 -2014. Die horizontalen Linien bei 5,5 und
15pgml? in Abb. 18 =zeigen die zulassigen Spezifikations-Grenzen fiir die
Produktkonzentration. Werden Produktkonzentrationen erreicht, die auBerhalb dieser
Spezifikation liegen, kann dieses Toxin nicht zur Formulierung des Fertigprodukts verwendet
werden. Es handelt sich dabei um einen OOS Batch (out of specification). Zundchst ist vor 2011
eine uniforme Streuung der Endproduktkonzentrationen zu erkennen. Ab dem Jahr 2011 wird
eine stetige Abnahme der Produktkonzentration beobachtet, die im Jahr 2013 OOS Niveau
erreicht (unterhalb der gestrichelten Linie). Ab 2014 konnten wieder Produktionsprozesse
durchgefiihrt werden, die innerhalb der Spezifikationen lagen.

6 Produktkonzentration 72h [pg-ml?]

A

(6]
>
A
N
o
H
H
y
N
N
-}
H
N
y
N
N
(e}
—
w
N
(@)
H
~

0 T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Batch Nr.
——Charge V1/N1 —0—Charge V2/N2 —0—Charge V2/N3
—4—Charge V3/N4 —o—Charge V4/N5

Abb. 18: zeitlicher Verlauf der erreichten Produktkonzentrationen am Ende der Fermentation im 5 Jahre
Zeitfenster in der Produktion. Datenpunkte gleicher Farbe entsprechen gleichen VV/N-Chargen

Die Datenpunkte in Abb. 18, die die gleiche Farbe zeigen, wurden mit V- und N-Quellen einer
gleichen Charge hergestellt. Die Batche die innerhalb der Spezifikation lagen, lassen sich auf
die Chargenkombinationen der Rohstoffe V1/N1, V2/N2 und V4/N5 zuruckfuhren (vgl. Tab.
3). Die anderen Chargenkombinationen der Rohstoffe der V- und N-Quelle (V2/N3, V3/N4)
liefern OOS Ergebnisse. Im Jahr 2012 wird besonders deutlich, dass die Charge der N-Quelle
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einen Einfluss auf die Produktkonzentration hat. Der starke Abfall der Toxinkonzentration von
Batch 1 2012 zu Batch 2 2012 zeigt, dass sich die verwendete N-Charge bei identischer V-
Charge negativ auf die Hohe der Produktkonzentration auswirkt.

Tab. 3: zusammengefasste Batch-Daten, +++/----sehr gute/schlechte Produktkonzentration

Batch V-Charge N-Charge Produktkonzentration
2011.1 V1 N1 +++
2011.2 V1 N1 +++
2011.3 V1 N1 +++
2011.4 V1 N1 ++
2012.1 V2 N2 ++
2012.2 V2 N3
2013.1 V3 N4
2013.2 V3 N4
2013.3 V3 N4
2014.1 V4 N5 +++
2014.2 V4 NS +++
2014.3 V4 N5 +++
2014.4 V4 NS +++
2014.5 V4 N5 +++

Die Abbildung 19 zeigt Produktkonzentrationen von Fermentationen die im Technikum
durchgefuhrt wurden. Es wurden Batche produziert, die sowohl innerhalb als auch auferhalb
der Spezifikation lagen (Grenze von 1,5 pg-ml? unterschritten, Abb. 19). Die niedrigen
Produktkonzentrationen (graue Punkte) sind mit einer Kombination an V- und N-Quelle
(V3/N6) hergestellt worden. Die V3-Charge lieferte in Kombination mit N4 bei den
Fermentationen auf Produktionsanlagen OOS Ergebnisse fiir die Produktkonzentration im Jahr
2013 (Tab. 3). Die schwarzen Punkte in Abb. 19 zeigen spezifikationskonforme
Produktkonzentrationen. Diese Ergebnisse wurden mit einer anderen Chargenkombination
(V4/N5) erreicht. Diese V-, N-Chargen wurden im Jahr 2014 auf den Produktionsanlagen
eingesetzt und fuhrten ebenfalls zu spezifikationskonformen Batchen.
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Produktkonzentration 72h [pug-ml?]

Batch Nr. [-]
—— \/4N5 —o— V3NG6

Abb. 19: erreichte Produktkonzentrationen mit 2 unterschiedlichen Chargenkombinationen: schwarz-
V4NS5, grau-V3NG

Durch das Alternieren der V- und N-Quellen Chargen Kombination (V3/N6 : V4/N5) zeigt die
Abb. 19, dass der Effekt der schwankenden Toxinkonzentration bzw. das Auftreten von OOS
Ergebnissen in Abhéngigkeit der verwendeten Chargen der N- und V-Quelle erfolgt. Die
verwendete V/N-Charge hat einen wesentlichen Einfluss auf die Produktkonzentration. Somit
kann die V-und N-Charge als critical process parameter (CPP) definiert werden, da diese
Prozessgrolie einen direkten Einfluss auf Produktkonzentration hat.

Die bei der Fermentation verwendeten V- und N-Rohstoffchargen kénnen nicht beliebig
gewahlt werden. Es gibt meist nur eine Charge auf dem Markt flir Zeitrdume von einem Jahr
und langer. Somit miissen Moglichkeiten gefunden werden mit ,schlechten® Rohstoffchargen

spezifikationskonforme Batche herzustellen.

4.4.2 Beeinflussung der Endproduktkonzentration durch die eingesetzten
Rohstoffkonzentrationen und unterschiedlichen Chargen der N-Quelle
(DoE 1)

Unter 4.4.1 wurde der Einfluss der zur Fermentation verwendeten V- und N-Charge auf die
Produktkonzentration beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass es qualitativ unzureichende
Rohstoffchargen gibt, mit denen, aufgrund von fehlenden Alternativen, gearbeitet werden
muss. Unter 4.3 wurde beobachtet, dass die Kohlenstoffquellenkonzentration einen Einfluss auf
die Produktkonzentration hat. Dieses Zusammenspiel zwischen Medienkomponenten und
Produktkonzentration soll mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung zur empirischen

Prozessbeschreibung néher untersucht werden. Weiterhin soll durch diese QbD Methode ein
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zuléssiges Verfahren etabliert werden, welches zu weniger OOS-Batchen flhrt und eine

gleichbleibende Produktkonzentration ermdglicht.

In 50 ml Reaktionsgefalen wurden 30 ml Fermentationsmedium aliquotiert. Die
Zusammensetzung des Fermentationsmediums wurde mithilfe eines statistischen
Versuchsplans (Tab.: 7 Anhang) bestimmt. Der Aufbau des Versuchsplans entsprach einem
Central Composit Design (CCD, Kap. 2.5, Abb. 7). Der CCD Versuchsplan bestand aus 3
kontinuierlichen (Konzentrationen der C-, V- und N-Quelle) und einer kategorischen Variable
(2 unterschiedliche Chargen der N-Quelle), die systematisch variiert und kombiniert wurden
(siehe Tabelle 4).

Es wurden in diesem Versuch 40 Versuchsansédtze inokuliert (20 pro N-Charge). Die 20
inokulierten Reaktionsansatze bestanden jeweils aus acht Ansétzen fir die acht Eckpunkte des
Wirfels (Kap. 2.5, Abb. 7), sechs Ansatzen fir die sechs Sternpunkte sowie jeweils sechs
Replikaten des Zentralpunktes. Dieser DoE Versuch wurde mit der N-Quellen Charge N2 und
N3 sowie mit der V-Quellen Charge V2 hergestellt. Die Kombination aus V2/N2 brachte in der
Produktion 2012 eine spezifikationskonforme Produktkonzentration von 2,8 pg-ml™* (Abb. 18).
Die Kombination V2/N3 brachte 2012 in der Produktion nur 0,9 pg-ml™. Somit wird N-Charge
N3 mit ,schlecht’ und N2 mit ,gut® deklariert.

Tab. 4: CCD Versuchsplan 1

untersuchte Konzentrationsbereich Charge
Hauptfaktoren [g'L1]

C-Quellen Konzentration 5-10 /
N-Quellen Konzentration 10-20 N2/N3
V-Quellen Konzentration 5-10 V2

Nach erfolgter Versuchsdurchfiihrung und Bestimmung der Endproduktkonzentration wurden
die Ergebnisse durch die Anpassung eines Models an diese Versuchsdaten analysiert
(Regression). Bei der Modelanpassung wird mithilfe von Gleichungen unterschiedlicher Form
(linear, quadratisch) die Produktkonzentration in silico berechnet und mit den gemessenen
Werten verglichen. Im Anschluss muss durch den Anwender das Model gewahlt werden,
welches die kleinste Abweichung zwischen den berechneten und realen Daten aufweist. Zur
Einschatzung dieser Modelabweichung dient u. a. die Residuensumme. Eine Kkleine
Residuensumme zeigt, dass das verwendete Model die realen Daten bzw. die

zugrundeliegenden Zusammenhange der untersuchten Faktoren gut beschreibt.
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In diesem Versuch wurden durch ein lineares Model die Versuchsdaten am besten beschrieben.
Die Residuensumme war flr die lineare Regression am Kkleinsten. Die Residuen der Daten der
einzelnen Versuchsansatze nach der Modellanpassung streuen gleichmaRig. Es konnte keine
Abweichung der Residuenstreuung von einer Normalverteilung beobachtet werden. Das
verwendete lineare Model ist signifikant (p < 0,05). Die Hohe der Anderung der
Produktkonzentration durch die untersuchten Faktoren, beschrieben durch das lineare Model,
ist grolRer als das dem Versuch zugrundeliegende Hintergrundrauschen (Signal/Noise ratio).

Das lineare Model ist fur die Beschreibung der Versuchsdaten geeignet.

Die Ergebnisse des linearen Models zeigen, dass die Faktoren der Konzentration der C- und V-
Quelle (im Bereich von 5-10 g-L1) sowie der verwendeten N-Charge einen signifikanten (p <
0,05) Einfluss auf die Produktkonzentration ausuben. Der Faktor der N-Quellenkonzentration
war in diesem Versuch nicht signifikant (p = 0,48). Die Konzentration der N-Quelle im
Fermentationsmedium im untersuchten Konzentrationsbereich von 10 - 20 g-L? (ibt somit

keinen wesentlichen Einfluss auf die Produktkonzentration aus.

Es ist aus Abb. 20 a zu erkennen, dass bei einer Verringerung der C-Quellen Konzentration bis
auf 5 gL die Produktkonzentration um ca. den Faktor 2 zunimmt (1,5 vs. 3,0 pg'ml™). Die
Steigerung der Produktkonzentration durch Reduzierung von Konzentrationen an
Medienbestandteilen wird dem Effekt der Proteom-Partitionierung zugeschrieben.

In You et al., 2013 zeigen die Autoren, dass der limitierende Faktor fur das Zellwachstum bzw.
die Produktsynthese, die Proteinsynthese an den Ribosomen ist — WVerteilung der
Proteinsynthesekapazitét der Zelle entsprechend der Dringlichkeit: Proteom Partionierung.

Zur Erklarung muss vereinfacht angenommen werden, dass die Anzahl der Ribosomen
zunéchst fix ist. Die Proteinsyntheseplatze der Ribosomen sind besetzt — sie translatieren
katabole Proteine um einen entsprechenden Eintrag an C-, N-, V-Quellen in die Zelle
sicherzustellen. Da sich z.B. die C-Quelle kontinuierlich durch Verstoffwechslung reduziert,
muss durch eine verstérkte Expression der entsprechenden Enzyme gegengesteuert werden, um
die Rate des Kohlenstoffzustroms in die Zelle konstant zu halten (stabiler Betriebspunkt).
Gleiches gilt auch fir jegliche anderen Elemente oder Precursor (Aminosduren etc.). Somit ist
ein bestimmter Anteil der verfugbaren Ribosomen mit Housekeeping, Expression kataboler-/
anaboler Proteine und der Synthese von neuen Ribosomen beschaftigt. Da das Toxin flr den

Organismus unter den herrschenden Fermentationsbedingungen nicht essentiell zum Uberleben
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ist, hat dessen Synthese nur eine geringe ,,Prioritidt“ gegeniiber dem Gewahrleisten eines
stabilen Betriebspunktes.

Der Organismus ist einem kontinuierlichen Optimierungsproblem mit mehreren Zielen
ausgesetzt (Pareto-Optimierung). Es muss ein optimaler, stabiler Betriebspunkt durch die
Synthese unterschiedlicher Proteinfraktionen zur Homdoostase intrazelluléarer Metabolitflisse
erreicht werden. Erst nach Einstellung dieses quasi-steady-state stehen freie Ribosom-
,»Resourcen* fiir andere Aufgaben z.B. die Toxinsynthese bereit

Ein unginstiges Mischungsverhéltnis von z. B. C- und N-Quelle aufgrund unterschiedlicher
Rohstoffchargen  fuhrt zu einer verstdrkten Beanspruchung des Translations-
[Transkriptionsapparates. Der Stoffwechsel des Organismus besteht aus enzymatischen
Reaktionskaskaden. Die Abldufe dieser chemischen Reaktionen sind konzentrationsgebunden
und kontinuierlich. Wesentliche Energie (ATP) generierende Reaktionen beginnen mit
Kondensationsreaktionen. Dabei werden zwei Edukte zu einem Produkt zusammengefiigt. Der
Stoffwechsel hat keine wesentlichen Speichermdglichkeiten fir diese reaktiven (z. B.
phosphorylierten) Edukte. Die Edukte mussen zu einem bestimmten Zeitpunkt in einem
stdchiometrischen Verhdltnis zueinander zusammentreffen um den Ablauf der Reaktion zu
gewahrleisten.  Aufgrund von unbalanciertem Fermentationsmedium  wirde ein
stochiometrisches Ungleichgewicht in diesen Reaktionskaskaden bestehen, wenn der
Organismus nicht seine Proteommaschinerie zum Ausgleich verwenden wiirde. Das fuihrt dazu,
dass der Translationsapparat zunéchst dafiir verwendet wird, das Wachstum und die Zellteilung
zu ,stabilisieren‘. Dadurch bleiben jedoch nicht die Ressourcen (Ribosomen, freie
Proteinsyntheseplatze) erhalten, wie es bei einem balancierten Medium der Fall ist. Es werden
Proteine, die nicht essentiell fiir das Wachstum/Erreichen des steady-state sind, z. B. das Toxin,
weniger stark exprimiert. Aus den in diesem Versuch ermittelten Daten ergibt sich, dass ein
C:N Verhéltnis (C:N-Quelle) von 1:4 flr ein balanciertes Medium (spezifikationskonforme
Fermentation) notwendig ist (C:N=1:3>1,2 pg'ml?; C:N=1:4->4,3 ug-ml™). (You et al., 2013)
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Abb. 20: Ergebnisse des DoE 1, Abb. ¢ zeigt die Response Surface (gemitteltes Modell) bei 20 g-L"t N2
Charge

Die Produktkonzentration ist bei einer V-Quellen Konzentration von 10 g-L'* am héchsten
(Abb. 20 a). Die in Abbildung 20 c dargestellte Response Surface vereinigt die Ergebnisse aus
Abb. 20 a. Dabei ist zu erkennen, dass die hochste gemittelte Produktkonzentration mit der
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geringsten C-Quellenkonzentration bei hdchster V-Quellenkonzentration auftritt. Dieser Graph
zeigt nur die als signifikant identifizierten Parameter (Konzentration der C-, V-Quelle) bei einer
N-Quellen Konzentration von 20 g-L! der Charge N2.

