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Abstract

Lübben, Holger

Einsatz unterschiedlicher Prozeßführungsmodi zur Charakterisierung

und Beurteilung des Stoffwechsels rekombinanter CHO-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Prozeßführungssysteme eingesetzt um Unterschiede

und Besonderheiten im Stoffwechsel rekombinanter CHO-Zellen herauszuarbeiten.

Dazu wurde mittels Metabolic-Flux-Analysis eine Flußverteilung der Hauptabbau- und

Syntheseschritte während der exponentiellen Wachstumsphase im Batch-Experiment als

Grundzustand festgelegt. Die Berechnung der Flüsse erfolgte quantitativ und deren Richtigkeit

wurde mittels NMR-Analyse validiert.

Zur Überprüfung des tatsächlichen Nährstoffbedarfs der beiden Primärsubstrate Glukose und

Glutamin wurden kontinuierliche Chemostatexperimente mit sukzessiver Reduzierung der

Einlaufkonzentration der Substrate unternommen. Dabei zeigte sich, daß insbesondere der Bedarf an

Glukose drastisch gesenkt werden kann, wohingegen die Verfügbarkeit von Glutamin wichtiger

scheint. Die Reduzierung bewirkte eine drastische Änderung im gesamten Aminosäurestoffwechsel.

Die Glukosepulszugabe während einer chemostatischen Prozeßführung beeinflußte die Aufnahme

der anaplerotischen Aminosäuren des Citratcyclus in negativer Weise, wohingegen umgekehrt ein

Glutaminpuls wenig Änderungen im Stoffwechsel hervorrief. Die hier auftretenden Aspekte waren

sehr aufschlußreich bei der Transferrierung des Wissens auf das Fed-Batch-System.

Der Fed-Batch-Modus wurde aufgrund des Raum-Zeit-Ausbeute Kriteriums als effizientes System

für die Optimierung eines Produktionsprozeßes  gewählt. Dabei zeigte sich wie schon während der

kontinuierlichen Experimente, daß die Etablierung einer Glukosezufütterung keine entscheidende

Optimierung für den Prozeß bedeutet, und sich durch eine simultane Zufütterung von Glutamin

noch negativer auf das Zellwachstum auswirkt.

Dahingegen induzierte die kontinuierliche Zufütterung eines Asparagin/Glutamin-Mix nach der

vollständigen Glukoseverstoffwechselung eine bislang selten beobachtete Remobilisierung des

Metaboliten Laktat, die dem klassischen Diauxieverhalten anderer Mikroorganismen entspricht.

Durch on-line-Detektion der Komponente Glutamin über ein Fließinjektionssystem und der so

ermöglichten kontrollierten Zufütterung, gelang es die Dauer der exponentiellen Phase deutlich

auszudehnen, was sich durch Maximierung von Zellzahl und Produkt bemerkbar machte.
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1. Einführung und Zielsetzung

Bereits seit Beginn der 60er Jahre sind Impfstoffe und Antikörper mit tierischen Zellen „in

vitro“ herstellbar. Durch die Einführung der rekombinanten DNA-Technologie 1982 wurde

die Produktion rekombinanter Proteine mit Zellkulturen ermöglicht. Seitdem entwickelte sich

die Zellkulturtechnik mehr und mehr zur Schlüsseltechnologie vor allem für Produktion

hochwertiger therapeutischer Pharmazeutika. Heutzutage werden diverse humane Proteine

wie Faktor VIII, Faktor VII, AT-III, t-PA, monoklonale Antikörper, Erythropoetin, Interferon-

γ , Interferon-2 über die Massenkultivierung tierischer Zellen hergestellt [1][2].

Obwohl mittlerweile eine Vielzahl kleinerer Proteine (Insulin, Wachstumsfaktoren) über die

Expressionssysteme diverser Hefen und Bakterienkulturen herstellbar sind[3], ist die

Produktion des Großteil der komplexeren Proteine nur mittels der hoch spezialisierten

Syntheseapparate (Golgi Apparat, ER) tierischer Zellen möglich. Die Enzyme dieser

Kompartimente führen Syntheseschritte durch, die primär nicht die Aminosäuresequenz oder

nur die Faltung des Proteins betreffen, sondern auf posttranslationale Modifikationen

abzielen. Die Vielzahl der komplexeren Produkte sind sogenannte Glykoproteine, deren

Gewicht z.T. bis zu 50 % auf die Kohlenhydratseitenketten zurückzuführen ist, über die die

biologische Aktivität des Therapeutikums streng definiert ist. So bewirkt die N-

Glykosilierung an bestimmten Asparagin-Stellen im Protein einerseits eine bessere

Löslichkeit des nativen Proteins (vorwiegend im wäßrigen Milieu), anderseits wird durch die

Glykosilierung eine sterische Konformation erzeugt, die das aktive Zentrum je nach Anzahl

der Seitenketten stimulieren oder inaktivieren kann. Bei Proteinen, deren Glykosilierung die

biologischen Aktivität determiniert, ist in einem Zulassungsverfahren die Übereinstimmung

der Glykosilierung mit dem humanen Protein das Kriterium für die Qualitätssicherung. Die

Bemühung, die Produktheterogenität zu minimieren scheint von oberster Priorität. So weisen

viele humane Glykoproteine biantenäre Strukturen auf, dahingegen werden bei der

Produktion über Zellkulturen häufig komplexere tri-, und tetraantenäre Strukturelemente

nachgewiesen, die je nach Kultivierungsbedingungen und Zelltyp variieren[4][5].

In neuerer Zeit erweitert sich das Anwendungsspektrum tierischer Zellen durch effizientere

Immortalisierungs- und Transformierungstechniken diverser primärer Zellinien (Hepatozyten,

Kardiomyozyten, Keratinozyten, Endothelzellen etc.) für klinische Zwecke (Kolokoltsova et

al., Bader et al., Al-Rubeai et al.)[5]. Neben der bislang vorwiegenden Kultivierung zur
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Produktion rekombinanter Proteine werden unterschiedliche Zelltypen wegen ihrer

manigfaltigen Biotransformationmöglichkeiten für „in vitro“ toxikologische Untersuchungen

neuer Medikamente oder deren Transformationsmetabolite (insbesondere Hepatozyten)

verwendet. Weiterhin sind primäre Zellkulturtestsysteme für die Erforschung der

Ersatzmöglichkeiten humaner durch „bioartifizieller“ Organe sehr nützlich (Pörtner et al.,

Hinton et al.)[5]. So werden bei Erkrankungen in der Hematopoise (Meißner et al., Möbest et

al.)[5] dem Patienten Knochenmarkstammzellen entnommen, und „in vitro“ vermehrt, um sie

dem Patienten dann in größerer Menge zurückzugeben, wo sie „in vivo“ ihre Aufgabe als

differenzierende Zelle wieder wahr nehmen. Studien bezüglich der Differenzierungskontrolle

von Stammzellen werden zurzeit simuliert. Auch auf dem Gebiet der Hauttransplantation, der

Organverpflanzung (Leber, Niere, Pankreas) werden adäquate Zelltypen für „in vitro“ Studien

benötigt[5]. Letztendlich sollen auch Anwendungsmöglichkeiten im Bereich der Gentherapie,

sowie die Vakzinproduktion genannt werden (Faure et al., Boesen et al., Kessler et al.)[5].

Auch dort zeigen sich die definierten Bedingungen der Produktion über Zellkulturen  von

Vorteil.

Anderseits entwickelt sich die Produktion rekombinanter Proteine mittels transgener Tiere zur

konkurrenzfähigen Alternative im Hinblick auf die Zellkultur. Mittlerweile werden mehr als

50 Proteine wie z.B. Antithrombin, α1-antiTrypsin, Lactoferrin oder Protein C, über die Milch

transgener Mäuse, Ziegen und Schafe hergestellt (Houdebine et al., Meade et al., Werner et

al.)[5]. Alle Produktionsbeispiele befinden sich  momentan in der Zulassung für den

kommerziellen Vertrieb. Im Bereich der Produktivität und der Ökonomie scheint der Vorteil

dieser Technologie offensichtlich. (Produkttiter im Bereich g/L, Herstellungspreis pro Gramm

500-700 DM)[5]. Lediglich die geforderte Human-Identität einiger Proteine weist deutliche

Mängel auf (unterglykosiliert, Spaltprodukte in der Milch). Des weiteren kann die Produktion

einiger Proteine nicht mit der Tierphysiologie in Einklang gebracht werden (human

Erythropoietin). Aber auch die Aufreinigung der Produkte (heterogenes Ausgangsmaterial)

und das Risiko viraler Kontaminationen oder pathogener Prionen (Scrapies, Bovine

Spongiform Encephalitis, BSE) stellen weitere noch zu lösende Probleme dar.

Die Produktion humaner Biopharmazeutika über tierische Zellkulturen wird durch die

einfache Handhabung im Produktionsverfahren erleichtert. Wird das Produkt bei E.coli-Zellen

noch als „Inclusion Bodies“ gespeichert und erst durch Aufschluß der Zelle gewonnen, so

sekretieren animalische Zellen das Produkt nativ und das Protein kann abgeerntet werden,

ohne die Zelle zu zerstören. Aus diesem Grund zielen viele der großtechnischen
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Produktionsanlagen auf kontinuierliche Systeme im Perfusionsverfahren ab, da hier das

Produkt ständig abgeerntet werden kann, die Zellen jedoch im Reaktor verbleiben und dort bei

ständiger Versorgung durch Nährstoffe potentiell in der Lage sind dauerhaft zu produzieren.

Kontinuierliche Systeme garantieren ein Produkt gleichbleibender Qualität, da sich durch die

Art der Prozeßführung kaum Gradienten in der Nährstoffzusammensetzung, und der aus deren

Metabolisierung resultierenden Metabolitakkumulation ergeben. Der Einfluß diverser

Metabolite auf die Glykosilierung der Produkte wurde berichtet[5]. Im Vergleich mit

Prokaryonten sind tierische Zellkulturen durch die niedrige Biomasse wenig produktiv, des

weiteren ist eine Kontaminationsanfälligkeit über Mikroorganismen durch die geringe

Wachstumsgeschwindigkeit gegeben. Das Risiko einer Infektion wirkt sich durch die enorm

hohen Mediumskosten und dem höheren apparativen sowie zeitlichen Aufwand nachteilig auf

den Produktionsprozeß aus. Dennoch wird dies durch die qualitativ hohe Wertschöpfung der

Produkte kompensiert.

Ist die Homogenität der Produktglykosilierung nicht entscheidend, kommen heutzutage andere

Prozeßmodi wie Batch- oder Fed-Batch-Kultivierung zum Einsatz. Diese Systeme erzielen in

kürzerer Zeit und unter ökonomischen Gesichtspunkten ähnlich gewünschte Produktmengen.

Die Ausnutzung der Medien stellt grundsätzlich ein Problem dar, sind doch die

Nährstoffanforderungen einer jeden Zelle durchaus verschieden[6][7]. Der kommerzielle

Vertrieb dieser Medien zielt auf eine breites Anwendungsgebiet ab, so daß es diverser

Optimierungsschritte bedarf, um für eine spezielle Zellinie optimale Bedingungen hinsichtlich

der Biomasse- und Produktmaximierung  zu erreichen.

Die Erforschung und das Verständnis des Metabolismus der Zelle ist der Schlüssel für die

erfolgreiche Realisierung einer ökonomischen Prozeßführung. Transformierte Zellinien „in

vitro“ zeigen einen deregulierten Stoffwechsel im Vergleich zu Zellen „in vivo“. Insbesondere

die Glykolyserate scheint überdimensional, die Verschwendung der wertvollen Substrate

unnötig. Gerade aus diesem Grund bedarf es der Kenntnis, welche Anforderungen die Zelle an

das Medium stellt.

Welche Menge und welche Komponenten werden tatsächlich für Wachstum oder Erhaltung

der Zellfunktionen benötigt und wie kann man diesen Prozeß entsprechend leiten, so daß eine

Minimierung der Verschwendung der Substrate erreicht wird ?

Im folgenden soll eine Charakterisierung des Stoffwechsels einer rekombinanten CHO

Suspensionszellinie vorgenommen werden. Dabei muß insbesondere der Einfluß

unterschiedlicher Prozeßführungen (Batch, Fed-Batch und Chemostat mit und ohne
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Nährstoffpuls) auf den Stoffwechsel getestet werden. Des weiteren soll in Zusammenarbeit

mit dem Hersteller die Mediumsbeschaffung variiert werden, d.h. der Einfluß der

Substratkonzentration und Substratzusammensetzung untersucht werden. Dabei ist die

Charakterisierung der Hauptstoffwechselwege nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ

durchzuführen. Ermöglicht wird dies durch die Etablierung  neuer Analyse- und

Modellierungsmethoden („Metabolic-Flux-Analysis“). Es werden Vergleiche durchgeführt

und Unterschiede zur einschlägigen Literatur heraus gearbeitet.

Anhand der Beurteilung des Metabolismus unter verschiedenen Bedingungen soll das für die

Produktion des Antithrombin-III am besten geeignete Verfahren ermittelt werden. Damit der

Prozeß kontrolliert verlaufen kann, d.h. Substrat- und Metabolitkonzentrationen im Rahmen

der tollerierbaren Grenzen konstant gehalten werden können, sind die dafür notwendigen und

den Ansprüchen genügenden Analyseverfahren zu entwickeln. Deren Anwendbarkeit ist am

Prozeß zu validieren.

Anschließend werden Schritte implementiert, die auf eine verfahrenstechnische Optimierung

der Zellkonzentration, des Produkttiters und der Substratausnutzung hinzielen.
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 2. Theoretischer Teil

2.1 Das Produkt Antithrombin III

Das einkettige Glykoprotein Antithrombin III (ATIII) gehört zu den wichtigen

Plasmaproteinen des Menschen. Es hemmt alle aktiven Serin-Proteasen der

Blutgerinnungskaskade (die Faktoren XIIa, XIa, IXa, Xa und Thrombin). Das Thrombin ist

für die Gerinnung des Blutes verantwortlich, indem es Fibrinogen zu vernetztem Fibrin

umsetzt, welches zusammen mit den Thrombozyten eine abdichtende Wirkung der Wunde

erzielt.

Bei der Inaktivierung des Thrombins bildet Antithrombin einen durch elektrostatische

Wechselwirkungen zusammengehaltenen Komplex, dessen Bildungsgeschwindigkeit durch

den Cofaktor Heparin um den Faktor 100-1000 erhöht wird. Die Aminosäuresequenz des AT-

III besteht aus 432 Aminosäuren. An den in der Tertiärstruktur außen liegenden Aminosäuren

Asparagin (Asn) 96, Asn 135, Asn 155 und Asn 192 ist es über die primäre Aminogruppe N-

glykosidisch mit vier (α-ATIII-Form) bzw. drei (β-ATIII-Form) Kohlenhydratseiten-Ketten

verbunden, die 9-15 % des Molekulargewichtes ausmachen[8][9].

Die β-Form weist aufgrund verminderter elektrostatischer Abstoßung eine höhere Affinität zu

Heparin auf [9]. Aufgrund der teilweise aufgehobenen Schutzwirkung durch die fehlerhafte

Glykosilierung ist die  biologische Halbwertzeit erniedrigt.

Für die verwendete CHO-Zellinie wurde eine größere Heterogenität bei der Glykosilierung

gefunden (Zettlmeissl et al.)[10][42]. Demnach ist es nicht unüblich, daß tri- und tetraantenäre

Kohlenhydratstrukturen beobachtet werden, obwohl es im humanen AT-III nur eine biantenäre

Struktur gibt[9]. Es wird klar, warum die Produktion rekombinanter Glykoproteine durch

tierische Zellen ein Problem darstellt. Die Zelle ist zwar aufgrund des genetischen Codes in

der Lage das Protein in der richtigen Aminosäuresequenz zu synthetisieren, sie muß die

posttranslationalen Veränderungen jedoch in eigener Regie vornehmen, wobei es zu Fehlern

kommen kann. Diese Prozessierung durchläuft mehrere Stationen und Transportmechanismen

im endoplasmatischen Retikulum, sowie im Golgi Apparat[11][12].

Bisher konnte keine Einschränkung der biologischen Aktivität aufgrund der Heterogenität im

Glykosilierungsmuster festgestellt werden. Eine Kenntnis der Glykosilierung ist für die

therapeutische Zulassung jedoch unbedingt erforderlich, da eine Verabreichung eines in der

Glykostruktur nicht definierten Produktes nachweislich zu Immunreaktionen führen kann.
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Eine für die Produktstabilität entscheidende Komponente scheint die N-Acetylneuraminsäure,

kurz Sialylsäure, zu sein, denn dieser endständige Bestandteil der Kohlenhydratseitenkette des

ATIII ist besonders anfällig gegenüber Angriffen von Proteasen, hier Sialydasen. Damit wird

die biologische Halbwertszeit herabgesetzt. Seit neuem weiß man, daß bestimmte

Leberenzyme bestimmte Proteine ohne entständige Sialylsäure erkennen und sofort abbauen.

2.2 Zelluläre Transportsysteme

Der Verbleib der Hauptstoffwechselsubstrate ist durch die biochemische Reaktionsabfolge

einer wachsenden Zelle festgelegt. Die Reaktionen der Glykolyse, des Citratcyklus, der DNA-,

RNA- und Fettsäuresynthese sind bestens bekannt. Dennoch sind die Verknüpfungen dieser

Stoffwechselwege untereinander ungemein komplex, und erst die Organisation in der Zelle

ermöglicht eine optimale Ausnutzung der Substrate. Aufgrund der unterschiedlichen

Kompartimentierung in der Zelle und der lokalen Trennung voneinander abhängiger

Enzymsysteme, sind Transportsysteme notwendig, die die Grundsubstanzen zum Ort der

Umsetzung bringen.

Nur sehr kleinen unpolaren Molekülen (wie O2, oder CO2) ist die Diffusion durch die

Phospholipidmembran tierischer Zellen möglich. Bei polaren Molekülen ist ein selektiver

Transport durch integrale Membranproteine erforderlich. Man unterscheidet zwischen

aktivem und passivem Transport (erleichterte Diffusion). Die Aufnahme der Glukose aus dem

Blutplasma gehört dem letzteren Mechanismus an. Unter aktivem Transport versteht man den

an Energie gekoppelten Transport entgegen dem Konzentrationsgradienten.

Es muß weiterhin zwischen Carrier- und Kanalproteinen unterschieden werden.

Kanalproteine besitzen einen meist wassergefüllten Hohlraum und wirken wie eine

spezifische Membranpore. Der Transport einiger Ionen erfolgt nach diesem Mechanismus.

Carrier-Proteine bestehen aus zwei Untereinheiten, die die Membran mehrere Male

durchspannen und sich in ihrer Funktionsweise mit einem Enzym vergleichen lassen.

Formal unterscheidet man auch zwischen Uniport, Symport (Cotransport) und Antiport

(Austauschtransport). Wie die Bezeichnung bereits verrät, ist beim Symport der simultane

Transport mit einem weiteren Molekül in die gleiche Richtung gekoppelt. Dagegen ist der

Antiport nur im Austausch mit einer anderen Spezies möglich.



Kapitel 2: Theoretischer Teil                                                                                                                           Seite 7

Größere Moleküle und Proteine werden durch Endo- bzw. Exozytose aufgenommen bzw.

ausgeschleust. Hierbei werden diese Substanzen nach Bindung an Membranrezeptoren von

der Membran umgeben und als Membran umgebende Vesikel in die Zelle

aufgenommen[11][12][13].

2.2.1 Malat-Aspartat-Transportsystem

Durch die Reduktion diverser Substrate fallen reduzierte Coenzyme an, die bei den

spezifischen Reaktionen als Elektronenakzeptoren fungiert haben. Dabei sammeln die

Coenzyme NAD+ und NADP+ die Reduktionsäquivalente und bringen sie in eine einheitliche

chemische Form.  Ein Reduktionsäquivalent besteht aus einem entstandenem Elektronenpaar

und zwei Wasserstoffatome, welches zum einen in Form eines Hydrid-Ions :H- in den

Pyridinring eingebaut wird, das andere Wasserstoff Atom verbleibt als H+ im Medium.
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Abbildung 2.a: Struktur des Nicotinamidadenindinucleotid (NADH), Die Übertragung der
Reaktionsäquivalente erfolgt auf den Pyridinring. Pyridinnucleotide sind generell sterisch
ungünstige und sehr geladene Moleküle.

Grundsätzlich liegen folgende Systeme zu Grunde:

Reduziertes Substrat + NAD+ ↔  Oxidiertes Substrat + NADH + H+

Reduziertes Substrat + NADP+ ↔  Oxidiertes Substrat + NADPH + H+
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Durch die NAD(P)+-Transhydrogenase ist auch die Interkonversion beider Coenzyme möglich

NADP+ + NADH ↔  NADPH + NAD+

Durch die Wirkung des Enzym wird ein hohes Verhältnis von NADPH/NADH aufrecht

erhalten, wodurch zum einen die reduktive Biosynthese, aber auch katabole Prozesse

begünstigt werden[14].

Die NAD+-abhängigen Dehydrogenasen des Cytosols können nur mit den Pyridinnucleotiden

des Cytosols reagieren (Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase, Laktatdehydrogenase),

während dessen die Dehydrogenasen der Mitochondrien (Isocitratdehydrogenase,

Pyruvatdehydrogenase) nur mit dem NAD+ innerhalb der Mitochondrien reagieren. Einige

wenige, wie z.B. die Malatdehydrogenase, sind sowohl in den Mitochondrien als auch im

Cytosol lokalisiert oder wie die mitochondriale Glutamatdehydrogenase sowohl NAD+ als

auch NADP+ abhängig.

Die Regeneration der Coenzyme, die insgesamt nur in katalytischen Mengen vorliegen, erfolgt

durch Abgabe der Reduktionsäquivalente an die  NADH-Dehydrogenase, die in der inneren

Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Der weitere Verbleib ist durch die

Elekronentransportkette der Atmungskette vorbestimmt, wo letztendlich durch Reaktion mit

molekularem Sauerstoff Wasser entsteht, gekoppelt mit der Produktion von ATP, der

oxidativen Phosphorylierung.

Die NAD+- und die NADP+-Poole im Cytosol bzw. in den Mitochondrien sind durch die

innere Mitochondrienmembran voneinander begrenzt, die für die Coenzyme undurchlässig ist.

Da die Glykolyse transformierter Zelle einen enorm hohen Durchsatz aufweist, ist die

Verfügbarkeit dieser Reduktionsakzeptoren begrenzt und die Regeneration für den

Stoffwechsel geschwindigkeitslimitierend. Insbesondere ein NAD+ Mangel ist zu vermuten,

weil alle Dehydrogenasen der Glykolyse außer der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

NAD+ abhängig sind.

Die Vermutung der Geschwindigkeitslimitierung wird durch die Tatsache gestützt, daß viele

Zellen die reversible Reaktion der cytosolischen Laktatdedydrogenase nutzen, um auf

schnellstem Wege das benötigte Coenzym zurück zu oxidieren (Pyruvat + NADH → Laktat +

NAD+) Als Endprodukt entsteht aber Laktat, dessen toxische Wirkung die Zellfunktionen

nach und nach inhibiert (u.a. Erhöhung des intrazellulären pH-Werts)[15][91][92].

Unter glykolyseregulierten Bedingungen erfolgt die Regeneration wie schon erwähnt durch

die Atmungskette. Eine weitere Möglichkeit besteht mit Hilfe der bereits erwähnten
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Transhydrogenasereaktion[14]. Dafür müßte allerdings genügend NADP+ zur Verfügung

stehen, dieses ist allerdings in schnell proliferierenden Zellen begrenzt.

Es ist deshalb notwendig, daß die Reduktionsäquivalente in die Mitochondrien gelangen.

Aufgrund der Undurchlässigkeit der Mitochondrienmembran für Pyridinnucleotide geschieht

dies durch ein spezifisches Transportsystem, dem Malat-Aspartat-Shuttle[16][17], dessen

zyklische Wirkungsweise in Abbildung 2.b dargestellt werden soll:

Abbildung 2.b: Der Malat-Aspartat-Zyklus ermöglicht den Transport hoher Mengen
Reduktionsäquivalente in die Mitochondrien

Abbildung 2.b verdeutlicht den komplexen Zusammenhang  des Pendel-Transportsystems.

Die bei der Reduktion von Glyceralphosphat zu 3-Phosphoglycerat anfallenden

Reduktionsäquivalente werden durch die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase auf

NAD+ übertragen. Um die Membran zu passieren werden die Reduktionsäquivalente durch

die cytosolische Malatdehydrogenase auf Oxalacetat transferiert, wobei Malat entsteht.
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Das Malat kann die Membran im Antiport mit α-Ketoglutarat durchqueren.

In der Mitochondrienmatrix wird das Malat durch die mitochondriale Malatdehydrogenase

wieder in einer NAD+-abgängigen Reaktion zu Oxalacetat umgesetzt. Das mitochondriale

NAD+ tritt nun mit den Enzymen der Atmungskette in Kontakt. Die Eigenschaft cytosolisches

NAD+ zu regenerieren, fällt dem Wechselspiel der Malatdehydrogenase im jeweiligen

Kompartiment zu.

Das gebildete Oxalacetat kann nicht mehr zurück ins Cytosol gelangen. Deswegen wird es

durch eine Aminoäuretransferase in Aspartat umgewandelt. Dieses passiert die Membran im

Austausch mit Glutamat über ein spezielles Aminosäuretransportsystem. Die Reaktion der

Aminosäuretransferase bewirkt, daß mit Glutamat α-Ketoglutarat zurückgebildet wird,

welches für den Dicarboxylat-Transporter (d.h. Malat im Antiport zu α-Ketoglutarat) benötigt

wird. Die Reaktionen im Cytosol verlaufen entgegengesetzt, so daß hier wieder Oxalacetat

entsteht, welches die Reduktionsäquivalente infolge Reduktion zum Malat bindet.

Letztendlich wird folgende Nettobilanz postuliert: NADH + mNAD+ → NAD+ + mNADH,

d.h. kein zusätzlicher Metabolit wird verbraucht, bzw. gebildet, nur ein Nettotransport von

NADH in die Mitochondrienmatrix ist bilanzierbar. Dies wird durch die kontroverse

Funktionsweise der beiden daran beteiligten Enzyme in den jeweiligen Kompartimenten

ermöglicht. Beide Enzyme werden durch NAD+ stimuliert, bzw. inhibiert.

2.3 Weitere Transportsysteme

Es sind weitere Transportsysteme für den Austausch von Metaboliten zwischen den

Mitochondrien und dem Cytosol bekannt. Der im Malat-Aspartat-Shuttle integrierte Malat-

Transporter, befördert Malat im Austausch mit α-Ketoglutarat in die Mitochondrien. Auch der

Malat-Citrat-Tranporter ist von besonderer Bedeutung, da Malat nur im Austausch mit Citrat

ins Cytoplasma gelangt, wo die Enzymsysteme der Fettsäure oder Lipidsynthese lokalsiert

sind[85].

Auch der Dicarboxylat-Transporter kann durch Austausch mit Phosphat mitochondriales

Malat ins Cytosol befördern. Alle diese Transportsysteme spielen eine wichtige Rolle, ohne

deren Berücksichtigung die Erstellung eines metabolischen Netzwerkes nicht möglich ist

(siehe Kapitel 4.1, Metabolische Flußanalyse)[18].
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2.3.1 Aminosäure- und Peptidtransport

Die Versorgung mit Aminosäuren ist essentiell für jede tierische Zelle:

Abbildung: 2.c: Der Transport von Aminosäuren und Peptiden in die Zelle ist mit Energie
(ATP) Aufwand verbunden  (aus [19]).

Auch der Transport der Aminosäuren stellt einen aktiven Transport durch die Zellmembran

dar und ist eng mit der Aufrechterhaltung des Ionengradienten von [Na+] und [K+] verbunden.

