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Kurzfassung
Christian Kaiser

»Methoden zur Prozessiiberwachung und Modellierung
von Herstellungsprozessen rekombinanter Proteine mit Escherichia coli‘

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Methoden der Beobachtung, Uberwa-
chung und Simulation von Herstellungsprozessen rekombinanter Proteine mit Escherichia coli
erprobt. Diese basieren auf kommerziell erhiltlichen Online- und Atline-Messsystemen fiir re-
levante Substrate und Produkte sowie analytischen und datengetriebenen mathematischen Me-
thoden zur Auswertung und Weiterverarbeitung der Signale.

Nach der erfolgreichen Integration der verschiedenen Messsysteme in die Vorortautomati-
sierung des verwendeten Bioreaktorsystems mussten die Messsignale einer geeigneten Daten-
vorverarbeitung unterzogen werden. Dabei wurden Methoden zur Ausreissererkennung, diverse
Datenfilter und unterschiedliche Interpolationsverfahren eingesetzt und ihre Anwendbarkeit auf
die unterschiedlichen Signale beurteilt.

Fiir die Online-Uberwachung des Hauptsubstrates Glukose, der Zelldichte sowie des einge-
setzten Reporterproteins GFP auf Basis der 2D-Fluoreszenzspektroskopie wurden unterschied-
liche datengetriebene Verfahren aus dem Fachgebiet der Chemometrik eingesetzt. Es wurden
dabei sowohl univariate als auch multivariate Methoden zur linearen Modellkalibrierung an-
gewendet und die Hauptkomponentenanalyse sowie die unabhiingige Komponentenanalyse als
Datenreduktionsmethoden gewéhlt. Um auch nichtlineare Zusammenhinge zwischen den bio-
logischen GroBen und den aufgenommenen Fluoreszenzsignalen beriicksichtigen zu konnen,
kamen kiinstliche neuronale Netze zum Einsatz.

Die besten Approximationen mit einem Fehler von unter 10% konnten mit Hilfe von multi-
variaten, linearen Modellen unter Verwendung der Orignal-Fluoreszenzspektren erzielt werden.
Etwas groflere Modellfehler ergaben sich bei der Verwendung von Hauptkomponenten und un-
abingigen Komponenten als Eingangsgroen der Modelle. Damit konnten hingegen deutlich
kiirzere Kalibrierzeiten verzeichnet und der Rauschanteil der Trajektorien deutlich verringert
werden.

Auch die Anwendung von kiinstlichen neuronalen Netzen lieferte mit Vorhersagefehlern
von 10% gute Ergebnisse, die durch die VergroBBerung des Eingangsdatenraumes noch reduziert
werden konnten.

Im letzen Teil der Arbeit wurde ein Modell zur mathematischen Beschreibung des dynami-
schen Bioreaktionsprozesses entwickelt. Dabei wurde neben der Modellierung des Zellwachs-
tums und der Glukoseaufnahme die Beschreibung der Acetatbildung unter sauerstoffunlimitier-
ten und sauerstofflimitierten Bedingungen implementiert. Die Darstellung der Zielproteinbil-
dung wurde mit Hilfe eines wachstumsabhingien Anteils sowie iiber den zellinternen Induk-
torgehalt realisiert. Dafiir wurde der aktive Transport des verwendeten chemischen Induktors
IPTG in die Zelle modelliert. Zur mathematischen Beschreibung der Zielproteinakkumulation
in der Medienphase wurde zusitzlich eine scherkraftabhingige Lyserate eingefiihrt. Dabei erga-
ben sich gute Ubereinstimmungen zwischen den Messwerten am Bioreaktionsprozess und den
Ausgaben des erstellten Modells.

Schliisselworter: Escherichia coli, Online-Prozessmonitoring, Bioprozesssimulation, univa-
riate Modelle, multivariate Modelle, Hauptkomponentenanalyse, unabhingige Komponenten-
analyse, kiinstliche neuronale Netze, GFP
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Abstract
Christian Kaiser

,»Process Monitoring and Process Modelling
for Production Processes of Recombinant Proteins with Escherichia coli*

Within the scope of this work different methods for process monitoring and process si-
mulation were developed and applied for production processes of recombinant proteins with
Escherichia coli. The monitoring is based on comercially available on-line and at-line measure-
ment systems for the detection of relevant substrates and products, followed by the application
of data driven methods as well as analytical methods for processing of the measuring signals.

After a successful integration of the analysers into the automation of the bioreactor, different
methods for data pre-processing were applied and evaluated. These included outlier detection,
different filter functions as well as varying interpolation approaches.

Chemometric data driven methods were implemented to realise an online observation of
the main carbon source glucose, the cell density and the reporter protein GFP based on 2D-
fluorescence spectroscopy. Univariate and multivariate calibration were applied and additionally
principal component analysis as well as independent component analysis were used for data
mining purposes. Artifical neural networks were applied beside to take non-linearities between
biological values and fluorescence measures into account.