Der in der Produktion beobachtete Effekt, dass unterschiedliche N-Quellen Chargen die Hohe
der Produktkonzentration beeinflussen, konnte in diesem Versuch bestatigt werden. Die Abb.
20 b zeigt, dass die N-Quellen Charge N3 um den Faktor 1,4 weniger Produkt liefert als die N2
Charge unter sonst gleichen Bedingungen. Diese Abweichung ist geringer als die zwischen den
Batchen 2012.1 (N2) und 2012.2 (N3) mit einer beobachteten Abweichung um den Faktor 3,1.
Der in Abb. 20 b dargestellte Unterschied der Produktkonzentration in Abhangigkeit der
verwendeten N-Charge ist im erstellten Modell tber das gesamte Versuchsgebiet gemittelt.
Betrachtet man die erreichten Produktkonzentrationen an einem distinkten Punkt in den
Rohdaten z. B. bei einer C-, V-, N-Quellenzusammensetzung von 10, 10 und 20 g-L, wird mit
der N3 Charge 1,2 + 0,50 pg'ml™? (OOS Niveau) und mit der N2 Charge 3,5 + 0,46 pgml™
erzielt. Diese C-, V-, N-Quellen Konzentration ist die Standardzusammensetzung bei
Fermentationen, so auch fir die Batche in 2012.1/2012.2 (Abb. 18/19). Der Unterschied
zwischen den Produktkonzentrationen bei der Verwendung der N2 und N3 Charge mit den
Standardkonzentrationen (10, 10, 20 g-L!) in diesem DOE Versuch, betragt das 2,9-fache und
ist mit dem Unterschied bei den Batchen 2012.1/2012.2 vergleichbar (3,1-fache). Der
bestehende Unterschied in der N-Quellen Zusammensetzung hat einen signifikanten Einfluss

auf die Hohe der Produktkonzentration.

Durch eine Anpassung der Konzentration der Medienbestandteile auf 5, 10, 10 g-L™ C-, V- und
N2-Charge konnten in diesem Experiment 4,3 pg-ml? Produkt hergestellt werden. Die
Verwendung dieser angepassten Konzentration an Medienbestandteile lieferte fur die N3
Charge 4,00 pg-ml™*Produkt. Diese Toxinkonzentrationen gehen in das grafisch in Abb. 20 ¢
dargestellte Modell mit ein. Da es sich jedoch dabei um Maximalwerte handelt, werden diese
Konzentrationen an Produkt nicht im gemittelten Modell dargestellt.

Durch eine optimale Abstimmung der Konzentration der Medienbestandteile kann eine
Steigerung der Produktkonzentration auch mit Rohstoffchargen erreicht werden, die fur
gewohnlich OOS Ergebnisse liefert. Eine abgestimmte V-, N- und C-Quellen Einwaage flhrt
zu einem definierten und stabilen Bereich der Produktkonzentration.

Aus den hier gezeigten Daten bestétigt sich die Annahme die aus den historischen Daten (4.4.1)
getroffen wurde. Die verwendeten Konzentrationen der Rohstoffe sowie die unterschiedlichen

Chargen der Rohstoffe haben einen Einfluss auf die Produktkonzentration und sind dadurch
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kritische Prozessparameter im Sinne von QbD (CPPs). Somit kann durch eine geeignete Wahl
der Rohstoffchargen oder durch Verdnderung der Einwaagen die Produktkonzentration

verandert und in den gewtiinschten Konzentrationsbereich gebracht werden.

Die N-Quelle ist eine komplexe Mischung nicht naher definierter Zusammensetzung
unterschiedlicher Einzelkomponenten. Sie ist essentiell fiir das Zellwachstum und die Synthese
des Zielprodukts. Das vom Hersteller bereitgestellte Zertifikat Gber die Spezifikation der N-
Quelle (siehe Anhang) bzw. die darin enthaltenen Gutekriterien sind fur eine Aussage Uber den
Verlauf des Herstellungsprozesses unzureichend. Die vom Hersteller bereitgestellten
Informationen reichen nicht aus fur eine Einschétzung der Rohstofftauglichkeit fir erfolgreiche
Fermentationen. Dadurch wird es notwendig interne Prufmethoden zu erarbeiten, welche es
ermoglichen Rohstoffchargen auf ihre Eignung zu Uberprifen. Da bisher nicht bekannt ist,
welcher Bestandteil der N-Quelle zu den Abweichungen im Prozess fiihrt, kann nur mit Hilfe
der statistischen Versuchsplanung die beste Zusammensetzung der Medienbestandteile flr
einzelne Chargen bestimmt werden. Dabei kann mittels des QbD Vorgehensweise, wie unter
2.1 beschrieben, anstelle einer fixen Medieneinwaage (10, 10, 20 g-L™?), eine variable
Medienformulierung eingesetzt werden (Design Space). Somit kénnen vor der eigentlichen
Fermentation zur Generierung von Wirkstoff zundachst neue Medienchargen im DoE Versuch
getestet werden. Das dabei erhaltene empirische Model zeigt dann dem Anwender, welche
Konzentrationen an Einzelstoffen bereitgestellt werden miissen, um in einen stabilen Bereich

der Produktexpression zu gelangen.

4.4.3 Validierung der Ergebnisse aus dem DoE 1 Model im 5 L MaR3stab

In Kapitel 4.3.2 wurde ein empirisches Fermentationsmodel im 30 ml Malistab erstellt. Dieses
Model korreliert unterschiedliche Zusammensetzungen des Fermentationsmediums (Design
Space, Konzentration an V-, C- N-Quelle) mit den erreichten Produktkonzentrationen. Wie
unter 4.2.2 (Animpfmethode) gezeigt wurde, kann sich bei VolumenvergréfRerung ein
beobachteter Effekt anders auspragen als zuvor im Model beobachtet. Daher muss die
Gultigkeit des Models aus 4.4.2 in einem grofReren Malstab bestétigt werden.

Hierfir wird auf der Response Surface (Abb. 20 c) ein Bereich gesucht, bei dem eine bestimmte
Produktkonzentration erreicht wird (z.B. 3,5 png-ml™ Mitte der Spezifikation 1,5 - 5,5 ug-ml™).
Die einzelnen Konzentrationen der zu dieser Produktkonzentration gehdrenden
Medienbestandteile werden dann von den Achsen abgelesen und ein 5 L Fermentationsmedium

mit diesen Konzentrationen hergestellt.
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Das Medium besteht aus drei Hauptkomponenten. Dabei sind zwei Medienkomponenten (V-
und N-Quelle) komplexer Natur. Die C-Quelle ist chemisch definiert. Damit kann die
Stoffidentitat und Konzentration der C-Quelle zweifelsfrei und genau bestimmt werden. Im Fall
der komplexen Bestandteile ist nicht bekannt welche Einzelbestandteile fur die Variabilitat der
Toxinkonzentration verantwortlich sind. Da diese komplexen Einzelbestandteile von Charge zu
Charge in ihrer Konzentration schwanken kdnnen, ist es besser den chemisch definierten Anteil
des Fermentationsmediums zu variieren. So kann ein beobachteter Effekt zweifelsfrei zu einer
chemischen Stoffgruppe (z. B. Kohlenhydrate) zugeordnet werden. Aus diesem Grund wird nur
die Konzentration der definierten C-Quelle eingestellt, und fur die V- und N-Quelle die
Standardkonzentration beibehalten (10, 20 g-L). Zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit der in
DoE 1 erreichten Produktkonzentration (3,5 pg-ml™?), werden die spezifischen Einwaagen aus
dem 30 ml Malstab fur die Bestandteile des Fermentationsmedium 1 zu 1 auf das 5 L
Fermentationsmedium tiibertragen. Es soll mit der ,schlechten‘ N-Quellen Charge N3, der V-
Quellen Charge V2 und einer optimierten C-Quelleneinwaage von 6,9 g-L* tiberpriift werden,
ob das vorausgesagte Ergebnis von 3,5 pg-ml™ auch im groReren MaRstab (5 L) erreicht werden
kann.

Die Abbildung 21 zeigt die Produktkonzentrationen von jeweils 3 Fermentern fiir die optimierte
C-Quellen Einwaage nach DoE 1 mit 6,9 g-Lt C-Quelle (hellgrau, a, b, c), sowie die parallel
dazu angesetzten Referenzfermenter mit 10 g-L"? C-Quelle (dunkelgrau, d, e, f).

Es wurden 3 mal 2 Fermentationen im 5 L MaRstab zu unterschiedlichen Zeitpunkten
durchgefuhrt (Abb. 21). Eine Fermentation bestand aus dem Upstreaming bis zur 1C2 Kultur,
gefolgt von der Inokulation eines Fermenters mit optimiertem Fermentationsmedium und
einem Medium der Standardzusammensetzung in einem zweiten Fermenter. Die Vorkulturen
(IC2) befanden sich in der spaten exponentiellen Wachstumsphase. Jeder Fermenter wurde mit
einer definierten OD von 0,31 mit der Pelletmethode angeimpft. Die verwendeten

Rohstoffchargen waren zwischen den Fermentern und den 3 Fermentationen identisch.
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Abb. 21: erreichte Produktkonzentration fiir 3 biologische Replikate optimierter Medienkomposition
(hellgrau, a, b, ¢) und Standardansétze (dunkelgrau, e, f, g)

Durch die optimierte C-Quellen Einwaage flr das Fermentationsmedium war es moéglich, eine
zuvor bestimmte, gewinschte Produktkonzentration mit einer schlecht funktionierenden
Charge (N3) zu erzielen. Die erreichte Produktkonzentration fiir die optimierte Einwaage betrug
3,4+0,18 pg'ml?, fiir die Standardeinwaage 2,4 + 1,81 pg'ml™. Ohne Medienoptimierung sind
die erreichten Produktkonzentrationen um den Faktor 1,4 geringer. Die Produktkonzentration
der Referenzfermenter ist in diesem Versuch jedoch um ca. den Faktor 2 héher als unter 4.4.2
fiir die gleiche Zusammensetzung des Fermentationsmediums beobachtet (1,2 vs. 2,4 pg'ml™?).
Diese Erhdhung der Produktkonzentration wird, wie unter 4.2 gezeigt, der Animpfmethode
(Pelletmethode) zugeschrieben. Durch die Kombination der optimierten Animpfmethode
(Pelletmethode), des optimierten Fermentationsmediums (6,9 gL' C-Quelle statt 10 g-L™?)
sowie des optimalen Vorkulturregimes (Inokulum aus spéter exponentieller Phase) wurde es
maoglich die Streuung des Mittelwertes um den Faktor 10 gegeniiber den Standardansétzen zu
reduzieren.

Die Fermenter d, e, f wurden auch mit der Pelletmethode inokuliert, doch zeigt sich hier eine
wesentlich stérkere Variabilitat der Produktkonzentration. Die Standardansatze zeigen, dass
auch durch die Verwendung einer suboptimalen Medienkomposition eine starke Variabilitét in

der Produktkonzentration auftreten kann.

Der DoE 1 ermdglichte die Identifizierung und Auswahl eines einfach zu kontrollierenden und
einzustellenden Faktors (C-Quelle), der einen signifikanten Einfluss auf die
Produktkonzentration hat. Durch diesen Faktor konnte in dem hier gezeigten Versuch die

Produktkonzentration auf eine gewtinschte Hohe eingestellt werden. Es wurde durch die DoE
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Methodik in Kombination mit einer optimierten Animpfmethodik mdglich, dass eine
Rohstoffcharge die sonst OOS Ergebnisse liefert (N3) spezifikationskonforme Batche
hervorbringt. Die durch das DoE Model prognostizierte Produktkonzentration von 3,5 pg-ml™
wich nur gering von der tatsichlich erreichten Produktkonzentration ab (3,4 + 0,18 pg'ml™).
Durch die DoE Methodik wurde erstmals bei dem hier untersuchten Prozess die
Produktkonzentrationen willentlich veréndert und auf einen im Voraus bestimmten Wert
eingestellt. Trotz des Scale-Up von 30 ml auf 5 L traten keine negativen Skalierungseffekte auf.
Wie unter 4.4.2 gezeigt, flihrt die Verringerung einer Medienkomponente (C-Quelle) zu einer
Erhéhung der Produktkonzentration wie auch zu einer Variabilitatsreduktion. Durch ein
Balancieren der C- und N-Quelle miteinander, konnte ein stabiler und optimaler Wert flr die
Produktkonzentration erreicht werden. Die Ursache fir diese Beobachtung wird im
beschriebenen Phédnomen der Proteom Partionierung gesehen. Durch ein balanciertes
Fermentationsmedium wird eine verbesserte Proteom Partionierung erreicht. Der Organismus
kann Translationsressourcen von der Koordinierung intrazellul&rer metabolischer Flusse fur die
Produktsynthese verwenden. Dadurch wird das Produktsynthesepotential des Organismus
erhoht.

Das Inokulum fur den Hauptversuch entstammt einer 24 h alten Kultur. Der Organismus hat
aufgrund der in dieser Kultur herrschenden Bedingungen einen bestimmten quasistationdren
Zustand (Expression von Enzymen, metabolische Flisse durch die einzelnen Stoffwechselwege
usw.) Diese Organismen werden in das Medium des Hauptversuches tbertragen und adaptieren
sich. Zum einen an die unterschiedlichen Inkubationstemperaturen (Vorkultur 37°C,
Hauptkultur 33,5°C), zum anderen an hohere Konzentrationen an Bestandteile im
unverbrauchten Fermentationsmedium. Diese Anpassung ist ein Aufwand fir die
Proteommaschinerie (Transkription, Translation). Durch, wie hier gezeigt, eines abgestimmten
Mediums erscheint es, dass dieser zelluldre Aufwand reduziert werden kann und somit
Ressourcen aus z.B. Housekeeping Prozesse oder ahnlichem frei werden fiir andere Aufgaben,
z.B. die Produktsynthese (You et al., 2013).