Allgemein bekannt ist, daß die Na+-Konzentration im Cytoplasma sehr gering ist, wohingegen

ein hoher K+-Anteil  postuliert wird. Im extrazellulären Raum findet man Gegenläufiges. Da

der Transport von Aminosäuren nur im Symport mit Na+-Ionen möglich ist, wird dieser

natürliche Gradient  gestört. Dabei werden für saure Aminosäuren (Asp, Glu) zwei Na+-Ionen

benötigt, für alle weiteren jeweils ein Symport Na+-Ion. Die hohe Menge Na+-Ionen, die durch

den Aminosäure-Transport einfließen, werden durch den aktiven Transport der Na+/K+

austauschenden ATPase wieder nach außen befördert. Dieses Enzym spaltet ATP zu ADP und

nutzt diese Energie zum Ionentransport. Pro Molekül ATP werden drei Na+-Ionen nach außen

und zwei K+-Ionen nach innen transferiert. Dieser sogenannte elektrogene Antiport trägt

weiterhin zum Membranpotential bei. Bei dieser Betrachtung wird deutlich, daß die

Aufnahme von Aminosäuren hierbei der energieaufwendige Prozeß ist. Deshalb versucht man

neuerdings Aminosäuren durch Peptide zu ersetzen, da der Transport von Peptiden nur mit

dem Symport von einem Proton verbunden ist. Die Peptide werden intrazellulär durch

Peptidasen gespalten und stehen dem katabolen und anabolen Stoffwechsel dann zur

Verfügung[19].
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2.4 Metabolic-Engineering

Unter dem Begriff „metabolic-engineering“[20] versteht man die geschickte Zusammenstellung

eines Netzwerks der biochemischen Reaktionen, die zur Untersuchung des Stoffwechsels

eines Organismus beitragen, um durch gezielte Eingriffe im Mediumdesign oder in der

Prozeßführung den Metabolismus so zu beeinflussen, daß durch Umgestaltung der

intrazellulären Flüsse effiziente Substratausnutzung, reduzierte Metabolitproduktion, sowie

besseres Zellwachstum und Produktausbeute erreicht werden.

Zu diesem Zweck ist eine quantitative Beurteilung des Zellmetabolismus notwendig, d.h. wie

hoch ist der Durchsatz durch die Stoffwechselwege und wie kann man den Durchsatz

regulieren. Durch diese Quantifizierung der intrazellulären Flüsse kann der Nährstoffbedarf

für den Katabolismus und Anabolismus berechnet werden und bei Bedarf das Medium neu

formuliert werden. Es besteht die Möglichkeit, Stoffwechselwege zu identifizieren, die für

eine Limitierung im Wachstum oder der Produktivität verantwortlich sind, oder solche

sichtbar machen, die eigentlich überflüssig und Energie verbrauchend sind. Grundsätzlich

ermöglicht dieses Wissen ein quantitatives Verständnis der Biochemie der Zelle, so daß

Verknüpfungen und Regulationsmechanismen zwischen den Stoffwechselwegen erkannt

werden[20][21][22][23].

Die Mehrheit der Anwendungsbeispiele für „metabolic-engineering“ versuchte über eine

Manipulation der enzymatischen Reaktionen der letzten Syntheseschritte des Produktes in den

Organismus einzugreifen. Dennoch scheint die Verfügbarkeit von Kohlenstoff-Vorstufen,

Cofaktoren oder Energiemetabolite in der ökonomischen Arbeitsweise des Organismus im

Vordergrund zu stehen. Das Lokalisieren der kritischen, d.h. limitierenden

Verzweigungspunkte im Gesamtkatabolismus und -anabolismus  stellt eine schwierige

Aufgabe dar. Sind diese dann gefunden, muß zwischen inhibierender, verstärkender oder

abschwächender Enzymmanipulation entschieden werden.

Grundvoraussetzung allerdings ist die Bestimmung der quantitativen Flußverteilung in der

Zelle. Zur Bestimmung dieser intrazellulären Flüsse wurden bislang mehrere Ansätze

herangezogen, sie beruhen aber allesamt auf der direkten Messung intrazellulärer Metabolite.

Dies geschieht durch Szintillisationsmessung, oder „in vivo“ NMR (Nuklear Magnetische

Resonanz) -Analyse der angereicherten End- bzw. Zwischenprodukte. [26][27][28]

Dennoch sind auch diesen Bestimmungsmethoden Grenzen gesetzt, zumal beispielsweise die

Szintillationsmessung von 14CO2 zur Beurteilung der Aktivität des Citratcyklus eine

Vereinfachung darstellt, da weitere CO2-produzierende Reaktionen vernachlässigt werden.
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Durch die 13C-NMR-Analyse kann nicht nur zwischen verschiedenen gelabelten Spezies,

sondern auch zwischen einzelnen Positionen der Markierung unterschieden werden.

Nachteilig wirkt sich auch hier aus, daß nur gelabelte Metabolite erfaßt werden können. Hinzu

kommt die Tatsache, daß die Anreicherung derartiger Zelldichten, die eine ausreichende

Signalstärke der zu messenden Intermediärprodukte erzeugen, nur in inhomogenen

Hohlfaserreaktoren möglich ist. Unglücklicherweise entspricht das Zellwachstum dieser

Systeme (µ ist nahe null) nicht dem in homogenen Rührkesselreaktoren, die für den

Produktionsmaßstab eingesetzt werden.

Die experimentellen Rahmenbedingungen für die NMR-Messung unterscheiden sich von den

Proliferationssystemen, so daß diese Methode zur Bestimmung der intrazellulären Flüsse nicht

aussagekräftig ist.

Zur Vermeidung ist entweder eine Durchführung unter ähnlichen Bedingungen erforderlich,

oder man wendet die sogenannte „metabolic-flux-balancing“ Methode an [29]-[35]. Diese

Methode beruht auf einer rein stöchiometrischen Massebilanzierung der

Hauptstoffwechselwege und der Berechnung der experimentellen Verbrauchs-, bzw.

Bildungsraten der externen Metabolite. Die Lösung des komplexen linearen

Gleichungssystems ist mit einem hohen mathematischen Aufwand über die least-square-

Prozedur möglich. Hinsichtlich weiterer Details wird auf die nähere Beschreibung dieser

Methode im Kapitel „Material und Methoden“ verwiesen.

2.5 Produktivität in Abhängigkeit vom Zellzyklus

Des öfteren wurde schon beobachtet[38], daß die spezifische Produktion des gewünschten

Produktes vom der momentanen Phase im Zellzyklus abhängig ist. Der Zellzyklus ist ein

fundamentaler Prozeß mit analogen Mechanismen für alle Zelltypen, wobei eine

phasenabhängige Reifung der Zellen postuliert wird.
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Abbildung 2.d: Der Zellzyklus: Ein in Phasen untergliederter Teilungsvorgang einer Zelle.
R=Restriktionszeitpunkt, d.h. nach Überschreiten dieses Punktes läuft der
Teilungsautomatismus  unwiderruflich ab.

Nach einer Zeilung fällt die normale oder untransformierte Zelle oftmals in eine Ruhephase

die sogenannte G0-(Gap)-Phase. Die G0-Phase ist ein Seitenweg des Zellzyklus, wo vitale

Zellen bis zum Zeitpunkt, an dem ein Aktivator die Teilungsaktivität stimuliert, verharren.

Diese Ruhephase kann eine beträchtliche Zeit, in machen Fällen sogar Tage betragen. Im

Gegensatz dazu treten transformierte (etablierte), bzw. unsterbliche Zelltypen, so wie sie in

biotechnologischen Systemen eingesetzt werden, nicht in die G0-Phase ein, sondern gleich in

die G1-(Gap)-Phase ein, wo sie sich auf die nächste Teilung vorbereiten. Beim Eintritt in die

sogenannte S-(Synthese)-Phase beginnt die Zelle mit der Verdoppelung ihres Genoms und den

dazugehörigen Histonen, bzw. anderer Zellkernproteine. Auch die Kompartimente wie

Mitochondrien, endoplasmatische Retikulen oder Ribosomen werden in dieser Phase

vervielfältigt. Nach dieser Synthesephase kommt es zu einer weiteren Ruhephase, der

sogenannten G2-Phase, in der die für die direkt bevorstehende Mitose benötigten Proteine

produziert werden. Nach der Mitose, dem eigentlichen Teilungsvorgang, schließt sich der

Zyklus und die beiden Tochterzellen beginnen von neuem in der G1- oder Go-Phase.

Im Verlauf eines durchschnittlichen 24-stündigen Zellzyklus  dauert die G1-Phase 10 Std., die

S-Phase 9 Std., die G2-Phase 4 Std. und die Mitose 1 Stunde[38]. Der Zellzyklus ist ein

komplex reguliertes System, in dem diverse Proteine, die speziell für die Regulierung

zuständig sind, periodisch transkribiert werden, so wie zum Beispiel Proteine der Familie der

Cyclin-abhängigen Kinase (engl. CdK), der Cycline oder Transskriptionsfaktoren wie BYMB,

E2F1 und JUN[37].
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Eine vom Zellzyklus phasenabhängige Produktivität konnte in verschiedenen Fällen

beobachtet werden. Bei rekombinanten CHO-Zellen ist dies oftmals mit der Wahl des

Expressionsvektors verbunden. Zellen mit SV-40 kontrollierten DHFR-Genen oder hCMV

kontrollierten lacZ Genen produzierten das Produkt ß-Galaktosidase (nicht sekretiert)

ausschließlich in der S-Phase[37][38][39]. Anderseits weiß man, daß insbesondere der SV-40

Promotor eine gelockerte Replikation aufweist. Mit Hilfe des SV-40 Antigens umgeht das

Virus die DNA-Doppelreplikation, die die Zelle nach einmaliger Replikation durch einen

spezifischen Inhibitor blockiert, d.h. durch die Promotoreigenschaft ist es möglich das

Fremdgen unabhängig von dem Wirtszellengenom vielfach zu replizieren[40].

Dennoch scheint kein universelles Konzept für die Zellzyklus abhängige Produktexpression

zu existieren. Vielmehr schlägt Al-Rubeai einen vom Zelltyp und Expressionsvektor, d.h

einem speziell vom eingesetzten Promotor abhängigen Vorgang vor[38]. Des weiteren scheinen

auch Faktoren wie Genkopieanzahl des Produktes oder Posttranskriptionsregulierung

(mRNA-Gehalt) den Vorgang zu beeinflussen.
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3. Material und Methoden

3.1 Die CHO-Zellinie

Die in dieser Arbeit verwendete rekombinante Suspensionszellinie CHO-SSO/A2

(Dehydrofolatreduktase (DHFR) negativ)[41] ist ein durch die Behringwerke Marburg weiter

entwickelter Langzeitsuspensions-Clon[42] der ursprünglichen CHO DUKBX1 Zellinie (Chasin et

al.), die durch Jamauchi et al.[43] und Zettlmeisssl et al.[42][44] modifiziert wurde.

Nach Cotransfektion des Plasmid pSVATIII (human AT-III-cDNA), mit dem DHFR-

Expressionsvektor pMTVAdhfr (pSV0Adhfr) wurde deren Produktivität mittels Methotrexat-

Amplifizierung bis auf 22 µg⋅106Zellen-1⋅d-1 gesteigert[42]. Die Zellinie ist serumunabhängig. Für die

Untersuchungen wurden aus Gründen der Vergleichbarkeit Zellen gleicher Passage (360.-365.

Umsetzung) eingesetzt.

3.2 Medium

Alle Kultivierungen wurden im serumfreien Medium Ultra CHO (Boehringer Ingelheim

Partnership, Heidelberg) durchgeführt. Das Medium basiert auf einer Neuformulierung des

Standardmediums DMEM/F12. Hinsichtlich der Proteinvariabilität sind keine Angaben bekannt,

lediglich ein Gesamtproteingehalt von weniger als 300 mg/L ist postuliert[46].

3.3 Kultivierungssysteme

Für Stammhaltung und Vorkultur wurden Monolayer (Costar, 50 ml), bzw. Spinnerflaschen

(Techne, 250 und 500 ml Reaktionsvolumen) benutzt. Ein Scale-up-Verfahren für die Kultivierung

im 5 Liter Bioreaktor wurde in der Reihenfolge Monolayer → 250 ml Spinner → 500 ml Spinner

durchgeführt. Die Animpfdichte betrug jeweils 105Ze/ml.

Die Kultivierungen erfolgten im Bioreaktor unter Verwendung eines Biostat B Rührkesselreaktors

(B.Braun, Melsungen), welcher eine Regelung des pH-Wertes, der pO2-Konzentration, sowie

Temperatur und Rührgeschwindigkeit gewährleistete. Die Sauerstoffversorgung wurde über eine

Silikonschlauchbegasung ermöglicht[47]. Diese Technik vermeidet die Beschädigung der Zellen

durch das Zerplatzen der Luftblasen an der Oberfläche[81]. Hinsichtlich des weiteren Equipment und

der Vorbereitung zur Fermentation wird auf die einschlägige Fachliteratur verwiesen[48][49][50]. Die
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Sterilisation des Reaktionsgefäßes erfolgte extern im Autoklaven (Integra Bioscience) bei 121°C

für ca. 2 Stunden.

Die On-line-Datenerfassung und Überwachung der Kultivierungsparameter übernahm das

Programm BIO-TEMDAT 5.86 (TEM-Elektronics).

Für die kontinuierliche Probenentnahme zwecks on-line Messung wurde das tubuläre

Probeentnahmemodul ESIP (Fa. Eppendorf)  eingesetzt. Bei niedrigem Volumenstrom < 0,5 ml/min

arbeitete das Modul ohne Verblockung zuverlässig und luftblasenfrei. Während der Sterilisation war

unbedingt erforderlich, das Probenahmemodul in Reinst-Wasser einzutauchen, um eine Blockierung

zu vermeiden.

3.4 Off-line-Analytik

Zur Untersuchung und Charakterisierung des Zellstoffwechsel zeigte sich eine Analysenfrequenz

von 12 Stunden für die folgenden off-line Parameter als angemessen:

Zellzahl: Die Zellzahlbestimmung erfolgte über die Trypanblau Methode durch Auszählung im

Hemacytometer (Thoma, amtlich geeicht).

Glukose und Laktat: Die Konzentrationsbestimmung dieser primären Metabolite wurde mittels

Yellow Springs Instrument (YSI 2700) durchgeführt[51].

Aminosäuren: Die Bestimmung der Aminosäuren erfolgte mittels „reversed phase“ HPLC über

eine Gradientensteuerung nach vorheriger Vorsäulenderivatisierung mit OPA-MCE, bzw. FMOC.

Ammoniak wurde mittels UV Testkit (Nr.112345) der Firma Boehringer Mannheim photomerisch

(Kontron Uvikon 930, Fa. Kontron) analysiert.

Ortho-Phosphat wurde mittels photometrischer Detektion von Molybdän Blau (712 nm) nach

vorheriger Reduktion von Molybdatophosphat bestimmt (Testkit PMB, Merck).

Die Gesamtzuckerkonzentration wurden nach der pHBAH Methode reduzierender Zucker

(photometrisch bei 410 nm) durchgeführt[52].

Produktnachweis: Die Detektion und Konzentrationsbestimmung des human Antithrombin III

(ATIII) erfolgte mittels eines nicht kompetitiven heterogenen Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay

(ELISA) (Vorschrift: Behringwerke GmbH & Co, Marburg). Die photometrische Messung dieses

speziellen Sandwich ELISA`s erfolgte über das Chromogen Orthophenylendiamin (OPD) bei 405

nm in einem Immunoreader (Fa. Nunc).
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3.4.1 Organische Säuren

Die Bestimmung der organischen Säuren erfolgte über HPICE (High Performance Ion

Chromatography Exclusion), bei der die organischen Säuren über das Donnan-Ausschlußprinzip

getrennt und aufgrund ihrer UV Adsorption detektiert werden. Die Trennung erfolgte mittels

sulfonierten Kationenaustauscher auf Basis eines Polystyrol/Divinylbenzolharzes. Optimale

Trennbedingungen wurden erreicht durch: Eluent 15 mM Schwefelsäure, Flußgeschwindigkeit 0,5

ml/min, Temperatur 40°C, UV Detektion bei 205 nm. Die Auswertung erfolgte sowohl über die

Peakfläche als auch über die Peakhöhe mittels des Chromatographie-Programms APEX.

Abbildung 3.1 Schematischer Aufbau der HPICE Anlage

1.   Eluent-Voratsgefäß (0.15m H2SO4)
2.   Hochdruckpumpe mit Pulsationsdämpfer (Pharmacia Biosystems 2248 HPLC und
      Pulsationsdämpfer)
3.   Sechswegeventil VICI AG Valco (Switzerland)
4.   Wasserbad
5.   Vorsäule Shodex Ionpak KC 810 P
6.   Trennsäule Shodex Ionpak KC 811
7.   UV-VIS-Detektor Soma S-3702
8.   CSI-Box ERC Autochrom und PC
9.   Abfallbehälter
10. Integrator Spektra Physics SP 4290 (nicht im Bild)
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3.5 On-Line-Analytik

Die Regelung der Konzentration einiger Metabolite, insbesondere Glutamin, erforderte einen

höheren Meßtechnikaufwand. Dies ermöglichte die On-line Detektion der Analyten über die

Fließinjektionsanalyse (FIA). Das Prinzip dieser Meßtechnik ist hinlänglich bekannt[53]-[58]. Im

Rahmen dieser Arbeit wurde ein 4-Kanal Prozeßgerät der Firma Anasyscon (Hannover) eingesetzt.

Mittels dieses mobilen Analysegerätes war die Detektion mehrerer Analyten gleichzeitig

durchführbar. So konnten über zwei amperometrische Kanäle Glukose und Laktat gemessen

werden, des weiteren über die restlichen Kanäle auch Glutamin und Ammonium. Die

amperometrische Messung von Glukose und Laktat erfolgte nach Jürgens et al.[57][59]. Eine

Methodenentwicklung mußte allerdings für das Substrat Glutamin sowie für das Abbauprodukt

Ammonium vorgenommen werden.

Es wurden verschiedene Methoden zur Bestimmung von L-Glutamin beschrieben[61]-[64]. Dabei

erstreckt sich das Detektionsprinzip über weite Gebiete, ist aber durch die Wahl des eingesetzen

Enzymes vorbestimmt. So ist bei Einsatz der Glutaminase eine Messung indirekt nur über das

Abbauprodukt Ammonium möglich. Dies kann sowohl durch potentiometrische als auch durch

kolorimetrische Detektion erfolgen.

Bei der Nachweismöglichkeit über Thermistoren wird die Wärmetönung dieser Umsetzung

ausgenutzt. Die Wärmeerzeugung beruht auf der Basis der Glutamatdehydrogenase-Reaktion, eine

der Glutaminasereaktion nach geschalteten Reaktion. Nachteilig wirkt sich hier der extrem hohe

Preis der Glutamatdehydrogenase aus. Weiterhin ist auch die Anwendung der Glutamatoxidase

möglich, die über die aperometrische Detektion verläuft[62]. In allen Fällen wirkt sich die

Anwesenheit von vorhandenem Glutamat störend aus und muß selektiv entfernt werden, was die

Vorbereitung zusätzlich erschwert.

In dieser Arbeit wurde von der kolorimetrischen Detektion des Ammoniums Gebrauch gemacht,

welches die Glutaminasereaktion freisetzt. Dabei wird das Probesegment nach Ausgasung des im

Medium bereits aparenten Ammoniums durch einen Citratpufferstrom (pH 5 optimale

Enzymaktivität) durch die Reaktionskartusche (Fa. Mobitec)  geführt. Die Glutaminaseaktivitat

(Sigma, E.C. 3.5.1.2.) in der Kartusche betrug anfänglich 25 Units, konnte nachher aber auf 10

Units reduziert werden. Folgende Reaktion ist selektiv für L-Glutamin:

Glutamin 
Gluta asemin

 →  Glutamat + NH4
+.

Das Probesegment wird nun in 0,5 molare Natronlauge injiziert, um das freigesetzte  Ammonium

auszugasen. Probe/NaOH-Strom und Indikatorstrom (Bromkresol-Violett) durchfließen im
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Gleichstrom eine dafür speziell angefertigte Dialysezelle (Oberfläche 300 cm2; TCI Werkstatt) und

sind durch eine Flachmembran (Typ PP2EHF, Akzo Nobel) getrennt. Der induzierte Stoffdurchgang

ist für Ammoniak selektiv[66]. Das diffundierte Ammoniak bewirkt eine Farbänderung des

Indikators Bromkresol[65], welches photometrisch bei 580 nm verfolgt werden kann. Nähere

Einzelheiten des Systems sind beschrieben bei Rieseberg und Hagedorn[67][68].

Unter Anwendung dieses Prinzips konnte eine Regelung des Prozesses hinsichtlich des

Basisparameters Glutamin vorgenommen werden. Die Meßdatenerfassung und Regelung erfolgte

über CAFCA (Anasyscon, Hannover). Der von CAFCA implementierte Regelungsalgorithmus

entspricht einem digitalisierten PID-Regler[69].

Die idealisierte Gleichung eines PID-Reglers lautet nach DIN 19226 :
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K = Verstärkungsfaktor, TI = Integrierzeit (Nachstellzeit),TD = Differenzierzeit (Vorhaltzeit)

u(t) = Reglerausgabe, e(t) = Differenz von Regelabweichung (Sollwert - Istwert)

Für kleine Abtastzeiten To ergibt sich durch Diskretisieren und durch kontinuierliche Integration

mittels  Rechteckintegration :
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Zur  Ableitung des rekursiven Algorithmus subtrahiert man vom Stellungsalgorithmus:
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d.h. die momentane Änderung der Stellgröße ergibt sich wie folgt:

                           ∆u k u k u k q e k q e k q e k( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )= − − = + − + −1 1 20 1 2 Gl. (3.5.4)

mit  q= Parameter des digitalen PID-Reglers:
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Folgendes Schema erörtert die Zusammenhänge des Steuerungsalgorithmus:



Kapitel 3: Material und Methoden                                                                                                                                                                                                                     Seite 21

Glutaminase

GOD

LOD

O2

580

580

S1

S2

KPP

0,32 ml/min

0,4 ml/min

1,5 ml/min

1,5 ml/min

1,8 ml/min

3,6 ml/min

2,0 ml/min

3,0 ml/min

3,0 ml/min

Dialysezelle

Dialyse-
zelle

Sauerstoffelektroden

Photometer

Kassetten
Pumpe

Injektoren

Selektoren

NaOH
50 mM

Indikator

NaOH
0,1 M

Probe

Citratpuffer
NaOH
0,5 M

Verstärker

Kartuschen
und

O2-Elektroden

Ventile

Pumpen

Puffer

Reaktor
Sensorsignal

Relais-
steuerung

Steuerung und
Auswertung
mit CAFCA

Nachfütterungs-
pumpe

O2

ESIP

FIA Fließschemata

Regelungsalgorithmus

Antwortfunktion

Abbildung 3.2: Substratregulierung während einer Fed-Batch-Kultivierung. Die On-line-Messung erfolgt mittels FIA. Meßdatenerfassung und
Regelung übernimmt CAFCA.
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Infolge der Rahmenbedingungen mußten folgende Einstellungen berücksichtigt werden: 5 Liter

Reaktorvolumen, 5 min. Meßzykluszeit, 0,1 molare Glutaminzufütterungskonzentrat.

Die experimentelle Optimierung der Werte ergab qo = 0,00404 für den Verstärkungsanteil, q1 = -

0,0022 für die Nachstellzeit und q2= -0,00176 für die Vorhaltezeit. Der PID-Regler berechnete im

Falle einer temporären Abweichung vom Stellwert eine Nachfütterungsrate, deren numerischer

Wert vom Programm in eine analoge Spannungsausgabe umgerechnet wurde und bei Bedarf die

Nachfütterungspumpe (Heraeus Pericolor CD70) aktivierte.

Das dadurch entstandene Konzentrationsprofil des Substrates (Abb.2.3 links unten) zeigte eine

Übersteuerung von ca. 25 mg/L, wurde aber im Rahmen der Meßungenauigkeit toleriert.

Grundsätzliche Probleme der on-line Messung ergaben sich durch zunehmende Schwierigkeiten bei

der Langzeitstabilität des Systems (Verstopfungen der Schläuche, Aktivitätsverlust des Enzyms etc.)

Die on-line Messung der Ammoniumkonzentration erfolgte über ein analoges Prinzip, jedoch ohne

Glutaminasekartusche. Infolge der höheren Ammoniumkonzentration wurde zur Reduzierung des

Gastransportes durch die Membran eine Dialysezelle mit geringerer Oberfläche konstruiert (50

cm2).

3.6 Berechnung von metabolischen Flüssen der CHO SS0/A2 Zellinie

unter Anwendung stöchiometrischer Stoffbilanzen

Für die Untersuchung von Stoffwechselvorgängen  der vorliegenden Zelle wird eine  metabolische

Flußanalyse durchgeführt (engl. metabolic flux analysis)

Mathematische Basis:

Das Prinzip der Berechung intrazellulärer Flüsse beruht auf Untersuchungen und Ansätze von

Stephanopoulos und Wang[22][23][29][33][34][70].

Angenommen, die folgenden zwei Reaktionen gehören zum Stoffwechsel einer Zelle:

                                                            
A B C

C B D

f

f

+  →

+  →

1

2
 Gl. (3.6.1)

Dann ergibt sich bei der Bilanzierung der einzelnen Komponente :
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wobei qi die extrazellulär gemessene Verbrauchs- bzw. Bildungsrate der Komponente i bedeutet

und f den Fluß dieser Reaktion darstellt. (Ziffern bedeuten die stöchiometrischen Koeffizienten).

Umformung in die Matrixform ergibt:
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Dabei ergeben sich mehr Reaktionsgleichungen (4)  als  Unbekannte ( 2 f Flüsse). Diese System

nennt man „überbestimmtes lineares Gleichungssystem“. Nach Gauß ist eine angenäherte Lösung

derart zu bestimmen, daß der Gesamtfehler in allen Gleichungen minimal wird. Als Maß der Fehler

dient die euklidische Norm, d.h.
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wobei i sich auf jeder der Komponenten Cem +Ci bezieht, deren qi Wert bekannt ist und Index j alle

r-Reaktionensgleichungen des Netzwerks aufsummiert.

Für das obige Beispiel bedeutet das:
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Aus der Analysis ist bekannt, daß die 1. Ableitung (der Gradient) an dieser Stelle verschwinden

muß, d.h.:
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und als Lösung des Systems:        f
q q qc a b

1 3
=

− −
    Gl. (3.6.8)



Kapitel 3: Material und Methoden                                                                                                                             Seite 24

                                                       f
q q qd b c

2 3
=

− −
 Gl. (3.6.9)

Allgemein gilt für fi  Flüssen:
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fi = 1, 2, 3 ...n = Anzahl der zu berechnenden Flüsse, N = Anzahl der Komponenten

Es ergeben sich also n lineare Gleichungen für n unbekannte Flüsse (fi )

wobei si der jeweilige stöchiometrische Koeffizient der Komponente i = N in Reaktion fi bedeutet.

Dieser ist natürlich null, wenn die Komponente in der Reaktion nicht beteiligt ist, positiv wenn er

produziert wird, negativ wenn er verbraucht wird.

Dieses System nennt sich System der Gaußschen Normalgleichungen:

                                                                      G a b⋅ =
& &

Gl. (3.6.12)

G S ST= ⋅  wobei ST = die transponierte Matrix von S bedeutet

Grundsätzlich gilt für die Berechnung der intrazellulären Flüsse:

                                                                       S⋅ f
→

= q
→

Gl. (3.6.13)

S = Matrix der stöchiometrischen  Koeffizienten der relevanten Reaktionen im Energie- und

Biosynthesestoffwechsel

f = Vektor der intrazellulären Flüsse (die eigentlich gesuchte Größe)

q = Vektor der produzierten bzw. verbrauchten Menge einer Komponente

Die Matrix S besteht aus R Reihen (Anzahl der Reaktionen) und C Spalten (Anzahl der

Komponenten). Dabei kann eine Unterteilung der Komponenten als interner (in) Zellbestandteil

sowie externer Metabolit vorgenommen werden, wobei letztgenannte Gruppe wieder in "direkt

durch Messung zugänglich" (em)  und  "nicht meßbar" (eu) differenziert wird.

                                               C = Cex + Cin = Ceu +Cem + Cin Gl. (3.6.14)
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S setzt sich also aus drei unterschiedlichen Matrizen zusammen:

                                                              S = Sem⋅Seu⋅Si Gl. (2.6.15)

wobei S die Matrix der stöchiometrische Koeffizienten ist.

Vektor q ergibt sich als Produkt der Einzelvektoren der jeweils produzierten bzw. verbrauchten

Komponenten, die extern meßbar ist (qem), die nicht meßbar ist (qeu) und den internen

Komponenten, die nicht meßbar sind (qi), aber aufgrund des vorausgesetzten pseudo-stationären

Zustandes (PSS) als konstant angenommen werden.