Multivariate linear approaches, using the original fluorescence data for model calibration,
indicated the best approximation of the process data and led to a root mean square error below
10 %. Slightly larger errors were found using principal components and independent com-
ponents as model inputs, however the time demand for calibration procedures was significant
smaller and the trajectories showed a much better signal to noise ratio.

Errors for artifical neural networks were approximately 10 % and gave suitable results. Error
reduction should be feasible using larger input data sets.

Within the last section of this work a dynamic mathematical bioprocess modell was develo-
ped. Besides the characterisation of cell growth and glucose consumption, acetate formation was
taken into account for either sufficent oxygen supply or oxygen limited conditions. Description
of target protein formation included a growth dependend term as well as the cell internal induc-
tor content. Therefor the active transport of the used chemical inductor IPTG from the media
phase into the cytoplasm was modelled. For a description of target protein accumulation in the
media phase an additional shear force dependend lysis rate was established. The measurements
was in good accordance with the outputs of the bioprocess model.

Keywords: Escherichia coli, on-line process monitoring, bioprocess simulation, univariate
modelling, multivariate modelling, principal component analysis, independent component ana-
lysis, artifical neural nets, GFP
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Griechische Formelzeichen
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Nomenklatur — Hauptkomponentenanalyse

D := quadrierte Diagonalmatrix S der Hauptkomponentenanalyse

P := Ladungsmatrix der Hauptkomponentenanalyse

pi := Ladungsvektor der i-ten Spalte der Hauptkomponentenanalyse
S := reelle Diagonalmatrix der Singulidrwertzerlegung

T := Factorscorematrix der Hauptkomponentenanalyse

ti := Scorevektor der i-ten Spalte der Hauptkomponentenanalyse

U := unitdre Matrix der Singuldrwertzerlegung

v := adjungierte Matrix der Singuldrwertzerlegung

Griechische Formelzeichen

Ai = Eigenwert i
0‘62 := erkldrte (kumulative) Varianz
Nomenklatur — Unabhdngige Komponentenanalyse
A := Mischmatrix der unabhiingigen Komponentenanalyse
aj := Parameter der Kontrastfunktion
a; := Element der Zufallsvariable Y
aj := Koeffizient der Mischmatrix A
c := Konstante des Fast-Fixed-Point Algorithmus
cosh := Cosinushyperbolicus
E := Erwartungswert
G := Kontrastfunktion zur Approximation der Negentropie
g := erste zeitliche Ableitung der Kontrastfunktion G
H := Entropie
I := mutual Information
Iy := Cluster-Qualitdtsindex

J := negative Entropie (Negentropie)



XIII

Jg =
kurt =
log =

S =
tanh =

YGAUSS =

Giitefunktional des Fast-Fixed-Point Algorithmus
Kurtosis

dekadischer Logarithmus
Verteilungssummenfunktion
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
Quellsignale der Mischung
Tangenshyperbolikus

Argument der Kontrastfunktion

Inverse der Mischmatrix

Vektor der i-ten Zeile der inversen Mischmatrix
Zufallsvariable

Stichprobe der Zufallsvariable x

diskrete Zufallsvariable

kontinuierliche Verteilungsfunktion
Gaussfunktion

Griechische Formelzeichen

\% =

Standardnormalverteilte Zufallsvariable

Nomenklatur — Kiinstliche Neuronale Netze

=1
|

Fehlervektor einer Schicht q eines neuronalen Netzes

Fehler eines Neurons r in der Schicht q
Aktivierungsfunktion
quadratischer Fehler (Mean Square Error)

Netzeingabe (Propagierungsfunktion) eines Neurons r
Eingabevektor der Schicht q eines Neuronalen Netzes

Eingabewert eines Neurons in der Schicht q
aus dem vorgelagerten Neuron p

tatsdchlicher Ausgabewert des Neurons r in der Schicht q
Gewichtsvektor der Schicht q eines neuronalen Netzes

Gewicht eines Neurons p in der Schicht q
Eingabevektor eines neuronalen Netzes
Eingabewert eines Neurons
Ausgabevektor eines neuronalen Netzes
Ausgabewert eines Neurons

Griechische Formelzeichen

O =
O, =

lokaler Fehler eines Neurons r
Schwellenwert (Bias) eines Neurons r



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

(1.1 Hintergrund und Motivation| . . . . . .. ... ... ... ...........
(1.2 Zielsetzung der Arbext] . . . . . . .. .. .. ... ... ... ...

[2

Mikro- und molekularbiologische Grundlagen|

2.1 n E. richi -Stamme und Plasoudel . . . . . . 000 0L
2.1.1  Escherichia coli IM105: pGFP|. . . . . .. ... ... ... ......
2.1.2  Escherichia coli BL2ZI(DE3): pRSETB| . . . . .. ... ... .....
[2.1.3  Escherichia coli DHSoc: pTrcHisB| . . . . .. ... .. ... ... ...

(2.2 Das Modellprotein GFP|. . . . . . .. ... o oo

[2.3  Stoffwechselvorginge von Escherichiacolt) . . . . . . .. ... ... .....