4.4.4 Uberprufung der Modellgrenzen des DoE 1 und Ubertragung der
optimalen Einwaagen auf andere Rohstoffchargen

Fir das empirische Fermentationsmodell aus DoE 1 wurde gezeigt, dass hierdurch
spezifikationskonforme Batche auch mit ,schlechten® Rohstoffchargen (OOS) hergestellt
werden konnen. Fir eine verldssliche Verwendung dieses Modells, ist es notwendig die
Grenzen der Anwendbarkeit zu kennen. Dazu wurden die Faktorenkombinationen am Rande

(Extremwerte) des Design Space erneut getestet und der vorausgesagte mit dem gemessenen
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Wert der Produktkonzentration verglichen. Weiterhin wurde untersucht, ob die
Produktkonzentrations-Vorhersagen aus dem DoE 1 Model auch mit anderen Chargen der N-
und V-Quellen giiltig sind. Diese Uberpriifungen erfolgten durch Fermentationen im 5 L
MafRstab.

Die Tabelle 5 zeigt die erreichten Produktkonzentrationen fir Medienzusammensetzungen die
im Randbereich des Models (DoE 1, Abb. 20 d) liegen. Die geringste Toxinkonzentration wurde
mit einer Zusammensetzung des Fermentationsmediums an C-, V- und N3-
Quellenkonzentration von 10,0, 5,0, 10 gL' erreicht. Der Maximalwert der
Toxinkonzentration wurde mit einer Konzentration an C-, V- und N3-Quelle von 10,0; 20,0;
20,0 g-L! erreicht. Dabei betrug die Abweichung von der vorausgesagten zur gemessenen
Produktkonzentration (Soll/Ist) maximal 20%. Die vom Modell vorausgesagte, hdchste
Toxinkonzentration wurde sogar um 12 % Uberstiegen. Die niedrigste Toxinkonzentration lag
20 % Uber der vorausgesagten Konzentration. Diese beobachteten Soll/Ist Abweichungen lagen
innerhalb der ermittelten Streuung des DoE 1 Versuchs. Somit beschreibt das DoE 1 Modell

das untersuchte Versuchsgebiet (Design Space) mit ausreichender Genauigkeit.

Tab. 5: Vergleich zwischen vorausgesagten (Soll) und tatséchlich erreichten  (Ist)
Produktkonzentrationen an den Modelgrenzen fiir die Mediumzusammensetzung (C-, V- und N3-
Quelle: 10,0; 20,0; 20,0 g-L*) der héchsten und niedrigsten (C-, V- und N3-Quelle: 10,0; 5,0; 10,0 g-L°
1 Produktkonzentration

Produktkonzentration laut Produktkonzentration Abweichung
Modell DoE 1 [ug-mL™] nach 72 h Fermentation zwischen Soll/lst

[pgmL?] Wert [%]
4,2 4,7 +12
15 1,8 +20

Das unter 4.4.1 ermittelte Verhaltnis zwischen C- und N-Quellenkonzentration von 1:4 flr eine
hohe Produktkonzentration wird dadurch bestdtigt. Die N- und V-Quelle wird bei der
Ermittlung des Verhdltnisses zusammengefasst (x:4), da die Bestandteile dieser beiden
Rohstoffe teilweise identisch sind. Der Organismus kann die V-Quelle bis zu einem gewissen
Grad auch als N-Quelle verwenden. Diese ,unsaubere® Trennung zwischen N- und V-Quelle ist
der komplexen Natur der Rohstoffe geschuldet fiir die es keine ,sauber getrennte Alternative
gibt.

Die Ergebnisse der Extremwertexperimente (Tab. 5, geringste und hdchste Konzentration)
weichen zwischen 12-20 % von den Hervorsagen ab. Der Variationskoeffizient (CV, Quotient
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aus Standardabweichung und Mittelwert) ist 30 % im DoE 1 (Zentralpunktexperimente). Der
CV entspricht einer normierten Varianz. Die Hohe des Mittelwerts beeinflusst nicht die Hohe
der Varianz. Somit ist dieser Wert gut zur Beschreibung der Wiederholbarkeit und Prézision
geeignet. Die hier gezeigten Abweichungen der Produktkonzentration fir die Extrembereiche
des DoEs liegen innerhalb des ermittelten Variationskoeffizienten. Dadurch wird bestatigt, dass

das DoE 1 Model innerhalb seiner Grenzen (Design Space) angewendet werden kann.

Mit dem DoE 1 Modell I&sst sich die Produktkonzentration in Abhdngigkeit der verwendeten
Rohstoffeinwaagen fir bestimmte Chargen voraussagen. Es wurde daher ebenfalls Gberpruft,
ob dieses Modell auch geeignet ist, Produktkonzentrationen mit anderen Rohstoffchargen
vorauszusagen. Die unter 4.4.3 verwendeten optimierten Einwaagen fir das
Fermentationsmedium (C-, V2- und N3-Quellekonzentration von 6,9, 10,0 und 20,0 g-L™?)
wurden verwendet um mit der V3/N6 Chargenkombination ein optimiertes
Fermentationsmedium herzustellen. Die V3/N6 Chargenkombination fuhrte bei den in Abb. 19
dargestellten Technikumsversuchen zu sehr geringen bzw. OOS Ergebnissen. Die V3 Charge
wurde auf den Produktionsanlagen im Jahr 2013 (Abb.18) verwendet und fihrt mit der N4-
Charge ausschlieRlich zu OOS Ergebnissen.

Die durchgeflhrten Fermentationen mit den optimierten Einwaagen, angewendet auf die V3/N6
Chargenkombination erreichten jedoch nicht den vorausgesagten Wert von 3,5 ugml? (x =
2,2+ 1,5 pug - ml~1, nicht gezeigt). Die Produktkonzentrationen lagen 37 % unter dem
gewinschten Wert, zuzlglich einer vergleichsweisen hohen Mittelwertstreuung. Durch die
Reduzierung der C-Quelle konnte zwar die Produktkonzentration soweit gesteigert werden,
dass keine OOS Ergebnisse mehr auftreten, es zeigte sich jedoch das mit DoE 1 modellfremden
Chargen keine genauen Vorhersagen moglich sind. Eine Ubertragung der in DoE 1 bestimmten
optimalen Einwaagen (C-Quelle 6,9 g-L!) auf andere Chargen der V- und N-Quelle zur
Erreichung von 3,5 pg-ml? ist nicht moglich. Fiur jede Chargenkombination sollte ein eigenes
Optimum mittels DoE ermittelt werden.

Es wird nochmals deutlich, dass die Zusammensetzungen der komplexen Medienbestandteile
zwischen einzelnen Chargen variieren. Andernfalls hatte das Model seine Giiltigkeit behalten.
Eine gute Abstimmung zwischen C- und N-Quelle muss erfolgen, um optimale
Produktkonzentrationen zu erreichen. Produktkonzentrations-Voraussagen aus einem DoE
Modell (bestimmte Chargenkombination) lassen sich nicht auf andere Chargenkombinationen
ubertragen. Somit muss fiir jede neue/ unbekannte Rohstoffcharge ein eigenes DoE Model

erstellt werden.
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4.4.5 Empirisches Fermentationsmodel fr andere Rohstoffchargen (DoE 2,
DoE 3)

Aufgrund der unter 4.4.4 festgestellten Nichtubertragbarkeit des DoE 1 Modells auf andere
Rohstoffchargen wurde ein eigenes Modell fir die V3/N6 Chargenkombination erstellt. Dieses
Modell soll wie bereits DoE 1 den Zusammenhang zwischen spezifischer Rohstoffkombination
und der Produktkonzentration beschreiben. Es wurde ein neuer CCD Versuchsplan erstellt, der
unterschiedliche Mischungen der Rohstoffe enthalt. In diesem CCD-Versuch (DoE 2) wurde
die N- und V-Quellen Charge gegentiber DoE 1 zu V3 und N6 geédndert. Es wurden identische
Konzentrationen fir die C-, V- und N-Quelleneinwaage wie im DoE 1 gewdhlt. Diese lagen bei
5-10, 5-10, 10-20 g-L* firr die C-, V3- und N6-Quelle.

Da in diesem Versuch nur eine N-Quelle genutzt wurde, entfallt im Versuchsplan der
kategorische Faktor der N-Quellen Charge. Dadurch reduziert sich die Versuchsanzahl auf 14
Ansétze. Es lassen sich ca. 40 Reaktionsansatze gleichzeitig bearbeiten. Aufgrund der
Reduzierung der Reaktionsansatze auf 14 Stick konnten die Versuche in einem Block in
Doppelbestimmung  durchgefihrt werden (28 Ansédtze). Die Gesamtanzahl der

Reaktionsansétze lag bei 33 (Doppelbestimmung + 5 Zentralpunktreplikate).

Wie bereits im DoE 1 wird mit den experimentell ermittelten Daten der Toxinkonzentration ein
in silico Modell berechnet (Regression). Diese Regression korreliert die Produktkonzentration
zu unterschiedlichen Fermentationsmedium-Zusammensetzungen. Durch die
Doppelbestimmung konnte die Anpassung des Models an die experimentellen Daten wesentlich
verbessert werden. Eine signifikante (p <0,0001) Korrelation der Medienzusammensetzung zur
Produktkonzentration wurde mithilfe eines quadratischen Models erreicht. Wie gut diese
Korrelation ist, beschreibt die Anpassungsstatistik. Das BestimmtheitsmaR R? adj. der
Anpassung des Models an die experimentellen Daten liegt bei 0,92 und damit um den Faktor
1,5 besser als bei DoE 1. Ebenso fiel der Variationskoeffizient um ca. 50 % auf 13 %. Weiterhin

stieg die Vorhersagegiite des Models auf R? pred. 0,89.

In DoE 2 haben die Faktoren der C-, N- und V-Quellen Konzentration einen signifikanten (p <
0,00001) Einfluss auf die Produktkonzentration. Die héchste erreichte Produktkonzentration im
DoE 2 Design Space betrug 2,3 pg'ml™ bei einer C-, V-, und N-Quellenkonzentration von 5,
10 und 20 gL' Diese Zusammensetzung der Medienbestandteile sowie die Hohe der
Produktkonzentration wurden fir diese Chargen (V3, N6) auch unter 4.4.4 beobachtet. Es zeigt
sich, dass der untersuchte Design Space in den Konzentrationsgrenzen von 5-10, 5-10, 10-20

g-L? fiir die C-, V3- und N6-Quelle keine Produktkonzentration von 3,5 pg'ml™? ergab. Die
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Produktkonzentration von 2,3 pugml! ist unter den hier gegebenen Bedingungen
(Konzentrationsbereich und Charge) die maximal mogliche. Die Optimierung der
Medienzusammensetzung ist ausreichend, da sie keine OOS Batche zur Folge hat. Es wird
jedoch angestrebt eine Medienzusammensetzung zu ermitteln, die eine Produktkonzentration
von ca. 3,5 pg-ml™? ergibt.

Die Ergebnisse aus DoOE Modellen kdnnen nicht extrapoliert werden. Somit ist es nicht méglich,
aus diesem DoE 2 Modell Einwaagen zu bestimmen, die eine Produktkonzentration von 3,5
ng-ml? liefern, da dieser Wert nicht erreicht wurde. Um in einen Produktkonzentrationsbereich
von 3,5 pgml? zu gelangen, ist es notwendig, den Versuchsraum (die spezifizierten
Einwaagen, Design Space) zu erweitern, so dass ein Bereich mit der gewdinschten
Produktkonzentration enthalten ist.

Die Erweiterung des Design Space erfolgte tiber die Durchfiihrung eines 3. DoE‘s. Die Abb. 22
zeigt den Versuchsraum des DoE 2 in Relation zum erweiterten Versuchsraum des DoE 3. Die
Konzentrationsbereiche der C-, V- und N-Quelle des DoE 3 lagen bei 0 - 10 g-L1, 0- 20 g-L?,
0 - 30 g-L1. Der DoE 3 wurde wie der DoE 2 in Doppelbestimmung erstellt (33 Ansitze). Die
Versuchsdaten des DoE 3 werden durch ein quadratisches Model am besten beschrieben. Die
Modellanpassungs- und Vorhersageparameter adj. R? sowie R? pred. beliefen sich auf 0,93
sowie 0,89 und sind identisch mit den Vorhersageparametern aus DoE 2. Die signifikanten
Einflussfaktoren auf die Produktkonzentration sind wie im DoE 2 die Konzentration der V-, N-
und C-Quelle. Durch die Erweiterung des Versuchsgebiets im DoE 3 konnte die maximale
Endproduktkonzentration um 30 % gesteigert werden. Die hochste im DoE 3 erreichte

Produktkonzentration lag bei 3,3 pg-ml? (vgl. DoE 2, 2,3 ug:ml™?)
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Abb. 22: grafische Darstellung der Erweiterung des Versuchsgebietes von DoE 2 im Versuch DoE 3

Die Abb. 23 zeigt den Verlauf der Produktkonzentration fir die signifikanten
Einflussparameter. Der Effekt der C-Quellenkonzentration auf die Produktkonzentration ist
identisch mit denen in DoE 1 und 2. Die Erweiterung der C-Quellenkonzentrationen beim DoE
3 ist dafiir verantwortlich, dass sich die C-Quellen Abhangigkeit in Abb. 23 anders darstellt als
bei DoE 1. Es wird jedoch das gleiche Verhalten beschrieben. Durch den Vergleich des
Mittelpunktes des C-Quellen Graphen in DoE 3 (5 g-L!) mit dem Minimumpunkt in DoE 1 (5
g- L1, Abb. 20 a) erkennt man, dass die hochste Produktkonzentration bei allen durchgefiihrten
DoEs durch Reduzierung der C-Quelle erreicht wurde. Wird die C-Quellenkonzentration bis
auf 10 gL' erhoht, fiihrt das zu einer Abnahme der Produktkonzentration. Eine C-
Quellenkonzentration von 10 g-L! (Standardeinwaage bei GMP-Batchen in der Produktion)
erwies sich in jedem DoE Versuch als ungeeignet fiir maximale Produktkonzentrationen.

Der Faktor der V-Quellenkonzentration zeigt in Abb. 23, dass mit Zunahme der V-
Quellenkonzentration eine hohere Produktkonzentration erreicht wird. Von 0-10 g-L™ V-Quelle
steigt die Produktkonzentration starker als von 10-20 g-L™.