Mit der Lösung dieses Systems über die Gaußschen Normalgleichungen ergibt sich :

                                                    G f S S f S q bT T⋅ = ⋅ ⋅ = ⋅ =
* * * &

Gl. (3.6.16)
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&

Gl. (3.6.17)

 (Index T= transponierte Matrix).

Des weiteren muß berücksichtigt werden, daß weniger als R (Gesamtanzahl der Reaktionen) linear

unabhängige Gleichungen vorhanden sind. Bei 3 Reaktionen R1, R2, R3 , wobei R3=α⋅R1 +β⋅R2

ergibt sich:
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 (vergl. Gl. 3.6.1 ff.).  Und als Lösung:
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Um dieses Gleichungssystem zu lösen, muß eine weitere Bedingung eingeführt werden, welche

vorsieht, daß der Flußvektor f minimal wird. Aus biologischer Sicht bedeutet dies, daß die Summe

aller Flüsse zusammen ein Minimum ergeben, welches für die Zelle den minimalen Aufwand

bedeutet.

Es gilt daher weiterhin :

                                                     f f fj d
d N

d R

J

J N
2 2 2

11

= + =
= +

=

=

=

∑∑ min  Gl. (3.6.20)
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wobei f j
2 die Anzahl der linear unabhängigen und fd

2 die Anzahl der linear abhängigen Flüsse

bedeutet. Die numerische Lösung beider Kriterien

                                                           
∂χ
∂

∂
∂

2 2

f
und

f

f
Minimum

k k
= Gl. (3.6.21)

wurde über die SVD Prozedur durchgeführt (singular value decomposition) und ist ausführlich bei

Press et al. beschrieben[71].

Aufgrund der unterschiedlichen Größenordnungen der Verbrauchsraten, und dementsprechend der

Flüsse, ist eine Normierung der Reaktionen vorzunehmen. Diese verhindert, daß die Lösung der

least-square-Prozedur nicht nur den quantitativ höherwertigen Flüssen genügt, was eine

Verfälschung der kleineren Flüsse wie z.B. DNA- oder RNA-Synthese bewirken würde.

Die  hier verwendeten Wichtungsfaktoren sind:

wi = 100/qi, wenn qi ist ungleich null, oder wi =104, wenn qi gleich null [36]. Dies bedeutet, daß

kleine Abweichungen von der PSS-Annahme bestraft werden.

Durch mit Einbeziehung der Wichtungsfaktoren erweitert sich der Lösungsansatz der Matrix zu:

                                                              W S f W qT⋅ ⋅ = ⋅
& &

Gl. (3.6.22)

wobei W als diagonale Wichtungsmatrix definiert ist.

Das Reaktionsnetzwerk wurde basierend auf einem Hybridoma Netzwerk von Paredes et.

al.[36][72][73] weiterentwickelt.

3.7 NMR spektroskopische Methoden

Für die Bestimmung des Markierungsgrades des untersuchten Laktats wurde der Überstand von den

Zellen abzentrifugiert. Um zu testen, ob Störsignale durch Anwesenheit markierter Proteine die

Messung beeinflussen, wurde der Überstand in zwei Fraktionen aufgeteilt, von denen die eine nativ,

die andere nach Proteinfällung durch 25 % Perchlorsäure (Merck) lyophilisiert wurde. Beide Proben

wurden zur Messung in einer 33 % enthaltenden D2O Lösung wieder aufgenommen. Die Messung

erfolgte in einem 400 MHz Spektrometer (Bruker AM-400).  Die Aufnahmen wurden bei 20°C mit

einer 5 mm Sonde durchgeführt. Um volle Relaxation der Kerne zu gewährleisten, wurde eine

Verzögerungszeitszeit von 300 s zwischen den Pulsen  eingehalten. Jedes Spektrum wurde mit 180

Pulsen aufgenommen. Zur Vermeidung des-NO Effektes wurde die Integration des 13C- Spektrums

mittels der „inverse-gate-decoupling“ Methode bei 300 s durchgeführt.
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3.8 Wachstumskinetik

Nach dem Animpfen einer Kultur durchläuft diese zunächst eine Verzögerungsphase, die

sogenannte Lag-oder Adaptionsphase. Danach erhöht sich die Wachstumsgeschwindigkeit

allmählich. Schließlich wachsen die Zellen mit einer konstanten maximalen Geschwindigkeit. Diese

Phase wird als exponentielle Wachstumsphase bezeichnet. Sie kann durch folgende Gleichung

beschrieben werden:

                                                 RX = 
dX

dt
X= ⋅µ         Gl. (3.8.1)

RX = Wachstumsgeschwindigkeit; X = Zelldichte; µ = spezifische Wachstumskonstante

Die Integration ergibt folgende Gleichung:

                                                           X X ev vo
t= ⋅ ⋅µmax            Gl. (3.8.2)

Der Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit und im ungünstigen Fall der Wachstumsstillstand

aufgrund des Mangels an Substrat kann als Beziehung zwischen µ und der Restkonzentration an

begrenzendem Substrat beschrieben werden. Das begrenzende Substrat ist der Bestandteil des

Mediums, der als erster vollständig verstoffwechselt wurde. Monod bewies 1942 folgenden

Zusammenhang:

                                                                 µ
µ

=
⋅

+
max S

K SS
           Gl. (3.8.3)

S = Restkonzentration an begrenzendem Substrat; KS = Monodkonstante (Verwertungs- oder

Substratsättigungskonstante)

Die Monodkonstante gleicht der Substratkonzentration, wenn µ = ½ µmax ist. Der Zahlenwert von

KS ist ein Maß für die Affinität des Organismus zum primären Substrat. Ein hoher KS-Wert weist

auf eine geringe, ein niedriger auf eine hohe Affinität zum Substrat hin.

Die Wachstumskinetik läßt sich nun durch Einsetzen von Gl. (3.8.3) in (3.8.1) beschreiben:

                                                R
dX

dt
X

S

S K
XX

S
= = ⋅ = ⋅

+








 ⋅µ µmax  Gl. (3.8.4)
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3.9 Spezifische Verbrauchs- und Bildungsraten

Für die Berechnung der spezifischen Verbrauchs- und Bildungsraten im diskontinuierlichen

Verfahren wurden experimentell ermittelte und berechnete Werte „least square gefittet“. Diese

Methode beruht auf einem Iterationsverfahren, das Fehlerquadrate zwischen experimentellen und

berechneten Meßpunkten minimiert. Die errechnete Substratkonzentration ist eine Funktion der

spezifischen Verbrauchsrate q, die im gewählten Zeitraum ebenso als konstant angesehen wird, wie

die Wachstumsrate µ.

                                                       
d S

dt
q Xi

si v
[ ]

= ⋅ ⋅−10 3   Gl. (3.9.1)

die Lösung dieser Gleichung ergibt:

                                                [ ] [ ] ( )S S
q X

ei
S V t= +

⋅
µ

⋅ −
−

⋅
0

3
010

1µ     Gl. (3.9.2)

Ein positiver Wert für qs bedeutet Produktion, ein negativer Wert Verstoffwechselung der

Komponente.  Analog dazu ergibt sich für die spezifische Verbrauchsrate von Glutamin, unter der

Berücksichtigung, daß neben der zellulären Verstoffwechselung simultan eine thermische

Zerfallsreaktion stattfindet:

                                                
d G

dt
k G q Xd si v

[ ln]
[ ln]= − ⋅ − ⋅ ⋅−10 3  Gl.  (3.9.3)

und als Lösung :

                                          [ ln] [ ln] ( )( ) ln ( ) ( )G G e
q X

k
e ek t g V

d

t k td d= ⋅ +
⋅

µ +
⋅ −−

−
µ − ⋅

0

3
010

  Gl. (3.9.4)

Für die Ammoniumkonzentration ergibt sich aufgrund der Summe aus Zellabbauprodukt und

thermischem Zerfallsprodukt :

                                                       
d NH

dt
k G q Xd NH v

[ ]
[ ln]4 3

4
10

+
−= − ⋅ + ⋅ ⋅+  Gl. (3.9.5)

sowie:

[ ] [ ] ( ln ) ( ) ( )
( )( ) ln

[ ]
ln

)

NH NH G e
q X

k
e q

k q

k

X ek t G V

d

k t
NH

d G

d

vo
t

d d
4 4 0 0

3
0

310
1

10 1

4

+ + −
−

− ⋅
− µ⋅

= + ⋅ +
⋅

µ +
⋅ − + +

⋅
µ +

⋅
−

µ+

Gl. (3.9.6)
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Der Index 0 bezieht sich auf den Zeitpunkt t = 0, kd bezeichnet die Zerfallskonstante des Glutamins

bei 37°C (experimentell für das Medium Ultra CHO: 0,0563⋅d-1; zum Vergleich: es wurde über die

HPICE Methode eine Bildungsrate von 0,0511⋅d-1 für das Zerfallsprodukt 2-oxo-

Pyrolidincarbonsäure berechnet).

Die spezifischen Verbrauchsraten im kontinuierlichen Verfahren (Chemostat) wurden nach

folgender Formel berechnet:

Für den Gleichgewichtszustand:

                                                    � ([ ] [ ] )V S S q X Vrein raus s v R⋅ − = ⋅ ⋅ Gl. (3.9.7)

Im Nichtgleichgewichtszustand :

                                                    
d S

dt
q X

V

V
S Ss V

R
rein raus

[ ] �

([ ] [ ] )= ⋅ + − Gl. (3.9.8)

�:V Volumenstrom; XV: Zellkonzentration; VR: Reaktorvolumen; q: spezifische Verbrauchsrate

3.10 Der Prozeßmodus der kontinuierlichen Kultivierung ohne

Zellrückhaltung (Chemostat)

Die kontinuierliche Kultur ist definiert als ein biologisches System wachsender Zellen, dem

einerseits permanent frische Nährlösung zugeführt und aus dem andererseits der gleiche

Volumenstrom an Kulturüberstand, einschließlich der noch vorhandenen Substrate, Produkte,

Zellen usw., ständig abgezogen wird.

Die Kinetik einer kontinuierlichen Kultur kann folgendermaßen beschrieben werden:

Es handelt sich um ein offenes System. Nachdem sich die Organismen der Fließrate angepaßt

haben, erreicht das System einen stationären Zustand, in dem alle Parameter konstante Werte

annehmen. Man spricht von einem stationären Zustand, da die Werte der verschiedenen Parameter

im Gleichgewicht lediglich von den Substratkonzentrationen im Zulauf abhängen. Wichtig bei der

kontinuierlichen Kultivierung ist die Durchfluß- oder Verdünnungsrate d, die wie folgt definiert ist:

                                                                          d=
�V

VR
         Gl. (3.10.1)

d = Verdünnungsrate (h-1 ); VR = Arbeitsvolumen (L); �V  = Volumenstrom (L⋅h-1)
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Die zeitliche Änderung der Zellkonzentration X ist dann einerseits durch die Zunahme infolge des

Wachstums, andererseits aber durch die Abnahme wegen des Erntestromes gegeben:

                                                            
dX

dt
X d X= ⋅ − ⋅µ     [ g⋅ l-1 ⋅ h-1] Gl. (3.10.2)

Im Gleichgewichtszustand wird dX/dt = 0 und daraus ergibt sich d = µ [h-1]. Diese Gleichung

verdeutlicht den Zusammenhang zwischen spezifischer Wachstumsrate und

Verdünnungsgeschwindigkeit bei dieser Prozeßführung. Der Mechanismus, der dem Kontrolleffekt

der Verdünnungsgeschwindigkeit zugrunde liegt, ist letztendlich die Beziehung (3.8.3). Im

Gleichgewichtszustand ist d = µ und deshalb folgt:

                                                                            d=
µmax ⋅

+
S

K SS
 Gl. (3.10.3)

S = Restkonzentration an Substrat im Medium im Gleichgewichtszustand

Durch Umformen ergibt sich:

                                                                          S
K d

d
S=

⋅
−µmax

 Gl. (3.10.4)

Gleichung 3.10.4 zeigt, daß die Substratkonzentration durch die Verdünnungsrate bestimmt wird.

Dies tritt bei einem Wachstum auf, bei dem das Substrat bis zu der Konzentration verbraucht wird,

die die geringere Wachstumsgeschwindigkeit aufrecht erhält, die der Verdünnungsrate entspricht.

Wenn die Substratkonzentration unter diesen Wert abgesunken ist (d.h. wenn die durch die

Verdünnungsgeschwindigkeit bestimmte Wachstumsgeschwindigkeit nicht mehr aufrecht erhalten

werden kann), dann treten  folgende Ereignisse ein:

1. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen ist niedriger als die Verdünnungsgeschwindigkeit.

Damit werden die Zellen im größerem Maße aus dem Gefäß ausgewaschen, als neu gebildet

(Auswaschpunkt), was zu einer Verringerung der Biomasse führt.

2. Die Substratkonzentration im Gefäß steigt an, da eine geringere Zellkonzentration einen

geringeren Umsatz bedeutet.

3. Die erhöhte Substratkonzentration führt dazu, daß die Zellen schneller wachsen, als das Medium

verdünnt wird. Dadurch vergrößert sich die Biomasse.
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Die Konzentration an Zellen in einem Chemostaten wird durch folgende Gleichung beschrieben:

                                                             X S SR= ⋅ −θ ( )             Gl. (3.10.5)

X = Konzentration an Zellen im Gleichgewicht; θ = Ausbeutekoeffizient in Bezug auf das

limitierende Substrat (Maß für die Effektivität, mit der die Zellen das Substrat in Biomasse

umwandeln); SR = Ausgangskonzentration des Substrats im Medium;

Durch Kombination von Gleichung 3.10.5 und 3.10.4 ergibt sich:

                                                       X S
K d

dR
S= ⋅ −

⋅
−









θ

µmax
    Gl. (3.10.6)

Somit ist die Konzentration der Biomasse im Gleichgwicht durch die Betriebsvariablen SR und d

bestimmt.

Die kritische Verdünnungsgeschwindigkeit, bei der X gleich Null wird (das ist, wenn alle Zellen aus

dem Gefäß herausgewaschen sind) und S = SR, wird durch folgende Gleichung charakterisiert:

                                                                d
S

K Skrit
R

S R
=

⋅
+

µmax Gl. (3.10.7)

dkrit oder in diesem Sinne dopti (optimale Verdünnungsrate) ist immer etwas niedriger als µ max , der

maximalen Wachstumsgeschwindigkeit bei optimalen Nährstoffbedingungen, da µ max  in einem

einfachen Chemostaten nicht erreicht werden kann, weil immer Bedingungen herrschen, unter

denen eine Substratkonzentration begrenzend ist.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Berechnung von metabolischen Flüssen einer CHO-Zellinie unter zu

Hilfenahme von Stoffbilanzen

Die genauere Untersuchung von Stoffwechselvorgängen tierischer Zellen wird mittels der

metabolischen Flußanalyse (engl.: metabolic-flux-analysis) ermöglicht.

Um makroskopische Auswirkungen einer Zellkultur, und damit sind Größen gemeint, die

physikalisch meßbar sind (z.B. Produktion von Metabolite), mikroskopisch interpretieren zu

können, ist die Betrachtung der Zelle als Mikroreaktor sinnvoll. Dazu müssen

Stoffwechselvorgänge der speziellen Zellinie studiert werden, was eine intensive bibliograpische

Suche voraussetzt. Mit diesen Informationen und dem genauen Wissen über das Verhalten der

Zellinie "in vitro", kann ein Netzwerk der wichtigsten Stoffwechselreaktionen der Zellinie erstellt

werden, wobei lediglich die Stöchiometrie der Reaktionsgleichungen für die Berechnungen eine

Rolle spielt. Der Einfachheit halber wurde in diesem Ansatz auf die Einbeziehung der Kinetik der

Reaktionen verzichtet.

Es zeigte sich, daß durch ein einfaches stöchiometrisches Modell eine Berechnung der wesentlichen

Flüsse im Zellstoffwechsel durchaus möglich ist, sofern genügend Meßdaten der wichtigsten

Komponenten vorliegen. Damit sind vor allem die Primärmetabolite Glukose, Laktat, Ammonium

sowie alle essentiellen Aminosäuren gemeint. Ferner war die Bestimmung der Zellzahl

unabdinglich, da ein Teil der Reaktionen im Metabolismus für die Vermehrung der Biomasse

benötigt werden d.h. für die Produktion von DNA, RNA, Proteine, Lipide etc..

Die Bildung von neuem Zellmaterial wurde ebenfalls als Produkt des Stoffwechsels betrachtet.

Da das Netzwerk mehr Reaktionen als meßbare Größen enthält, war es notwendig verschiedene

Annahmen vorauszusetzen:

Die Konzentration aller intrazellulären Metabolite wie organische Säuren, Proteine, Zucker, Lipide

etc. wird als konstant angesehen, sofern sie nicht als Zellmaterial aus der Zellteilung hervorgeht. In

diesem Fall werden diese Komponenten als Teil der neu produzierten Biomasse angesehen. Der

Anteil der jeweiligen Komponenten entspricht den Literaturwerten durchschnittlicher tierischer

Zellen (Creighton et al.)[74]: 59,3 % Proteine, 16,5 % Lipide, 6,6 % Polysaccharide, 3,6 % RNA, 0,8

% DNA. Die restlichen 13,2 % sind anorganische Salze und kleinere Metabolite.
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Der Vergleich zwischen experimentell ermittelten Verbrauchs- und Bildungsraten und den

berechneten intrazellulären Flüssen muß entscheiden, ob oder in wieweit diese Lösung sinnvoll ist.

Beispielsweise wurden experimentelle Verbrauchsraten für qThr, qTyr und qPhe berechnet, die

nicht den Bedarf für die Biosynthese der Proteine deckte. Aufgrund der höchst aufwendigen

Bestimmung der Proteinzusammensetzung mußten Daten aus der Literatur verwendet (Daten nicht

gezeigt), obwohl bekannt ist, daß der Proteingehalt der Zelle von der Mediumzusammensetzung,

d.h. Art und Konzentration der suplementierten Proteine bzw. Aminosäuren abhängig ist. Dies

führte zu einigen Unstimmigkeiten zwischen experimentell ermittelten und vom Modell postulierten

Werten. Bei der Berechnung der intrazellulären Flüsse wurde daher durch die Wichtung der

einzelnen Komponenten sichergestellt, daß auch quantitativ untergeordnete Flüsse nicht

vernachlässigt werden. Dennoch zeigten diese Tatsachen recht beeindruck, welche Annahmen mit

einer gewissen Vorsicht zu treffen sind.

Häufig liegt das Problem jedoch in der Zusammenstellung eines sinnvollen Reaktionsnetzwerks und

die Suche nach ergänzenden Reaktionen, bzw. das Ausschließen bereits vorhandener Reaktionen ist

vorzunehmen. Insbesondere die Kompartimentierung der Zelle und die damit notwendigen

Transportsysteme führen zu einem komplizierten Netzwerk der Reaktionen.

4.1.1 Methodisches Vorgehen zur Bestimmung der metabolischen

Flüsse einer CHO-Zellinie

4.1.1.1 Bestimmung des für die Berechnung relevanten Wachstumsintervalls

Zur Bestimmung der spezifischen Verbrauchsraten wurden experimentelle Daten einer Batch

Kultivierung verwendet, d.h. unter nicht chemisch gleichbleibenden Bedingungen. Durch die

Bestimmung eines definierten Wachstumsintervall ist es möglich einen quasi stationären Zustand

anzunehmen, in dem ein Fließgleichgewicht der intrazellulären Metabolite untereinander besteht;

bei Überschuß wird der Metabolit ausgeschleust und ist extern meßbar.

Sinnvollerweise wählt man dazu die exponentielle Wachstumsphase der Kultivierung, da sie neben

den oben erwähnten Gründen die einzige Phase ist, in der sich die Zellen ohne Limitierung eines

Nährstoffes befinden. Für das Reaktionsnetzwerk bedeutet dies, daß in diesem Zeitintervall die

Hauptabbauwege des Stoffwechsels eingehalten werden, ohne daß es zu Nebenreaktionen kommt,
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die nicht mit dem aus der Literatur bekanten Stoffwechsel in der exponentiellen Wachtumsphase in

Einklang zu bringen sind.

Darunter fällt auch die Adaptionsphase der Zellen. Sicherlich werden hier Reaktionen verstärkt für

die Synthese des Enzymapparates Glykolyse und Citratcyklus ermöglicht, infolge eines nicht

vorhandenen Wachstums ist diese Phase für die Berechnung der intrazellulären Flüsse nicht

relevant.

Eine Beurteilung des Wachstumsintervalls wurde unter Berücksichtigung folgender Parameter

durchgeführt: Lebend- und Totzellzahl, Konzentrationsverläufe von Glukose, Laktat und Glutamin.
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Abbildung 4.1.a: Zellkonzentrationen einer CHO-Zellinie bei standardisierten
Umgebungsbedingungen (37°C, 80 RPM, 40% pO2)

Ausgehend von einer Animpfdichte von 105Ze/ml beobachtet man nach einer 24-stündigen

Adaptionsphase ein exponentielles Wachstum der Kultivierung bis zur 90. Std., in der eine

Zellkonzentration von 1,38⋅106Ze/ml erreicht wird, was eine ver-14-fachung der Anfangspopulation

bedeutet. Bis zur 129. Std. kann eine weitere Verdopplung  beobachtet werden. Die logarithmische

Auftragung der Zellzahl zeigt jedoch, daß ab diesem Zeitpunkt keine konstante Wachstumsrate

mehr vorliegt, d.h. es kommt zu eine negative Abweichung des erwarteten linearen Zusammenhang.
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Der Grund für diese Verminderung der Wachstumsgeschwindigkeit liegt im Primärstoffwechsel

begründet.
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Abbildung 4.1.b: Darstellung der Konzentrationsverläufe der primären Substrate Glutamin, Glukose
sowie des Abbauproduktes Laktat.

Die Verstoffwechselung der Glukose erfolgt analog zum exponentiellem Wachstum. Die

Laktatproduktion verläuft synchron dazu. Ab der 100. Std., d.h. nach der vollständigen

Verstoffwechselung der Glukose, verändert sich die Stoffwechsellage: Die Zellen remobilisieren

das zuvor ausgeschleuste Laktat. Auf diese Tatsache soll an dieser Stelle nicht weiter eingegangen

werden,  sie wird aber in Kapitel 4.7 ausführlich diskutiert.

Dieser Tatbestand verdeutlicht aber, daß das Wachstum unter Glukoseverbrauch schneller verläuft

als unter Laktatverbrauch. Die Differenzierung dieser Phasen muß unbedingt eingehalten werden.

Ein Blick auf den Verlauf der Aminosäure Glutamin suggeriert schon, daß diese in der 94. Std.

nachgefüttert wurde. Bis zu diesem Zeitpunkt fällt sie  ebenfalls exponentiell ab, was im Einklang

mit der wachsenden Biomasse steht.

Es sei vorweggenommen, daß der Laktatverbrauch eng mit dem Vorhandensein dieser Aminosäure

verknüpft ist. .Als Berechnungsgrundlage der intrazellulären Flüsse dienen die Daten der oben

dargestellten Kultivierung zwischen der 17,5. und 91. Stunde.
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4.1.1.2  Berechnung der Wachstumsrate, sowie der spezifischen Verbrauchs- bzw.

Bildungsraten der extrazellulär gemessenen Komponenten.

4.1.1.2.1 Wachstumsrate

Über die least-square-Methode berechnete sich im betreffendem Zeitintervall eine konstante

Wachstumsrate von 0,88⋅d-1.

4.1.1.2.2 Berechnung der spezifischen Raten

Die spezifischen Verbrauchs-, bzw. Bildungsraten von allen Aminosäuren, Glukose, Laktat,

Ammonium, Phosphat und organischen Säuren wurden ebenfalls über die least square Methode

errechnet und sind in Tabelle 4.1.1.a zusammengefaßt:

Komponente q [nmol/106Ze⋅h] Komponente q [nmol/106Ze⋅h]

Glukose -240,23 Glutamat -2,6
Laktat 339,4,46 Glycin 4,93

Glutamin -41,65 Histidin -1,05
Ammonium 95 Isoleucin -7,73

DNA 0,11 Leucin -8,95
RNA 0,45 Lysin -11,55
Lipide 2,89 Methionin -1,68

Proteine 62 Phenylalanin -1,52
Zucker 4,91 Serin -9,83
Alanin 15,51 Threonin -2,97
Arginin -6,07 Tyrosin -1,83

Asparagin -10,14 Valin -6,17
Aspartat -7,06 Cystein -5,963
Prolin -2,98 Phosphat 10,81

Pyruvat 12,42 Citrat 4,68

Tabelle 4.1.a: Durch least-square-Prozedur ermittelte zellspezifische Verbrauchs- und
Bildungsraten, der durch Messung zugänglichen Metabolite.

Grundsätzlich zeigte sich bei genauerer Betrachtung der Laktatausbeute, daß entgegen dem

Verhalten andere Zellinien[36][48] der Umsatz von Glukose zum Stoffwechselendprodukt Laktat nur

zu 71 % erfolgte. Diesbezüglich muß der Durchsatz im Citratcyklus der untersuchten CHO Zellinie

von größerem Ausmaß sein als bei anderen Zellinien, da der Rest des Pyruvats, der nicht zu Laktat

reduziert wird, im Citratcyklus zu CO
2
 und Wasser oxidiert wird.
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4.2 Massenbilanzen

Bevor überhaupt eine Lösung des Netzwerkes angestrebt werden konnte, mußte eine Bilanzierung

aller relevanten Metabolite vorgenommen werden. Dazu wurden Kohlenstoff-, Stickstoff-,

Wasserstoff- und  Sauerstoffbilanzen berechnet, um eine Berücksichtigung aller Substanzen

sicherzustellen. Insbesondere die Stickstoff- und Kohlenstoffbilanzen müssen erfüllt sein, da

anderenfalls die Berechnung der Flüsse irrelevant ist.  Zusätzlich wurden auch die Phosphor- und

Schwefelbilanz integriert, die aber aufgrund der geringen Mengen kaum ins Gewicht fielen.

Eine genaue Elementarbilanz war anfangs insbesondere im Fall von Kohlenstoff nicht möglich, so

daß auf die Existenz von weiteren fehlenden Metaboliten geschlossen werden mußte. Aber auch in

der Stickstoffbilanz gab es Probleme, jedoch trat hier der Fehler vermutlich durch „Stripping“ des

produzierten Ammoniaks auf, da nicht mit einer Rücklaufkühlung gearbeitet wurde und der Austrag

des Ammoniaks durch die Silkonschlauchbegasung so gefördert wird.

Die Etablierung der HPICE Technik ermöglichte die Detektion verschiedener organischer Säuren,

die bisher unentdeckt geblieben waren, und führte zum Ausgleich der Massenbilanz. Organische

Säuren sind Zwischenprodukte des Citratcyklus, die infolge exzessiver Substratmetabolisierung als

Nebenprodukt von den Zellen ausgeschieden werden können. Über die Einführung dieser

zusätzlichen Daten war es möglich die Elementarbilanzen zu lösen. Diese sind in nachfolgender

Tabelle dargestellt.