13

Monitoring von Bioreaktionsprozessen|

[3.1 Prozessiiberwachung in der Biotechnologie| . . . . . . . ... ... ... ...

Erweiterte Inline-M hmkl . . ... .
[3.3.1 Mboglichkeiten der Inline-Instrumentierung| . . . . .. ... ... ...
[3.3.2  Tribungsmessung| . . . .. ... ... ...
[3.3.3  Kapazitats- und Leitfahigkeitsmessungf . . . . . .. ... .. ... ..
[3.3.4  2D-Fluoreszenzspektroskopie| . . . . . .. ... ... 0oL
[3.4  Eingesetzte Atline-Messtechmik| . . . . .. ... ... ... .. ........
[3.4.1 Mogliche Atline-Applikationen| . . . . . . . ... ... ... ... ..
[3.4.2  Glukoseanalytik mit der ProcessTrace| . . . . .. .. ... ... ....
[3.4.3  Ammoniumanalytik mit der TAS2000, . . . . . ... ... ... .. ..
[3.4.4  Atline-Messunge mittels HPLC| . . . . ... ... ... ... ... ..

Automatisierungs- und Datenverarbeitungstechnik

4.1 Gewidhlter Automatisierungsautbaul . . . . . ... ... ... 0oL L.
4.2 Anbindung der erweiterten Analysentechnik| . . . . . . .. .. ... ... ...
4.3  Das SCADA-System MFCS/win| . . . . . ... ... ... ... .. ......
4.4  Automatisierung des Bioreaktionsprozesses| . . . . . ... ..o L

LI Motivationl. . . . . . . . . ... e e
5.2 Erweiterte Datenverarbeitung iiber Einbindung von MATLAB®| . . . . . . . ..
[5.3 Datenvorverarbeitung| . . . . . . . ..o L Lo

[3.3.1 Dublettenentfernung| . . . . .. ... ... ... ... ...,

[5.3.2  Ausreissererkennung| . . . . ... ..o Lo
[5.3.3  Datenfilterung| . . . . ... ... ... o o

B~ W

— 0 00 3OO\ O



Inhaltsverzeichnis

[5.3.4  Dateninterpolation| . . . . . . ... ... o oo
[5.4  Kalibrierung linearer univariater Modelle| . . . . . . . ... ... ... ....
[5.4.1 Datenzentrierung und Skalierung| . . . . .. ... ... ...
[5.4.2  Methodik der linearen Modellkalibrierung|. . . . . . .. ... ... ..
[5.4.3  Ergebnisse der univariaten Modellkalibrierung| . . . . . . . .. .. ..
[5.5 Kalibrierung linearer multivariater Modelle| . . . . . ... .. ... ... ...
[5.5.1 Hauptkomponentenanalyse|. . . . . . ... ... ... ... ......
[5.5.2  Unabhiangige Komponentenanalyse| . . . . .. ... ... ... ... .
[5.5.3  Ergebnisse der multivariaten Modellkalibrierungl . . . . . . . .. . ..
[5.6 Nichtlineare Modellierung mit kiinstlichen neuronalen Netzen| . . . . . . . ..

[5.6.2  Training neuronaler Netze| . . . . . . ... ... ... .. .......
[5.6.3 Lernalgorithmen| . . . . . . .. ... ... ... . 000,
[5.6.4  Ergebnisse der nichtlinearen Modelle mit ANNs| . . . . ... ... ..

|6 Modellierung des dynamischen Bioreaktionsprozesses|
[6.1 Das Dreiphasenmodell] . . . . . ... ... ... .. ... ... ... ... ..
[6.2  Die allgemeinen Bilanzgleichungen| . . . . . . ... ... ... ... .. ...
6.3 Verwendete Reaktionskinetische Ansdtzel . . . . .. .. ... ... ... ...
[6.3.1 Mathematische Beschreibung des Overflow-Metabolismus| . . . . . . .

[6.3.2  Segregierter Modellansatz fur die Zielproteinbildung| . . . . . . . . ..
[/___Zusammenfassung|

[8.1  Verwendete Medien und Reagenzien| . . . . . . ... ... ... .. ......

[8.1.1  Vorkultur- und Batchmediuml. . . . . .. ... ... ... ......

BI12 Feedmediuml . .. ... ... ... .. ...

[8.1.3  Reagenzien fiir dle Ammoniumbestimmung mit der TAS2000| . . . . .
[8.2  Erganzende Offline-Messtechnik| . . . . . ... ... ... ... .. ......
[8.2.1  Optische Dichte Messung| . . . . . ... ... ... ... .......
[8.2.2  Biotrockenmassebestimmung| . . . .. ... ... ... 0L L.
[8.2.3  Zielprotemanalytik| . . . .. ..o oo
[8.2.4  Ammoniumbesttmmung| . . . . . ... ... ... 0L L.
[8.2.5  Acetat- und Glukosemessung iiber enzymatische Testkits| . . . . . . . .
[8.2.6  Keimzahlbesttmmung| . . . . ... ... ... ... ...
[8.3  Modellparameter der Chemometrischen Modelle| . . . . ... ... ... ...
[8.3.1  Univariate Modelle mit Originalvariablen| . . . . . . . ... ... ...
[8.3.2  Multivariate Modelle mit Originalvariablen| . . . . . . . ... ... ..