Der Graph flr die N-Quelle (Abb. 23) zeigt das gleiche Verhalten wie fiir die V-Quelle. Durch
Erhohung der N-Quellenkonzentration (0-30 g-L?) steigt die Produktkonzentration. Jedoch ab
15-30 g-L* nicht mehr so stark wie zwischen 0-15 g-L*. Der Effekt des Zugewinns an Produkt
durch Erhéhung der V- und N-Quelle wird mit steigenden Konzentrationen der Rohstoffe

kleiner.
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Abb. 23: Darstellung der Faktoreffekte (a: C-Quelle, b: V-Quelle, c: N-Quelle) auf die ZielgréRe
(Produktkonzentration) im DoE 3

Diese Beobachtung kann mehrere Ursachen haben, z. B. die Verdnderung des Metabolismus
des Organismus sowie die Anderung der physikochemischen Eigenschaften des
Fermentationsmediums. Durch Erhohung der V- und N-Quelle steigt die Viskositat des
Mediums. Da das Fermentationsmedium nicht gerthrt wird, verringert sich aufgrund der
Viskositatserhohung der Stofflibergangs-Koeffizient. Der diffusive Stofftransport (Nahrstoffe
diffundieren in die unmittelbare Umgebung der Zelle; Abfallstoffe weg von der Zelle)
verringert sich. Auch ein Erreichen der Produktsynthesegrenzen erkldrt das beobachtete
Verhalten.

Die Abbildung 24 zeigt zusammengefasst in einer grafischen Darstellung das Zusammenspiel
aller signifikanten Faktoren auf die Produktkonzentration (Response Surface). Die mit einem
blauen Kreuz markierte Stelle zeigt die Medienkomposition, bei der die hochste
Produktkonzentration im untersuchten Design Space vorausgesagt wird. Es wird bei einer C-,
V3- und N6-Konzentration von 7,8; 20 und 20 g-L* eine Produktkonzentration von 3,3pg-mi?
erwartet. Durch eine Erhéhung der N-Quelle auf 30 g-L* sinkt die Produktkonzentration um 7
% auf 3 pg-mlt. Somit stellt fur die hier untersuchte Chargenkombination eine N-

Quellenkonzentration von 20 g-L* die optimale Einwaage dar.
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Abb. 24: Response Surface der Produktkonzentration des DoE 3, schwarzer Rahmen-Response Surface
des DoE 2 mit prozentualen Konzentrationsabweichungen zu DoE 3, blaues Kreuz- hdchste erreichte
Produktkonzentration und Medienzusammensetzung die fir die Bestatigungsversuche im 5L
Fermentermalistab genutzt wurde

Ohne Verdopplung der V-Quellenkonzentration (von 10 auf 20 g-L'!) sind mit der V3/N6
Chargenkombination keine Produktkonzentrationen von > 2,3 ug-ml? erreichbar. Nur durch
Verringerung der C-Quellenkonzentration von 10 auf 7,8 g-L™ (22 %) in Verbindung mit der
Verdopplung der V-Quellenkonzentration werden Produktkonzentrationen nahe 3,5 pg'ml?
erreicht.  Die flir diese  Fermentationsmedium-Zusammensetzung  vorausgesagte
Produktkonzentration betrigt 3,3 pg-ml™.

Auch in diesem Versuch beinhaltete der Design Space keine Medienzusammensetzung fiir eine
Produktkonzentration von 3,5 pgml?®. Somit ist die dafir notwendige Medien-
zusammensetzung nicht bekannt. Es wird aufgrund des Verlaufs der Produktkonzentration in
Abb. 24 angenommen, dass eine wesentliche Steigerung der Produktkonzentration mithilfe der
Verénderung der Konzentrationen von Medienbestandteilen nicht mehr maéglich ist. Bei einer
Fermentationsmedium-Zusammensetzung von 7,8, 20 und 20 g-L! fir die C-, V3- und N6-
Quelle wird bereits am Maximum der Produktkonzentration gearbeitet. Durch weitere
Erh6hungen von Medienbestandteilen kommen immer starker werdende negative Einfllisse
zum Tragen, die die Produktkonzentration weiter reduzieren (vgl. Cprodukt, 209/t N-Quelle: 3,3 pg-ml”
1 Chrodukt, 30g/L N-Quelle: 3,0 pg'ml™?). Eine weitere Erhdhung der Medienbestandteile ist auch

deshalb nicht moglich, da bereits bei der hochsten Einwaage in diesem Versuch (20,0, 30,0 g-L°
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1 V- und N-Quelle) keine vollstandige Losung der Einzelbestandteile erreicht werden konnte.

Das Fermentationsmedium zeigte beim Ruhren Schlieren, die sich nicht auflosten.

Zur Uberpriifung des DoE 3 Modell wurde neben der Betrachtung der Standardgiiteparameter
(Verteilung der Residuen, die Anpassungsstatistik adj. R? und pred. R?etc.) die Ergebnisse des
DoE 2 in den DoE 3 integriert (Abb. 24, schwarzer Rahmen). Da der DoE 3 eine Erweiterung
des DoE 2 darstellt, sollten bei gleichen Einwaagen an Medienkomponenten die gleichen
Ergebnisse bei der Produktkonzentration erreicht werden. Fir eine C-, V-, N-Quelleneinwaage
von 5, 10, 10 g'L'! wird in beiden Versuchen eine Produktkonzentration von 2,3 pg:ml?
vorausgesagt. Der DoE 3 Versuch mit dieser Medienkomposition zeigt real eine
Produktkonzentration von 2,5 pg-ml™ und weicht somit um 8 % vom Ergebnis in DoE 2 ab. Es
zeigt sich, dass die Produktkonzentrationen, die im DoE 2 unter bestimmten Einwaagen erreicht
wurden, mit den gleichen Einwaagen im DoE 3 &hnliche Ergebnisse mit einer geringen
Abweichung erreichen (0 - 0,33 pgml! Abweichung in der vorhergesagten
Produktkonzentration). Durch diese geringe Abweichung der Produktkonzentrationen
zwischen gleichen Versuchspunkten des DoE 2 und 3, zeigt sich eine hohe Reproduzierbarkeit
der Versuchsergebnisse. Das Modell ist zur Beschreibung der Produktkonzentration in
Abhéngigkeit von der Zusammensetzung des Fermentationsmediums geeignet und liefert

reproduzierbare Aussagen.

Die notwendige Verdopplung der V-Quellenkonzentration zur Erreichung von
Produktkonzentrationen > 2,5 pg-ml? deutet darauf hin, dass die V-Quelle einen Mangel in der
N-Quelle kompensieren muss und dieses auch maéglich ist. Im DoE 1 war es nicht notwendig,
die N- oder V-Quellenkonzentration zu andern. Alleinig die Reduzierung der C-Quelle
(aufgrund der Beschaffenheit der V- und N-Quelle) brachte den gewinschten Effekt der
Produktkonzentrationssteigerung. Daraus wird geschlussfolgert, dass die im DoE 1
verwendeten Chargen der V- und N-Quelle von besserer Qualitat, d.h. hdheren bzw.
balancierten Konzentrationen an essentiellen Bestandteilen waren als die Chargen des DoE 2/3.
Hierdurch wird bestétigt, dass unterschiedliche Rohstoffchargen, anders als vom Hersteller
deklariert, signifikante Unterschiede in Ihrer Zusammensetzung besitzen. Diese Unterschiede
in den Rohstoffchargen der komplexen Bestandteile fiihren dazu, dass die Produktkonzentration
variiert bzw. im ungunstigen Fall zu OOS Batchen flhrt. Durch die hier gezeigte DoE Methodik
ist es jedoch mdglich diese Chargennachteile durch eine geeignete Einwaage der C-, V- und N-
Quelle zu kompensieren und gleichbleibende, spezifikationskonforme Produktkonzentrationen

in der Produktion zu erreichen.
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4.4.6 Validierung der Ergebnisse aus dem DoE 3 Model im 5 L Mal3stab

Zur Uberpriifung des im DoE 3 - 30 ml MaBstab erzielten Ergebnisses (3,3 pgml™?
Produktkonzentration) wurden 3 Versuchsreihen im 5 L Malstab durchgefiihrt. Eine
Versuchsreihe bestand aus der Inokulation von 2 Fermentern aus der gleichen IC2 Vorkultur
mit der Pelletmethode. Dabei wurde das Fermentationsmedium fir jeweils einen Fermenter
(Abb. 25, Fermenter a-c) nach der optimierten Zusammensetzung hergestellt. Das Medium fiir
den Referenzfermenter beinhaltete die Standardzusammensetzung. Die im DoE 3 bestimmten
optimalen Konzentrationen zum Erreichen von 3,3 pg-ml™ Produktkonzentration lagen bei 7,8;
20,0 und 20,0 g-L* fiir die C-, V3- und N6-Quelle. Firr die Referenzfermenter (Abb. 25, d, e, f)
wurde Fermentationsmedium entsprechend der Merz spezifischen Standardeinwaagen der C-,
V3- und N6-Quelle von 10,0, 10,0 und 20,0 g-L"* genutzt. Die Abbildung 25 zeigt die bei diesen

Fermentationen erreichten Produktkonzentrationen.

Produktkonzentration 72h [ug-ml-1]

4,00
3,00
200 ———— — —
1,00 ———— — —
0.00 (@) (b) (©
’ 150101 150102 150103 m 150101s m 150102s m 150103s
Batch Nr. [-]

Abb. 25: biologische Replikatversuche mit optimierten Rohstoffeinwaagen basierend auf den
Ergebnissen des DoE 3 (hellgrau, a, b, ¢) sowie der Standardfermentation nach MBR (dunkelgrau, d, e,

f)

Fur die nach DoE 3 optimierten Medieneinwaagen wurde ein Produktkonzentrations-mittelwert
von 3,1 £ 0,55 pg'ml? erzielt. Dieser Wert entspricht einer Abweichung von ca. 6 % vom dem
im DoE 3 vorausgesagten Wert. Durch diese geringe Abweichung zeigt sich, dass die
Voraussage der Produktkonzentration mithilfe der DoE Methodik sehr genau und
reproduzierbar ist. Die Standardfermentationen ergaben eine gemittelte Produktkonzentration
von 1,5 + 0,49 pg'ml™. Sie liegen ca. 52 % unter der Produktkonzentration der Fermenter mit

optimiertem Fermentationsmedium sowie direkt am OOS Schwellenwert von 1,5 pg'ml™,
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Die niedrige Produktkonzentration der Standardansétze zeigt, dass ohne eine Optimierung der
Einwaage die verwendete N6- und VV3-Charge zu OOS Batchen fiihren kann. Dies wurde im
Jahr 2013 auch beobachtet. Fermentationen mit der VV3-Charge fuihrten zu OOS Batchen auf
der Produktionsanlage (Tab. 3, Abb. 18).

In so einem Fall miisste die Fermentation in der Produktion so lange gestoppt werden, bis eine
neue, geeignete Charge an Rohstoffen auf den Markt vorhanden ist (vgl. Abb. 18 und Tab. 3
Jahr 2014-V4ND5). Dies ist flr einen Produktionsbetrieb jedoch nicht akzeptabel. Durch die DoE
Methodik besteht nun erstmals die Mdglichkeit den Toxinherstellungsprozess kontinuierlich
und unabhangig von der zur Verfligung stehenden Rohstoffchargen-Qualitat durchzufihren.

Der Produktionsbetrieb kann hierdurch spezifikationskonform aufrecht gehalten werden.

Die beobachtete Variabilitit in der Toxinkonzentration ist auf die verwendeten
Rohstoffchargen und deren Mischungsverhéltnis zurtick zu fihren. Die verwendeten Rohstoffe
sowie deren Konzentration zur Herstellung des Fermentationsmediums koénnen flr eine
spezifikationskonforme Produktion durch die beschriebene DoE-Methodik optimiert werden.
Durch die Methode des Animpfens (Pellet) und der Verwendung einer IC2 Vorkultur aus der
spaten exponentiellen Wachstumsphase kann die Variabilitdt der Produktkonzentration
zwischen Batchen gleicher und ungleicher Rohstoffchargen weiter reduziert werden.

Es ist moglich die Toxinkonzentration zu erhéhen, wenn die C-Quelle reduziert wird. Abhéngig
von der N-Quellen Charge kann es vorkommen, dass die alleinige Reduzierung der C-
Quellenkonzentration nicht ausreicht, um Produktkonzentrationen > 2,5 pg-ml™ zu generieren.
Die Erhéhung der V-Quellenkonzentration bis auf 20 gL' ermdglicht es,
Produktkonzentrationen zu erreichen, die innerhalb der Spezifikationen liegen. Eine
Modellerstellung mittels statistischer Versuchsplanung und dessen Nutzung zur Optimierung
der Einwaage von Medienbestandteilen fihrt zu reproduzierbaren und erhdhten
Toxinkonzentrationen im Vergleich zur Verwendung von rigiden, vordefinierten Medien-

bestandteils-Einwaagen.

4.4.7 Analytik der V- und N-Chargen

In DoE 2 und 3 reagierte die Produktkonzentration nicht so sensitiv auf die
Kohlenstoffquellkonzentration wie im DoE 1. Um die Konzentration an diesem essentiellen
Bestandteil zu bestimmen, wurden 4 Chargen der V- und 6 Chargen der N-Quelle (siehe
Material und Methoden) auf ihren Kohlenhydratgehalt untersucht. Hierfiir wurde zum einen die
Glukosekonzentrationen in den betreffenden Chargen, sowie die Gesamtmenge an

reduzierenden Zuckern bestimmt.
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Die Kohlenhydratkonzentration (reduzierende Zucker) bei allen untersuchten Chargen lag
zwischen 0,14 und 0,23 % (w/w). Das bedeutet, dass bei einem Gesamtvolumen von z.B. 20 L
Fermentationsmedium ca. 0,7 g an Kohlenhydraten zusétzlich zu den 200 g an C-Quelle durch
die V- und N-Quelle eingebracht wird. Diese Menge wird als zu gering eingeschétzt, als dass
sie fiir den hier beobachteten Effekt der geringen C-Konzentrationssensitivitét, verglichen mit
DoE 1, verantwortlich gemacht werden kann. Somit ist der Effekt der geringen
Produktkonzentration nicht in einer durch kohlenhydratreichen V3- und N6-Quelle zu finden.
Durch Ausschluss dieser Mdoglichkeit wird die Produktkonzentrationsvariabilitait zum
uberwiegenden Anteil durch die Variabilitat an anderen Stoffklassen in der N- bzw. V- Quelle
gesehen.