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                        Seite 38

Spezie C H N O P S FW q Spezie

Ala 3,0 7,0 1,0 2,0 0 0 89,0 15,51 Ala

Arg 6,0 14,0 4,0 2,0 0 0 174,0 -6,07 Arg

Asn 4,0 8,0 2,0 3,0 0 0 132,0 -10,14 Asn

Asp 4,0 7,0 1,0 4,0 0 0 133,0 -7,06 Asp

CO2 1,0 0 0 2,0 0 0 44,0 497,00 CO2

Cys 3,0 7,0 1,0 2,0 0 1,0 121,0 -2,17 Cys

Glc 6,0 12,0 ,0 6,0 0 0 180,0 -240,23 Glc

Gln 5,0 10,0 2,0 3,0 0 0 146,0 -41,65 Gln

Glu 5,0 9,0 1,0 4,0 0 0 147,0 -2,60 Glu

Gly 2,0 5,0 1,0 2,0 0 0 75,0 4,93 Gly

His 6,0 9,0 3,0 2,0 0 0 155,0 -1,05 His

Ile 6,0 13,0 1,0 2,0 0 0 131,0 -7,73 Ile

Leu 6,0 13,0 1,0 2,0 0 0 131,0 -8,95 Leu

Lys 6,0 14,0 2,0 2,0 0 0 146,0 -11,55 Lys

Met 5,0 11,0 1,0 2,0 0 1,0 149,0 -1,68 Met

NH3 0 3,0 1,0 0 0 0 17,0 95,00 NH3

O2 0 0 0 2,0 0 0 32,0 -461,14 O2

Phe 9,0 11,0 1,0 2,0 0 0 165,0 -1,52 Phe

H3PO4 0 3,0 0 4,0 1,0 0 98,0 -3,45 H3PO4

Pro 5,0 9,0 1,0 2,0 0 0 115,0 -2,98 Pro

Ser 3,0 7,0 1,0 3,0 0 0 105,0 -9,83 Ser

Thr 4,0 9,0 1,0 3,0 0 0 119,0 -2,97 Thr

Trp 11,0 12,0 2,0 2,0 0 0 204,0 -0,68 Trp

Harnstoff 1,0 4,0 2,0 1,0 0 0 60,0 3,09 Harnstoff

(SO3)
2-

0 0 0 3,0 0 1,0 80,0 -1,00 (SO3)
2-

(S2O3)
2-

0 0 0 3,0 0 2,0 112,0 1,00 (S2O3)
2-

Tyr 9,0 11,0 1,0 3,0 0 0 181,0 -1,83 Tyr

Val 5,0 11,0 1,0 2,0 0 0 117,0 -6,17 Val

H2O ,0 2,0 0 1,0 0 0 18,0 376,72 H2O

Laktat 3,0 6,0 0 3,0 0 0 90,0 339,40 Laktat

Proteine 4,77 9,60 1,35 2,47 0 0,050 126,86 62,00 Proteine

DNA 9,80 25,60 3,70 10,10 1,0 0 387,60 0,11 DNA

RNA 9,49 21,81 3,77 9,91 1,0 0 378,06 0,45 RNA

Lipide 39,0 80,0 1,0 9,0 1,0 0 737,0 2,89 Lipide

Zucker 6,0 12,0 0 6,0 0 0 180,0 4,91 Zucker

Citrat 6,0 8,0 0 7,0 0 0 192,0 4,68 Citrat

Pyruvat 3,0 4,0 0 3,0 0 0 88,0 12,42 Pyruvat

Spezie C H N O P S FW Spezie

Summen-
Produkt

0,065 -0,007 -0,648 0,6 -0,001 0,248 Summen-
produkt

Tabelle 4.2.a: Massenbilanz einer Batch Kultivierung: Die Anzahl der Atome eines Elements der
jeweiligen Komponente wurde mit der Verbrauchs-, bzw. Bildungsrate multipliziert. Farbig
unterlegte Größen stellen Komponenten dar, die nicht direkt durch Messung zugänglich sind, sich
jedoch über die Bilanz indirekt errechnen lassen.
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Das Summenprodukt  ist in der unteren Zeile angegeben. Ein negatives Vorzeichen bedeutet

definitionsgemäß, daß mehr verbraucht als produziert worden ist.

Zelluläre Bestandteile werden ebenfalls als Produkte definiert. Deren Produktionsraten können bei

Kenntnis der Biotrockenmasse (0,36⋅[mg/106Ze]) und Zellkomposition (siehe oben) berechnet

werden.

Bei der Berechnung der Massenbilanz ergibt sich weiterhin ein respiratorischer Koeffizient von

1,078, der im Rahmen der Literaturwerte anderer Zellinien liegt. Der respiratorischer Quotient ist

als Verhältnis von gebildetem Kohlendioxid zu verbrauchtem Sauerstoff definiert. Bei reiner

Glukoseoxidation müßte sich ein Wert von 1 ergeben (6 CO2/6 O2). Ein Wert über eins ist möglich

durch anaplerotische Auffüllung des Citratcyklus insbesondere durch die Aminosäure Glutamin.

4.3 Erstellung des Reaktionsnetzwerks für die CHO-SS0/A2 Zellinie

Die Zusammenstellung aller wichtigen Reaktionen gestaltete sich zu einer schwierigen Aufgabe. Es

war kritisch zu prüfen, ob die betreffende Reaktion für die spezielle Zelllinie eine Rolle spielt. Das

Rohnetzwerk konnte von dem bereits vorhanden Netzwerk der in Kap. 3.6 erwähnten

Hybridomazellinie übernommen werden[36]. Eine Verfeinerung des Netzwerks wurde an bestimmten

Stellen vorgenommen, da der Gesamtfehler der least-square-Prozedur einen relativ hohen Wert

ergab.

Das hier zu Grunde liegende Netzwerk besteht aus 68 Komponenten (Gleichungen) und 52 zu

berechnenden Flüssen (Unbekannte), siehe Anhang.

Im vorliegenden Fall mußten mit einer Vielzahl verschiedener Netzwerkkonfigurationen

experimentiert werden, um eine akzeptable Lösung des Systems zu erreichen.

4.4 Stoffwechsellage und Interpretation

Der Grund für die verminderte Laktat Bildung ist vermutlich der besser funktionierende Transport

von NADH aus dem Cytoplasma der Zelle in die Mitochondrien.

Dafür ist der sogenannte "Malat-Aspartat"-Shuttle (Kap. 2.2.1) verantwortlich, der in diesem Fall

aufgrund seines hohen Flusses separat betrachtet werden muß. Es ist eine Differenzierung zwischen

dem Malat des Transportersystems und dem Malat des übrigen Citratcyklus zu treffen, da dies den

anabolischen Reaktionen nicht zur Verfügung steht und so das Netzwerk durcheinander bringt.
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Eine Separation dieser NADH/NAD-Pumpe in Form einer gesonderten Reaktion im

Reaktionsnetzwerk verhalf zu deutlich besseren Ergebnissen. Der Gesamtfehler der ”least-square-

Prozedur” konnte durch diese Maßnahme deutlich gesenkt werden.

Aufgrund der Detektion der organischen Säure Citrat im Zellkulturüberstand mußte ein weiteres

Transportsystem eingeführt werden, das Malat-Citrat-Transportsystem. Nur im Antiport mit Malat

ist der Transport von Citrat durch die Mitochondrienmembran  möglich.

Des weiteren wurde der Malat-αKetoglutarat-Antiporter, der sogenannte „Malat Shunt“, in das

Netzwerksystem integriert. Erst die Implementierung aller Transportsysteme führte zu einer

sinnvollen Lösung der stöchiometrischen Massenbilanz.

Das Reaktionsnetzwerk, sowie die Ergebnisse der berechneten intrazellulären Flüsse werden im

folgendem Kapitel vorgestellt.

4.4.1 Kataboler und anaboler Stoffwechsel

Die Berechnung der Flüsse ergab, daß ausgehend von einer Glukoseaufnahmerate von 240

[nmol/(106Ze⋅h)], nur 143[nmol/(106Ze⋅h)] in den Citratcyklus fließen, jedoch ca.

340[nmol/(106Ze⋅h)] in die Sackgasse des Laktats, welches die Zelle unter den anfallenden Mengen

nicht verwerten kann und ausschleust, und sich dann als toxischer Metabolit anreichert.

Dahingehend fließen nur ca. 16 [nmol/(106Ze⋅h)] durch den Pentosephosphatweg, über dem die

Vorstufen der RNA- und DNA-Bausteine synthetisiert werden. Dies entspricht ca. 6,55% des

gesamten glykolytischen Flusses und liegt im Rahmen der Literaturwerte, die zwischen 0,7-11%

angegeben werden. Anderseits berichteten Bonarius et al.[14] einen Fluß von ca. 95 % durch den PPP

kultivierter Hybridomazellen, und begründeten diese Beobachtung mit dem hohen NADPH Bedarf

der Biosynthese bei Zellen mit hoher Wachstumsrate. Demnach ermöglicht nur der oxidative Zweig

des PPP die Synthese adäquater Mengen NADPH[24][75]. Dies muß allerdings bezweifeln werden,

denn nach Berechnung solcher Mengen zu Verfügung stehendem NADPH müßte die Zelle deutlich

schneller wachsen, als die angegebene Wachstumsrate von 0,83⋅d-1. Anderseits scheint dieses

Problem eng mit der Hypothese einer aktiven Transhydrogenase zusammen zu hängen, die für diese

Zelle postuliert wurde. Hier scheint ein unnötig hohes NADPH/NADH Verhältnis generiert zu

werden. Im diesem hier vorgestellten Modell wird keine Interkonversion zwischen den

Reduktionsäquivalenten NADPH und NADH postuliert, da keine eindeutiger Beweis für die

Aktivität der Transhydrogenase vorliegt.
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Der immens hohe glykolytische Fluß, dessen Durchsatz nur durch die fehlerhafte Regulation des

Glukosetransportes in die Zelle erklärt werden kann, hebt sich quantitativ von allen anderen

katabolen Flüssen ab. Als Beweis für die wenig wirksame Regulation kann die Verwertung zum

anaeroben Stoffwechselendprodukt Laktat herangezogen werden. Die Beobachtung einer 71 %igen

(zum Teil sogar bis 90 % bei anderen Zellinien oder unter anderen Bedingungen) Verwertung in

diese Sackgasse des Stoffwechsel, ist für die Zelle die schnellste Möglichkeit gewaltige Mengen

Coenzym NADH, die bei der heftigen Glykolyse anfallen, zu reduzieren.

 NADH + Pyruvat → Laktat + NAD+ Fluß :  339,4  nmol/(106Ze⋅h)

Unter physiologisch regulierten Bedingungen „in vivo“ geschieht dies in Verbindung mit der

Atmungskette. Bei transformierten Zellen, was für diese CHO Zellinie zutrifft, scheinen diese

Regulationsmechanismen wenig effizient zu sein. Dennoch, das Transportsystem für

cytoplasmatisches NADH in die Mitochondrien scheint, hinsichtlich der reduzierten Laktatausbeute

von 71%, deutlich besser zu funktionieren als bei anderen Zellen „in vitro“.

Des weiteren kann ein hoher anaplerotischer bei α-Ketoglutarat einmündender Fluß berechnet

werden. Dieser ist eindeutig durch die Glutaminolyse gegeben. Glutamin gilt von jeher als

Energiequelle kultivierter Zellen[76][77][78]. Im vorliegendem Fall kann der Durchsatz durch den

Citratcyklus insgesamt als äußerst rege eingestuft werden. In vielen anderen Untersuchungen,

(Bonarius et al., Coleman et al.)[14][79] wurde ein geringfügiger Fluß von Citrat zu α-Ketoglutarat

postuliert (3-15% des glykolytischen Flusses), da der Austrag von Citrat zur Biosynthese den Zyklus

an C6-Körpern beraubt. Demgegenüber kann hier ein Fluß von 25 % berechnet werden. Der Fluß

von Acetyl-CoA beträgt sogar 173,5 [nmol/(106Ze⋅h)], das sind molar 36% (Bonarius: 6-16%) des

glykolytischen Flusses. Der Austrag von Citrat für Biosynthesezwecke wird durch den

anaplerotischen Fluß der Glutaminolyse kompensiert. Die Glutamatdehydrogenase ermöglicht den

Transport in die Mitochondrien an dieser Stelle und bekräftigt eindeutig die Aktivität dieses

Enzyms. Dahingegen berichten Bonarius et al.[14], daß sämtliches Glutamin dort über

Transaminierungsraktionen in den Citratzyklus gelangt, was hier aufgrund der geringen

Alaninproduktion und der nicht vorhandenen Hydroyprolinproduktion  ausgeschlossen wird.
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Abbildung 4.4.1.a: Darstellung der mittels einer stöchiometrischen Massenbilanz  berechneten intrazellulären Flüsse. Zahlenwerte geben den
intrazellulären Fluß an. (Dimension [nmol/(106Ze⋅h)])
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Die Komplexität des Netzwerks ist durch die Vielzahl der zum Teil ineinandergreifenden

Reaktionen bedingt. Nicht angegeben ist der Fluß der Proteinbiosynthese, für dessen Bedarf der

Anteil der jeweiligen Aminosäuren schon abgezogen wurde. Das gleiche gilt für die DNA-, RNA-

und Lipidsynthese.

4.4.2 Lipidsynthese

 39·ATP + DHAP + NADH + 30·NADPH + 17·Cit + Cholin → Phosphatidylcholin + 39·ADP +

NAD+ + 30·NADP+ + 17·Oxal + 39·Pi   Fluß: 2,89  nmol/(106Ze⋅h)

4.4.3 DNA Synthese

 1,9·Gln + 1,3·Asp + 8,6·ATP + 0,5·Gly + 1,3·N5N10 MetylFH4 + 0,7·NAD+ + 0,8·NADPH + R5P +

0,1·mNADH + 0,5·CO2 → DNA + 8,6·ADP + 1,3·FH4 + 1,9·Glu + 0,8·Mal + 0,7·NADH +

0,8·NADP+ + 0,1·mNAD+ + 8,6·Pi    Fluß: 0,11 nmol/(106Ze⋅h)

4.4.4 RNA Synthese

2,091·Gln + 1,194·Asp + 8,364·ATP + 0,489·Gly + 0,978· 1,3·N5N10 MetylFH4 + 0,806·NAD+ +

0,489·NADP+ + R5P + 0,0646·mNADH + 0,489·CO2 → RNA + 8,364·ADP + 0,978·FH4 +

2,091·Glu + 0,683·Mal + 0,806·NADH + 0,489·NADPH + 0,0646·mNAD+ + 8,364·Pi

    Fluß: 0,4499nmol/(106Ze⋅h)

4.4.5 Proteinbiosynthese

0,04·Gln + 0,092·Ala + 0,048·Arg + 0,029·Cys + 0,021·His + 0,047·Ile + 0,077·Leu + 0,071·Lys +

0,017·Met + 0,036·Phe + 0,047·Pro + 0,072·Ser + 0,061·Thr + 0,036·Tyr + 0,07·Val + 0,045·Asn +

0,056·Asp + 4·ATP + 0,047·Glu + 0,077·Gly + 0,011·Trp → Proteine + 4·ADP + 4·Pi

         Fluß:  61,244 nmol/(106Ze⋅h)

Bei diesen Gleichungen handelt es sich um Nettobilanzen zum Aufbau von einem Mol des

Makromoleküls. Deutlich wird, daß nur der Fluß der Proteinbiosynthese quantitativ in der

Größenordnung kataboler Stoffwechselwege wie Glykolyse und Citratcyklus liegt, demgegenüber

die Lipid-, DNA- und  RNA-Synthese quantitativ von untergeordneter Bedeutung sind.
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4.4.6 Transportsysteme

Die schon erwähnte Kompartimentisierung der biochemischen Reaktionen verlangt

Transportsysteme. Im Falle des Malat-Aspartat-Shuttle bedeutet dies, daß eine bestimmte Menge

der am Zyklus beteiligten Metobolite  Malat, Aspartat, α-Ketoglutarat, Glutamat und Oxalacetat

nicht für andere Reaktionen zu Verfügung stehen. Insbesondere Malat scheint einen entscheidenden

Knotenpunkt im Intermediärstoffwechsel zwischen Cytoplasma und Mitochondrien  darzustellen.

Dies belegt auch die Funktionsweise des Malat-Citrat Transporters. Eine Antiport ermöglicht das

Auschleusen von Citrat ins Cytoplasma, wo es für die Fettsäuresynthese benötigt wird. Um die

Transporteigenschaften zwischen Cytoplasma und Mitochondrien aufrecht zu erhalten, muß Malat

über einen Dicarboxylat-Transporter gegen anorganisches Phosphat ausgetauscht werden.

Das aus der Fettsäuresynthese stammende Oxalacetat wird über die cytosolische

Malatdehydrogenase reduziert und überschüssiges Malat über den Malat-α-Ketoglutarat Transporter

(Malat-Shunt) zu Pyruvat abgebaut. Malat wurde bei der Analyse des Zellkulturüberstand im

Gegensatz zu Citrat, Succinat und Pyruvat nicht detektiert, was für die Funktionalität der

Malatdehydrogenase spricht, die im letzteren Fall decarboxylierend wirkt.

Zur Validierung dieses Sachverhaltes wurde ein Experiment mit isotopenmarkierter Glukose

durchgeführt, bei der mittels NMR-Spektroskopie eine quantitative Analyse der

Stofffwechselendprodukte Aufschluß über die Richtigkeit des Modells geben kann[25]-[29]. Dieses

wird im nächsten Kapitel ausführlicher behandelt.

Abschließend soll noch einmal herausgestellt werden, daß die Lösung dieser stöchiometrischen

Bilanz eine mögliche von vielen Lösungen darstellt, den tatsächlichen intrazellulären Vorgängen

jedoch recht nahe kommt. Erst ein Vergleich der Gesamtlösung mit dem Zellverhalten "in vitro"

ermöglicht die Beurteilung, ob die Lösung Sinn ergibt, oder ob einfach das Resultat und damit das

Netzwerk nicht ausreichend definiert ist. Die Lösung der Matrix muß nicht unbedingt immer einen

biologischen Sinn haben, denn sie ist nur das Resultat der komplizierten Berechnung des least-

square -Verfahren.
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4.5 Validierung mittels 13C markierter Glukose

Der Beweis für die Richtigkeit des Modells und die Hypothese der aufgestellten Reaktionen, wurde

mit 13C  markierter Glukose geführt.

Dazu wurde dem Kultivierungsmedium Glukose mit 13C Markierung in allen 6 Positionen

entsprechend der Standardkonzentration von 1,7 g/L zugesetzt. Die Durchführung erfolgte aus

Kostengründen in einem Monolayer (15ml), d.h. unter ungeregelten Bedingungen hinsichtlich pH

und pO2. Nachdem nach 70 Std. die eingesetzte Glukose verbraucht war, wurde das Experiment

abgebrochen, der Überstand abzentrifugiert und für die Vorbereitung der NMR-Messung

lyophilisiert. Es wurde sowohl ein Protonenspektum als auch ein 13C-Spektrum aufgenommen, um

Unterschiede im Markierungsgrad des Stoffwechselendproduktes Laktat festzustellen. Bei 100 %

gelabelter Glukose erwartet man ein in allen drei Positionen vollständig gelabeltes

Stoffwechselendprodukt Laktat, wenn dies ausschließlich aus der Glykolyse stammt.  Unter

Berücksichtigung der Vorhersage des Modells fließt aber ein Anteil von ca. 55nmol/(106Ze⋅h) aus

dem Citratcyklus über den Malat-Shunt in den Pyruvat-Pool, aus dem dann Laktat entsteht. Bei

Richtigkeit des Modells muß auch ungelabeltes Laktat, das vorwiegend der starken Glutaminolyse

entstammt, detektiert werden.

Dies konnte mittels der NMR Analyse bestätigt werden. Eine quantitative Unterscheidung zwischen

gelabeltem und ungelabeltem Laktat konnte durch das Protonenspektrum erreicht werden. Dabei

ergab sich folgendes  Spektrum:

Abbildung 4.5.a: Protonenspektrum zur Unterscheidung von gelabeltem und ungelabeltem Laktat.
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Das Spektrum zeigt in der Mitte ein Dublett bei 1,39 ppm, welches das ungelabeltes Laktat

markiert, da nur eine Kopplung zwischen Protonen der Methylgruppe und dem Proton am

Hydroxyl-C-Atom möglich ist. Symmetrisch dazu sind zwei Multipletts bei 1,23 ppm und 1,55 ppm

zu erkennen, die durch die C-H Kopplung des gelabelten Laktats entstehen.

Folgende Kopplungskonstanten konnten ermittelt werden:

C
1

C
2

C
3

OH

Ha

Ha

Ha

OH

O

Hb

Ja2 =8.37Hz

J12 =36.55HzJa1 =128Hz
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J23 =55Hz
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Abbildung 4.5.b Ermittlung der Kopplungskonstanten (J) des Laktat durch Auswertung über
Protonen- und 13C NMR Spektren.

Die Kopplungskonstanten entsprechen den in der Literatur bekannten Werten[80][36]. Durch

Integration der Signale ergibt sich ein Verhältnis von 19,87 % ungelabeltem und 80,13 %

vollständig gelabeltem Laktat.

Durch die Auswertung des 13C-NMR-Spektrums werden weitere Spezies dieser Komponente

ermittelt, die vorwiegend durch Veränderung des Kohlenstoffgerüsts im Citratcyklus  entstehen. Im

Spektrum können die Dubletts des Carboxyl-C-Atomes bei 183 ppm, des Methyl-C-Atomes bei 21

ppm, sowie des doppelten Dubletts des Hydroxl C-Atomes bei 68 ppm identifiziert werden. Diese

Signale entstammen einem vollständig gelabeltem Laktat. Des weiteren liegen auch geringe Mengen

der teilweise gelabelten Spezies vor, die zum einen als Singulett Signale oder wiederum als Dubletts

auftauchen, wie das folgende 13C-Spektrum  verdeutlichen kann.

Dieses Ergebnis ist nur im Einklang mit dem vom Modell vorhergesagtem Malat-Shunt Fluß zu

bringen. Existiere dieser nicht, würde ausschließlich gelabeltes Laktat entstehen.
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Abbildung 4.5.c: 13C-NMR-Spektrum mit Ausschnittsvergrößerung der relevanten Signale.

Die Enzymspezifität der einzelnen Syntheseschritte führt zu einer Vielfalt von

Kombinationsmöglichkeiten. Deren genaue Herleitung ist eine komplexe Angelegenheit, gibt aber

aufgrund der vollständigen Markierung der Glukose keine zusätzliche Information, weswegen

lediglich das Verhältnis der folgende Molekülen ermittelt werden kann.
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Abbildung 4.5.d: prozentualer Anteil der verschiedenen Markierungsspezies von Laktat. Die beide
Paare in der unteren Zeile können aufgrund NMR spektraler Untersuchung nicht unterschieden
werden.
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Grundsätzlich können durch die 13C-Markierung der Glukose folgende Aussagen getroffen werden:

Der Fluß durch den Malat Shunt ist auf jeden Fall existent, ohne diesen Reaktionsweg wäre das

Vorhandensein einer ungelabelten Spezies im Abbauprodukt Laktat  nicht möglich.

Die Berechnung der Flußanalyse verlangt eine Synthese von 54 nmol/[106Ze⋅h] Pyruvat, die über

den Austrag von Malat aus dem Citratcyklus entsteht. Über die Glykolyse fließen 461

nmol/[106Ze⋅h]  in den Pyruvatpool, d.h. aufgrund des Modells können maximal 11,7 % des Laktat

ungelabelt sein. Es wurden aber ca. 26 % teilweise oder ungelabeltes Laktat gefunden.

Berücksichtigt man die Tatsache, daß die Sauerstoffversorgung, sowie die pH-Wert-Regulierung in

diesem Experiment unzureichend bzw. nicht existent war, ergibt sich durch die nicht optimalen

Bedingungen folgende Erklärungsmöglichkeit: In Spinnerflaschen wurden bislang höhere

spezifische Verbrauchsraten der anplerotischen Aminosäuren berechnet als unter geregelten

Bedingungen, was als zusätzliche Energiegewinnung unter erhöhtem aber uneffizienteren

Substratverbrauch gedeutet wird. Der Überschuß wird über einen verstärkten Fluß im Malat-Shunt

aus den Citratcyklus heraus geführt, was die erhöhte Menge an nicht gelabeltem Laktat erklärt.

Grundsätzlich anders gestaltete sich die Laktatausbeute in sauerstofflimitierten Experimenten. Wird

üblicherweise eine Ausbeute von 70-75 % gefunden, so ergab sich in diesem Experiment ein

Ausbeutekoeffizient von ca. 0,95, was mit den Spinnerflaschen-Experimenten in Einklang zu

bringen ist.

Es zeigte sich bereits an anderer Stelle, daß ein bestimmter Anteil des Laktats aus dem Glutamin,

bzw. anderen Aminosäuren stammen muß (Kapitel 4.6.2), was mit dem hier vorliegenden

Experiment manifestiert werden kann. Unter diesen Aspekten scheint die vollständige Oxidation im

Citratcyklus in ungeregelten Systemen nicht so effizient zu sein, so daß anstatt dem Abbau zu CO2

und Wasser überschüssiges Malat ausgeschleust wird.

Dennoch scheinen die Transportsysteme, speziell der Malat-Aspartat-Zyklus trotz teilweiser

Limitierung der Atmungskette weiterhin gut funktionieren. Im Gegensatz dazu stellt man bei

anderen Zellinien,[36][48]  deren Atmungsaktivität (oder Transportfähigkeit) gestört ist, fest, daß

Glukose aus Gründen der NADH-Regenerierung  hauptsächlich zu Laktat verstoffwechselt wird und

keine weitere Oxidation stattfindet (Messungen ergaben nur 10% ungelabeltes Laktat).

Im vorliegenden Fall tritt aufgrund des erhaltenen Markierungsgrades weiterhin mindestens 26 %

der Gesamtmenge der Glukose in den Citratcyklus ein. Bei vollständiger Oxidation dieser Menge

entspräche dies ungefähr dem Lakatausbeutekoeffizient von 0,7-0,75 unter sauerstoffgeregelten

Bedingungen. Dort werden durchschnittlich 70-75 % Laktat, bezogen auf die eingesetzte Glukose,



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                        Seite 49

gewonnen, von denen aber bei Berücksichtigung der intrazellulären Flüsse 11,7 % aus dem

Citratcyklus stammen.

4.5.1 Schlußfolgerungen

Das 13C-Experiment konnte einen qualitativen Beweis für die Richtigkeit des Modells liefern,

quantitativ zeigen sich einige Mängel, die aber durchaus mit den vom Standardzustand

abweichenden experimentellen Bedingungen, unter denen der Versuch durchgeführt werden mußte,

erklärt werden können.

Eine qualitative Betrachtung ist nur bei Modifizierung des Experimentes möglich. Die

Durchführung ist nur unter geregelten Bedingungen im Reaktor möglich und mit immens hohen

Kosten der 13C markierten Glukose verbunden, was aufgrund der daraus erhaltenen

Informationsfülle als nicht adäquat angesehen wird.
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4.6 Chemostatische Prozeßführung

Die Durchführung einer Chemostat-Kultur erwies sich als geeignet, um bei konstanter

Durchflußrate den Einfluß eines Metaboliten zu prüfen, alle übrigen Substratbedingungen dabei

aber annähernd konstant zu halten.

Die Chemostat-Kulturen mußten aus Kostengründen in 400-500 ml Reaktorvolumen enthaltendem

Techne Spinnern  (physikalisch ungeregelter Reaktortyp) durchgeführt werden, der keine pH und

pO2 Regelung gewährleistete. Die Durchflußrate wurde geringfügig unter dem Wert für die

maximale Wachstumsrate eingestellt, der sich aus diversen Batch-Versuchen zu µ=0,6⋅d-1

errechnete. Um einem möglichen Auswaschen zuvor zu kommen, wurde eine Austauschrate von

0,5-0,57⋅d-1 eingestellt, was unter Berücksichtigung des Reaktionsvolumens zu einer täglich

ausgetauschten Zellsuspension 200 bzw. 250ml  resultiert (0,139 bzw. 0,174 ml/min).

Aufgrund der mechanischen Beanspruchung der Reaktorzulaufschläuche wurde der

Schlauchinnenquerschnitt zusehens stärker deformiert, was sich trotz öfter nachreguliertem

Anpreßdruck der Schlauchquetschbügel nicht kompensieren ließ (Volumenkonstanz  ±10 ml).

Ausgehend vom kommerziell erhältlichen Medium Ultra CHO (Boehringer Ingelheim Bioproducts)

wurden definierte Pulszugaben sowie verschiedene Zulaufkonzentrationen von Glukose und

Glutamin  eingestellt. Ultra CHO enthält standardmäßig  ca. 1,8 g/L Glukose und 250 mg/L

Glutamin. Die Glukoseausgangskonzentration kann als vergleichbar gering eingestuft werden, wenn

man berücksichtigt, daß Standardbasalmedien wie IMDM oder DMEM mit 3-3,5 g/L Glukose

supplementiert sind.