[Literaturverzeichnis|



1 Einleitung 3

1 Einleitung

Seitdem es 1972 der Arbeitsgruppe um den spéteren Nobelpreistriger Paul Berg gelang Re-
striktionsenzyme zur Herstellung rekombinanter DNA zu verwenden [Jackson efal.| (1972)]
und 1973 das erste Mal ein gentechnisch verdnderter Escherichia coli Stamm cloniert wur-
de [[Cohen et al.|(1973)], hat sich die Biotechnologie rasant weiterentwickelt. Das Potential der
Rekombination wurde durch die Industrie schnell erkannt und bereits 1982 mit dem von Genen-
tech und Eli Lilly produziertem Insulin das erste rekombinante Protein durch die amerikanische
Food and Drug Administratiorﬂ fiir den Markt zugelassen.

Heute sind in Europa iiber 130 Medikamente kommerziell erhiltlich die von Wachstums-
faktoren tiber Antikdrper und Enzyme bis zu Gerinnungsfaktoren reichen. Die meisten werden
dabei unter Verwendung von Bakterien, Hefen, Hamster- oder humanen Zelllinien hergestellt
[Dingermann and Ziindorf| (2007)].

Trotz der globalen Marktturbulenzen im Jahr 2008 konnten die borsennotierten Biotech-
Unternehmen ihre Umsétze um 12% auf 89.7 Mrd. USS$ steigern. Der Reinverlust sank um 53%
auf 1.4 Mrd. US$ und der Gesamtsektor der Vereinigten Staaten von Amerika konnte erstmals
einen Reingewinn von 0.4 Mrd. US$ verbuchen [Ernst & Young|(2009)]. Trotz eines deutlichen
Einbruchs bei den Kreditaufnahmen gilt die Biotechnologie nach wie vor als Wachstumsmarkt
und als die Schliisseltechnologie des 21ten Jahrhunderts.

Sie hat sich dabei zu einem interdisziplindren Betidtigungsfeld unterschiedlichster Fachrich-
tungen entwickelt. Neben diversen Disziplinen der Biologie finden insbesondere in der Produk-
tion rekombinanter Produkte klassische ingenieurwissenschaftliche Fiacher wie die Verfahrens-
technik und die Mess- und Regelungstechnik ihre Anwendung. Durch das immer detailiertere
Wissen iiber die Prozesse und die damit verbundene immer groler werdende Datenflut sowie
einen hoheren Automatisierungsgrad wird die Nachfrage nach Fachkriften mit Informatikhin-
tergrund in der Bioverfahrenstechnik immer grofer.

1.1 Hintergrund und Motivation

Der finanzielle, zeitliche, apparative und regulatorische Aufwand, den die herstellende Industrie
fiir die Zulassung neuer Pharmazeutika betreiben muss, ist enorm hoch. So dauert der Prozess
vom Wirkstoff bis hin zum zugelassenen Medikament ungeféhr 10 bis 12 Jahre und ist mit ei-
nem Kostenaufwand von ca. 800 Mio. US$ verbunden [DiMasi et al.| (2003)]. Dabei unterliegt
die Entwicklung eines geeigneten Herstellungsprozesses ebenso wie die anschlieBende Wirk-
stoffproduktion nach erfolgreicher Zulassung strengen GMPEI— und GLPEI—Richtlinien.

'FDA - Food and Drug Administration
2GMP - Good Manufacturing Practice
3GLP - Good Laboratory Practice
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Der regulatorische Aufwand, den die pharmazeutische Industrie fiir den Zulassungsprozess
neuer Arzneimittel betreiben muss, ist iiber die Jahre kontinuierlich angestiegen. Trotz der ho-
hen empirischen Standards die dabei durch die FDA gesetzt wurden, gab es Hinweise, dass bei
der regelmiBigen Uberpriifung der laufenden Produktionen immer hiufiger Warnbriefe, Riick-
rufe und sogar Produktionsunterbrechungen notig waren [Diinnebier and Tups| (2007)].

Die Intention der FDA die Effizienz der Pharmaproduktion bei gleichzeitiger Sicherstellung
der Produktqualitit zu realisieren, veranlasste die FDA zur Veroffentlichung des Entwurfs PA7E|
— a Framework for Innovative Pharmaceutical Manufacturing and Quality Assurence [FDA
(2004)]. Dieser stellt einen Paradigmenwechsel fiir die pharmazeutische Produktion dar und
fordert ein wissensbasiertes Prozessverstindnis auf Grundlage von

e modernen Prozessmessgeriten und Analysensystemen,
e multivariaten Datenerfassungs- und Auswertewerkzeugen,

e Uberwachungs- und Regelungssystemen zum fortlaufenden Prozessmonitoring und zur
Einhaltung von optimalen Prozessbedingungen sowie

e Methoden zur laufenden Weiterentwicklung der eingesetzten Systeme und des Wissens-
managements.