Bei der untersuchten Charge der N-Quelle (N6) stellt sich deutlich dar, dass diese ein stoffliches
Defizit besitzt und die V-Quelle bis zu einem gewissen Grad in der Lage ist, dieses Defizit zu
kompensieren. Die zu gering konzentrierten Stoffe in der N-Quelle missen somit auch in der
V-Quelle vorhanden sein, damit diese fur die N-Quelle kompensieren kann.

Beide Rohstoffe (V- u. N-Quelle) stammen aus unterschiedlichen Organismen. Somit kann die
Identifizierung der Schlisselinhaltstoffe in  der N- bzw. V-Quelle die zur
Produktkonzentrationssteigerung fuhren, durch Vergleich dieser Chargen miteinander
gefunden werden. Diese Arbeiten wurden durch GC- und LC-MS-MS Analysen begonnen
(Daten nicht gezeigt), jedoch bedarf es einer wesentlich intensiveren chromatografischen
Methodenoptimierung (Verbesserung der Peaktrennung) um verlassliche Aussagen treffen zu
kdnnen.

Es wurden auch Rohstoffhersteller-interne Untersuchungen an den Chargen durchgefihrt.
Diese zeigten, dass Konzentrationsabweichung bis zu 100 % an einzelnen Bestandteilen (z. B.
Spurenelemente, Aminoséauren etc.) vorlagen. Es wurden Fermentationen durchgefuhrt bei
denen die analysierten Rohstoffchargen mit einigen der zu gering konzentrierten Bestandteile
supplementiert wurden (andere Arbeitsgruppe, Ergebnisse nicht gezeigt). Diese
Supplementierung flhrte jedoch nicht zu gesteigerten Produktkonzentrationen. Dies ist u. U.
dadurch bedingt, dass nicht alle, als zu gering identifizierten Stoffe supplementiert wurden
(Arbeitsaufwand, Verfiigbarkeit der Einzelbestandteile etc.). Auch standen nur die Stoffe zur
Supplementierung zur Auswahl die identifiziert bzw. nach denen gezielt bei der Analytik
gesucht wurde. Dadurch zeigt sich mitunter, dass die angewendete Analytik nicht alle
Produktkonzentrations-signifikanten Stoffe enthé&lt. Unter den theoretischen Vorbetrachtungen
wurde beschrieben, dass z.B. Lysin-reiche Peptide die Toxinkonzentration steigern. Die durch

den Chargenhersteller angewendete Analytik vernachléssigt jedoch Information hiertber.
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Weiterhin kann die Art des Vorliegens des supplementierten Stoffs entscheidend sein, so kann
u.U. Eisen nicht ohne die notwendigen Siderophore vom Organismus genutzt werden.

Ein entscheidender Beitrag in der Prozessfuhrung wirde die Verwendung eines chemisch
vollstandig definierten Fermentationsmediums darstellen. Durch die Verwendung dieses
Fermentationsmediums erscheint eine wesentliche Reduzierung der
Produktkonzentrationsvariabilitdt moglich. Es wird weltweit seit mehr als 60 Jahren an
Clostridium botulinum durch unterschiedliche Gruppen geforscht. Bis heute ist es keiner dieser
Gruppen gelungen ein chemisch vollstandig definiertes Medium mit vergleichbaren

Produktkonzentrationen zum komplexen Fermentationsmedium zu entwickeln.

4.4.8 Einfluss der Sterilisation des Mediums auf die Produktkonzentration

Alle Rohstoffchargen werden vor ihrer Verwendung in der Produktion auf ihre Eignung durch
Testfermentationen im Technikum geprift. Wéhrend des Untersuchungszeitraums zeigte sich,
dass Testfermentationen im Technikum tberwiegend héhere Toxinkonzentrationen liefern als
in der Produktion.

Als Einflussfaktor hierfir konnte der Autoklaviervorgang in Frage kommen, da er sich
zwischen Produktion und Technikum unterscheidet. In der Produktion wird bauart- und
prozessbedingt das Fermentationsmedium nach der Sterilisation schneller abgekihlt als im
Technikum. Um den Einfluss des Autoklavierens auf die Produktkonzentration zu bestimmen,
wurden ein Fermentationsmedium mit den Chargen V4/N5 hergestellt. Die bei diesem Versuch
verwendete Chargenkombination V4/N5 wurde auch in GMP Batchen des Jahres 2014
verwendet. Diese Chargen ergeben auch ohne DoE Optimierung spezifikationskonforme
Batche.

Dieses Medium wurde einmal in der Produktion und einmal im Technikum sterilisiert. Die
Sterilisationszeit von ca. 15 min bei 121°C ist bei beiden Autoklaven gleich lang, die
Abkuhlung des Mediums nach der Sterilisation in der Produktion erfolgte ca. 60 min schneller
als im Technikum (1 h vs. 2 h). Zuséatzlich wurde das gleiche Fermentationsmedium anstelle
des Autoklavierens sterilfiltriert. Diese drei unterschiedlich sterilisierten Fermentationsmedien
wurden im Technikum mit Zellen aus einer 1C2 inokuliert und inkubiert. Insgesamt wurden 20
Reaktionsansatze pro Sterilisationsmethode inkubiert (insgesamt 60 Ansétze).

Die Abbildung 26 zeigt die Mittelwerte der Produktkonzentration mit Standardabweichung fiir
die unterschiedlichen Sterilisationen. Jeder Mittelwert wurde aus den Toxinkonzentrationen
von jeweils 20 Reaktionsansatzen berechnet. Die Rohdaten (60 Toxinkonzentrationswerte)

zeigten anders als unter 4.2.3 auch ohne AusreiRereliminierung eine Normalverteilung. Dies
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wird als weitere Bestatigung gesehen, dass die ELISA Messung bzw. die Handhabung von

groRen Probenanzahlen zu der unter 4.2.3 beobachteten Nicht-Normalverteilung geftihrt hat.

Produktkonzentration 72h [pug-ml?]
3,5

3
25— ‘

2
15 +—
14—
05 +——
0

verwendeter Autoklav
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Abb. 26: erreichte Produktkonzentration in Abhédngigkeit von der Sterilisationsart des
Fermentationsmediums

Das sterilfiltrierte Medium ermdglicht eine Produktkonzentration von 2,5 ugml?. Die
Produktkonzentrationen fir das Medium welches in der Produktion und im Technikum
autoklaviert wurde, war 2,2 und 1,9 ug-ml™. Die hochste Produktkonzentration wurde bei dem
Versuch erreicht, welcher der geringsten Hitzeeinwirkung ausgesetzt war (sterilfiltriert),
gefolgt vom Medium welches auf Produktionsanlagen sterilisiert wurde, gefolgt vom Medium
aus dem Technikumsautoklaven. Das Medium, welches im Technikumsautoklaven sterilisiert
worden ist, zeigt eine 13,6 % geringere Produktkonzentration als das Medium aus der
Produktion. Durch die Hitzeeinwirkung bei der Mediensterilisation im Technikum verringert
sich die Produktkonzentration um 24 % gegentiber dem sterilfiltrierten Medium. Hier zeigt sich
deutlich, dass Hitzeeinwirkung einen negativen Effekt auf das Fermentationsmedium ausubt.
Je langer das Fermentationsmedium bei Temperaturen > 80°C verweilt, desto geringer ist die
erreichbare Produktkonzentration. Bestandteile des Mediums, die fir die Hohe der
Produktkonzentration mitverantwortlich sind, reagieren negativ auf eine verldngerte

Hitzeeinwirkung.

Es kann durch die beobachtete Temperaturbeinflussbarkeit des Mediums bereits eine
Stoffklasse von Inhaltstoffen ausgeschlossen werden, die die Toxinkonzentration beeinflusst.
Spurenelemente und Nahrsalze z.B. in ionischer Form, reagieren nicht auf die hier
vorkommenden Temperaturen. Organische Stoffe (z. B. Proteine, Vitamine etc.) sind bekannt

dafiir, dass sie sich bei hoheren Temperaturen chemisch veréndern, denaturieren kdénnen.
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Aufgrund der Beobachtung, dass die Produktkonzentration sinkt je langer das
Fermentationsmedium einer hohen Temperatur ausgesetzt ist, werden diese organischen
Einzelbestandteile des Fermentationsmediums als wesentliche Einflussfaktoren auf die Héhe
der Produktkonzentration gesehen. Kirzere Aufheiz- und Abkihlungsphasen beim
Autoklavieren flihren zu hoheren Produktkonzentrationen. Somit sind spezifische
Konzentrationen an temperatursensitiven Stoffen (z.B. Vitamine) Schlisselbestandteile der V-
und N-Quelle fur eine innerhalb der Spezifikation liegende Produktkonzentration.

45  Infrarotspektroskopie

In den Kapiteln 4.1-4.4 wurden verschiedene Einflussfaktoren auf die Produktkonzentration
untersucht. Es wurde gezeigt, dass durch eine erhohte Standardisierung von Arbeitsmethoden
sowie durch Anpassung der Fermentationsmedien-Zusammensetzung die
Produktkonzentration gesteigert, bzw. das Auftreten von OOS Batchen verhindert sowie die
Produktkonzentrations-Variabilitat verringert werden kann. Durch die Anwendung der
erarbeiteten Methoden kann bereits vor der Durchfiihrung einer Fermentation Einfluss auf die
Produktkonzentration genommen werden. Es ist nun mdglich spezifikationskonforme
Fermentationen durchzufiihren, auch wenn Medienbestandteile eine unzureichende Qualitét
aufweisen. Dies ist das erste Mal im Produktlebenszyklus, dass eine gewinschte
Produktkonzentration gezielt erreicht werden kann. Quantitative und qualitative Faktoren
kénnen durch das vertiefte Prozessverstandnis so eingestellt werden, das die Fermentation
innerhalb des spezifizierten Konzentrationsbereichs liegt.

Die in Kapitel 4.4 beschriebene DoE Methodik ist essentiell fur die Bewertung der Qualitat
einer Rohstoffcharge bzw. zur Einschatzung ob die verwendeten Chargen
spezifikationskonforme Batche hervorbringt. Eine weitere Methode zur Charakterisierung von
Rohstoffchargen ist die Spektroskopie.

Hierfur soll untersucht werden, ob durch die mIR Spektroskopie in Verbindung mit
multivariater Datenanalyse eine Unterscheidung zwischen Rohstoffchargen maoglich ist, die
spezifikationskonforme und nicht-spezifikationskonforme Produktkonzentrationen liefern
werden. Eine spektroskopische Messung ist innerhalb von einer Minute durchgefiihrt, die
Ergebnisse stehen sofort zur Verfligung. Eine Entscheidung Uber die Verwendung der
untersuchten Charge kann unmittelbar, bereits bei der Warenannahme getroffen werden. Der

personelle Aufwand und die Belegung von Geréten und Laboren sind minimal.
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4.5.1 Chargenunterschiede innerhalb einer Rohstoffgruppe

Wie unter 4.4 beschrieben, gibt es N- und VV-Quellen Chargen die dafiir verantwortlich sind,
dass die Produktkonzentration auf3erhalb des spezifizierten Produktkonzentrations-Bereichs
liegt. Um mehr Gber die Zusammensetzung der komplexen Medienchargen in Erfahrung zu
bringen, wurde die mIR Spektroskopie eingesetzt.

Die mIR Spektrokopie eignet sich um Bestandteile, auch in einer komplexen Matrix quantitativ
und in Echtzeit zu bestimmen. Ziel ist es, charakteristische Eigenschaften der komplexen
Rohstoffmischung zu bestimmen und mit méglichst geringem instrumentellen, zeitlichen sowie
personellen Aufwand Rohstoffchargen zu identifizieren, die eine erfolgreiche Fermentation
liefern werden. Diese Rohstoffanalyse der Inhaltsstoffe stellt eine Alternative zur
vergleichsweise aufwendigen DoE Methodik dar, um Chargen zu identifizieren, die

erfolgreiche Batche auf Produktionsanlagen liefern.
N-Quelle

Die Abbildung 27 a zeigt die nicht vorverarbeiteten Spektren, der mittels ATR-mIR Methode
gemessenen Rohstoffchargen der N-Quelle. Die Peakhdhen variieren in den einzelnen Spektren
(Abb. 27 a). Weiterhin entsteht geratebedingt eine Basisliniendrift der spektralen Daten. Diese
Variationen  sind zum  einen durch die  Konzentrationsunterschiede  der
strahlungsabsorbierenden Bestandteile in den Proben bedingt, zum anderen kommen sie durch
die verwendete Messtechnik, Umgebungsbedingungen, Probenauftrag usw. zu Stande. Dadurch
kénnen absolute Peakhdhen ein fehleranfélliges Kriterium zum Vergleich von Spektren bei
dieser Messtechnik sein.

Aus diesen Griinden wurde die 1. Ableitung der Spektren berechnet (Abb. 27 b). Bei den Daten
der 1. Ableitung ist das Peakmaximum die Stelle in den Rohdaten, bei denen der Anstieg
maximal ist. Somit ist das Peakmaximum bei den Rohdaten (hdchste Konzentration) in
Spektren der 1. Ableitung 0. Dadurch werden Konzentrations-Messfehler die aufgrund von
durchstrahlter Schichtdicken-Inhomogenitét entstehen, entfernt. Der Einfluss der absoluten
Konzentrationshohe als Parameter auf die spatere Probengruppierung verringert sich. Dennoch
bleibt die Stoffkonzentrations-Information in den Spektren enthalten, da ein steiler Anstieg
hohere Konzentrationen repréasentiert als ein flacher Anstieg. Der Anstieg ist auch ein

geeigneter Parameter um kleine Peaks zu identifizieren.
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Abb. 27: a) Rohdaten der mIR Messung der N-Quelle, b) mittels der 1. Ableitung
vorverarbeitete Daten

Bei der Hauptkomponentenanalyse (PCA) werden die vorverarbeiteten Spektren aus Abb. 27 b
miteinander verglichen und die Varianzen im Spektrum betrachtet. Ist ein Peak an einer
spezifischen Position, mit einer bestimmten Ausprédgung im Spektrum vorhanden so ist ein
bestimmter Analyt bzw. eine bestimmte funktionelle Gruppe in Molekllen der Probe
vorhanden. Hierdurch werden Spektren mit Peaks an &hnlichen Positionen in dhnlicher Hohe,

enger im Scrore- Plot der PCA zusammenliegen als Spektren die unterschiedlicher sind.