4.6.1 Kontinuierliche Prozeßführung mit Pulszugabe von Glutamin und Glukose

In diesem Versuch wurden definierte Pulszugaben, d.h. 1 g/L Glukose und 200 mg/L Glutamin im

Abstand von 100 Std. durchgeführt. Die Einstellung der  Durchflußrate erfolgte zu 0,57⋅d-1.  Die

Antwortfunktionen der Kultivierung auf diese Substratänderung sollen im folgendem charakterisiert

werden.
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4.6.1.1  Bestimmung der Zellzahlen
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Abb.4.6.1.a: Zellzahlentwicklung in Abhängigkeit von Glukose-  bzw. Glutaminpulszugabe

Ausgehend von 0,2⋅106 Ze/ml steigt die Zellzahl in der Vorlauf Batch-Phase auf etwa 0,8⋅106 Ze/ml

an. Aus Gründen der Glukoselimitierung wurde zu Beginn der kontinuierlichen Phase  eine

Steigerung der Durchflußrate auf d=0,729⋅d-1 vorgenommen, aufgrund des daraufhin einsetzenden

vermehrten Zellaustrags aber schon nach 40. Std. auf 0,57⋅d-1 gesenkt. Bei dieser Durchflußrate

stellte sich eine durchgehend konstante Zellzahl von 0,7⋅106 Ze/ml ein. Die Zugabe des Glukose-

bzw. Glutaminpulses ruft keine wesentlichen Veränderungen in den Zellzahlen hervor. Lediglich

die kurfristige Abnahme nach dem Glukosepuls deutet darauf hin, daß durch die verstärkte

Laktatbildung das Wachstum kurzfristig inhibiert wird. Die Beobachtungen stehen im Einklang zu

den Ergebnissen von Miller et al.[82].  Es treten zum Ende der Kultivierung relativ starke

Schwankung bei der Zellzahlbestimmung auf, die durch die zunehmende Aggregatbildung

insbesondere nach Zugabe des Glutaminpuls zu beobachten war. Mögliche Gründe dafür werden in

Kap. 4.9 erläutert. Die Ungenauigkeit konnte durch die zusätzliche Bestimmung der Zellzahl über

die Zellkernmethode reduziert werden[85].
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4.6.1.2 Bestimmung der Glukoseverbrauchs-und Laktatproduktionsraten

Der Einfluß der Pulszugaben auf den Zellstoffwechsel kann eindrucksvoll anhand des Verlaufes der

Glukoseverstoffwechselung und Laktatproduktion verfolgt werden. Dazu wurden die spezifische

Glukoseverbrauchsrate und Laktatbildungsrate berechnet. Außerdem ist der

Laktatausbeutekoeffizient θLac/Glc angegeben.

0 100 200 300 400

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Konti

Glutaminpuls

[200 mg/L]Glukosepuls

[1,0 g/L ]

d=0,57*d
-1

d=0,73d*
-1

Batch

 G
lu

k
o

s
e

  
 

L
a

k
ta

t 
[g

/L
]

Kultivierungsdauer [h]

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

1,2

1,3

 L
a

k
ta

ta
u

s
b

e
u

te
k
o

e
ffiz

ie
n

t

Abb.4.6.1.b: Entwicklung der Glukose- bzw. Laktatkonzentration nach Zugabe der Nährstoffpulse

Die Schwankungen der Restkonzentration von Glukose vor der Pulszugabe wurde durch die

Änderung der Durchflußrate hervorgerufen. Das Absinken der Glukosekonzentration kurz vor dem

Glukosepuls auf einen Wert von 0,446 g/l wird als Einstellung des Gleichgewichtswertes gedeutet.

Diese Vermutung wird auch durch die Tatsache gestützt, daß sich nach dem Glukosepuls ähnliche

Konzentrationswerte wieder einstellten. Jedoch konnte eine weitere Beobachtung dieser Werte nicht

durchgeführt werden und eine eindeutige Beurteilung dieses Gleichgewichtswertes wäre unzulässig.

Nach der Pulszugabe der Glukose in der 188. Stunde steigt  die spezifische Glukoseverbrauchsrate

qGlc dementsprechend auf 1,82 [mg/(106Ze/d)], fällt dann aber innerhalb von 56 Std. wieder auf

das Vorpulsniveau von 1,21 [mg/(106Ze/d)] zurück. Demgegenüber durchläuft die
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Laktatproduktionsrate langsam ein Maximum von 1,43  [mg/(106Ze/d)]und fällt zurück auf 1,25

[mg/(106Ze/d)],was jedoch nicht dem Vorpulsniveau von 0,61 [mg/(106Ze/d)] entspricht. Weiterhin

fällt qLac auch nach der Glutaminpulszugabe, so daß vermutet wird, daß noch kein

Gleichgewichtszustand erreicht ist.

Vor dem Glukosepuls wurde ein durchschnittlicher Ausbeutekoeffizient θLac/Glc von 0,95

berechnet. Dieser steigt nach der  Pulszugabe auf Werte um 1,3, was nur mit der zusätzlichen

Laktatverwertung anderer Nährstoffe, insbesondere Glutamin erklärt werden kann. Nach der

Pulszugabe von Glutamin ist eine bessere Verwertung der Glukose zu beobachten, θLac/Glc beträgt

nur noch 0,87. Hier deutet sich ein gegenläufiges Verhalten an, worauf bei den späteren Fed-Batch-

Experimenten näher eingegangen werden soll (Kapitel 4.7).

4.6.1.3 Beeinflussung des Aminosäurestoffwechsels

Die Abbildungen 4.6.1.c und 4.6.1.d zeigen die Konzentrationsverläufe von Glutamin, Asparagin,

Asparaginsäure und Glutaminsäure.

Die Glutaminkonzentration liegt vor dem Glukosepuls konstant bei 170 mg/l. Nach dem

Glukosepuls ist im Gegensatz zu den Ergebnissen von Miller et al.[82]-[84] deutlich eine

Akkumulation von Glutamin im Medium zu erkennen, denn von der 190. bis zur 280. Stunde steigt

die Glutaminkonzentration von 170 g/l auf 250 mg/l an. Dies äußert sich bei der Berechnung der

spezifischen Verbrauchsrate qGln. Vor dem Glukosepuls wurde eine Gleichgewichtswert von 60

[µg/106Ze/d] berechnet, der aber nach der Pulszugabe auf etwa 25 [mg/(106Ze/d) abfiel. Auch die

Ammoniumkonzentration in diesem Zeitintervall bestätigt die reduzierte Glutaminaufnahme, diese

sank von 10 mg/L auf 8,5 mg/L. Folgende Erklärung kann diese Beobachtung deuten: Infolge der

exzessiven Glukoseverstoffwechselung, die durch das Überangebot des Pulses induziert wird, ist die

verstärkte Umwandlung von Pyruvat in Laktat notwendig, um große Mengen NADH, die in der

schnellen Glykolyse gebildet wurden, zu NAD+ zurück zu oxidieren. Demzufolge steht weniger

Acetyl-CoA für den Citratcyklus zur Verfügung. Aufgrund des geringeren Stoffdurchsatzes werden

die Reaktionen im Citratcyklus verlangsamt und der Bedarf an Glutamin, wie auch an weiteren

anaplerotischen Aminosäuren, ist gering. Dies wird durch Komponenten im Kulturüberstand

angezeigt. Dies verdeutlichen die folgenden Abbildungen:



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                        Seite 54

0 100 200 300 400

25

50

75

100

kontinuierlich

Glutaminpuls

[200 mg/L]

Glukosepuls

[1,0 g/l ]

d=0,57*d
-1

d=0,73*d
-1

Batch

 A
s
p

a
rt

a
t 

  
 A

s
p

a
ra

g
in

 [
m

g
/L

]

Kultivierungsdauer [h]

0

10

20

30

40

50
 G

lu
ta

m
a

t [g
/L

]

0 100 200 300 400

0

25

50

75

100

125

kontinuierlich

Glutaminpuls

[200 mg/L]Glukosepuls

[1,0 g/l ]

d=0,57*d
-1

d=0,73*d
-1

Batch

 S
e

ri
n

  
 A

la
n

in
 [

m
g

/L
]

Kultivierungsdauer [h]

Abbildung 4.6.1.c und 4.6.1.d:  Konzentrationsverläufe der anaplerotischen Aminosäuren des
Citratcyklus (oben), sowie von Aminosäuren, die mit der Glykolyse in Verbindung stehen (unten).
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Wie aus den Abbildungen 4.6.1.c und d erkennbar, reichern sich die Aminosäuren Glutaminsäure,

Asparaginsäure, und Asparagin nach der Pulszugabe von 1g/L Glukose deutlich in

Kultivierungsüberstand an, was den verminderten Bedarf zu diesem Zeitpunkt indiziert. Dahingegen

weisen Alanin und Serin einen konstanten Wert auf. Beide Aminosäuren werden nur indirekt vom

Durchsatz im Citratcyklus beeinflußt.

Nach dem Glutaminpuls in der 284. Stunde steigt die Verbrauchsrate aufgrund des

Glutaminüberangebotes wieder auf durchschnittlich  63 [µg/(106 Ze/d] an, was etwas höher ist, als

vor dem Glukosevorpulsniveau. Zu diesem Zeitpunkt hat sich auch im Glukosestoffwechsel wieder

ein Gleichgewicht eingestellt. Hier jedoch hat die erhöhte Glutaminolyse bei reduzierter Glykolyse

den Effekt, daß beide Stoffwechselabbauwege besser ineinander greifen. Dies wird durch die

verminderte Laktatproduktion angezeigt.

Im Aminosäurestoffwechsel bewirkt der Glutaminpuls eine Anreicherung der Aminosäuren Alanin

sowie Glutaminsäure. Beide Aminosäuren sind Nebenprodukte der Glutaminolyse, (Alanin als

Transaminierungs-, Glutamat als Desaminierungsprodukt), was deren verstärkte Produktion

erklärt[83]. Im Falle von Asparagin zeigt sich ein konstanter Verlauf, dagegen kann der steigende

Verlauf von Aspartat aufgrund seines ambivalenten Charakter (Kap. 4.6.2.1.4) nur unzureichend

gedeutet werden.

4.6.2 Kontinuierliche Prozeßführung zur Beurteilung der tatsächlich benötigten

Substratmenge

Die Ergebnisse der vorher gegangenen Versuche zeigten keine grundsätzlich besseren

Wachstumsbedingungen, d.h. Glukose-, und Glutaminpulse führten zu keiner grundlegenden

Änderung in der Biomasse, bzw. der Produktkonzentration. Im Gegenteil, es war eine

Verschwendung der Substrate zu beobachten, ohne daß die Biomasse positiv davon beeinflußt

worden wäre. Diese Tatsache läßt die Vermutung zu, daß ein bisher unbekannter Bestandteil des

Mediums inhibiert oder zu einer gegebenen Zeit erschöpft ist. Da die Analysen aller Aminosäuren,

der organischen Säuren, Phosphat und Glukose keine Defizite aufweisen, wird insbesondere der

Einfluß verschiedener nicht detektierter Moleküle wie Vitamine, Lipide, Fettsäuren, sowie

Polypeptiden vermutet.

Eine Detektion dieser Bestandteile scheint nur unter erschwerten Bedingungen möglich, des

weiteren ist die katalytischen Wirkungweise dieser Moleküle noch nicht genau bekannt, so daß

primär eine effektive Ausnutzung des Kultivierungsmediums  als Ziel angestrebt wird.
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Tatsächlich scheinen transformierte Zellinien „in vitro“ aufgrund ihres unregulierbaren

Stoffwechsel durch die reichhaltig supplementierten Medien im höheren Maße „überfüttert“ zu sein.

Spätestens die Beobachtung der immens unökonomischen Glukoseverwertung (80-90 % Laktat)

läßt Zweifel an der richtigen Fütterungsweise der Zellen zu. Die Möglichkeit einer katabolen

Kontrolle, d.h. die richtige Zudosierung der Substrate ist in der Literatur durchaus beschrieben[111]-

[113].

Aufbauend auf diese Tatsache wurde im vorliegenden Experiment versucht, durch Variation der

Eingangskonzentration der beiden Hauptsubstrate Glukose und Glutamin eine optimale Ausbeute

bezüglich Biomasse und Abbauprodukte zu erreichen. Aus diesem Grund wurde auch bei

anfänglicher Variation der Eingangsgehalt von Glukose auf 2,25 g/L erhöht und erst dann im

weiteren Verlauf des Experiments herabgesetzt. Auf eine weitere Erhöhung der

Glukoseeingangskonzentration wurde verzichtet, da sich in vorangegangenen Experimenten

herausstellte, daß insbesondere die Vitalität der Zellen durch die erhöhte Laktatproduktion merklich

leidet.

4.6.2.1 Glukosereduzierung

4.6.2.1.1 Verlauf der Biomasse bei Variation der Glukosezulaufkonzentration

Im Folgenden werden zuerst die Ergebnisse der Glukosereduzierung und im Anschluß die der

Glutaminreduzierung diskutiert.
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Abbildung 4.6.2.1.a: Zellzahl und Vitalität der Chemostat-Kultivierung bei Variation der Glukose
im Zulaufmedium

Der Verlauf der Lebendzellzahl zeigte, das ausgehend von einer Animpfdichte von 1⋅105 Zellen/ml

nach 94 Std. im Batchbetrieb eine maximale Zellzahl von 1,25 106 Ze/ml erreicht wird.

In der Batch-Phase wird  µ=0,605⋅d-1 errechnet, was im Rahmen der üblichen Wachstums- rate liegt

und die Einstellung einer Verdünnungsrate von 0,5⋅d-1 rechtfertigt.

Ab der 94 Std. wurde auf kontinuierliche Prozeßführung umgeschaltet. Durch die Einstellung des

ersten Gleichgewichtszustandes sank die Zellzahl auf 0,9-1,0 106 Zellen/ml, ist jedoch

erwartungsgemäß einigen Schwankungen unterworfen, die auf die Ungenauigkeiten im

Zulaufstrom, bzw. Ablaufstrom zurückzuführen sind. Um nachteilige Effekte durch

Plasmidinstabilität auszuschließen, wurde vor Reduzierung der Glukose ein stationärer Zustand mit

Kultivierungsmedium inklusive 11 µmol Selektionsmarker Methothrexat durchlaufen. Wie

Abbildung 4.6.2.1.a zeigt, konnte keine nachteilige Wachstumseigenschaft (wenn, dann wäre eine

schlechtere Wachstumsgeschwindigkeit festzustellen, da nicht Plasmid transfizierte Zellen

absterben). Gegenteiliges war anfangs durch eine Zunahme der Lebendzellzahl auf ca. 1,2

⋅106Zellen/ml) zu beobachten.
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In Gegenwart von 2,35 g/L Glukose im Vorlauf wird eine weitere Erhöhung der Lebendzellzahl  auf

1,25 106 erreicht. Jedoch kann man Abbildung 4.6.2.1.a auch entnehmen, daß die Vitalität der

Zellen durchaus leidet. Des weiteren wird auf die nicht vollständige Verstoffwechselung der

Glukose im Reaktor hingewiesen (Abb.4.6.2.1.c), d.h. der Chemostat befindet sich nicht mehr unter

glukoselimitierten Bedingungen. Eine weitere nicht detektierbare Komponente im Medium scheint

limitierend zu wirken, sicherlich keine der Aminosäuren, wie Abbildung 4.6.2.1.e zeigt.

4.6.2.1.2  Ausbeutekoeffizenten Biomasse/Glukose und Biomasse/Glutamin

4.6.2.1.2a Ausbeutekoeffizient Biomasse/Glukose (θX/Gluc)

Mit Tabelle 4.6.2.1.a wird ein wichtiger Aspekt aufgezeigt, der einen Verzicht auf eine weitere

Erhöhung der Glukoseingangskonzentration rechtfertigt.

Der Ausbeutekoeffizient Biomasse/Glukose θX/Gluc zeigt einen exponentiellen Abfall bei steigender

Glukosekonzentration. Dieser gibt an, wieviel der umgesetzten Glukose in den molekularen Aufbau

der Zelle fließt, d.h. ein Koeffizient größer als eins ist denkbar, denn Glukose ist ja nicht das einzige

Substrat, welches in die Biomasse eingeht. Außerdem sind Zellkulturmedien nicht vergleichbar mit

den Minimalmedien für den Einsatz in Bakterienkultivierungen, wo maximale Umsatzkoeffizienten

zu 0,5 gefunden werden[110].

Schon bei einer Eingangskonzentration von 1,85 g/L erreicht θX/Gluc  einen Wert von nur 0,214,

was eine äußerst uneffektive Ausnutzung der Glukose demonstriert. Bei 2,35 g/L Glukose im Zulauf

zeigt θX/Gluc eine ähnlich schlechte Ausnutzung der Glukose (0,215). Dahingegen steigt der

Ausbeutekoeffizient bei verminderter Glukoseeingangskonzentration exponentiell (bei 0,46 g/L

Glukose ist θX/Gluc= 0,87).

Es wird ausdrücklich darauf hingewiesen, daß θX/Gluc nicht im Einklang mit dem

Ausbeutekoeffizient θGlc/Lac zu bringen ist. Dieser bleibt während der gesamten Kultivierungsdauer

relativ konstant bei 0,9.

Damit bleibt die Frage offen, wie es bei fast 90 % iger Verwertung der Glukose zu Laktat möglich

ist, eine derartige Steigerung in der Effektivität der Glukose/Biomasse Verwertung zu beobachten.

Unter Berücksichtigung der Tatsache, daß Glukose definitiv das Grundgerüst der Biomasse bildet,

bleibt offensichtlich nur die Erklärung, daß ein großer Anteil der produzierten Milchsäure nicht aus

der Glukose stammt. Auf diese Tatsache wurde schon in Kapitel  4.5 eingegangen.
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S0Gluc

[g/L] 1,85

1,85

+MTX 2,35 1,56 0,93 0,66 0,55 0,46

θX/Gluc
0,211 0,241 0,215 0,297 0,39 0,61 0,687 0,87

edEr ± 0,016 0,015 0,011 0,021 0,069 0,069 0,038 0,014

Tabelle 4.6.2.1.a: Ausbeutekoeffizienten Biomasse/Glukose bei verschiedenen
Glukoseeinlaufkonzentrationen, sowie die Standardabweichung der experimentellen Meßwerte vom
Durchschnittswert.

4.6.2.1.2b Ausbeutekoeffizient Biomasse/Glutamin

Die Verlagerung der Glutaminbereitstellung zur Energiegewinnung zugunsten der Biosynthese

schreitet als Folge der Glukosereduzierung voran, was sich in den fallenden Werten für θX/Gln

äußert (4g/g  bei So Glukose 1,8g/L → 1,85g/g,  bei So Glukose 0,46 g/L).

Dahingehend verbessert sich θX/Glc wie schon erwähnt bei Reduzierung der Glukose im

Eingangsmedium, was als effizientere Ausnutzung der Glukose bewertet werden kann.

Zum Vergleich zeigt Abbildung 4.6.2.1.b den zeitlichen Verlauf beider Umsatzkoeffizienten θX/Glc

und θX/Gln.
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Abb. 4.6.2.1.b: Verlauf von θX/Glc und θX/Gln bei Variation der Eingangssubstratkonzentration
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4.6.2.1.3 Glukoseverstoffwechselung und Laktatproduktion

In Graphik 4.6.2.1.c sind die Konzentationen von Glukose und Laktat über die gesamte

Kultivierungsdauer dargestellt. Der daraus resultierende Laktatausbeutekoeffizient wurde für alle

Gleichgewichtszustände berechnet und ist in der Graphik ebenfalls aufgetragen.
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Abbildung 4.6.2.1.c: Konzentrationsverläufe von Glukose und Laktat, sowie der daraus
resultierende Ausbeutekoeffizient einer 2 -monatigen Chemostat-Kultivierung

Grundsätzlich wurde versucht den Chemostaten glukoselimitierend zu betreiben, was auch

weitgehend gelang. Im ersten Gleichgewichtszustand betrug die Laktatkonzentration ca. 1,74 g/L,

was einem Ausbeutekoeffizienten von 0,96 entspricht. Dies änderte sich auch nicht im Falle der

Methotrexatbehandlung.

Im Falle der Glukoseerhöhung ab der 500 Std. sieht man aber deutlich eine verbleibende

Restkonzentration von 100-250 mg/L, was darauf hindeutet, daß eine unbekannte Komponente

substratlimitierend wirkt.

Die Laktatkonzentration steigt von 1,75 g/L  auf ca. 2 g/L, der Laktatausbeutekoeffizient fällt kurz

nach der  Eingangserhöhung von  0,97 auf 0,82, erreicht aber sein Ausgangsniveau im weiteren

Verlauf der Gleichgewichtseinstellung wieder.

Bei Herabsetzung der Glukosezulaufkonzentration auf 1,54 g/L wird die Laktatproduktion  zwar

erwartungsgemäß auf 1,5 g/L gedrosselt, interessanterweise bemerkt man bei der Betrachtung der
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Ausbeutekoeffizienten θGlc/Lac, daß dieser nach einem zwischenzeitlichen Anstieg  in der

Gleichgewichtseinstellung nicht den Ausgangswert annimmt, sondern Werte um 1,05, was auf den

ersten Blick als ungewöhnlich erscheint. Dies läßt sich allerdings durch den verstärkten Verbrauch

der Aminosäuren, die in den Citratcyklus bei α-Ketoglutarat münden (Glutamin und Glutaminsäure)

erklären. Über den Malat Auschleusungsmechanismus wird dann zusätzliches Laktat ausgeschieden,

das nicht aus dem anaeroben Abbau der Glukose stammt. Einen Beweis dieser Theorie liefert der

Verlauf der spezifischen Glutaminverbrauchsrate in Abb. 4.6.2.1.d.
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Abbildung 4.6.2.1.d: Verlauf der spezifischen Glutaminverbrauchsrate zur Verdeutlichung der
vermehrten Lakatatproduktion über den Malat-Weg.

Die spezifische Glutaminverbrauchsrate zeigt recht eindeutig, daß die Reduzierung der für den

Katabolismus zu Verfügung stehenden Glukose eine Veränderung hervorruft. Beträgt qGln im

Ausgangszustand 100 [µg/106Zellen⋅d], so führt die Reduzierung von Glukose im Zulauf auf 1,55

g/L zu einer Erhöhung von qGln auf ca. 150 [µg/106Zellen⋅d]. Auch der Laktatausbeutekoeffizient

nimmt wie schon erwähnt einen Wert von 1,05 an. Bei der erneuten Verminderung auf 0,96 g/L

Glukose im Zulauf steigt qGln weiter auf ca. 175 [µg/106Zellen⋅d] an, der Ausbeutekoeffizient liegt

weiterhin oberhalb eins.
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Die Glukosereduzierung auf 0,55 g/L in der 1200 Std. erzwingt eine erneute Erhöhung von qGln auf

ca. 200 [µg/106Zellen⋅d], θLac/Glc beträgt hier Werte um 1,03. Die letztendlich eingestellte

Konzentration von 0,46 g/L bewirkt keine Veränderung mehr.

Auffallend ist, daß die spezifische Glutaminverstoffwechselung jeweils direkt nach der Reduzierung

der Glukose deutlich zunimmt und erst im Verlaufe der Gleichgewichtseinstellung wieder auf einen

konstanten Wert fällt. Vermutlich versucht die Zelle im Rahmen ihrer Möglichkeit den

Energiemangel, der durch die Glukosereduzierung induziert wurde, mit einer vermehrten

Glutaminaufnahme zu kompensieren.

Der durchschnittliche Wert des Ausbeutekoeffizienten (θLac/Glc ≈1) zeigt, daß unter den

vorherrschenden Bedingungen eine wesentlich stärkere anaerobe Glykolyse stattfinden muß,

konnten doch bisherige Untersuchungen  unter sauerstoffgesättigten Bedingungen zeigen, daß nur

75 % der Glukose zu Laktat verwertet wird. Folgerichtig werden 25 % der restlichen Glukose im

Citratcyklus mit einer Ausbeute von 38 mol ATP/ mol Glukose umgesetzt. Diese effiziente

Energieausnutzung im Zusammenspiel mit der Atmungskette ist von aeroben Bedingungen

abhängig. Eine energetische Betrachtung kann an dieser Stelle nur qualitativ erfolgen, da keine

genauen Daten über Laktatausbeute in Abhängigkeit von der Sauerstoffsättigung vorliegen.

In der anaeroben Glykolyse wird der Energiebedarf durch folgende Schritte erzeugt:

Glc  + 2 ADP + 2 Pi → 2 ATP +  2 Laktat

In Rahmen der nicht regulierten Sauerstoffbedingungen dieser Chemostat-Kultivierung dürfte die

im Citratcyklus oxidativ gewonnene Energie nicht annähernd erreicht werden. Wird nun die

Glukosezufuhr bei gleichbleibendem Energiebedarf für Protein- und Biosynthese (die

Lebendzellzahl bleibt konstant) verringert, müssen andere Energiequellen verfügbar gemacht

werden. Dies geschieht unter Erhöhung der Glutaminverstoffwechselung.

Dabei sind folgende biochemische Reaktionen beteiligt:

(1) Gln→ mGln

(2) mGln→NH4 +Glu

(3) mGlu + mNAD+→ mαKG + NH4 +mNADH

(4)  mαKG + mCoA +mNAD+ → mNADH +mSucCoA +CO2

(5) mADP + mSucCoA+Pi → mATP +mCoA +mSuc

(6) mFAD+ + mSuc → mFADH + mMal

Beim Durchlauf dieser Reaktionen werden bis zur Bildung von Malat 9 mol ATP gewonnen.
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Auf der Stufe von Malat würde als nächste Reaktion nun die Dehydrierung zum Oxalacetat

erfolgen, die aber im Falle eines AcetyCoA Mangels (hervorgerufen durch die reduzierte Glykolyse)

nur in einer Sackgasse endet.

Demzufolge wird Malat aus den Mitochondrien ausgeschleust, im Cytosol durch die nur dort

vorkommende Pyruvatcarboxylase zu Pyruvat decarboxyliert und kann von dort aus, je nachdem,

den Citratcyklus mit neuem Acetyl-CoA versorgen, oder weiter zum Laktat abgebaut werden. Der

Citratcyklus ist in diesem Falle zweigeteilt.

(7) Mal + NADP+ → Pyr + NADH + CO2

(8)  Pyr + NADH → Laktat + NAD+

Diese Theorie wurde durch 13C-NMR Experimente belegt (siehe Kapitel 4.5).

4.6.2.1.4 Aminosäureverläufe

Die Glukosereduzierung beeinflußt nicht nur die Glutaminverstoffwechselung, sondern wirkt sich

auf den gesamten Aminosäuremetabolismus aus.

S0 Glukose
[g/L]

Batch 2,35 1,85 1,85
+MTX

1,56 0,96 0,55 0,46

qAsp 21,28 51,21 58,35 54,27 37,7 39,6 42,7 38,4

qGln 120,12 105,5 100 112,8 138,55 177,8 208 195

qGlu - 10,87 4,56 10,74 -4,2 -6,1 -3,89 -1,4

qAsn 18,14 28,6 34,7 33,9 34,7 46,2 47,1 42,2

qSer 22,03 27,87 41,1 30,46 32,6 48,8 50,1 48,1

Tabelle 4.6.2.1.b: Spezifische Verbrauchsraten einiger Aminosäuren bei Variation der
Glukosezulaufkonzentration, mit besonderer Betrachtung derjenigen, die in α-Ketoglutarat und
Oxalacetat münden. Dimension q = [mg/106Zellen⋅d], negatives Zeichen indiziert hier eine
spezifische Bildungsrate.
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Abbildung 4.6.2.1.e: Konzentrationsverläufe verschiedener anaplerotischer Aminosäuren des
Citratcyklus.

Abbildung 4.6.2.1.e zeigt den Verlauf derjenigen Aminosäuren, die den Citratcyklus bei

Mangelerscheinungen, d.h. auch bei Energiemangel, anaplerotisch auffüllen. Die Aminosäuren

Glutamin und Glutaminsäure münden bei  α-Ketoglutarat in den Citratcyklus, dahingegen füllen

Asparagin und Asparaginsäure den Zyklus bei Oxalacetat auf. Dabei müssen Glutamin, Asparagin,

Asparaginsäure vorher des- bzw. transaminiert werden, um in den TCA-Zyklus  zu gelangen, wie

nachfolgende Gleichungen verdeutlichen:

mGln → NH4 + mGlu (Desaminierung, Glutaminase)

mGlu+ mNAD+→ NH4+ + mα-KG +NADH (Glutamatdehydrogenase)

Asn → NH4 + Asp (Desaminierung, Asparaginase)

Asp + mα-KG → Glu + mOxal (Transaminierung)

Index m steht für mitochondrialer Metabolit.
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Abbildung 4.6.2.1.f: Zellspezifische Verbrauchsraten der Aminosäuren Asn, Asp, Glu und Gln.

Betrachtet man die Abbildungen 4.6.2.1.e und 4.6.2.1.f zusammen, offenbaren sich frappierende

Unterschiede zwischen Batch- und kontinuierlicher Phase (ab 100. Std.), (siehe Tabelle 4.6.2.1.b).