Viele der zur Umsetzung der PAT-Initiative einsetzbaren Verfahren sind dabei bereits aus an-
deren Fachgebieten wie z.B. der chemischen Produktion bekannt. Sie reichen von empirischen
Methoden wie die Risikoanalyse und Ursachenforschung iiber statistische Versuchsplanung zur
Identifikation der die einzelnen Prozessschritte signifikant beeinflussenden Parameter (KPI{I)
bis zum Einsatz geeigneter Prozessfithrungsstrategien auf Basis dieser KPIs.

Ebenso beeinhalten sie geeignete Online-Messtechniken sowie mechanistische und datenge-
triebene Modelle, die sowohl zur Prozessoptimierung als auch zur Prozessiiberwachung einge-
setzt werden konnen. Eine nihere Beschreibung der hier aufgefiihrten Methoden sowie Anwen-
dungsbeispiele aus der pharmazeutischen Praxis finden sich bei |Diinnebier and Tups|(2007).

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur PAT-Initiative zu leisten. Dabei soll-
ten Wege aufgezeigt werden, wie die unterschiedlichen von der FDA genannten Ideen in der
Forschung und Entwicklung des Upstream-Processings mit rekombinanten Escherichia coli
eingesetzt werden konnen.

Im ersten Schritt kann dafiir der Automatisierungsgrad der zu untersuchenden Fed-Batch
Kultivierungen erhoht werden, um somit die Variationsbreite zwischen den Prozessen zu ver-
ringern und die Reproduzierbarkeit der Experimente zu erhdhen.

Um eine detailliertere Prozessiiberwachung realisieren zu konnen, sollten zusitzlich zur
Standardinstrumentierung weitere kommerziell erhiltliche Analysesysteme an den Bioreaktor
angebunden werden, um SchliisselgroBen des Herstellungsprozesses echtzeitnah beobachten zu
konnen.

4PAT — Process Analytical Technology

SKPI — key performance indicators
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Fiir die Verarbeitung der gewonnenen Daten mussten dafiir geeignete Methoden zur Da-
tenaufbereitung erprobt und etabliert werden. Die anschlieende Extraktion der relevanten In-
formationen aus den Prozessdaten sollte unter Einsatz verschiedener Verfahren zur Informati-
onsextraktion und Datenkompression erzielt werden. Diese sollten mit Hilfe der Entwicklungs-
umgebung MATLAB® auf die verschiedenen Messsignale angewendet und ihre Giite beurteilt
werden.

Fiir die Online-Uberwachung der Zielproteinbildung wihrend des laufenden Prozesses war
in dieser Arbeit das griin fluoreszierende Reporter-Protein GFP als rekombinantes Produkt vor-
gegeben. Daher bot es sich an unter Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie datengetriebene
multivariate Modelle zu entwickeln, die neben der Zielproteinexpression auch weitere Schliissel-
groBen des Prozesses abbilden konnen.

Zur Beschreibung von Nichtlinearititen zwischen den Prozessvariablen und den entspre-
chenden Messsignalen sind lineare Modelle nicht geeignet. Eine addquate Methode um diese zu
beschreiben stellen dabei Kiinstliche Neuronale Netze dar. Diese bieten zusitzlich den Vorteil,
dass sie mit jedem zusdtzlichem Kultivierungsdatensatz weiter trainiert und die Vorhersagege-
nauigkeiten verbessert werden konnen.

Die Prozesssynthese und Optimierung wird oft auf der Basis von mechanistischen Ansitzen
durchgefiihrt. Diese basieren, im Gegensatz zu den datengetriebenen Verfahren, auf den grund-
legenden Konzepten der Energie- und Massenerhaltung, den Phasengleichgewichten sowie den
postulierten Reaktions- und Wachstumskinetiken. Um diese beschreiben zu konnen bedarf es
eines dynamischen Prozessmodells. Zur Erstellung des Modells sollte eine systemtheoretische
Analyse des Bioreaktionsprozesses durchgefiihrt werden, um darauf aufbauend wichtige Pro-
zessgrolen mathematisch beschreiben und simulieren zu kénnen.
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2 Mikro- und molekularbiologische Grundlagen

Fiir die Herstellung rekombinanter Produkte stehen verschiedene Expressionssysteme zur Ver-
fligung. Neben prokaryotischen Host-Systemen wie z.B. Escherichia coli sowie unterschiedli-
che Arten der Bacillus-Gattung werden auf3erdem Eukaryonten wie z.B. Hefen (Pichia pastoris,
Hansenula polymorpha, etc.) und Pilze (Aspergillus), tierische (z.B. CH(fb und humane aber
auch pflanzliche Zellen eingesetzt.