Es wurde eine Hauptkomponentenanalyse von Spektren unterschiedlicher Chargen der N-
Quelle durchgefuhrt. Das Ergebnis der PCA ist in Abb. 28 als Score Plot dargestellt. Dabei
beschreiben 2 Hauptkomponenten 94 % der in den Daten gefundenen Variabilitat zwischen den
Spektren. Jeder einzelne Punkt im Score Plot entspricht einem mit der 1. Ableitung
vorverarbeitetem mIR Spektrum einer N-Quellen Chargen.

Es sind 3 Gruppen in Abb. 28 zu erkennen. Die erste Gruppe befindet sich im 3. Quadranten
(Q3), die zweite Gruppe findet sich im 1. und 2. Quadranten und die dritte Gruppe liegt im 4.
Quadranten des Scoreplots. Die Gruppe (Q3) besteht aus den N-Chargen, die im Technikum
sowie in der Produktion gute Ergebnisse der Toxinkonzentration lieferten (> 2,6 pg'ml™?). In
der 2. Gruppe (Q1/2) befinden sich N-Chargen die ,mittelmaBige® Ergebnisse in der Produktion
und dem Technikum brachten, u. a. auch die N-Charge aus dem DoE 2 die 2,2 pg'ml? ergab.
Die Gruppe (Q4) beinhaltet die N-Charge die in der Produktion 0,90 pg-ml™* ergab und somit
als ,schlecht® deklariert wird.
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Abb. 28: Score Plot der Hauptkomponentenanalyse (PC- principal components) innerhalb der
Gruppe der N-Quelle, mit den Gruppen Q3 (gute Charge), Q1/2 (mittelmé&iige Charge) und Q4
(schlechte Charge)

Es ist aus Abb. 28 zu erkennen, dass die Chargen entsprechend lhrer Qualitét entlang der ersten
Hauptkomponente aufgespannt werden. Die Chargen geringster Qualitat weisen einen positiven
Score-Wert (+ 0,008) auf, die Chargen hdchster Qualitat haben einen negativen Score-Wert (-
0,005) auf der x-Achse des Score Plots. Zwischen den ,Guten‘ und den ,schlechten‘ Chargen
liegen die ,mittelmaBig® erfolgreichen Chargen. Durch den geometrischen Abstand sowie dem
Gegeniiberliegen der ,guten‘ und ,schlechten Chargen im Scoreplot erkennt man, dass
chemische, durch die mIR Spektroskopie detektierbare Unterschiede zwischen diesen Gruppen
bestehen. Diese Unterschiede beruhen auf dem Vorhandensein bzw. Fehlen sowie auf

unterschiedlich hohen Konzentrationen an funktionellen Gruppen in den gemessenen Proben.

Die guten Chargen (Q3) bedirfen keiner Anpassung der Fermentationsmedien-
Zusammensetzung und koénnen sofort fur die Fermentation verwendet werden (Ctoxin > 2,6
ng-ml?, Abb. 18 Charge N5). Bei der ,schlechten‘ Charge fiihrte die DoE Methode zu keiner
Konzentrationen Croxin> 3 pg-ml™. Es war ausschlieBlich eine Steigerung von 0,9 pg-ml? auf
1,6 pgml? moglich (DoE Versuch). Die ,mittelméBige’ Charge N6 (Croxin < 2,3 pgml?)
brachte hohe Produktkonzentrationen (Croxin> 3 pg:ml™) wenn die V-Quellen-Konzentration
im Fermentationsmedium verdoppelt wurde (siehe DoE Versuche). Somit kann eine
Rohstoffcharge, die unzureichend hohe Produktkonzentrationen liefert durch Addition von
anderen Rohstoffen bzw. durch Erhéhung der Einzelbestandteile im Fermentationsmedium

verbessert werden.
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Durch die mIR Spektroskopie kdnnen die eingesetzten Rohstoffe eingruppiert und einfach vom
Benutzer bewertet werden. Hierdurch ist es mdglich, Rohstoffchargen entsprechend ihrer
Qualitat fur die Herstellung von Fermentationsmedium freizugeben bzw. zu sperren. Die mIR
Analytik kombiniert mit der Hauptkomponentenanalyse liefert mehr Information und ist ein
besseres Werkzeug zur Beurteilung der Rohstoffchargen-Qualitat als das derzeit vom Hersteller
bereitgestellte Analysenzertifikat (siehe Anhang). Weiterhin ermdglicht ein Arbeitsaufwand
von ca. 1 Tag (mIR Messung) Aussagen zu treffen, die sonst ca. 4 Wochen dauern (2 Wochen
Testfermentation + 2 Wochen externe Analytik). Somit kénnen durch die hier gezeigte mIR
Methodik Kosten, Zeit und Aufwand eingespart werden, um die zu Verfligung stehenden
Rohstoffchargen der N-Quelle auf ihr zukinftiges Ergebnis beim Einsatz als
Fermentationsmedium-Bestandteil zu iberprifen.

Die mIR Methodik kann komplementar zur DoE Methodik verwendet werden. Sollte die
Chargen-Gruppierungen einer neuen N-Charge zur Gruppe Q1/2 oder Q4 erfolgen, kann
anschlieBend ein DoE Experiment durchgefuhrt werden um optimierte Einwaagen flr diese
distinkte Charge zu ermitteln die spezifikationskonforme Produktkonzentrationen liefern
werden. Sollten Rohstoffe in die Gruppe Q3 fallen, kann die GMP-Fermentation unmittelbar
mit diesen Chargen erfolgen, ohne weitere Untersuchungen durchzufiihren.

Die hier gezeigten Ergebnisse beinhalten alle zur Verfiigung gestandenen Chargen, von denen
mIR Spektren aufgenommen wurden. Um eine ausreichende Verlasslichkeit der VVorhersage zu
gewahrleisten, muss Uber den gesamten Produktlebenszyklus eine kontinuierliche
Chargenbeobachtung und Methodenvalidierung erfolgen. So muss jede neue Charge mittels
mIR vermessen und das Spektrum in die bestehende Hauptkomponentenanalyse integriert
werden. Aufgrund der Gruppierung des neu eingefugten mIR Spektrums (Charge) in die PCA

kann das weitere VVorgehen bei dieser spezifischen Charge geplant werden.

Charakteristische Eigenschaften der N-Quelle

Der in Abb. 28 dargestellte Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse zeigt die
Ahnlichkeitsbeziehung der gemessenen ATR-Spektren fiir unterschiedliche N-Quellen-
chargen zueinander. Er zeigt eine Gruppierung von Spektren die &hnliche Eigenschaften
besitzen und ordnet mIR Spektren, die stark verschieden voneinander sind, weiter entfernt an.
Der in Abb. 29 dargestellte Loadings-Plot stellt die Wellenldngen dar, aufgrund derer die
Gruppierung und Anordnung der Spektren im Score-Plot erfolgte. Er beschreibt die

Eigenschaften des mIR-Spektrums aufgrund derer die Trennung der Proben im Score-Plot
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durchgefuhrt wurden ist. Dabei &hnelt der Loading-Plot fur spektrale Daten selbst einem
Spektrum.

Die erste Hauptkomponente (Abb. 28) beschreibt die Unterschiede der N-Chargen, die mit der
Hohe der Produktkonzentrationen korrelieren. Der Loadings-Plot der ersten Hauptkomponente
(Abb. 29) zeigt die Wellenzahlen, die zur Trennung der Proben in Abb. 28 fihrte. Dabei sind
Peaks verschiedener Hohe- positive und negative Loadingwerte bei spezifischen Wellenzahlen-
fur die Trennung zwischen guter, mittlerer und schlechter N-Charge verantwortlich. Die
Loadings die nahe an der Nulllinie verlaufen, besitzen nur geringen Einflusscharakter auf die

Gruppierung in Abb. 28.

Die Tabelle 6 listet die Wellenzahlen auf, die einen signifikanten Einfluss auf die Gruppierung
und Trennung der N-Quelle besitzen (abgelesen aus dem Loadingsplot Abb. 29). Dabei stellen
die in Tab. 6 gezeigten Wellenzahlen ausschlieRRlich potentielle Gruppenschwingungen dar, da
es sich bei den untersuchten Proben um Stoffgemische und keine Reinstoffe handelt. mIR Peaks
von Substanzmischungen beinhalten eine Vielzahl von tberlagernden Gruppenschwingungen,
die sich verstéarken, ausléschen und kombinieren kdnnen. Das charakteristische Spektrum in
Abb. 29 stammt zudem aus den vorverarbeiteten Daten. Somit sind die dargestellten
Peakmaxima in Abb. 29 die Stellen im Spektrum mit dem hochsten Anstieg. Es ist dennoch
maoglich, spezifische Gruppenschwingungen zu identifizieren, da Gruppenschwingungen sich
uber Bereiche im Spektrum erstrecken und bzw. nur vereinzelt als scharf getrennte Peaks

erscheinen.

3571-3260 cm™!

1395 cm™?

u-qwlb

980 cm?

"U.,] %
3999.64 3493.9 3024.8 2555.7 2049.96 1512.4 1009.07

X-variables (PC-1) (89%)

1608 cm™

Abb. 29: Loadings Plot fir die 1. HK zur Trennung zwischen guter, mittlerer und schlechter N-Quellen
Charge
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Die Spalte ,,Einfluss® in Tab. 6 zeigt durch ,+° ein positives Loading bei der Wellenzahl, durch

ein - wird ein negatives Loading gekennzeichnet (Loading der 1. HK, Abb. 29). Dabei wird die

beobachtete Stérke der Auspragung der Variable durch ,-, --, ---, +, ++, +++° beschrieben. Je

groler eine Peakauspragung (positiv oder negativ) ist, desto starker beeinflusst diese Variable

die Trennung der Proben im Score-Plot.

Die guten N-Quellen Chargen befinden sich im Score-Plot auf der negativen Seite. Deshalb

muss zur Interpretation der dargestellte Loadings-Plot invertiert werden. Unter Zuhilfenahme

der in Tab. 6 dargestellten Gruppenschwingungen lassen sich folgende Unterschiede fiir gute

N-Quellen Chargen beschreiben:

Fir gute N-Quellen Chargen gilt:

dass weniger organische Sdauren und oder freie Aminosduren gegenuber schlechten
Chargen (3000 cm) sowie weniger Wasserstoffbriickenbindungen (3571 — 3260 cm™)
vorhanden sind.

dass weniger primare Amide vorkommen (1653 - 1640cm™), u. u. ein Indiz dafir, dass
bei guten Chargen die Amide | Bindung spektroskopisch schlechter zuganglich ist
(ganze Proteine anstelle von vielen einzelnen Peptiden) - Hydrolysegrad der N-Quelle
u. U. ein wichtiger Qualitatsparameter, Temperatureinfluss beim Sterilisieren des
Fermentationsmediums zeigt, dass geringere Hitze Einwirkung - geringere
Proteindenaturierung - zu hoheren Produktkonzentrationen fiihrt

dass mehr sekundare Amide vorkommen (1630 - 1600 cm™)

dass die Konzentrationen an monosubstituierte Amiden und/oder Pyridienen (z. B.
Nukleotiden) geringer ist als bei schlechten Chargen (Amide 11 Peak 1541 cm™)
enthalten bestimmte Arten von Aminoséuren oder Proteinen, da der Amid | Peak
negativ aber Amid Il Peak positiv bei guten Chargen ausgepragt ist

enthalten mehr aromatische Verbindungen (1505cm™)

besitzen allgemein weniger Ester und/oder Laktone (1395 cm™)

enthalten mehr sekundéare Alkohole (980 cm™)

enthalten weniger aliphatische u. verzweigte Carbonséuren (608 cm™)
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Tab. 6: Zusammenfassung der Wellenzahlen, die einen signifikanten Einfluss auf die Trennung
zwischen der N-Quelle haben. Die assoziierten Gruppenschwinkungen sind u.U. hypothetischer Natur,
da es bei Stoffgemischen (wie die hier gemessenen) zu Gruppenschwingungsiiberlagerung und
Verschiebungen kommen kann.

Wellenzahl [cm™] | Gruppenschwingung Einfluss (Loadinghdhe)
3571-3260 O-H Briickenbindung +

3000 O-H Karbonsduren, freie Aminoséuren +

1653-1640 konjugierte Doppelbindungen, Amide (I) +++

1630-1600 Amide (1) -

1505 Aromaten +++

1458 -CHs ++

1378-1400 Ester, Alkohole, Laktone +++

980 sek. Alkohole -

608 aliphatische u. verzweigte Carbonsauren  +++

Die hier angewendete ATR mIR Spektroskopie befindet sich von ihren Moglichkeiten bei
dieser Untersuchung bereits am Limit des Messbaren. Die Messung erfolgte unter der
Verwendung eines mIR Diamantkristalls, welcher tber Spiegel mit mIR Strahlung versorgt
wurde. Vorversuche (nicht gezeigt) haben ergeben, dass faseroptische ATR-Sonden zu viel
Energie absorbieren, um eine ausreichende Sensitivitat zu erreichen. Somit bewegt sich der
messtechnische Versuchsaufbau bereits an den Grenzen des derzeit Machbaren. Es wird jedoch
nicht ausgeschlossen, dass andere spektroskopische Methoden (UV/Vis, Raman und 2D
Fluoreszenz) eine bessere Sensitivitat aufweisen kénnen.

Trotz dieser Widrigkeiten ist es gelungen, gute N-Chargen von schlechten mittels
Echtzeitspektroskopie zu unterscheiden. Es sollte nun mdglich sein im Vorfeld einer
Fermentation die verwendete N-Charge auf ihrer Eignung zu untersuchen ohne die definierte
stoffliche Zusammensetzung zu kennen oder Testfermentationen durchfuhren zu missen.
Dadurch wird ein Maximum an personellem sowie zeitlichem und materiellem Aufwand
eingespart. Durch die so erreichte Rohstoffcharakterisierung kann dem Auftreten von OOS
Fermentationen entgegengewirkt werden. Es kann vor der Fermentation eine geeignete
Rohstoffcharge —falls vorhanden- ausgewahlt werden, die Produktkonzentrationen innerhalb
des spezifizierten Bereichs liefern wird. Sollte keine bessere Rohstoffcharge zur Verfligung
stehen, kann mithilfe der DoE Methodik eine optimale Einwaagemenge der Einzelbestandteile
des Fermentationsmediums bestimmt werden, die Produktkonzentrationen innerhalb der

Spezifikation liefern wird.
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Fur die V-Quellen Charge wurden die gleichen mIR spektroskopischen Untersuchungen
durchgefiihrt. Auch hier konnten die analysierten Chargen gruppiert und mit der
Endproduktkonzentration korreliert werden. Da jedoch zu wenig unterschiedliche Chargen zur
Verfligung standen, die gemessen werden konnten (3 Chargen), wurden diese Ergebnisse nicht
dargestellt. Je mehr unterschiedliche Proben, die alle Eventualitaten abdecken, zur Verfiigung

stehen, desto verlasslicher ist die Aussage der Hauptkomponentenanalyse.