Bis zur Glukosezulaufreduzierung stellen sich folgende spezifische Verbrauchsraten ein:

Für qAsp ergibt sich ein durchschnittlicher Wert von 55 [µg/106Zellen⋅d], für qAsn 30

[µg/106Zellen⋅d], für qGln ca. 100  [µg/106Zellen⋅d] sowie 10 [µg/106Zellen⋅d] für Glutamat.

Im Verlaufe der Glukosereduzierung von 2,35 - 0,93 [g/L] steigt qGln auf 180 [µg/106Zellen⋅d],

auch qAsn steigt von 30 auf 48  [µg/106Zellen⋅d], wohingegen sich die Desaminierungsprodukte der

beiden Säureamide völlig anders verhalten. Aspartat wird mit ca. 38  [µg/106Zellen⋅d] auffallend

weniger verstoffwechselt, Glutamat wird mit einer spezifische Bildungsrate von 6 [µg/106Zellen⋅d]

sogar produziert. In den Restkonzentrationsverläufen aus Abbildung 4.6.2.1.e äußert sich dieser

Verlauf durch Akkumulierung bzw. Konzentrationsabfall der jeweiligen Komponente.

Im Fall von Glutamat ist dieser Kurvenverlauf damit zu erklären, daß es durch die verstärkte

Glutaminolyse und durch die Eigenschaft als Amid Akkzeptor bei Transaminierungs-reaktionen

angereichert, und aus der Zelle ausgeschleust wird.

Aspartat befindet sich im folgenden Gleichgewicht  :



Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                        Seite 67

Asn → NH4 + Asp ⇔ Asp + mα-KG → Glu + mOxal

Einerseits wird es durch Desaminierung von Asparagin gewonnen, anderseits mit α-Ketoglutarat zu

Glutamat und Oxalacetat transaminiert. Dadurch, daß man noch immer eine

Nettoverstoffwechselung (d.h. Abnahme der Konzentration im Medium) beobachtet, kann dies nur

bedeuten, daß die Desaminierung von Asparagin mehr Aspartat bereitstellt, und der Bedarf der

Zelle, externes Aspartat einzuschleusen, erniedrigt ist. Durch die gegebene Glukosereduzierung

wird die Auffüllung des Citratcyklus bei Oxalacetat sogar zurüchgedrängt, da dem Zyklus weniger

Acetyl-CoA zur Verfügung steht.

Des weiteren konnten auch für die Aminosäuren Cystein, Serin und Threonin erhöhte

Verbrauchsraten detektiert werden.

Eine Erklärung für den Unterschied der Verbrauchsraten im Batch, bzw. kontinuierlichen Betrieb

könnte die bereits in Kap. (4.5) diskutierte mangelhafte Sauerstoffversorgung der Zellen sein. Erst

im kontinuierlichen Betrieb war eine Zelldichte von ca. 1⋅106Ze/ml gegenwärtig, wohingegen im

Batch-Vorlauf eine derartige Biomasse erst allmählich heranwachsen mußte.

Die Verbrauchsraten aller in den Citratcyklus mündenden Aminosäuren steigen nach Einsetzen des

kontinuierlichen Betriebes deutlich an. Vermutlich ist die Effektivität der Energiegewinnung unter

sauerstofflimitierten Bedingungen nur unter erhöhtem Stoffdurchsatz möglich.

4.6.2.2 Glutaminreduzierung

4.6.2.2.1  Zellkonzentration und Ausbeutekoeffzienten Biomasse/Glutamin (θX/Gln), sowie
Biomasse/Glukose(θX/Glc)

Im letzten Abschnitt des Chemostaten (1500.-1850. Std.) sollte bei minimaler Glukosekonzentration

auch der Glutamineingangsgehalt reduziert werden. Dieser war vorher bei 250 mg/L eingestellt.

Dies geschah in zwei Schritten, bei der jeweils die Konzentration halbiert wurde. (250 → 125 →

62,5 mg/L). Zum Schluß wurden die Bedingungen noch einmal wie im Ausgangszustand eingestellt,

d.h. 1,8 g/L Glukose und 250 mg/L Glutamin, um  sicherzustellen, daß nur die Substratbedingungen

die Stoffwechselaktivität beeinflussen und keine Selektion eines neuen Subklones mit veränderten

Stoffwechseleigenschaften vorliegt.
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Abbildung 4.6.2.2.a: Zellzahl, sowie spezifische Verbrauchsraten im Verlaufe der
Glutaminreduzierung, sowie bei Einstellung der Ausgangsparameter

Anhand der Graphik 4.6.2.2.a sieht man einen leichten Abfall der Lebendzellzahl von 1,0 auf 0,85

[106Ze/ml] zu dem Zeitpunkt, an dem die Reduzierung auf ¼ der Ausgangskonzentration (62,5

mg/L Glutamin) erfolgte. Die Reduzierung auf 125 mg/L hatte keine Auswirkungen gezeigt.

Im Falle der Biomasseausbeutkoeffizienten zeigt sich erwartungsgemäß eine steigende Tendenz für

θX/Gln, wohingegen der Ausbeutekoeffizient Biomasse/GlukoseθX/Glc weitgehend konstant ist. Im

Falle der Eingangskonzentrationserniedrigung auf 62,5 mg/L Glutamin scheint jedoch ein

gegenläufiges Verhalten beider Substrate einzusetzen.  Während  θX/Gln weiter steigt, nimmt θX/Glc

jetzt ab, was neben der Einbuße in der Lebendzellzahl ein weiterer Index für nicht optimale

Bedingungen ist. Genauere Daten sind in Tabelle 4.6.2.2.a nachzulesen.
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Abbildung 4.6.2.2.b: Umsatzkoeffizienten θX/Glc und θX/Gln bei Reduzierung der
Glutaminkonzentration im Zulaufmedium. Die Glutaminreduzierung schließt an die
Glukosereduzierung an, d.h. eine Adaption an limitierte Glukosebedingungen  ist erfolgt.

S0 Glutamin

[mg/L]

250 125 62,5 250+

1,87g/LGluc

θX/Gln 1,91 3,77 6,88 3,05

θX/Glc 0,87 0,88 0,75 0,299

Tabelle 4.6.2.2.a Ausbeutekoeffizienten als Auswirkung der Glutaminreduzierung im
Zulaufmedium.
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4.6.2.2.2 Glukose- und Laktatstoffwechsel

Als weitere Auswirkung der Glutaminreduzierung vermindert sich die spezifische Verbrauchsrate

für Laktat nach der Umstellung von 250 auf 125 mg/L und liegt jetzt numerisch unter der von

Glukose, die durchgängig konstant bleibt. Dies hatte sich schon bei der Betrachtung des

Laktatausbeutekoeffizienten gezeigt, verdeutlicht aber noch einmal die Beziehung zwischen

Glutaminverstoffwechselung im Überschuß und erhöhter Laktatproduktion. So wird die zusätzliche

Laktatproduktion über den Citratcyklus durch die Glutaminreduzierung zurückgedrängt. Der

Citratcyklus scheint über diese Maßnahme regulierbar und kann der gedrosselten Glykolyse

angeglichen werden.
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Abb. 4.6.2.2.c: spezifische Glutaminverbrauchsrate, sowie Laktatausbeutekoeffizient

Die  ab der 1600. Std. durchgeführte Reduzierung von Glutamin im Vorlauf von 250 mg/L auf 125

mg/L erzwingt erwartungsgemäß eine Verminderung in der Glutaminaufnahme auf ca. 100

[µg/106Zellen⋅d], der Laktatausbeutekoeffizient sinkt auf 0,85. Hiermit scheint sich die in diesem

Kapitel geäußerte Vermutung zu bestätigen. Unter glutaminreduzierten Bedingungen wird weniger

Laktat produziert. Anscheinend benötigt die Zelle das noch vorhandene Glutamin im stärkeren

Maße für die Biosynthese, und es wird somit nicht mehr „verschwendet“. Die erneute Reduzierung
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auf 62,5 mg/L führt zu einer weiter verminderten Aufnahmerate von 60 [µg/106Zellen⋅d], der

Umsatzkoeffizient beträgt weiterhin 0,85-0,9.

Offensichtlich reicht die zum Schluß eingestellte Zulaufkonzentration von 62,5 mg/L Glutamin

nicht mehr aus, eine Zellkonzentration von ca. 1,0⋅106Ze/ml aufrecht zu erhalten, denn ein Blick auf

die Wachstumskurve in Abbildung 4.6.2.2.a zeigt, daß die Zellzahl nach dieser Reduzierung auf ca.

0,85⋅106Ze/ml sinkt.  Glutamin ist der Amid-Donator in der Nukleotidsynthese. Eine Limitierung

bewirkt die Verlangsamung der DNA Produktion und folgerichtig der Biosynthese.

Die Wiedereinstellung der Standardparameter führt nicht nur zu einer eindeutigen Erhöhung der

Zellkonzentration auf 1,6 [106Ze/ml], sondern auch die spezifischen Verbrauchsraten steigen wieder

deutlich an (qGlc auf 0,9 und qLac auf 0,7 [mg/106Zellen⋅d]. In diesem Fall liegt qGlc wieder höher

als qLac.

4.6.2.2.3 Aminosäureverstoffwechselung unter glutaminreduzierten Bedingungen
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Abbildung 4.6.2.2.d: Zellspezifische Verbrauchs- bzw. Bildungsraten für Glutamat und Glycin
während der Reduzierung von Glutamin im Zulaufmedium.
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Die spezifischen Verbrauchsraten der untersuchten  anaplerotischen Aminosäuren zeigen bis auf

Glutamat und Glycin kaum eine Beeinflussung durch die Glutaminreduzierung, d.h. sie weisen

einen konstanten Verlauf auf. Bei Glutamat kann dahingegen eine verändertes Verhalten beobachtet

werden: War vorher durch die hohe Glutaminolyse eine Nettoproduktion dieses Metaboliten

erkennbar, wird nach der Reduzierung auf 125 mg/L Glutamin eine deutliche Verstoffwechselung

erkannt, was den erhöhten Bedarf an Brennstoff für den Citratcyklus symbolisiert. Da Glutamat nun

beschränkt verfügbar ist, kann es nicht mehr in dem Maße als Amid-Akzeptor verwendet werden.

Trotzdem wird über die Glutamatdehydrogenase weiterhin Ammoniak produziert. Dieser wird über

die Glycinproduktion gebunden, und einen alternativen Weg zur Ammoniakentgiftung  darstellt.

Dieser Sachverhalt tritt sehr deutlich anhand der erhöhten Glycinproduktionsrate in diesem

Zeitraum zu Tage [qGly (250 mg/L Gln ) = 26 [µg/106Zellen⋅d] → qGly (125 mg/L Gln) = 32

[µg/106Zellen⋅d] → qGly (62,5 mg/L Gln) = 41[µg/106Zellen⋅d]. Eine weitere Bestätigung müßte

auch die Alanin Produktion geben, leider war bei der Analyse der Aminosäuren keine Auftrennung

zwischen Alanin und Arginin möglich. Hier wäre eine niedrigere Produktionsrate zu erwarten, weil

weniger Glutamat mit Pyruvat zu Alanin und α-Ketoglutarat transaminiert werden kann. Anderseits

ist die Stoffwechselaktivität tierischer Zellen recht flexibel, und insbesondere durch die

regulatorischen  Begebenheiten  sind genaue Vorhersagen sehr zweifelhaft.
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4.7 Optimierung von Wachstums- und Produktionseigenschaften

durch Fed Batch Kultivierungen.

Fed-Batch Kultivierung:

Fed-Batch-Kultivierungen zeichnen sich durch die hohe Wirtschaftlichkeit der

Medienausnutzung aus. Tritt im Verlaufe der Kultivierung eine Mangelerscheinung eines

meßbaren Nährstoffes auf, so kann dieser jederzeit nach gefüttert werden. Üblicherweise sind

die Hauptsubstrate schon recht früh erschöpft und ermöglichen bei erneuter Zugabe eine

Verlängerung des Zellwachstums.

Im Verlauf dieser Kultivierungsmethode treten große Schwankungen hinsichtlich aller

Komponenten auf, die durch die betreffende Fütterung noch verstärkt werden.

Es ist unbedingt erforderlich die Auswirkungen der Zufütterung einer bestimmten

Komponente zu charakterisieren, um nicht durch überflüssige Zudosierung einen

wachstumshemmenden Einfluß zu initiieren. Dies tritt des öfteren ein, wenn eine Kombination

verschiedener Substrate zu gefüttert wird.  Weiterhin ist nicht nur die Menge des zu dosierten

Substrates wichtig, sondern auch die Zufütterungstechnik, die kontinuierlich oder pulsweise

erfolgen kann.

Dabei wurden schwerpunktmäßig die beiden Hauptsubstrate Glukose und Glutamin  als

Agenzien verwendet, aber auch der Einfluß der essentiellen Aminosäuren wurde

berücksichtigt.

In diesem Zusammenhang stellte sich auch die Sauerstoffsättigung in der Kulturbrühe als

interessante Größe heraus, die in die Beurteilung der Ergebnisse mit einbezogen wurde.

4.7.1 Fermentation mit pulsweiser Glukosefütterung (Fgluc)

Glukose stellte sich durch die voran gegangenen Batch-Versuche als schnell metabolisierte

Komponente heraus, die durch die Vorgabe in der Rezeptur des Mediums (Grundgehalt 1,7

g/L) schon nach 90-100 Kultivierungstunden erschöpft war. In der folgenden Kultivierung

wurde die Glukose pulsweise in kleineren Portionen zugefüttert (0,5 g/L), denn schon Rössler

et al. (1995)[49]  beobachteten bei Untersuchungen mit der selben Zellinie, daß die Zellen bei

erhöhter Glukosezudosierung mit einer massiven Laktatproduktion reagierten. 25 Stunden
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nach der Nachfütterung wurde die kritische Laktatkonzentration überschritten und der Zelltod

setzte umgehend ein.

Die Bedingungen der Kultivierung wurden folgendermaßen gewählt: 37°C, 100 RPM, pH 7,2,

Sauerstoffsättigung 40% (Kalibration der Elektrode erfolgte mit reinem Sauerstoff ).

4.7.1.1 Wachstumskurve
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Abbildung 4.7.1.a: Wachstumskurve einer Glukose Fed-Batch-Fermentation; gestrichelte Linie
markiert den Zeitpunkt der Glukosezufütterung.

Die Wachstumskurve in Abbildung 4.7.1.a  zeigt, daß ausgehend von 1⋅105 Ze/ml eine

Lebendzellzahl von 1⋅106 Ze/ml in der 115. Std. erreicht wird, die trotz Glukosefütterung bis

zur 225. Std. relativ konstant bleibt. Danach ist eine deutliche Abnahme erkennbar. Ein Blick

auf die Gesamtzellzahl widerlegt jedoch die Vermutung einer Wachstumsinhibierung. Kann

die in der 95. Std. durchgeführte Glukosefütterung noch keine Veränderung hervorrufen, so

induziert  die erneute Fütterung in der 125. Std. ein Ansteigen der Zellkonzentration auf ca.

1,9⋅106 Ze/ml bis zum Schluß der Kultivierung. Dieser Anstieg in der Biomasse resultiert aus
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der ab der 125. Std. immer deutlicher zunehmenden Totzellzahl. Anscheinend kann die

Glukosezufütterung zwar eine weitere Biosynthese aufrechterhalten, der Zustand der

Kultivierung zeigt jedoch einen deutlichen Mangel einer oder mehrerer Nährstoffe. Des

weiteren wird auch die Inhibierung des Metaboliten Laktat für diesen Zustand in Betracht in

Betracht gezogen. Um den Sachverhalt erklären zu können, müssen die

Konzentrationsverläufe der primären Substrate mit einbezogen werden.

4.7.1.2 Stoffwechsel
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Abbildung 4.7.1.b: Konzentrationsverläufe der Primärsubstrate Glutamin, Glukose und Laktat,
sowie der aus letzteren berechnete Laktatausbeutekoeffizient.

Im Zusammenhang mit Abb. 4.7.1.b kann die Wachstumskurve deutlicher interpretiert werden.

Der Zeitpunkt der Limitierung von Glutamin in der 95. Std. fällt zusammen mit der ersten

Zufütterung von Glukose und demonstriert den essentiellen Bedarf dieser Aminosäure für das

Zellwachstum. Trotz vorhandener Glukose ist kein Wachstum mit gleichbleibender

Geschwindigkeit möglich. Dahingegen ist die Vitalität der Kultur bis zur zweiten Fütterung

äußerst gut (90-95%). Die zeitverzögerte Wiedereinsetzung der Biosynthese vermag durch die

Adaptionsschwierigkeiten an die neue Umgebung erklärt werden. Die Funktion von Glutamin

besteht in der Amidbereitstellung für die Purin- und Pyrimidinnukleotidsynthese. Eine
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Limitierung dieser Komponente verhindert den DNA-Aufbau, somit wird das Wachstum

eingestellt. Da Glutamin jedoch keine essentielle Aminosäure darstellt, muß ein Aufbau dieser

Komponente aus anderen Substanzen möglich sein. Dies geschieht durch die

Glutaminsynthetase, die Glutamat zu Glutamin aminiert. Dieser Prozeß ist regulatorischen

Bedingungen unterworfen. Eine Aktivierung der Glutaminsynthetase scheint hier zeitverzögert

einzusetzen. Nach 25 Std. Stagnation setzt ab der 125. Std. das Zellwachstum wieder ein,

wenn auch mit deutlich verminderter Wachstumsgeschwindigkeit.

Die Vitalität nimmt nach dieser Fütterung bis auf 75 % ab (160. Std.), erst die erneute

Fütterung vermag einer weiteren Zustandsverschlechterung entgegen zu wirken, doch ab der

200. Std. setzt ein eindeutiges Zellsterben ein.
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Abbildung 4.7.1.c: Konzentrationsverläufe der anaplerotischen Aminosäuren, die infolge der
Glutaminlimitierung  den Citratcyklus auffüllen.

Es sind hauptsächlich die Aminosäuren Aspartat, Asparagin, und Glutamat, die den

Citratcyklus bei α-Ketoglutarat, bzw. Oxalacetat anaplerotisch auffüllen können, und die

weitere Energiezufuhr zu gewährleisten. Auch Alanin ist über die Transaminierungsreaktion

eng mit Glutamat verknüpft.

Nach der Limitierung von Glutamin in der 95. Std. (Abb. 4.7.1.b) kann eine verstärkte

Verstoffwechselung der obengenannten Aminosäuren beobachtet werden. Bis zur 125 Std.
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sind Glutamat und Aspartat vollständig metabolisiert, ab der 160. Stunde auch Asparagin.

Dieser Zeitpunkt fällt zusammen mit der ab dann schlechter werdenden Vitalität. Am Beispiel

von Alanin läßt sich die Flexibilität des Stoffwechsels dieser Zellinie demonstrieren. Alanin

wird zuerst deutlich produziert. Nach der Erschöpfung von Glutamat und Aspartat nimmt die

Konzentration nur noch geringfügig zu, und wird nach vollständiger Verstoffwechselung von

Asparagin sogar verbraucht. Durch die schon erwähnte Umkehrung der

Transaminierungsreaktion Glu + Pyr ↔ Ala + α-Ketoglutarat läßt sich wieder Glutamat

generieren, was zur Energieproduktion in den Citratcyklus rücktransferiert werden kann. Diese

cytosolische Reaktion ist nicht zu verwechseln mit der mitochondrialen Reaktion mGlu +

mNAD+ → NH4 + mα-Ketoglutarat + NADH, die zur Energieproduktion durchlaufen wird

und von der Glutamatdehydrogenase katalysiert wird.
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Abbildung 4.7.1.d: Glutamin ist essentiell für die Biosynthese. Die Ammoniumkonzentration
indiziert den Wechsel von Glutaminolyse und Glutaminsynthese.

Der Verlauf der Ammoniumkonzentration verdeutlicht den Zeitpunkt, an dem ein Wechsel

von Glutaminolyse zur Glutaminsynthese erfolgt. Bis zur vollständigen Verstoffwechselung

von Glutamin in der 90. Std. kann ein dazu proportionaler Anstieg in der

Ammoniumkonzentration beobachtet werden. Nach dessen Metabolisierung  steigt diese nicht

mehr an, im Gegenteil die Konzentration an Ammonium nimmt wieder ab. Es kann vermutet
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werden, daß dies innerhalb der Glutaminsynthese durch Übertragung von Ammonium auf

Glutamat begründet liegt. Nach der Erschöpfung von Glutamat und Aspartat in der 125. Std.

ist deren Amidierung nicht mehr möglich und die Ammoniumkonzentration bleibt konstant.

Die Zunahme in der Absterbephase kann vielleicht mit der dann einsetzenden Zellyse erklärt

werden, wo intrazelluläres Ammonium freigesetzt wird.

Im Gegensatz zu den Experimenten von Rössler (1995)[49], konnte bei dieser

Fütterungstechnik, d.h. die Zugabe von mehreren kleinen Glukoseportionen, keine

exponentielle Vitalitätsabnahme beobachtet werden, sondern  eine lineare Abnahme.

Eine interessante Tatsache ergibt sich durch der Berechnung der Laktatausbeutekoeffizienten:

In der anfänglichen Adaptionsphase, bzw. .zu  Beginn der exponentiellen Phase liegt dieser

über 1, im Laufe der exponentiellen Phase bei 0,85, in der Fütterungsphase sogar nur noch bei

0,3-0,4. Die Hauptmenge wird nicht mehr als Laktat verschwendet, sondern zu einem großen

Teil zur Energiegewinnung und zur Biosynthese genutzt.

Weiteren Beobachtungen zur Folge scheint die Laktatausbeute eine Funktion der momentanen

Glukosekonzentration im Medium zu sein, d.h. der aktive Transport der Glukose in die Zelle

ist abhängig vom Gradienten zwischen Cytoplasma und Medium. Bei hohem Glukosefluß in

die Zelle ist aus schon geklärten Transportschwierigkeiten nur die Laktatverwertung für die

Zelle von Vorteil. Auch der Ausbeutekoeffizient θX/Glc berechnet sich in dieser Phase zu 0,4 -

0,8, wohingegen dieser in der exponentiellen Wachstumsphase noch 0,1-0,2 betragen hatte.
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Abbildung 4.7.1.e: Spezifische Laktatproduktionsrate (qLac) und spezifische

Glukoseverbrauchsrate (qGlc), sowie der Ausbeutekoeffizient θX/Glc; die gestrichelte Linie
zeigt den Zeitpunkt der Glukosezufütterung.

Der Verlauf, der in Abbildung 4.7.1.e dargestellten spezifischen Raten, bekräftigt noch einmal

die aufgestellte Hypothese, daß die spezifische Glukoseaufnahmerate, sowie die daraus

resultierende Laktatproduktion abhängig von der gegenwärtigen Glukosekonzentration ist. Die

Glukoseverbrauchsrate beträgt anfangs 2,6 [mg/(106Ze⋅d)], fällt jedoch im Verlaufe der

exponentiellen Wachstumsphase bis auf 0,3-0,4 [mg/(106Ze⋅d)]. Liegt die spezifische

Laktatproduktionsrate bis zur 100. Std. nur geringfügig unter qGlc, so verlagert sich dieses

Verhältnis in der Fütterungsphase deutlich zu Gunsten der effektiveren Glukoseausnutzung.

Dies bestätigt sich auch durch die steigenden Werte des Ausbeutekoeffizienten θX/Glc, der

während der Glukosenachfütterung zwar schwankt, doch ein deutlich günstigeres Verhältnis

Biomasse/Glukose zeigt (θX/Glc = 0,3-0,8). Ähnlich hohe Koeffizienten wurden nur bei den

Untersuchungen der Glukosereduzierung  in Kapitel 4.6.2.1  erreicht.
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4.7.1.3 Produktivität

Die Produktion des rekombinanten Proteins ist aus prozeßtechnischen Gründen ein

entscheidender Faktor und muß bei der Etablierung der Fütterungsstrategie besonders

berücksichtigt werden.
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Abbildung 4.7.1.f: Aminosäuremangel beendet die Produktion des rekombinanten Proteins
Antithrombin III. Dies indizieren die Konzentrationsverläufe der dargestellten Aminosäuren.

Nicht nur die Wachstumseigenschaften der Zelle werden durch die Aminosäurelimitierung

beeinflußt, auch die Produktion des Antithrombin wird eingestellt. Der Produkttiter nimmt bis

zur 130. Std. bis auf 25 µg/ml zu, steigt nach der Aminosäurelimitierung  jedoch nicht mehr

an. Unter aminosäurelimitierten Bedingungen können zellspezifische Proteine oder ganze

Zellstrukturen, z.B. Zellmembranen nicht korrekt hergestellt werden, dies äußert sich in einer

schlechteren Vitalität ab der 130. Stunde. Vermutlich werden die Syntheseschritte zusätzlicher

Proteine eingestellt, so daß davon ausgegangen werden kann, daß die genetische

Informationssequenz des ATIII`s unter Mangelerscheinungen nicht richtig, unter Umständen

sogar überhaupt nicht transkribiert wird, oder daß im Falle korrekter Transkribierung  keine

Translation stattfindet.



Kaptitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                            Seite 81

4.7.1.4 Zusammenfassung

Die Fütterung von Glukose in kleineren Portionen zeigt folgende Beeinflussung des

Wachstumsverhalten: Eine klare exponentielle Wachstumsphase ist nur bis zur

Verstoffwechselung von Glutamin zu erkennen (90. Std.). Danach wächst die Kultur zwar mit

verminderter Wachstumsgeschwindigkeit weiter, die Glutaminlimitierung erzeugt jedoch einen

Mangel weiterer anaplerotischer Aminosäuren des Citratcyklus, was sich durch die stetige

Abnahme der Vitalität bemerkbar macht. Die Glukosefütterung kann diesen Prozeß nur

verlangsamen. Die Produktion des Glykoproteins wird nach Erschöpfung diverser

Aminosäuren eingestellt.

4.7.2 Fütterung von Glukose und Glutamin  (FGln)

Die Ergebnisse der vorangegangenen Kultivierung hatten gezeigt, daß im Falle der

Glukosefütterung zwar eine erhöhte Biomasse erreicht wurde, daß aber insbesondere die

Vitalität und die Produktion Defizite zeigten, und wahrscheinlich aufgrund des

Glutaminmangels induziert wurden. Zur Klärung dieses Sachverhaltes wurde eine

Kombination aus alternierender Aminosäure- und Glukosefütterung unter ansonsten gleichen

Rahmenbedingungen durchgeführt. Der Aminosäuremix bestand aus den anaplerotischen in α-

Ketoglutarat und Oxalacetat mündenden Aminosäuren Glutamin, Glutaminsäure, Asparagin

und Asparaginsäure.
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4.7.2.1 Zellwachstum und Vitalität.
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Abbildung 4.7.2.a: Zellzahlen und Vitalität bei der abwechselnden Fütterung von
Aminosäuren (indiziert durch die gestrichelte Linie) und Glukose (Fütterung in der 96., 129.
und 169. Std., jeweils 1 g/L)

Bei der Kombination von Glukose und Glutamin stellt sich unerwarteterweise ein äußerst

schlechtes Wachstum ein. Die Lebendzellzahl erreicht in der 120. Std. einen maximalen Wert

von 0,83⋅106Ze/ml und auch die Gesamtzellzahl liegt mit 1,28⋅106Ze/ml deutlich unter den

Erwartungen, die man an die zusätzlichen Aminosäurefütterung gestellt hatte.

Die Vitalität der Kultur kann bis zur 130. Std. als äußerst positiv eingestuft werden (90-95%),

danach fällt sie bis zur 190. Std. stark ab (bis auf 40%). Die Fütterung der Aminosäuren

bewirkt keine Veränderung in der Lebendzellzahl, nur jeweils kurz nach der Fütterung ist ein

geringfügiger Anstieg in der Gesamtzellzahl zu erkennen.

Die Erklärung für dieses nicht erwartete Ergebnis erfolgt durch Miteinbeziehung des

Kurvenverlaufes der Laktatkonzentration (Abb. 4.7.2.b).
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Abbildung 4.7.2.b: Konzentrationsverläufe von Glukose, Laktat und Glutamin (gestrichelte
Linie indiziert Aminosäurefütterung, durchgängige Linie indiziert Glukosefütterung).