Das fakultativ anaerobe, gramnegative, staibchenformige Bakterium Escherichia coli ist da-
bei das am héufigsten fiir die Expression rekombinanter Proteine eingesetzte System [Anderson
and Krummen| (2002)]. Dies liegt zum Einen daran, dass es hervorragend charakterisiert ist und
eine grole Anzahl an Expressionsvektoren zur Verfiigung stehen [Swartz|(2001))]. Zum Anderen
macht das sehr schnelle Wachstum und die Moglichkeit hoher Zelldichten sowie die geringen
Kosten fiir die benotigten Fermentationsmedien die Prozesse aus wirtschaftlichen Griinden sehr
attraktiv.

Die in dieser Arbeit eingesetzten E. coli Stimme, Vektoren und rekombinanten Proteine
werden im Folgenden vorgestellt. Bei dem rekombinanten Produkt handelt es sich dabei immer
um das griin fluoreszierende Protein GF bzw. GFP-Derivate. Alle Systeme sind durch den
chemischen Induktor Isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) induzierbar und weisen eine
Ampicillinresistenz auf.

In weiteren Teilen dieses Kapitels werden dann Produkteigenschaften und kurz die grundle-
genden Stoffwechselvorgénge von Escherichia coli erldutert.

Die Kultivierungsbedingungen und der automatisierte Prozessablauf sind in Abschnitt
aufgezeigt. Die Zusammensetzungen der verwendeten Minimalmedien befindet sich im An-
hang.

2.1 Verwendete Escherichia coli-Stamme und Plasmide

2.1.1 Escherichia coli JM105: pGFP

Zunichst wurde ein apathogener, gentechnisch verédnderter, E. coli JM105-Stamm eingesetzt,
der das Plasmid pGFP der Fa. CLONTECH, Palo Alto, CA, USA, trigt [Chalfie e al.| (1994)].
Es handelt sich dabei um ein Thiamin auxotrophes K12 Derivat, das auf Minimalmedium
wichst. Durch ein Klonierungsexperiment trigt der Stamm ein intaktes lacZ-Gen. Die ldnger-
fristige Stammbhaltung erfolgte in Glycerol-Kryokulturen bei -80 °C.

ICHO - Chinese Hamster Ovary

2GFP - Green Fluorescent Protein
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Bei dem in Bild [2.Th gezeigten Plasmid handelt es sich um ein Hybrid aus dem Klonierungs-
vektor pUC19 und dem Gen fiir das griin fluoreszierende Protein. Laut Hersteller liegt das 3.344
kbpﬂ grofe Plasmid mit 300-500 Kopien pro Zelle vor und ist damit ein High Copy-Plasmid.

Bei der Expression wird ein Fusionsprotein aus einigen wenigen Aminoséduren der -Galac-
tosidase und GFP von den Zellen gebildet. Das Plasmid enthilt den Replikationsursprung ori
und die Ampicillinresistenz von pUC19, wobei der Genabschnitt des GFP unter der Kontrolle
des lac-Promotors von pUCI19 steht [Friehs| (1999)].

Sapl E_L_ =———z

£53728858
oXxXvoaoxzwon
@ RBS |ATG BxHis Xpress™ Epitope EK MCS
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a) Xmn

Bild 2.1: Die eingesetzten Expressionsplasmide a) pGFP und b) pRSETB [Invitrogen (2006a)]

2.1.2 Escherichia coli BL21(DE3): pPRSETB

Bei dem in Bild [2.1p dargestellten Expressionsplasmid pRSETB der Fa. Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA, handelt es sich um ein 2,9 kbp grofles Plasmid, welches als Low Copy-Plasmid in
etwa 20 Kopien in der Zelle vorliegt [Invitrogen| (2006a)]. Es besitzt als Marker eine Ampicil-
linresistenz sowie zur einfachen Proteinaufreinigung einen 6xHis-Tag.

Hinter dem His-Tag befindet sich zusitzlich ein von Invitrogen patentiertes Xpress®-Epitop,
welches unter Verwendung eines entsprechenden Antikorpers z.B. zur Proteinquantifizierung
mittels ELISA verwendet werden kann. Die folgende Enterokinase Cleavage Site (EK) ermog-
licht die effektive Entfernung des Fusionstags. Unter Verwendung der Multiple Cloning Site
(MCS) kann die gewiinschte genetische Information fiir die Expression rekombinanter Produk-
te in den Vektor eingebracht werden [Schoepfer (1993)]. Im hier vorliegenden Fall war dieses
das Gen des GFP-Wildtyps, welches nicht in Bild 2.Tp dargestellt ist.

Durch das Vorhandensein eines T7-Promotors im Vektor vor dem klonierten Gen werden ho-
he Mengen an Messenger-RNA produziert. Im verwendeten Expressionstamm muss allerdings
zur Initialisierung der Transkription das Gen der T7-Polymerase im Genom vorliegen, was beim
eingesetzten Escherichia coli BL21 (DE3) Stamm gegeben ist [Johnston ez al. (2000)].