Aus den hier gezeigten Ergebnissen lasst sich folgern, dass die spektralen mIR Abweichungen
(Absoptionen) innerhalb der Rohstoffgruppe der N-Quelle gering sind, da die Skala des
Loadingsplot (y-Achse) sehr klein ist (Werte von £ 0,1). Das heif3t nicht, dass diese geringen
Unterschiede von Charge zu Charge vernachldssigbar sind (siehe DoE Versuch), jedoch zeigt
sich dadurch, dass die mIR-spektroskopisch zugénglichen Variablen nur eine geringe IR-
Sensitivitat besitzen. Mit fasergekoppelten Sonden konnte aufgrund der verringerten miIR
Strahlungsintensitat keine Unterscheidung durchgefiihrt werden. Es war notwendig den ATR
Diamantkristall direkt (ber Spiegel in den Strahlengang einzukoppeln um den Energieverlust
der bei Fasersonden auftritt, zu vermeiden und somit die Sensitivitat zu erh6hen.

Aufgrund der geringen Signalintensitét ist es besser, fiir die Unterscheidung innerhalb einer
Rohstoffgruppe mit der hier gezeigten geringen Signalvarianz andere Messverfahren
anzuwenden. Dafur werden nasschemische Methoden/ (Summen)-Parameter zur Testung
empfohlen (HPLC-Analytik, Leitfahigkeit, Osmolaritdt usw.). Diese Parameter sind
aufwendiger zu bestimmen, jedoch wesentlich robuster, verglichen mit mIR Spektren aus

Stoffgemischen.
5. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden verschiedene Einflussfaktoren auf die Produktkonzentration bei der
Botulinium-Toxin-Herstellung identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die optische Dichte
des Inokulums, und hier insbesondere die Wachstumsphase aus der die VVorkultur enthnommen
wird, einen groRen Einfluss auf die Variabilitat des Prozesses hat. Durch Anderung der
Animpfmethode hin zur Pelletierung der Zellen kann der Prozess optimiert und die Variabilitat
reduziert werden (Methode 1). Da diese Methodik u.U. in der Produktion schwierig
durchzufthren ist, sollte durch akribisches konstant halten der qualitativen und quantitativen
Eigenschaften des Stoffstroms des Inokulums auch mittels der Liquid-Methode eine
Reduzierung der beobachteten Produktkonzentrations-Variabilitadt moglich sein. Eine
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Toxinkonzentrationssteigerung ist bei diesem Prozessschritt nur moglich, wenn das verbrauchte
IC2 Vorkulturmedium vor der Inokulation der Fermenter abgetrennt wird.

Es wurde ein negativer Einfluss des Autoklavierens auf das Fermentationsmedium beobachtet.
Dieser Einfluss ist jedoch starker bei Medien die im Technikum autoklaviert werden als auf den
Produktionsanlagen. Die Sterilfiltration des Fermentationsmediums ist unter Beibehaltung der
derzeit verwendeten Rohstoffe eine geeignete Moglichkeit die Produktkonzentration zu
erhohen.

Einen erheblichen Einfluss auf die Hohe der Produktkonzentration haben die unterschiedlichen
Rohstoffchargen aus denen das Fermentationsmedium hergestellt wird. Um die Qualitét der zur
Verfligung stehenden N-Quellen Charge zu beschreiben und deren Einfluss auf die Hohe der
Produktkonzentration in Erfahrung zu bringen, ist die ATR-mIR-PCA ausreichend geeignet
(Methode 2). Aufgrund der geringen Signalintensitat bei der ATR Messung ist u.U. ein anderer
Messaufbau (z.B. Transmissionszelle) besser geeignet um diese zu steigern. Sollte durch die
mIR Messung gezeigt werden, dass die Rohstoffe keine ausreichende Qualitét besitzen, kénnen
mittels DoE, Kombinationen der vorhandenen Chargen ermittelt werden, die ein
spezifikationskonformes Produktionsergebnis liefern (Methode 3). Falls eine solche
Kombination nicht gefunden werden kann, kénnen einzelne Inhaltsstoffe hinzugesetzt werden,
welche die Zusammensetzung der mangelhaften Rohstoffchargen verbessern (Methode 4, nicht
dargestellt aufgrund einer beabsichtigten Patentanmeldung).

Es wurde in dieser Arbeit ein ,,modulares” System entwickelt, um die Fragestellung der
schwankenden Toxinkonzentration zu adressieren. Jede der drei beschriebenen Methoden
(Animpfmethode, mIR-Methode, DoE-Methode) kann alleinstehend Anwendung finden. Sie
koénnen jedoch auch in beliebiger Kombination oder auch vollstdndig, gemeinsam

implementiert werden und liefern nicht redundant verbesserte Ergebnisse in der Produktion.

Die beobachtete extreme Variabilitat der Produktkonzentration kann nur durch die in den
Fermenter eintretenden Strome des Inokulums und des Fermentationsmediums bedingt sein.
Neben dieser ist die organismen-spezifische, inharente Variabilitat nicht flr die aufgetretenen
OOS Ergebnisse der Produktkonzentration verantwortlich. Die Toxinkonzentration kann durch
Anpassung der in den Fermenter eintretenden Stoffstrome gedndert werden bzw. auch durch
die prozesstechnische Einflussnahme wéhrend der Fermentation (z. B. Riihren des Fermenters,
keine Standardvorgehensweise, nicht gezeigt). Die hier erarbeiteten Methoden zeigen sehr gute

Ergebnisse in Hinblick auf die Verdnderung der Endproduktkonzentration und ermdéglichen
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eine groRe Freiheit in der Parameterwahl und Einstellung (Design Space) von Prozessgrofen.
Sie stellen jedoch einen massiven Eingriff in den etablierten Prozess dar und sind deshalb nur
mit hohem Aufwand in einem zugelassenen Prozess zu implementieren (GMP Change Control
Verfahren, behdrdliche Einreichung einer Variation zur Genehmigung des veranderten
Herstellungsverfahrens).

Der Technikumsmalistab (5 L) zeigt, dass es durch die empirische Modellerstellung (DoE)
maoglich ist, unzureichende Medienchargen (V- und N-Quelle) so zu kombinieren, dass
spezifizierte Produktkonzentrationen erreicht werden konnen. Dies gilt gerade auch flr
Medienchargen die nach dem Standardfermentationsverfahren OOS Ergebnisse liefern.

Die mIR spektroskopische Analyse von Rohstoffchargen erlaubt es, Medienchargen ohne
Fermentationen zu charakterisieren bzw. in potentiell gute und schlechte Chargen zu
gruppieren. Der Arbeitsaufwand ist gering und der Ablauf schnell und einfach vom Benutzer
durchzufuhren. Es bedarf jedoch einer geeigneten Datenbank, die aus vielen unterschiedlichen
Medienspektren besteht, um robuste VVoraussagen zu treffen.

Allein die Information Uber gute oder schlechte Medienchargen reicht nicht aus, um
erfolgreiche Batche zu produzieren. So zeigt die DoE Methodik was geschehen muss, falls
schlechte Chargen mittels mIR identifiziert worden sind. Falls mehrere unterschiedliche
Medienchargen zur Verfligung stehen, kann auch versucht werden Chargen gegeneinander
auszutauschen bzw. passend zu kombinieren.

Es wurde eine 4. Methode entwickelt und von 2 unabhéngigen Gruppen erfolgreich getestet.
Eine explizite Darstellung dieser Methode konnte in dieser Arbeit nicht erfolgen, da eine
Patentanmeldung hierlber erfolgen wird. Die Methode beruht auf der Supplementierung von
schlechten Rohstoffchargen mit geeigneten Komponenten. Diese Methodik stellt einen direkten
Eingriff in die Fermentation dar und bedarf weder der DoE-, Animpf- oder mIR-Methode als
Vorarbeit. Sie ist flexibel bei Bedarf einsetzbar und erscheint essentiell um die auftretende
Produktkonzentrationsvariabilitat signifikant zu reduzieren.

Die hier gezeigten Daten der Produktkonzentration-Steigerung durch optimale
Rohstoffchargenkombination sind vielversprechend. Die DoE Methodik macht den
Herstellungsprozess unabhéngig von der Chargenqualitat und gewahrleitet Fermentation die
kontinuierlich innerhalb der Spezifikationen liegt. Durch Anwendung der in dieser Arbeit
beschriebenen Methoden wird erwartet, dass es zu keinen OOS Ergebnissen aufgrund zu

niedriger Toxinkonzentrationen kommt.
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Ein kritischer Parameter der weiter untersucht werden sollte, ist die Messvariabilitat der extern
durchgefiihrten ELISA Methode, die bei der Analyse von 72 h Fermenterproben Anwendung
findet. So erscheint es sinnvoll, Proteaseinhibitoren zu testen, die nach der Probennahme zu
diesen zugegeben wird, um Toxinkonzentrations-Ergebnisse zu erhalten, die in
Replikatmessungen weniger schwanken.

Parallel dazu erscheint die Anschaffung eines mIR Gerdates ratsam, wenn weiter auf diesem
Gebiet gearbeitet werden soll. Das mIR Spektrometer wurde in dieser Arbeit fir 3 Monate
geliehen. Dieses Zeitintervall ist zu klein, um mehrere Replikatversuche durchzufuhren.
Weiterhin stehen unterschiedliche Medienchargen nur in bestimmten Zeitspannen zur
Verfugung. Es ist jedoch essentiell, eine Spektrenbibliothek aufzubauen, die moglichst viele
unterschiedliche Chargen enth&lt. Auch wenn eine Spektrometerintegration in den
Fermentationsprozess (Online-Prozessverfolgung) nicht in absehbarer Zeit realisiert werden
soll, so kann die Zeit bis dahin genutzt werden, die Bibliothek aufzubauen.

Die Notwendigkeit der Referenzbibliothek bei der Mediencharakterisierung gilt auch bei der
Online-Uberwachung des Fermentationsprozesses. Dabei sollen kontinuierlich spektrale Daten
der Veranderung der Fermentationssuspension aufgenommen werden. Durch den Vergleich
dieser Echtzeitdaten mit bereits vorhandenen Daten aus friilheren Fermentationen, bei denen der
Batcherfolg bekannt ist, lasst sich der Fermentationserfolg der gerade durchgefihrten
Fermentation besser einschatzen (golden batch trajectory). So sollte als nachster Schritt, im
Produktionsfermenter, eine mIR Sonde verwendet werden, um eine Echtzeit Prozessverfolgung
zu ermdglichen und Prozessdaten zu sammeln. Ein eventuell angeschafftes mIR Spektrometer
kann auch dual genutzt werden. So erfolgt die Spektrenaufnahme in der Produktion, wenn GMP
Batche durchgefuhrt werden (Erarbeitung von golden batch trajectories und dadurch erfolgende
Echtzeitprozesskontrolle). In der Gbrigen Zeit kann das Spektrometer verwendet werden, um
Rohstoffchargen zu katalogisieren und eine Bibliothek aufzubauen.

Eine Schlisselaufgabe besteht in der Identifizierung von Markermetaboliten, die wéhrend der
Fermentation sezerniert werden, um eine mechanistische Echtzeitprozessverfolgung zu
ermoglichen und die spektroskopischen Daten mit diesen Metaboliten zu korrelieren. Bis jetzt
gestaltete sich dieses VVorhaben als schwierig. Es wurden jedoch erste Ergebnisse mit GC- und
LC-MS-MS Methoden erreicht (nicht gezeigt). Aus diesem Grund sollte ein Focus auf der
Verbesserung der chromatografischen Trennung bzw. der Probenvorbereitung (Entfernung von
Phospholipiden) und der Detektion gelegt werden (angemessenes Equipment, DAD-Detektor

etc.).
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Anhang

Certificate of Analysis

Product Name :
Catalog Number : Manufacture Date : 2011/07/26

Batch Number : 1243184
Expiration Date : 2013/07/31

01. Dehydrated Appearance: Tan, free-flowing, granules.

02. Solubility: 1, 2 and 10% solutions, soluble in distilled or
deionized water.

03. Solution Appearance 1%: Light to medium amber, clear.

04. Solution Appearance 2%: Medium amber, clear.

05. Solution Appearance 10%: Medium to dark amber, slightly opalescent
to opalescent with a precipitate.

06. Cultural Response: This lot was tested and found satisfactory for
fermentable carbohydrate (negative) and production of indole,
acetylmethylcarbinol and hydrogen sulfide (all positive). In
addition, the following growth response was obtained:

TEST ORGANISMS ATCC® RECOVERY
Escherichia coli 25922 good
Staphylococcus aureus 25923 good

07. Residual Solvents (CPMP/ICH/283/95): Typical Analysis
indicates that there is less than 5000 ppm
1-Butanol, less than 3880 ppm Cyclohexane, less than 5000 ppm
Pentane and less than 890 ppm Toluene.
No other solvents were detected during analysis.

The test methods for characteristics listed below are:
Nitrogen (Kjeldahl)
Amino Nitrogen (Modified Sorenson)

Characteristic Unit Value LowLimit HighLimit
pH at 25°C : 7.3 7.2 76
Nitrogen : % 1372 10.0 50.0
Amino Nitrogen : % 39 B 4.8
Loss on Drying : % 3.0 5.0
Bulk Lot Number: -

Country of Tissue Category
Animal Source Origin BIC S1C ABC

The Batch Number on this certificate is synonymous with the Lot Number
shown on the product label.