Als Folge der kombinierten, alternierenden  Glukose- und Aminosäurezufütterung zeigt sich

eine fast ausschließliche Laktatproduktion durch die Zellen.  Die Laktatkonzentration steigt in

der exponentiellen Phase bis auf knapp 2 g/L. Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Kapitel

4.7.1 wird fast die gesamte Menge an zugefütterter Glukose zu Laktat verstoffwechselt, der

Laktatausbeutekoeffizient berechnet sich zu Werten zwischen 0,75 bis >1, d.h. auch die

zusätzlich gefütterten Aminosäuren werden über den Malat-Shunt als Laktat ausgeschleust.

Im Falle des zugefütterten Glutamins in der 105. und 153. Std. wird der erstaunliche Bedarf

dieser Komponente deutlich. Die zugegebene Menge (100 mg/L) wird innerhalb von 24. Std.

verbraucht, jedoch nicht für die Biosynthese, sondern ausschließlich zur Energiegewinnung.

Um die Besonderheiten im Stoffwechsel deutlicher zu darzustellen, wird noch einmal das

Zeitintervall der Nachfütterungen gesondert betrachtet.



Kaptitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                            Seite 84

100 125 150 175 200

0

50

100

150

200

 G
lu

ta
m

in
k
o

n
z
e

n
tr

a
ti
o

n
 [

m
g

/L
]

Kultivierungsdauer [h]

0

1

2

3

4

Phase 1Phase 3Phase 2Phase 1

 
 G

lu
k
o

s
e

 u
n

d
 L

a
k
ta

t [g
/L

]

Abbildung 4.7.2.c: Umstellung im Zellmetabolismus in Abhängigkeit der zur Verfügung
stehenden Substrate.

Die Metabolisierung der beiden Substrate läßt sich in drei Phasen charakterisieren.

Phase 1: Beide Substrate sind im Überschuß vorhanden.  Glykolyse und Citratcyklus

kollabieren. Ein Ausweg scheint nur über die Exkretion diverser toxischer Metabolite möglich.

Eine Indikation wird über den Laktatausbeutekoeffizient vorgenommen, der unter diesen

Bedingungen oberhalb eins liegt. Dies ist nur möglich, wenn auch diverse andere Substrate

über die schon besprochenen Wege zu Laktat abgebaut werden.

Phase 2 : Glukose ist vorhanden, Glutamin jedoch nicht. Die Verstoffwechselung zu Laktat ist

vermindert, θLac/Glc  (130-155. Std.) liegt ähnlich wie in der exponentiellen Phase bei 0,75.

Phase 3: Glukose ist fast verbraucht, Glutamin ist im Überschuß vorhanden. Es tritt keine

weitere Produktion des Metaboliten Laktat, sowie der TCA Intermediate (Succinat, Citrat etc.)

auf. Obwohl in der 170. Std. nachgefüttert, ist keine signifikante Verstoffwechselung von

Glukose nachweisbar. Erst nach einer Übergangszeit von 10 Stunden setzt die

Laktatproduktion wieder ein. Mit dieser Beobachtung deutet sich eine Phänomen an, welches

schon in verschiedenen Batch-Kultivierungen aufgetreten war. Die Zelle ist in der Lage, ihren

Stoffwechsel von Glykolyse auf Gluconeogenese umzuschalten. Weitere Einzelheiten werden

in Kapitel 4.7.3 näher besprochen.
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Die Messung der Aminosäuren zeigt erwartungsgemäß die deutlich schnellere

Verstoffwechselung von Glutamin im Vergleich zu den anderen im Mix enthaltenen

Komponenten. Der Grund liegt vermutlich im besseren Transport ungeladener Moleküle durch

die Zellmembran, sowie der höheren Aktivität der Glutaminase. Wie schon im vorherigen

Versuch werden nach der Glutaminlimitierung weitere anaplerotische Aminosäuren verstärkt

metabolisiert, wobei die sauren Aminosäuren Glutamat und Aspartat in Gegenwart ihrer

amidierten Ausgangsform zunächst als Intermediärmetabolite vorliegen und scheinbar nur

geringfügig abgebaut werden. In Übereinstimmung zu Untersuchungen, bei denen Glutamat

als Glutaminersatz im Medium eine verstärkte Zellaggregation induzierte (Kap. 4.10), war

auch hier eine verstärkte Zellaggregation in der Fütterungsphase zu beobachten. Vermutlich

stellt die elektrostatische Vermittlung dieser Aminosäure eine Ursache hierfür dar, dieses kann

jedoch wegen weiterer im Überstand angehäufter geladener Komponenten (organische Säuren,

Laktat) nicht bewiesen werden. Da aus oben genannten Gründen keine Notwendigkeit der

Supplementierung dieser Komponente besteht, wird im folgenden auf die Fütterung von

Glutamat verzichtet.
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Abbildung 4.7.2.d: Fütterung von Glukose und Glutamin führt zum Kollabieren des
Citratcyklus. Dies zeigen die Konzentrationsverläufe der im Überstand detektierten
organischen Säuren  (gestrichelte Linie gibt die Fütterung der Aminosäuren an, durchgängige
Linie die Fütterung der Glukoseportionen).
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Ein Kollabieren der Hauptstoffwechselwege im Überschuß der beiden Primärsubstrate

Glukose und Glutamin kann durch die Messung der organischen Säuren, die hier zum ersten

Mal etabliert wurde, belegt werden. Es wurden im Kulturüberstand folgende

Zwischenprodukte des Citratcyklus gemessen: Citrat, α-Ketoglutarat, und Succinat. Auch die

organischen Säuren Laktat, Pyruvat und Formiat, die eng mit dem Zyklus verknüpft sind,

konnten reproduzierbar bestimmt werden. Andere Zwischenmetabolite des TCA-Zyklus

konnten nicht detektiert werden (Malat, Fumarat, Oxalacetat und Isocitrat).

Signifikante Änderungen der Konzentrationen im Überstand  waren in Batch-Versuchen nicht

zu beobachten. Erst die Fütterung diverser Substrate führte zu einer Akkumulation dieser

Säuren im Überstand. Diese indizieren einen nicht balancierten Stoffwechsel. Die Messung der

intrazellulären Bestandteile wurde durch die wenig reproduzierbaren Ergebnisse beeinträchtigt,

des weiteren gab es keine eindeutigen Änderungen, die möglicherweise durch eine Umstellung

im Stoffwechsel hätten herrühren können, lediglich eine Größenabschätzung der

intrazellulären Mengen war durchführbar.

Durch das exzessive Nährstoffangebot infolge der alternierenden Zufütterungsweise in der

Fermentation  FGln kommt es zu einer starken Anhäufung von Laktat, Citrat und vor allem

Succinat. Succinat wird in der exponentiellen Phase nur in geringen Mengen (von 226 auf 296

mg/L), bei  Beginn der Aminosäurefütterung drastisch ausgeschleust (bis auf über 1g/L). Dies

bedeutet eine fast fünffache Menge dessen, was in Batch-Fermentationen erreicht wird. Die

Exkretion der organischen Säuren übertrifft rein rechnerisch die Menge an verstoffwechseltem

Glutamin (und den anderen bei a-Ketoglutarat mündenen AS), d.h. es muß auch aus dem

Kohlenstoffgerüst der Glykolyse entstammen. Dieser Anteil fließt bei AcetylCoA in den

Citratcyklus ein. Folgendes Schema verdeutlicht noch einmal die Zusammenhänge:
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Abbildung 4.7.2.e:  Exkretion von TCA Intermediaten als Reaktion des Stoffwechsels infolge
hohen Substratdrucks  (Schematische Darstellung).

Die Einteilung der Phasen, die in Abbildung 4.7.2.c vorgenommen wurde, hat weiterhin

Bestand. In Phase 1 kollabiert der Citratcyklus. Der extrazelluläre Glukosedruck verursacht

einen extrem starken glykolytischen Abbauweg. Aufgrund von  Transportschwierigkeiten

zwischen Cytoplasma und Mitochondrien, gelangt nur ein Teil der Glukose in den

Citratcyklus, der größte Anteil wird über Laktat ausgeschleust. Der Citratcyklus versucht die

Unmengen reduzierter Coenzyme, die bei der Glykolyse anfallen, zurück zu oxidieren. Er ist

über α-Ketoglutarat mit dem nötigen „Brennstoff“ Glutamin verbunden, jedoch können die

sogenannten Schrittmacherenzyme des Zyklus die anfallenden Mengen der Vorstufen nicht

mehr bewältigen. Durch die Messung  großer Mengen Succinat und Citrat, kommen dafür nur

die Enzyme, die die nächsten Schritte katalysieren in Frage: Malatdehydrogenase die Malat zu

Oxalacetat dehydriert und die Isocitrat-Dehydrogenase, die auf ähnliche Art Isocitrat zu α-

Ketoglutarat umsetzt. Potentiell könnte auch die Succinatdehydrogenase in Betracht kommen,

aufgrund der hohen Mengen der über den Malat-Shunt ausfließenden C4-Körpern wird dies
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jedoch bezweifelt.  Für diese Hypothese der Schrittmacherenzyme spricht, daß weder Fumarat

und Malat, sowie Isocitrat und wenig α-Ketoglutarat als Intermediate extrazellulär detektiert

wurden.

In Phase 2 ergibt sich ein ähnliches Bild, nur das aufgrund der Glutamin Limitierung alternativ

Glutamat, Aspartat und Asparagin verstärkt abgebaut werden.

Wurden die TCA-Intermediate bis zur 155. Std. deutlich produziert, ist keine Produktion in

Phase 3 festzustellen. Hier wurden zwar Aminosäuren gefüttert, die Glukose ist jedoch zu

diesem Zeitpunkt fast verbraucht.

Anscheinend liegt hier eine richtige Abstimmung zwischen Citratcyklus und Glykolyse vor.

Die zu Verfügung stehende Glukose limitiert den glykolytischen Fluß, infolgedessen weniger

Intermediate durch den Zwang der Coenzymregenerierung entstehen. Letzteres wird auch noch

einmal durch die stationäre Laktatkonzentration bekräftigt. In der Folgezeit wird durch die

erneute Fütterung von Glukose wieder eine Überschußsituation induziert.

4.7.2.2 Produktion
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Abbildung 4.7.2.f: Konzentrationsverlauf des sezernierten Glykoproteins.

Die Produktion des Antithrombin III wird anscheinend nicht durch die Nachfütterung von

Aminosäuren beeinflußt, indiziert durch den Glutaminkonzentrationsverlauf wie in obiger

Graphik dargestellt.
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Der Produkttiter steigt in der exponentiellen Wachstumsphase bis auf 21 mg/L, danach ist

jedoch ähnlich wie bei der Gesamtzellzahl nur noch eine geringere Zunahme bis auf 25mg/L

zu erkennen. Die Produktion scheint in diesem Zusammenhang deutlich wachstumsgekoppelt

zu sein. Anscheinend generiert nur die fortlaufende Zellteilung mehr Produkt, die Tendenz zur

Mitose ist jedoch hier durch die hohe Metabolitkonzentration  eingeschränkt, was durch die

Wachstumskurve zum Ausdruck kommt. Diesbezüglich ist eine Produktsteigerung nur zu

erwarten, wenn die exponentielle Phase so weit wie möglich hinaus gezögert wird.

Andererseits ist gerade im Umgang mit der Produktivität keine eindeutige Aussage möglich,

hängt sie doch von vielen Faktoren ab. Insbesondere der komplexe Ablauf zur

posttranslationalen Modifizierung wird durch viele Enzymschritte beeinflußt, d.h. die

eingeschränkte Produktivität ist auch auf eine Inaktivierung der involvierten Enzyme

zurüchzuführen, die durch die vorherrschende Metabolitkonzentration reguliert wird. Dennoch

scheinen nicht nur die prozessierenden Enzyme des Produktes, sondern der gesamte

Enzymapparat einer Änderung zu unterliegen. Als Folge dessen stellt die Zelle die Biosynthese

ein und konzentriert sich auf die Erhaltung der zellulären Funktionen. Des weiteren ist es trotz

Produktion und Sezernierung des Produktes möglich, daß dieses  aufgrund von Fehlern in dem

für die immunologische Reaktion des ELISA`s wichtigen Abschnitt nicht mittels

Immundetektion erfaßt wird. Diese und andere Probleme bezüglich der Produktqualität und

Heterogenität sind andere wichtige Zielsetzungen im Umgang eines Produktionsprozesses im

Fed-Batch-Modus, gehören jedoch nicht in den Rahmen dieser Arbeit.

4.7.3   Induktion eines Diauxieverhalten durch spezielle Fütterungstechniken

(FnGln)

Wie sich im vorherigen Abschnitt herausgestellt hat, ist eine Zufütterung von Glukose und

Glutamin aufgrund der exzessiven Metabolisierung nicht sinnvoll.

Aufgrund der Intermediäreigenschaften der Desaminierungsprodukte Aspartat und Glutamat

wurde im folgenden nur eine Fütterung der Aminosäuren Asparagin und Glutamin unter

Glukoselimitierung gewählt. Vorversuche hatten gezeigt, daß Glukose essentieller Bestandteil

als Initiator des exponentiellen Wachstums ist, aber im weiteren Verlauf der Kultivierung nicht

zwingend vorhanden sein muß, wenn als alternative Kohlenstoffquelle Laktat zur Verfügung

steht. Hier war die Verstoffwechselung der Milchsäure schon des öfteren beobachtet worden,

sogar bei Anwesenheit einer Glukoserestkonzentration im Medium.
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4.7.3.1 Zellwachstum und Stoffwechsel
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Abbildung 4.7.3.a: Zellzahlen und Vitalitat der Fermentation FNGln. Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitpunkt einer Zufütterung von 75 mg/L Glutamin und 40 mg/L Asparagin
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Abbildung 4.7.3.b: Verläufe von Glukose und Laktat während der pulsweisen Nachfütterung
von Glutamin/Asparagin. Die gestrichelten Linien markieren den Zeitpunkt einer Zufütterung.
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Die Fütterung von Glutamin/Asparagin unter Glukoselimitierung zeigt folgende Merkmale:

Die in der 142. Std. maximal erreichte Zellzahl liegt mit ca. 2,1⋅106Ze/ml deutlich höher als

bei den Kultivierungen, in denen Glukose nach gefüttert wurde. Auch die Vitalität ist bis zur

151. Stunde mit 93-95 % äußerst gut.

Das in der 94. Std. beobachtete Plateau der Wachstumskurve demonstriert ein klassisches

Diauxie-Verhalten. Zu diesem Zeitpunkt ist die Glukose verbraucht und die Zelle stellt ihren

Metabolismus von Glykolyse auf Gluconeogenese um. Diese Umstellung im Stoffwechsel

benötigt Zeit, was in einer Verlangsamung des Wachstums zum Ausdruck kommt. Nach der

Umstellung auf Laktat wächst die Kultur mit geringerer Wachstumsgeschwindigkeit weiter.

Ab der 145. Std. kann keine Zunahme in der Biomasse mehr beobachtet werden. Zwischen der

145. und 215. Std. nimmt die Vitalität langsam auf 60%, danach innerhalb 48 Std. drastisch bis

auf 0% ab.

Interessanterweise wird unter diesen Fütterungsbedingungen Laktat wieder vollständig

verstoffwechselt. Bisher war die einsetzende Verstoffwechselung jeweils am Schluß einer

Fermentation aufgefallen, dem ein baldiges Absterben der Kultur folgte. Die vollständige

Verstoffwechselung ist anscheinend nur unter Anwesenheit von Glutamin und Asparagin

möglich. Eine energetische Betrachtung der Gluconeogenese zeigt den ATP-Bedarf der

umgekehrt verlaufenden Reaktionen. Dieser Energieaufwand ist nur durch einen betriebsamen

Citratcyklus zu realisieren, in dem Glutamin als „Brennstoff“ fungiert. Abbildung 4.7.3.d

verdeutlicht, daß, ausgehend vom Laktat, der Weg zum Glukose6Phosphat (Glc6P) nur über

den Umweg des Citratcyklus möglich ist. Dabei wird Pyruvat durch die Pyruvatcarboxylase zu

Oxalacetat umgesetzt.

Hierbei sind die energieaufwendigen Reaktionen die Syntheseschritte von Oxalacetat zu

Phosphoenolpyruvat, und von 3-Phosphoglycerat zu 1,3-Biphospo-glycerat. Die Messung der

TCA-Intermediate zeigt eine weitere Besonderheit.
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Abbildung 4.7.3.c: Verlauf der extrazellulär gemessenen TCA Intermediate.

Während des glykolytischen Abbaus von Glukose (bis zur 85. Std.) beobachtetet man eine

Sekretion der TCA-Intermediate Citrat, Pyruvat und Succinat, die wahrscheinlich wieder auf

die exzessive Nährstoffaufnahme zurückzuführen ist. Bei Einsetzen der Gluconeogenese

werden analog zum Laktat diese Intermediate wieder eingeschleust, was den Bedarf dieser

Komponenten unter den geänderten Bedingungen anzeigt. Eine Ausnahme bildet Succinat,

welches während der nächsten 100 Std. massiv von 250 mg/L bis auf ca. 1 g/L weiter ansteigt.

Dieses Verhalten wurde schon im vorherigem Kapitel diskutiert und war dort mit der

Geschwindigkeitsbeschränkung durch die Malatdehydrogenase erklärt worden. Hier scheint

wohl die Reaktionsrichtung zum Zweck der Gluconeogenese ausschließlich transvers, d.h. der

Fluß verläuft in Richtung Oxalacetat → Malat. Eine Generierung dieser Menge Succinat  ist

nicht durch die alleinige Verstoffwechselung von Glutamin und Glutamat möglich. Dies

bedeutet, daß auch die aus AcetylCoA stammende Menge nach Umlauf des TCA-Zyklus

letztendlich bei Succinat mündet und sich dort akkumuliert. Im Citratcyklus besteht eine

stöchiometrische Notwendigkeit von 1 mol AcetylCoA und 1 mol Oxalacetat, welches in

diesem Fall durch die Transaminierung von Aspartat zu Oxalacetat bereitgestellt wird. Bei

Oxalacetat muß sich der Fluß aufteilen, einerseits um die Gluconeogenese durchzuführen, zum
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anderen um den Citratcyklus weiter zu versorgen. Aspartat wird durch die Desaminierung von

Asparagin bereitgestellt, was die Notwendigkeit der Asparaginfütterung erklärt.

Grundsätzlich bedeutet dies, daß der Citratcyklus keinen Zyklus mehr darstellt sondern geteilt

ist. Die Funktion des unterbrochenen Zyklus besteht vorwiegend in der Generierung von ATP,

die dringend für die Gluconeogenese benötigt wird.

Abbildung 4.7.3.d: Schematische Darstellung der Verhältnisse in der Gluconeogenese unter
Berücksichtigung der gemessenen Metabolite. Nur die Spaltung des Zyklus kann die große
Menge extrazellulären Succinates erklären.

Wie wichtig in dieser Phase Energie in Form von ATP ist, wird bei der Betrachtung des

Glutaminkonzentrationsverlaufs deutlich. Es wurden gezielt kleinere Mengen (75 mg/L)

pulsförmig in den Reaktor gegeben, um durch die verstärkte Glutaminolyse keine

Ammoniaktoxifizierung zu bewirken. Dennoch reicht diese Menge nicht aus, um den

Energiebedarf auch nur annähernd zu decken. Das zugefütterte Glutamin ist jeweils schon

nach 12 Std. verbraucht. Eine on-line Detektion dieser Komponente war bis zu diesem
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Zeitpunkt nicht möglich und die jeweils adäquate Zudosierung ein großes Problem. Im Falle

der Glutaminlimitierung reagiert die Zelle mit der Mobilisierung anderer verfügbarer Substrate

(Asparagin, Aspartat und Glutamat). Bei näherer Betrachtung weiterer Möglichkeiten kann

sogar die Umkehrung der Transaminierungsreaktion Glutamat + Pyruvat → Alanin + α-

Ketoglutarat beobachtet werden. Abbildung 4.7.3.e zeigt diese Vermutung auf :

0 50 100 150 200 250 300

0

50

100

150

200

Zufütterung von Glutamin/Asparagin

K
o

n
z
e

n
tr

a
ti
o

n
 [

m
g

/L
]

 Alanin

 Glycin

Kultivierungsdauer  [h]

0

50

100

150

200

250

300

 G
lu

ta
m

in
 [

m
g

/L
]

Abbildung 4.7.3.e: Die Glutaminlimitierung bewirkt zeitweilig die Mobilisierung weiterer
„Brennstoffe“ über andere Syntheseschritte: Dies indiziert der Konzentrationsverlauf des durch
Transaminierung mit Glutamat verbundenen Alanin.

Die Produktion von Alanin dient ebenso wie die von Glycin zur Ammoniakentgiftung in der

Zelle (siehe theoretischer Teil). Der Verlauf beider Metabolite zeigt einen entsprechenden

Anstieg in der exponentiellen Phase. Während der heftigen Glutaminolyse in der

Gluconeogenese ändert sich dieser Zusammenhang. Während die Produktion von Glycin bis

zur 200. Std. von 43 auf ca. 190 mg/L fast exponentiell steigt, wird Alanin nur wenig

produziert (80 → 130 mg/L), bei längerer Glutaminlimitierung sogar wieder verstoffwechselt.

Zusammenhängend mit dem Mangel an Glutamat ist eine Transaminierung nur eingeschränkt

möglich, die Ammoniakentgiftung wird verstärkt über die Glycinbildung durchgeführt. Der

direkte Zusammenhang zwischen Alanin und Glutamat wird in der Verstoffwechselungsphase
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des Alanins ab der 200. Std. deutlich. Die Glutamatkonzentation bleibt in dieser Phase

konstant (Daten nicht gezeigt). Die Kurvenverläufe dieser Aminosäuren demonstrieren die

Flexibilität (Reversibilität der Reaktionen) der Zelle bei Mangelerscheinungen, dessen oberste

Priorität nach eingestelltem Wachstum die Versorgung mit ATP darstellt.

4.7.3.2 Makroskopische  Äußerung der zellinternen Vorgänge

Die zellinternen Vorgänge konnten auch makroskopisch mittels on-line Sauerstoff- und pH-

Sensoren verfolgt werden.
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Abbildung 4.7.3.f: Verlauf der Gelöstsauerstoffkonzentration und des pH-Wertes während der
pulsweisen Fütterung von Aminosäuren.

Die Begasung der Kultivierung wurde mittels Silikon-Schlauchbegasung durchgeführt.

Aufgrund der Diffusionsbarriere der Membran unterliegt dieses System einer gewissen

Trägheit, die sich durch die Übersteuerung der Konzentrationsamplitude des

Gelöstsauerstoffes bemerkbar macht. Der Verlauf der Gelöstsauerstoffkonzentration zeigt

während der exponentiellen Phase eine recht hohe Übersteuerung, die mit zunehmender

Zellzahl jedoch abnimmt, und schließlich recht nahe um den Setpoint von 40 % schwingt. Die

Fütterung der anaplerotischen  Aminosäuren stimuliert eine hohe Atmungsaktivität in den
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Mitochondrien, was sich makroskopisch in der kleineren Schwingungsamplitude verfolgen

läßt, die jeweils nach einer Fütterung auftritt und andeutet, daß sich der PID-Regler der

Steuerungseinheit auf den erhöhten Sauerstoffbedarf der Zellen einstellen muß. Insbesondere

die Fütterungen in der 168. und 198. Std. bewirken eine dermaßen gesteigerte

Atmungsaktivität, daß eine ununterbrochene Begasung mit reinem Sauerstoff erforderlich ist.

In der Absterbephase sind die Einstellungen der PID-Parameter zu hoch und eine wieder

einsetzende Übersteuerung des Signals ist zu beobachten.

Die einsetzende Gluconeogenese kann daran erkannt werden, daß der pH-Wert nach 120 Std.

wieder leicht steigt, was durch die Metabolisierung der Milchsäure erklärt werden kann. Aus

der Literatur ist bekannt, daß der Transport von Laktat an einen Cotransport mit H+ gebunden

ist (siehe theoretischer Teil). Vermutlich kann dies ab der 100. Std. noch von der

Pufferkapazität abgefangen werden, was sich aber bei größeren Mengen im Anstieg des pH-

Wertes ab der 125. Std. bemerkbar macht.

4.7.3.3 Produktion
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Abbildung 4.7.3.g: Produktion des rekombinanten Glykoproteins unter Glukoselimitierung;
gestrichelte Linien geben den Zeitpunkt der Zufütterung an.

Bereits in Kapitel 4.7.2.2 wurde ein Zusammenhang zwischen Zellwachstum und Produktivität

besprochen. Dieser scheint sich unter den verlängerten Wachstumseigenschaften zu
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bewahrheiten. Insgesamt konnte ein AT-III Titer von 37 mg/L geerntet werden, der im

Vergleich zur vorherigen Fermentation um ca. 10-12 mg/L höher liegt. Offensichtlich besteht

hier die Verbindung zwischen erhöhtem Produkttiter und der durch die Gluconeogenese

induzierten Verlängerung der exponentiellen Wachstumsphase.

4.7.3.4 Zusammenfassung

Die Fütterung von Aminosäuren der Glutamat-Familie induziert durch die Bereitstellung von

ATP das Umschalten von Glykolyse auf Gluconeogenese. So ist auch ohne Glukose weitere

Zellteilungsaktivität vorhanden. Die maximale Zellzahl steigt dabei auf über 2⋅106Ze/ml, und

auch der Produkttiter ist mit 37 mg/L um 35 % höher als vorher.

Laktat wird durch die ständige Zufütterung der Aminosäuren fast vollständig metabolisiert und

sorgt indirekt für eine länger anhaltende gute Vitalität der Kultur.

Der Bedarf an der Aminosäure Glutamin ist so immens, daß die pulsweise Nachfütterung von

75 mg/L nur 12 Std. vorhält, und die zeitweilige Limitierung noch immer als maßgeblich für

die Wachstumshemmung scheint. Um eine Glutaminverfügbarkeit sicherzustellen, wurde im

folgenden für die Detektion des Glutamin ein Fließinjektionssystem entwickelt, das auch zur

Steuerung des Prozesses befähigt ist. Das Ziel war die Einhaltung einer niedrigen

Glutaminkonzentration innerhalb bestimmter Grenzen (100-150 mg/L).
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4.7.4 Optimierung durch kontinuierliche Zufütterung von Glutamin/Asparagin

Die kontinuierliche Zufütterung von Glutamin/Asparagin wurde zunächst manuell reguliert,

d.h. mittels einer Schlauchquetschpumpe kontinuierlich die benötigte Menge zugeführt, die

sich aus der spezifischen Verbrauchsrate (qGln) und der Zellzahl ergab. qGln berechnete sich

in den vorherigen Versuchen zu 0,050 [mg/(106Ze⋅d)] in der gluconeogenetischen Phase.

Alle weiteren Parameter blieben konstant, d.h. 100 RPM, 40 % pO2, pH 7,2, 37°C.

4.7.4.1 Glutaminkonzentrationsprofil
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Abbildung 4.7.4.a: Glutamin und Ammoniumkonzentrationsverläufe während der
kontinuierlichen Zufütterung von Glutamin/Asparagin (0,14mol/L/ 0,025mol/L). Im Intervall
1,3 und 4 beträgt die Zuflußrate = 430 [mgGln/(L⋅d)], in Intervall 2 = 290 [mg/(L⋅d)].

Ab der 90. Std. wurde mit der kontinuierlichen Zufütterung begonnen, wobei die

Zufütterungsrate zunächst auf 430 (mg/L⋅d) eingestellt wurde. Diese stellte sich aber als zu

hoch heraus, da die Konzentration innerhalb kürzester Zeit von 90 auf 190 mg/L stieg.
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Nach der Reduzierung auf 290 (mg/L⋅d) zwischen der 110.-133. Std. konnte die Konzentration

im Reaktor auf ca. 175 mg/L einreguliert werden. Da dies durch die on-line Messung der

zusätzlich mitlaufenden FIA nicht bestätigt wurde und keine Referenzwerte durch die HPLC-

Messung vorlagen, wurde die Zufütterungsrate erneut auf den anfänglichen Wert eingestellt.

Aufgrund der hier auftretenden Abweichungen zwischen HPLC und FIA wurde auf eine

Steuerung der Glutaminkonzenntration mittels FIA vorerst verzichtet. Die zu hoch gewählte

Zufütterungsrate kann anhand des Anstieg auf 260 mg/L nachvollzogen werden.

Zwischenzeitlich vorliegende Referrenzwerte der HPLC bestätigten nunmehr die zu hohe

Konzentration, so daß die Fütterung für 24 Std. abgestellt wurde, woraufhin sich ein starker

Abfall bis auf 130 mg/L bemerkbar machte. Der zum Schluß auftretende Anstieg in der

Konzentration zeigt, daß durch die Absterbephase insgesamt weniger Glutamin metabolisiert

wird.