Der Prozess der Induktion untergliedert sich dann in zwei Teilschritte. Durch Zugabe von
IPTG wird das Gen der T7 RNA-Polymerase exprimiert. Die entstehende T7-Polymerase lagert

3kbp — kilo base pairs



2 Mikro- und molekularbiologische Grundlagen 8

sich im zweiten Schritt an den auf dem Plasmid befindlichen T7-Promotor an und startet die
Ablesung des klonierten Genabschnittes. Die Bildung der mRNA des Zielproteins wird also
nicht direkt durch die Zugabe von IPTG induziert, sondern indirekt [Studier et al.| (1990)].

2.1.3 Escherichia coli DH50:: pTrcHisB

In Bild[2.2]ist das eingesetzte Expressionsplasmid pTrcHisB der Fa. Invitrogen dargestellt. Wie
pRSETB trigt es das Gen fiir eine Ampicillinresistenz. Es enthilt den kiinstlichen starken trc-
Promotor. Dabei handelt es sich um ein Hybrid aus der -35 Region des Tryptophan- und der
-10 Region des lacUV5-Promotors. Die DNA-Polymerase von Escherichia coli erkennt diese
Sequenz und bindet mit einer hohen Affinitiit, was hohe Expressionraten des Zielgens hervorruft
[Invitrogen! (2006b))].

Der Vektor enthilt ebenfalls
= das zuvor beschriebene Xpress®-
g

g g Epitop sowie eine Enterokina-
Iac 0910 RER); 1N SATG 6xHis 2B EK MCS se Cleavage Site und eine Mul-

tiple Cloning Site. Das Plas-
mid trigt zusétzlich das lacl-Gen,
dessen Genprodukt dafiir sorgt,
dass der Promotor ohne Induk-
tion geschlossen bleibt [Invitro-
gen| (2006b)]. Obwohl als solches
beschrieben, wurde in dieser Ar-
beit eine gewisse Durchlissigkeit
beobachtet, also eine Expression
ohne Induktion. Der Promotor ist
somit nicht vollstindig geschlos-
sen.

he |

BamH |
Xho I/Ava |
Bglll

Pst |

Kpn |
EcoR |
Hind 11l

EcoR V

Apal

pTrcHis

A,B,C
4.4 kb

Sph1

Da die in E. coli natiirlich vor-

Bild 2.2: Das verwendete Expressionsplasmid pTrcHisB kommende DNA-Polymerase zur

[Invitrogen| (2006b)] Genexpression verwendet wird,

konnte zur Expression der Stamm

DHS5a (6897, DSMZ Braun-

schweig) eingesetzt werden. Als rekombinantes Produkt wurde dabei das GFP-Derivat T-
Sapphire gewdhlt, welches im Folgenden néher beschrieben wird.

Das T-Sapphire Gen wurde freundlicherweise von Hern Dr. Oliver Griesbeck aus der For-
schungsgruppe des Max-Planck Institutes fiir Neurobiologie in Martinsried, Miinchen, in den
Vekotor pRSETB (Fa. Invitrogen) kloniert und zur Verfiigung gestellt. Die Integration in den
verwendeten DHS¢¢-Stamm wurde dann von Frau Sabine Knappe (Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Christiana Cordes am Fachbereich Chemie / Pharmatechnik der Hochschule Magdeburg-
Stendal) vorgenommen und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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2.2 Das Modellprotein GFP

Um ein Online-Monitoring der Zielproteinexpression wihrend des Kultivierungsprozesse zu
realisieren, wurde als Modellprotein das griin fluoreszierende Protein GFP verwendet. Eine Rei-
he von Autoren [Cha ez al.|(2000)][DeLisa et al.| (1999)] konnten bereits zeigen, dass sich dieses
unter Verwendung von Fluoreszenzsensoren zur quantitativen Beobachtung der intrazelluldren
Produktmessung im Bioreaktor eignet.

Das Wildtyp-GFP (wtGFP) wurde erstmals 1962 von
'Shimomura et al| (1962) bei dem Versuch entdeckt, die
lumineszierende Komponente Aequorin aus der Tiefsee-
qualle Aequorea victoria zu isolieren. Im Meeresorganis-
mus wird das Chromophor des wtGFPs durch die Lich-
temission der Chemielumineszenzreaktion des Photopro-
teins Aequorin bei 470 nm angeregt und emittiert bei

508 nm [Morise et al.| (1974)].

Die DNA-Sequenz des aus 238 Aminosduren beste-
henden und 27 kDa schweren Proteins wurde 1992 von
Prasher er al.|(1962)) veroffentlicht. Die in Bild[2.3] darge-
stellte einzigartige dreidimensionale 3-Can Struktur be-
steht aus einer einzelnen Polypeptidkette, die einen ca.
40 A langen Zylinder mit einem Durchmesser von 30 A
bildet. Das Innere des aus elf antiparallelen (3-Faltblatt-
strukturen gebildeten Zylinders wird durch eine a-Helix
durchzogen, in dessen Mitte sich das Chromophor befin-
det [Yang eral| (1996)]. Das Fluorophor wird dadurch
vom umgebenden Losungsmittel abgeschirmt und ist da-
Bild 2.3: Riumliche Struktur des durch vor Fluoreszenzloschung, die z.B. durch Sauer-

GFP-Molekiils [Wachter|  stoff hervorgerufen werden kann, geschiitzt, was die hohe
(2008)] Quantenausbeute des GFPs erklirt [Ormd et al. (1996))].