Abb. 30: Analysenzertifikat des Herstellers fiir einen in der Fermentation eingesetzten Rohstoff
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Aufbau und Funktion des in dieser Arbeit verwendeten FT-IR Spektrometers

Das Kernstiick eine FT mIRs ist das Interferometer z.B. nach Michelson (Abb. 32). Eine Quelle
emittiert mIR Strahlung (Wellenldangen mit spezifischer Amplitude/Intensitét) welche auf einen
Strahlenteiler trift. Dieser Strahlenteiler ist ein halbdurchlassiger Spiegel. An diesem wird ein
Teil der Strahlung zum festen Spiegel durchgelassen ein anderer Teil zum beweglichen Spiegel
reflektiert. Bis zu diesem Punkt besitzen die geteilten Strahlen die gleiche Amplitude und haben
keine Phasenverschiebung. Die Wellentdler und Berge sind Deckungsgleich. Bei einem
Messdurchlauf (Scan) wird die Position des beweglichen Spiegels verdndert. Diese
Wegstreckendifferenz bewirkt eine Phasenverschiebung des Lichts welches vom beweglichen
Spiegel kommt. Im Strahlenteiler werden nun die beiden Strahlen (gleichgebliebene Phase vom
festen Spiegel, u.U. verdnderte Phase vom beweglichen Spiegel) rekombiniert. Je nach GroRe
der Phasenverschiebung kann es bei den beiden Extremféllen zur totalen Ausléschung
(Nulllinie) oder Verstarkung kommen (Amplitude von 2). Bei einem Scan werden somit die
Extrema wie auch jegliche Kombination aus diesen durchlaufen. Da die mIR Quelle den
gesamten mIR Wellenldngenbereich gleichzeitig aussendet wird fiir jede Wellenldnge ein
spezifisches Intensitdtsmuster generiert, welches auf die Probe trifft. Diese gleichzeitige
Aussendung aller Wellenldngen und spatere Zuordung welche Wellenldnge wie stark absorbiert
wurde ist deshalb moglich, da jede Wellenldnge eine einzigartige Frequenz hat. Je nach
Molekil, dessen Bindungen und funktionellen Gruppen werden die Intensitaten
unterschiedlicher Wellenlangen absorbiert, dem Strahl entzogen. Das durch die Probe tretende

Licht im Anschluss von einem thermosensitiven Detektor registriert.

Interferometer

mlIR Strahlungsquelle
4000-400cm’1

— 0

Amplitude

Lxtrema 1. vollstindig
Negative Interferens

€«<— & \4
~ .
l 1 2
W | oA Strahlenteiler
1

Extrema 0. vollstindig
Detektor positive [nterferens . i ‘ ‘

Amplitude

2

Probe

Amplitude

v\mphtude

fester Spiegel beweglicher Spiegel

Abb. 31: schematische Darstellung eines FT-IRs, Erldauterungen siehe Text
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Diese Detektoren generieren beim Auftreffen von Wéarme einen Elektronenfluss der
aufgezeichnet wird. Daraus wird ein charakteristisches Spektrum erzeugt (Interferogram,
Auftrag von allen Intensitét (jeder Wellenldnge/Frequenz) uber der optischen Wegstrecke). Die
héaufigsten Detektoren sind der ginstige und bei Umgebungstemperatur betriebene DTGS-
Detektor (deutiertes Triglycinsulfat, in dieser Arbeit verwendet). Sowie der mit fllissigen
Stickstoff gekuhlte und wesentlicher sensitivere (Faktor 10), schnellere (Faktor 4) jedoch
teurere, verringerte Wellenlangenbereich und aufwandiger zu operierende MCT (Quecksilber
Cadmium Tellurite) Detektor.

Nach der Aufnahme des Interferograms (Interferenzmusters) muss dieses in einen fir den
Menschen interpretierbares Spektrum umgerechnet werden. Dabei bedient man sich der Fourier
Transformation (FT). Die FT ist die Nachbildung des Interferograms durch entsprechende
Kombination von Sinus- und Kosinus-Funktionen. Somit wird eine mathematische Funktion
durch die Auswertesoftware bestimmt. Die grafische Reprasentation dieser Funktion ist das
Spektrum. Die unterschiedlichen Analyte absorbieren bei spezifischen Wellenlangen
unterschiedlich stark die mIR Strahlung. Diese aus dem Strahl entzogene Energie fiihrt zu einer
Molekilschwingung (vgl. UV-Bereich- Elektronenibergang). Dadurch andert sich die
Amplitude der unterschiedlichen Wellenldngen und ein charakteristisches Interferenzmuster
entsteht. Wobei der Energieverlust (Reduzierung der Amplitude) als hohe Absorptionswerte im

Spektrum sichtbar wird.

Messkonfiguation

Zur mIR Messung stehen unterschiedliche Sonden und Messprinzipien (Reflexion,
Transmission, Transflexion) zur Verfugung. Diese sollen hier nicht naher erlautert werden und
es wird auf die entsprechende Literatur verwiesen z.B. (Barkeev, 2005; Smith, 2011)

Das Prinzip der abgeschwachten Totalreflexion (ATR) soll hier ndher beschrieben werden, da
es in dieser Arbeit verwendet wurde.

Die evaneszente Welle ist ein quantenmechanischer Effekt. Durch die unterschiedlichen
Brechungsindizes zwischen ATR Kiristall und Probe (z.B. Feststoff aber auch Flissigkeit) und
einem spezifischen Einfallswinkel der IR Strahlung, wird dieser vollstandig reflektiert. An und
hinter dieser Grenzflache féllt jedoch die Amplitude der Strahlung nicht unmittelbar auf O
sondern klingt exponentiell ab. Dies ist der sogenannte Hot Spot der evaneszenten Welle, mit
derer man IR Spektroskopie betreiben kann. Es kodnnen, abhdngig von verschiedenen

Einflussfaktoren (Wellenzahl, Brechungsindex, Einfallswinkel, Anzahl der Reflexionen)
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eindringtiefen in die Probe von bis zu 10um erreicht werden. Die gewohnliche Eindringtiefe
liegt bei ca. 1,6 um. Diese Eindringtiefe ist zugleich die in Gleichung 3 erwéhnte durchstrahlte
Schichtdicke. Da die Schichtdicke in erster Naherung als konstant angesehen werden kann, ist
obwohl die ATR Spektroskopie eine reflektive Messmethode ist, hervorragend fir quantitative

Bestimmungen geeignet.

Probe

evaneszente Welle mit

1
Eindringtiefen< 10 pm Probe

l

ATR Kiristall
Brechungsindex ngiqan

reflektierte IR Strahlung
Abb. 32: schematische Darstellng des ATR Messprinzips

Aufgrund der guten physikalischen Eigenschaften sind Diamanten als ATR Kristall zurzeit die
beste Wahl. Der héhere Anschaffungspreis im Vergleich zu z.B. Zink Selenit Kristallen ist
dadurch gerechtfertigt, dass die hohere Héarte und die damit einhergehende Reduzierung der
Anfalligkeit fur Kratzer die Arbeit wesentlich vereinfacht. Weiterhin sind Diamanten
gegeniiber Sdaure und Base angriffen inert, welches z.B. die Dekontamination des Kristalls
vereinfacht. Andere Kristalle z.B. aus Kaliumbromid sind wasserléslich und deshalb
ungeeignet fur die Spektroskopie in Lsungen. Je mehr Reflexionen der IR Strahl erfahrt, desto
groRer ist die durchstrahlte Schichtdicke da diese sich aus den einzelnen Eindringtiefen
summiert. Aufgrund des hohen Preises ist es jedoch zurzeit meistens so, dass Diamanten nur
als ,Single Bounce ¢ Angeboten werden. Die Eindringtiefe ist bei niedrigeren Wellenzahlen
groBer z.B. bei 500cm™ ist diese 4x tiefer als bei 2000 cm™. Die Spektren werden intensiver je
kleiner der Brechungsindex des Kristalls wird (npiamant = 2,42) da das Licht tiefer in die Probe
eindringen kann. Abhéangig von der Anwendung kann jedoch die Benutzung von Diamant ein
Problem darstellen. Die Eigenabsorption des Diamanten liegt im Bereich zwischen 2200-2000
cm™. In diesem Bereich gelangt keine Strahlung in Wechselwirkung mit der Probe, da der
Diamant jegliche Energie aufnimmt. In diesem Bereich absorbieren z.B. die Nitrile (R-C=N),
welche jedoch eher ungewdhnlich fir biologische Systeme sind und somit keine wesentlichen
Informationen verloren gehen. Die ATR Messung ist aufgrund ihrer Verlasslichkeit, einfachen

Durchfiihrung und Universalitat heute Stand der Technik.
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mIR Spektrum und charakteristische Banden

Uber die Spektren Interpretation wurden eine Vielzahl von Biichern veroffentlicht. Eine
detaillierte und vollstdndige Betrachtung dieses Themas ist an dieser Stelle nicht mdglich.
Weiterhin sollen nicht die grundlegende Erlduterung der verschiedenen Schwingungsarten (in
Phase, out of Phase, Streck-, rocking-, Scher-, wagging und Deformationsschwingung, Fermi
Resonanze etc.) erfolgen. Auf die Darstellung des grundlegenden Models des harmonischen/
anharmonischen Oszillators soll zugunsten einer praktische Erlauterung verzichtet werden Die
Informationen in diesem Abschnitt stammen aus (Larkin, 2011)

Die in Abbildung 34 dargestellten Banden im Spektrum zeigen Absorptionswerte verschieden
von 0 bei spezifischen Wellenzahlen (Energie/Frequenz). Die Ursache dafiir liegt am
betrachteten Molekiil und der umgebenen Matrix sowie aus Uberlagerungen mit anderen in der
Matrix befindlichen Stoffen. So ist die Kohlenstoffgrundstruktur und Art der Bindungsstarke
(z.B. Alkane, Alkene etc.) wie auch die Masse der Atome, deren geometrische Anordnung und
gegenseitige Behinderung fiir verschiedene Peaks und deren spezifische Form und breite
verantwortlich.

Die mIR Spektroskopie liefert komplexe Informationen Uber die die Molekdlstruktur und
dessen Wechselwirkungen mit der Umgebung. Zur Vereinfachung der Spektreninterpretation
kann man sich der funktionellen Gruppenanalyse (FGA) bedienen. Die FGA besagt, dass
spezifische Gruppen eine charakteristische Schwingung zeigen, unabhéngig von dem an ihnen
gebundenen, restlichen Molekiil (vgl. Tabelle 8).

Ein Molekil kann Raman und IR aktiv sein, dabei sind die Intensitaten der beobachteten
Banden oft komplementar (stark im IR, schwach im Raman und umgekehrt). Die Anzahl der
maoglichen Schwingungstypen lasst sich durch die Anzahl der Freiheitsgrade abschétzen. Fur
lineare Molekile nach Gleichung 11, fir nichtlineare Molekile nach Gleichung 10 mit n der
Anzahl der Molekulatome.

F=3n-6 (10)
F=3n-5 (11)
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CO, Wasserdampf

-OH in Séuren \l/ -NH,, priméire

r — . 1 —Amine—i: L | A .. S

-OH in Alkohol

-aliphatische primédre Amine

B ———— — — — e
4000.122 3876.7 3758.1 B637.57 3512.22 3386.87 3257.18 3131.83 300648 2876.79 2760.6 2642 2537.38 2405.28 2125.17 1990.82 1874.47 1744.78 1619.43 §494.08 1364.39{1248.2 113201 990.01 879.863 747.763

x-H Streckschwingung, x=0,S,P.N,Si,B < 1
z.B. H-Briicken durch Matrix Wasser — ~ x-y Streck-
X=X, X=Y=Z x=y x-H Deformations- schwingung
Eigenabsorption schwingung
Diamant

Abb. 33: exemplarische Darstellung eines ATR mIR Spektrums

Der entscheidende Parameter ob ein Molekil IR aktiv ist, hdngt davon ab, ob es einen Dipol
besitzt. Somit muss ein Dipol (unterschiedliche Elektronegativitat, Elektronen haben eine
héaufigere Aufenthaltswahrscheinlichkeit an einem Molekilpol) vorhanden sein z.B. durch

Heteroatome.
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Ansatz Nr. ¢ C-Quelle [g'L™ | ¢ V-Quelle [g'L~ | cN-Quelle [gr'L” | Charge N-
1 1 1 Quelle
1 5 5 20 1
2 7,5 7,5 15 1
3 10 5 10 1
4 7,5 7,5 6,6 1
5 7,5 7,5 15 2
6 7,5 7,5 15 1
7 7,5 7,5 15 1
8 7,5 3,3 15 1
9 3,3 7,5 15 2
10 11,7 7,5 15 2
11 10 10 10 1
12 7,5 7,5 23,4 1
13 3,3 7,5 15 1
14 10 10 20 2
15 10 5 10 2
16 7,5 7,5 15 2
17 7,5 11,7 15 2
18 10 10 10 2
19 10 10 20 1
20 5 5 10 2
21 5 10 10 2
22 7,5 7,5 15 1
23 10 5 20 1
24 7,5 7,5 15 2
25 5 10 20 2
26 5 10 10 1
27 7,5 7,5 15 1
28 5 5 10 1
29 7,5 7,5 6,6 2
30 7,5 7,5 15 2
31 5 10 20 1
32 5 5 20 2
33 7,5 3,3 15 2
34 11,7 7,5 15 1
35 10 5 20 2
36 7,5 11,7 15 1
37 7,5 7,5 15 2
38 7,5 7,5 23,4 2
39 7,5 7,5 15 1
40 7,5 7,5 15 2
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Tab. 8: charakteristische mIR Molekuhlschwingungen bei deffinierten Wellenzahlen

Molekl Erkennbare Wellenzahlbereich Schwingungstyp
Gruppe [cm™]
Kohlenstoffgrundgerist | R-CHz3 2975-2950 0.ph.str.
2885-2860 i.ph.str.
1470-1449 0.ph.bend
1380-1320 i.ph.bend
R-CH2-R 2936-2915 0.ph.str.
2865-2833 i.ph.str.
1475-1445 bend
(CH2)>3 1305-1295 i.ph. twist
726-720 i.ph.rock
Aromaten ohne 1620-1585 quadrant str.
betrachtung von 1590-1565 quadrant str.
Substituierungen 1525-1470 Semicircle str.
1465-1400 Semicircle str.
funktionelle Gruppen Keton C=0 1715 str.
Aldehyd C=0 1730 str.
Ester C=0 1740 str.
Carbonséure C=0 1715 str.
Carbonséure C-OH 1420 str.
R-NH> 1750-1550 str.
C-N 1410 str.
R-OH---O 3400-3200 str.
COOH 3200-2600 str.
960-875 str.
CHs3-OH 1090-1000 str.
900-800 str.
Alkohol R,.CH-OH  1150-1075 str.
RsC-OH 1210-1100 str.
800-750 str.
Ether C-O 900-800 str.
Aryl-OH 1260-1180 str.




anorganisch

CHs-NH>

CH2-NH-CH>
R-S-S-R
CH-S

S-H

NH4"

COs

HCOs

3500-3200
1630-1590
900-600
1150-1125
500

1240
2590-2540
3100, 1410
1450,880,710
1650,1320
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str.
Bend
Wag
str.
str.
str.
str.
str.
str.

str.
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