Weitere Vorziige von GFP sind die hohe Stabilitit
iiber einen groB3en pH-Bereich (pH 5 - 12) und die erst bei hohen Temperaturen (% > 65°C) ein-
setzende Denaturierung des Proteins [Yang ez al.| (1996)]. Zusitzlich ist es nahezu resistent ge-
geniiber Proteasen und Detergenzien wie z.B. 1 % SDS und 8 M Harnstoff [Ward ez al.| (1982)].

Da fiir die Ausbildung des Chromophores keine spezifischen Enzyme oder Cofaktoren be-
notigt werden, sondern die Bildung autokatalytisch aus dem Polypeptid-Riickrad erfolgt, ist
die rekombinante Expression des Proteins in verschiedenen Organismen moglich
(1995)]. Eine Fusion mit anderen Proteinen ist sowohl C- als auch N-terminal ohne Verlust der
Fluoreszenz moglich und stellt einen weiterer Grund fiir den vielfiltigen Einsatz von GFP dar

[Chalfie| (1995)][Chalfie et al.| (1994)].

Wie in Bild 2.4] dargestellt, besitzt das Wildtyp-GFP zwei Anregungsmaxima bei 395 nm
und bei 470 nm sowie ein Emissionsmaximum bei 509 nm. Die zwei Anregungsmaxima kom-
men dadurch zustande, dass das Fluorophor sowohl in der protonierten Hydroxyl-Form
(Aex = 395 nm) als auch in der deprotonierten Enolat-Form (Aex = 470 nm) vorliegt. Dabei liegt
das chemische Gleichgewicht auf der Seite der Hydroxyl-Form, was zu einer hoheren Intensitit
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des ersten Anregungsmaximums fithrt. Da die Hydroxyl-Form im angeregten Zustand zunichst
in die deprotonierte Form iibergeht, bevor es Licht emittiert, geht die Lichtemission in beiden
Anregungsfillen von der angeregten deprotonierten Form aus, wodurch GFP nur ein Emissi-
onsmaximum aufweist. Der zyklische Prozess zwischen Photonenabsorption, Deprotonierung,
Photoemission und Aufnahme eines Protons wird als ,,Forster-Zyklus* bezeichnet und wurde
erstmals 1948 beschrieben [Forster| (1948))].

Da die notwendige Autooxidation zur i o

OH o
Ausbildung der Fluoreszenzeigenschaften des S o
Chromophors nahezu zwei Stunden dauert, e HN—CH-C” ¢
die Fluoreszenzausbildung relativ schwach ist ZH_ ‘ :‘:H ¢
und die Proteinfaltung eine starke pH und L Ce

o o]

Temperaturabhédngigkeit zeigt [Tsien (1998)],
ist das Wildtyp GFP nur bedingt als Fluores-
zenzmarker im Prozess einsatzfihig. Es ste- L
hen heutzutage jedoch eine ganze Reihe von i
GFP-Varianten zur Verfiigung, die sich nach 08l

o
Hydroxyl Form Enola?t Form

Tsienl (1998)) in sieben unterschiedliche Klas- %’
sen einteilen lassen. é 06}
Fiir das Online-Monitoring wurde eine g 04l
Variante bendtigt, die vor allem eine schnel- .
le und stabile Chromophorausbildung so- = 02} \
wie eine hohe Sensitivitit aufweist. Ausser-
dem mussten aufgrund der Beschaffenheit 0.0 >
300 400 500 600

des verwendeten BioView®-Spektroskopes
die Anregungs- und Emissionsmaxima min-
destens 40 nm auseinanderliegen um eine zu-  gi1d 2.4: Anregungs- und Emissionsspektrum
verldssige Messung zu gewdhrleisten. Des- von wtGFEP [Zoon| (2008)]

halb wurde eine GFP-Mutante aus der dritten

Klassifikation, das sogenannte T-Sapphire GFP, ausgewdhlt. Das eingesetzte T-Sapphire stellt
eine Mutante des Sapphire GFPs dar. Sie ist von Zapata-Hommer and Griesbeck! (2003) aus-
fiihrlich beschrieben und zeichnet sich durch folgende Eigenschaften aus:

Wavelength nm

e Anregung Acx = 399 nm

e Emission Ay = 511 nm

e verbesserte Faltung = hohere Leuchtkraft
e temperaturstabil

e stabil gegen pH-Anderungen in der Zelle
e schnelle Fluoreszenzausbildung (45 min.)

e Anwendung als Fusionspr<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>