Deutlicher wird dies durch die Einführung der zellspezifischen Verbrauchsrate qGln

(Dimension [µg/(106Ze⋅d)]). qGln beträgt zu Beginn der Kultivierung 190 [µg/(106Ze⋅d)], fällt

während der Zufütterung kontinuierlich auf nur noch 35-40 [µg/(106Ze⋅d)]. Der Anstieg in der

Absterbephase ist durch die geringe Differenzierungsmöglichkeit zwischen toten und

lebendigen Zellen gegeben, d.h. durch Tryphanblau als tot charakterisierte Zellen können noch

stoffwechselaktiv sein.

Mit Beginn der Glutaminfütterung setzt auch eine massive Ammoniumakkumulation ein. Stieg

die Konzentration in der exponentiellen Phase von 26 auf 52 mg/L, so wird aufgrund der

hohen Zelldichte eine rapide Zunahme dieses hochgradig toxischen Metoboliten auf 170 mg/L

erreicht.

4.7.4.2 Primärstoffwechsel und Biomasse

Die ständige Verfügbarkeit von Glutamin bewirkt eine weitere Zunahme der Biomasse in der

exponentiellen Phase. Die Dauer der exponentiellen Phase kann dabei nicht ausgedehnt

werden und liegt wie bei Fermentation NGln bei ca. 130 Stunden. Dahingehend ist die

Wachstumsrate während der Gluconeogenese mit 0,57⋅d-1 im Vergleich zu der in der

Glykolyse berechneten (µ = 0,832⋅d-1) um ca. 30 % gefallen.

Diese war bei Fermentation FGln noch um 57 % von 0,715 auf 0,308⋅d-1 abgesunken. Die

Einteilung der verschiedenen Wachstumsphasen wurde bei beiden Fermentation durch die

Limitierung der Glukose vorgenommen. In der maximal erreichten Zellzahl bedeutet das einen

Zuwachs von 1,1⋅106Ze/ml auf 3,2⋅106Zellen pro ml.
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Abbildung 4.7.4.b: Zellzahl und Vitalität bei kontinuierlicher Zufütterung von
Glutamin/Asparagin. Die Zufütterungsraten im jeweiligen Intervall sind oberhalb der
Abbildung angegeben.
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Abbildung 4.7.4.c: Glukose und Laktatverläufe bei der  kontinuierlichen Zufütterung von
Glutamin. Ziffern kennzeichnen die gleichen Intervalle wie in Abbildung 4.7.4.b.
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Die Verläufe von Glukose und Laktat entsprechen denjenigen der Kultivierung FNGln.

Nachdem Glukose als Primärsubstrat nach ca. 100 Std. verstoffwechselt ist, beginnen die

Zellen mit der Metabolisierung des Laktat, welches zwischen der 97. und 124. Std. bei ca. 1,45

g/L ein Maximum durchläuft. Das Maximum entspricht einer Gesamtlaktatausbeute von  73

%, was mit den Ergebnissen anderer Batchversuche identisch ist.

Ob eine Umstellung aller Zellen erst ab der Glukoselimitierung erfolgt, ist zweifelhaft,

vielmehr wird eine stufenweise Umstellung in Betracht gezogen, d.h. die Enzyme beider

Stoffwechselabbauwege sind regulatorischen Bedingungen unterworfen. Eine Validierung

dieser Hypothese wurde in einer weiteren Fermentation unternommem. Dort wurde während

der  Gluconeogenese eine Glukosefütterung eingeleitet. Die Ergebnisse sind in Kapitel 4.7.5

besprochen.

4.7.4.3 Gesamt-Aminsäurestoffwechsel

Der Aminosäurestoffwechsel ist eng mit dem Wachstum verknüpft, da ein großer Teil in die

Synthese neuer Biomasse einfließt, d.h. zum Aufbau neuer Proteine, Lipide, DNA  und RNA.
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Abbildung 4.7.4.d: Einteilung der Wachstumsphasen, die für die Berechnungsgrundlage der
spezifischen Verbrauchs- oder Bildungsraten der Aminosäuren notwendig sind. Phase 1: lag-
Phase; Phase 2: exponentielle Wachstumsphase 1 (Glykolyse, Aminosäurestoffwechsel dient
primär der Biosynthese; Phase 3: exponentielle Wachstumsphase 2 (wie Phase 2, aber
Gluconeogenese); Phase 4: stationäre Wachstumsphase und Absterbephase
(Aminosäurestoffwechsel dient der Energiegewinnung).
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Bei genauerer Betrachtung der Konzentrationsverläufe liegt unter Wachstumsbedingungen

eine andere Charakteristik vor, als in der stationären Phase, wo der Stoffwechsel mehr der

Energieproduktion, d.h. der Erhaltung zellulärer Einheiten dient. Die ersten 15 Std. der

Kultivierung wurden nicht berücksichtigt, da der spezifische Aminosäureverbrauch in der

Adaptionsphase deutlich höher ist als in der Wachstumsphase. Vor dem Wachstum wird hier

die Adaptierung und Konditionierung der neuen Umgebung durchgeführt.

Prinzipiell kann die Kultivierung aufgrund des Stoffwechselverhaltens in drei Phasen

eingeteilt werden: exponentielle Wachstumsphase 1 und 2, stationäre Phase und

Absterbephase, wobei bei letzteren ein nur geringer Unterschied besteht und sie deswegen

zusammen betrachtet werden. Die nach der Verstoffwechselung der Glukose geringe

Wachstumsgeschwindigkeit tritt durch die gewählte logarithmische Auftragung noch einmal

deutlicher zum Vorschein. Der lineare Zusammenhang ist ab der 110. Std. nicht mehr gegeben

und weicht mit fortlaufender Zeit immer mehr ab. Nachdem ab der 148. Std. ein quasi-

stationärer Zustand erreicht wird, treten im Aminosäurestoffwechsel eingreifende

Veränderungen vor.Dieser Unterschied wird durch die in spezifischen Verbrauchs- bzw.

Bildungraten der Aminosäuren dokumentiert, welche in Tabelle 4.7.4.a  zusammengefaßt sind.

Komponente Glykolyse Gluconeogenese
stat.  Zustand
tendenzieller

Verlauf
Glutamin -186,28 -137,7 verstoffwechselt

Serin -30, 88 -8,23 leicht verst.
Tyrosin -10,82 -6,19  leicht verst.

Threonin -10,03 -6,88 leicht verst.
Leucin -30,07 -21,48  leicht verst.

Isoleucin -16,03 -16,27 leicht verst.
Aspargin -38,13 - leicht verst.
Aspartat -31,27 -8,856 produziert

Valin -13,95 -9,24 leicht verst.
Lysin -36,55 -16,56 leicht verst.

Methionin -6,144 -4,10 leicht verst.
Arginin -38,68 -21,88 leicht verst.
Glycin -9,26 9,76 produziert

Tryptophan -4,73 -4,56 leicht verst.
Cystein -8,55 -3,03 leicht verst.

Phenylalanin -10,83 -6,86 erschöpft
Alanin 39,84 38,64 produziert

Glutamat 7,26 -8,41 produziert

Tabelle 4.7.4.a Vergleich der spezifischen Verbrauchs- und Bildungsraten in verschiedenen
Kultivierungsphasen. Einheit Rate: [µg/(106Ze⋅d)]. Positives Vorzeichen deutet auf
Produktion, negatives Vorzeichen auf Verstoffwechselung hin.
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Die in Tabelle 4.7.4.a präsentierten Raten wurden allesamt mittels „least-square-fit“ aus den

experimentellen Daten berechnet. Die Werte verdeutlichen, daß grundsätzlich alle spezifischen

Verbrauchs- und Bildungsraten in der Gluconeogenese niedriger liegen als in der Glykolyse.

Die Verstoffwechselungsrate qGln z.B. wurde in der exponentiellen Phase zu

186[µg/(106Ze⋅d)] berechnet, wohingegen der Wert in der Gluconeogenese fast 25 % geringer

(137 [µg/(106Ze⋅d)]) ist. Einen Abfall in dieser Größenordnung war bei vielen der

Aminosäuren erkennbar (Tyrosin, Threonin, Valin, Methionin, Arginin, Phenylalanin, und

Leucin ), der noch deutlicher bei Serin, Lysin und Cystein ausfiel (bis zu 75%). Die

spezifischen Aufnahmeraten von Isoleucin, und Alanin blieben konstant, während bei

Glutamat und Glycin sogar eine Umkehrung von Produktion nach Verbrauch, bzw. anders

herum transient war. Dieser Zusammenhang wird im weiteren diskutiert.

Der Grund für den Abfall im spezifischen Verbrauch mag mit der generellen Verfügbarkeit

eines jeden Substrates zusammenhängen, die sich im Laufe dieses Kultivierungsmodus

verschlechtert, d.h. der Konzentrationsgradient zwischen Cytosol und extrazellulärem Raum

wird kleiner. So war schon im Glukosestoffwechsel festgestellt worden, daß bei niedriger

Eingangskonzentration eine bessere Ausbeute bezüglich der Biomasse und weit weniger

Laktat gebildet wird. Ein analoges Verhalten würde auch die verminderte Verstoffwechselung

der Aminosäuren erklären.

Andererseits ist auch ein „Feedback“ einer gewissen Komponente denkbar, die den „Motor“

des Stoffwechsels darstellt, und dessen geringerer Durchsatz sich auf alle anderen negativ

auswirkt. Sicherlich spielt weiterhin die ständig zunehmende Konzentration toxischer

Metabolite eine  beeinflussende Rolle, zumal Schrittmacherenzyme leicht  inhibiert werden

können.

4.7.4.4 Alaninstoffwechsel

In Kapitel 4.6.2.2 wurde vermutet, daß die Bildung von Alanin zur Entgiftung des Ammoniaks

eng mit der Existenz von Glutamat verbunden sei. Dort war bei Glutamatmangel die verstärkte

Detoxifizierung über die Glycinproduktion verlaufen.

Da hier die ständige Fütterung Glutamin auch die Glutamatversorgung sicherstellte war, wurde

eine gleichbleibende höhere Alaninproduktion erwartet.
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Abbildung 4.7.4.e: Die Alaninproduktion ist abhängig von der Glutamatkonzentration. Dies
zeigen die Konzentrationsverläufe der involvierten Metabolite.

Erwartungsgemäß wurde die gleichbleibende spezifische Produktion von Alanin (38-40

[µg/(106Ze⋅d)]), bis zum Erreichen des stationären Zustandes (145. Std.) beobachtet, von dort

an blieb die Konzentration beinahe konstant. Unter glutaminlimitierten Bedingungen, wie in

Fermentation FNGln, war keine gleichbleibende Alaninproduktion möglich gewesen.

Im Gegensatz zur Wachstumsphase setzt hier die erneute Glutamatproduktion ein, vielleicht

als Anzeichen für eine nicht mehr mögliche Transaminierung von Glutamat zu Alanin.

Grundsätzlich scheinen im Falle des stationären Wachstum eingreifende Veränderungen im

Stoffwechsel vorzugehen, die in diesem Zusammenhang keine weiteren Erkenntnisse bringen,

zumal die Absterbephase keinen weiteren Nutzen für den Prozeß darstellt und man

notwendigerweise aus protektorischen Gründen für das Produkt die Fermentation abbrechen

müßte.

4.7.4.5 Limitierung des Wachstum durch aromatische Aminosäuren

 Für den Wachstumstop ab der 145. Std. könnte die vollständige Verstoffwechselung der

aromatischen Aminosäure Phenylalanin verantwortlich sein, von der man weiß, daß sie zu den
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essentiellen Aminosäuren gehört. Außer zur Proteinbiosynthese wird sie im Stoffwechsel noch

über Tyrosin zu Fumarat abgebaut und kann somit den Citratcyklus auffüllen.
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Abbildung 4.7.4.f: Konzentrationsverlauf einiger aromatischer und/oder essentieller
Aminosäuren, durch dessen Verbrauch eine Wachstumslimitierung induziert wird.

Insbesondere die Aminosäure Phenylalanin wird innerhalb von 135 Std. vollständig

verbraucht. Nach deren Erschöpfung stellt sich kein Zellwachstum mehr ein und auch weitere,

vorwiegend für die Proteinbiosynthese benötigte essentielle Aminosäuren, werden nicht weiter

metabolisiert (siehe auch Tabelle 4.7.4.a.). Der Einfluß dieser aromatischen Aminosäuren

wurde in späteren Versuchen untersucht (siehe Kapitel 4.7.6).

4.7.5 Einfluß der Glukoseeingangskonzentration (FredGlc)

Vorversuche im Spinnermaßstab konnten zeigen, daß die maximal erreichbare Zellzahl nicht

unbedingt von der eingesetzten Glukosemenge abhängig ist. Die Tendenz zur massiven

Verschwendung dieser Kohlenstoffquelle führt üblicherweise schon bald zur Inhibierung des

Wachstums durch das Abbauprodukt Laktat. Es hatte sich bei Betrachtung des

Ausbeutekoeffizienten Lac/Gluc schon abgezeichnet, daß mit abnehmender

Glukosekonzentration auch der Laktatausbeutekoeffizient sinkt. Bei üblichen Medien ist die
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Eingangskonzentration so hoch (3-3,5 g/L bei DMEM modifizierten Medien), daß dieser

Effekt bisher nicht beobachtet werden konnte, weil die Laktatverwertung oberhalb 1,5 g/L

Glukose konstant ist und in diesem Bereich schon die Wachstumsinhibierung durch Laktat

einsetzte. Eine Beurteilung der Laktatverwertung unterhalb 1 g/L war somit nicht mehr

möglich. Tatsächlich scheint die Tendenz der Glukoseverschwendung unter 1,5 g/L nicht mehr

prädominant zu sein. Die metabolische Flußanalyse zeigt, daß durch den massiven

Glukosefluß Glykolyse und Citratcyklus nicht ausbalanciert sind. Erst durch den verminderten

Glukosefluß in die Zelle greifen beide Abbauwege besser ineinander. Eine Reduzierung der

Glukose und damit des Gradienten zwischen Cytoplasma und Medium sollte dies bestätigen.

Zu diesem Zweck wurde in der folgenden Kultivierung die Glukoseeingangskonzentration auf

1,5 g/L reduziert. Die zu einem späteren Zeitpunkt der Kultivierung eingeleitete Fütterung von

Glukose zielte darauf hin, den Effekt der Substratspezifität in der Gluconeogenese studieren zu

können.

4.7.5.1 Wachstumskurve

Die Reduzierung der Glukose führt zu einer auf dem ersten Blick nicht verständlichen

Maximierung der Gesamtzellzahl. Es wurde eine maximale Zellzahl von 4,2⋅106Ze/ml erreicht.

Aber auch die Wachstumsrate war mit 0,96⋅d-1 deutlich höher als sonst (Abbildung 4.7.5.b).

Bisher wurden Wachstumsraten im Bereich von 0,6-0,7⋅d-1 erreicht.
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Abbildung 4.7.5.a: Zellzahlentwicklung bei reduzierter Glukoseeingangskonzentration.
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Abbildung 4.7.5.b: Mittels „least-square-fit“

berechnete Wachstumsrate in der

exponentiellen Phase.

Die Berechnung der Wachstumsrate war nur im Zeitintervall zwischen 15.-100. Std. möglich,

denn wie die exponentielle Darstellung zeigte, war auch hier eine Verminderung der

Wachstumsrate in der Gluconeogenese fest stellbar. Diese berechnete sich zu µ = 0,444⋅d-1

(102.-145. Std.). Die Gesamtzellzahl liegt mit ca. 4,2⋅106Ze/ml von der 145.-225. Std. lange

auf einem konstanten Wert. Ein Vitalitätsverlust wird hier erst ab der 165. Std. sichtbar, der im

weiteren Verlauf bis auf 53 % sinkt, bevor in der 265. Std. die Kultivierung abgebrochen

wurde.

4.7.5.2 Glukose und Laktatmetabolismus

Bei der Betrachtung des Glukosestoffwechsels kann unter diesen Umständen eine

Gesamtlaktatausbeute von 56 % berechnet werden. Diesbezüglich werden aus 1,5 g/L Glukose

nur 0,84 g/L Laktat produziert. Bisher war unter geregelten Bedingungen ein

Ausbeutekoeffizient von 0,75 errechnet worden, unter ungeregelten Bedingungen im

kontinuierlichen Betrieb ein durchschnittlicher Wert von 0,95, im Batch-Betrieb sogar größer

eins. Anscheinend ist Laktatverwertung eine Funktion zweier Variabler: Einerseits scheint sie

von der Gelöstsauerstoffkonzentration abhängig zu sein, zum anderen aber auch von der

Glukoseeingangskonzentration.
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Abbildung 4.7.5.c: Verlauf der Glukose und Laktatkonzentration, sowie des
Ausbeutekoeffizienten Laktat/Glukose.

Tatsächlich werden unter sauerstofflimitierten Bedingungen, die sicherlich bei Batch-

Versuchen in Spinnerflaschen vorliegen, größere Mengen Laktat produziert als unter

sauerstoffgeregelten Bedingungen. In Kapitel 4.3 wurde schon erklärt, daß die Menge des

produzierten Laktats abhängig von der Regenerierung des Cofaktors NAD+ ist. Die starke

Glykolyse transformierter Zellen verbraucht große Mengen NAD+, welches normalerweise in

der Atmungskette rückoxidiert wird. Bei sauerstofflimitierten Bedingungen ist keine

Regenerierung möglich, die Zelle hilft sich, indem sie Pyruvat anaerob zu Laktat umwandelt,

eine zweite Möglichkeit NAD+ zu regenerieren.

Da unter den geregelten Bedingungen keine Sauerstofflimitierung vorliegt, erscheint die

Hypothese der Herabsetzung des Glukosegradienten zwischen Cytosol und Medium

plausibel[7][88][89]. Wie in Abbildung 4.7.5.c zu erkennen, ist θLac/Gluc in der Lag-Phase

wiederum größer als eins. Doch schon bei Unterschreiten einer Glukosekonzentration von 1,0

g/L liegt der Ausbeutekoeffizient bei 0,3-0,5, und kurz vor dem vollständigen Verbrauch wird

kaum noch Laktat produziert. Dies mag aber auch mit der einsetzenden Gluconeogenese

zusammenhängen, die durch die Verstoffwechselung des Laktats ab der 103. Std. eindeutig

charakterisiert ist.
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Interessanterweise wurde nach der erneuten Zufütterung  von Glukose in der 150. Std. keine

Laktatproduktion beobachtet. Erst die Nachfütterung in der 192 Std. bewirkt eine

zeitverzögerte, aber einsetzende Laktatproduktion.

Abbildung 4.7.5.d und e: Spezifische Verbrauchs- bzw. Bildungsraten für Glukose und Laktat.
Links: Berechnung über „least square fit“ im ausgewählten Intervall (23.-81. Std.). Rechts:
Berechnung über die experimentellen Daten.

Die Präsentation  der  spezifischen Verbrauchs- bzw. Bildungsraten für Glukose und Laktat

zeigt folgendes: In der exponentiellen Phase sind sowohl qGlc als auch daraus resultierend

qLac verhältnismäßig gering bis zur ca. 81 Stunde. So beträgt qGlc 0,8-0,9 [mg/(106Ze⋅d)] im

arithmetischen Mittel und 0,756 [mg/106Ze⋅d]) über „least square fit“-Lösung. Dahingegen

sinkt qLac im Verlauf der exponentiellen Phase von 1,2 auf 0,25 [mg/(106Ze⋅d)]. Dies bestätigt

auch die Berechnung über die „least-square-Prozedur (qLac = 0,474 [mg/106Ze⋅d]), da hier

deutliche Abweichungen zwischen Fit-Funktion und experimentellen Daten bestehen. Dies

zeigt aber noch einmal, daß die Laktatproduktion bei Reduzierung der Glukose abnimmt. Wie

gewohnt ist in der frühexponentiellen Phase die Laktatproduktion höher als der

Glukoseverbrauch, was durch den Abbau von Glutamin über den „Malat-Shunt“ möglich ist.

In den letzten 24 Std. vor der vollständigen Verstoffwechselung ist trotz Glukoseverbrauch

keine Laktatproduktion mehr feststellbar.

In der Gluconeogenese beträgt die spezifische Laktatverbrauchsrate ca. 0,1 [mg/(106Ze⋅d)],

welche um den Faktor 4 kleiner ist als die spezifische Glukoseverbrauchsrate bis zur 81. Std.,

aber nur um 50 % niedriger liegt als qGlc in der spätexponentiellen Phase. Nach der Fütterung

von Glukose in der 143. Std. zeigt sich zwar eine spezifische Glukoseverbrauchsrate von 0,065
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[mg/(106Ze⋅d)], diese ist aber nur geringfügig höher als qLac mit 0,045 [mg/(106Ze⋅d)]. Der

spezifische Laktatverbrauchsrate hingegen ist nach der Glukosefütterung ca. 55 % niedriger als

vor der Fütterung.

Diese Tatsache läßt vermuten, daß sowohl Gluconeogenese als auch Glykolyse in der Zelle

koexistent sind. Wie groß der Durchfluß durch beide Abbauwege ist, bleibt unklar, zumal die

Möglichkeit besteht, daß Laktat, welches in der Glykolyse produziert wird, durch die

Gluconeogenese der Zellen wieder verwertet wird, d.h. der makroskopisch meßbare

Laktatverbrauch eine Nettobilanz aus Produktion und Verbrauch darstellt.

Die allmählich auftretende Nettoproduktion (0,025 [mg/(106Ze⋅d)]) von Laktat nach der

zweiten Fütterung in der 191. Std. dokumentiert, daß sich nach und nach eine

Aktivitätsverschiebung zugunsten der Enzyme der Glykolyse eingestellt, denn auch der

spezifische Glukoseverbrauch nähert sich wieder dem Wert der spätexponentiellen Phase

(0,125 [mg/(106Ze⋅d)]).

Die Frage, ob zwei unterschiedliche Zellpopulationen (d.h. eine die sich in der Glykolyse und

eine andere, die sich in der Gluconeogenese befindet), oder ein Zelltyp mit beidseitig

aktivierten Enzymsystemen vorliegt, kann ohne nähere Bestimmung der intrazellulären

Enzymaktivitäten nicht beantwortet werden.  Die Tatsache, daß bei Eukaryonten bisher keine

genetische Induktion bestimmter Enzyme festgestellt wurde, d.h. alle Enzyme in aktivierter

oder inaktivierter Form präsent sind, spricht für die letztere Theorie und den obigen

Diskussionsansatz.

Dies bedeutet dann, daß Schlüsselenzyme reversibel gehemmt werden und nur allmählich im

Substratüberschuß wieder in ihrer gewohnten Weise nach der Michaelis-Menthen-Kinetik

agieren.
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Abbildung 4.7.5.f:  Konzentrationsverläufe von Glutamin und Ammonium, sowie die daraus
berechnete spezifische Verbrauchsrate qGln.  Die Zufütterungsrate wurde folgendermaßen
eingestellt: ab 100. Std. V= 250 mg/(L⋅d), ab 129 Std. V= 125 mg/(L⋅d), und ab 155 Std. V=
420 mg/(L⋅d).

In der exponentiellen Phase wurde für Glutamin eine durchschnittliche Verbrauchsrate von

206 [µg/(106Ze⋅d)] berechnet („least square fit“), die  durchaus mit anderen Fermentationen

übereinstimmt. Dort konnte ein durchschnittlicher Wert von 0,19-0,20 [mg/(106Ze⋅d)] bestätigt

werden. Für die Beurteilung und Verifizierung der Ergebnisse bezüglich der spezifischen

Glukoseverbrauchsrate kann somit ausgeschlossen werden, daß aufgrund einer

Stoffwechselstörung ein grundsätzlich anderes Zellverhalten vorliegt. Der wenig erhöhte

Verbrauch könnte sogar dafür sprechen, daß aufgrund der verminderten ATP-Produktion über

die Glykolyse ein Ausgleich über den Citratcyklus geschaffen wird.

In der Fütterungsphase, die ab der 100. Std. einsetzt, fällt qGln von 0,1 bis auf 0,035

[mg/(106Ze⋅d)], was auch bei Fermentation FCtrGln der Fall war.

Die wiederum inkorrekten Daten der Glutamin FIA wirkten sich in einer fehlerhaft

eingestellten Glutaminzufütterungsrate aus. Die Anfangszulaufrate von 250 [mg/(L⋅d)] ab der

100 Std. erwies sich nach 24 Std. als zu hoch, da auch die on-line-Werte den Anstieg auf 75

mg/L dokumentierten. Daraufhin wurde die Zufütterungsrate auf 125 [mg/(L⋅d)] abgesenkt.

Dies äußerte sich in den off-line Werten sehr positiv, da eine Konzentration von 80 mg/L über
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25 Std. konstant gehalten werden konnte. Da  on-line kein Glutamin mehr nachweisbar war

und mangels einer simultanen Referenzanalytik ein Überprüfung nicht erfolgen konnte, wurde

die Fütterungsrate wiederum erhöht.

Die Zufütterungsrate 420 [mg/(L⋅d)] erwies sich jedoch als deutlich zu hoch, so daß der

Konzentration bis zur 200 Std. auf fast 500 mg/L stieg. Die Überdosierung der Konzentration

zeigt jedoch, daß durch den induzierten Substratdruck die spezifische Glutaminverbrauchsrate

wieder auf 80-90 [µg/(106Ze⋅d)] ansteigt. Als Folge der unkontrollierten Glutaminzufuhr steigt

auch die Ammoniumkonzentration drastisch an. Konnte man bis zum Ende der exponentiellen

Phase einen Anstieg von 30 auf 85 mg/L messen, so kommt es in der Zufütterungsphase zu

einer Akkumulierung bis auf 280 mg/L (20 mmol/L), welche den toxischen Schwellenwert

von 8-10 mmol (Schläger und Schumpp,1989)[90] deutlich übertrifft. Die Vitalität der

Kultivierung sinkt ab der 179. Std. fortlaufend, zu dieser Zeit beträgt die

Ammoniumkonzentration 215 mg/L (12 mmol/L). Auch dieser Wert ist noch oberhalb des

postulierten Wertes.  Es ist unklar, ob die Abnahme der Vitalität eine Folge des toxischen

Ammoniumgehaltes darstellt, oder auf einen Substratmangel der essentiellen Aminosäuren

zurückzuführen ist. Eine Akkumulation des Ammoniaks läßt sich durch die in dieser Phase

notwendige Glutaminolyse nicht vermeiden. Anderseits ermöglicht diese Fütterungstechnik

eine Kultivierung mit hoher Vitalität von bis zu 180 Stunden.

Unter dem Aspekt der Biomasse- und Produktsteigerung scheint die Frage der toxischen

Ammoniumkonzentration ohnehin nicht angebracht, da sich die Kultivierung ab der 145. Std.

in der stationären Phase befindet, zu diesem Zeitpunkt beträgt der Ammoniumgehalt 150 mg/L

(8,3 mmol). Weit wichtiger ist die Frage nach der Wachstumsinhibierung durch Ammonium,

die Rössler (1995)[49] bei dieser Zellinie ab 6 mmol/L feststellen konnte und gut mit dem

Einsetzen der stationären Phase übereinstimmt. In Übereinstimmung mit der Literatur ist die

inhibierende Wirkungsweise des Ammonium sehr komplex[91][92] und für viele Zellinien sehr

unterschiedlich[93]-[95]. Neuerdings scheint bewiesen, daß insbesondere der durch Ammonium

beeinflußte UDP-GNAc-Pool für die Variabilität der Glykoproteinstruktur verantwortlich

ist[96][97]. Dies ist auch für die Produktion des rekombinanten Produktes von Bedeutung[5].

4.7.5.3 Aminosäurestoffwechsel

Ähnlich wie bei Kultivierung FCtrGln kann eine vollständige Verstoffwechselung weiterer

essentieller Aminosäuren ab der 125. Std. beobachtet werden. Will man den Wachstumsstop

begründen, muß man diesen Einfluß an erster Stelle nennen.
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Abbildung 4.7.5.g: Bild oben: Verlauf der
essentiellen Aminosäuren Methionin, Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan. Bild 2 von oben:
Verlauf der Aminosäuren, die in höherer
Konzentration vorliegen. Bild 3 von oben:
Verhalten der Aminosäuren, die mit dem katabolen
und anabolen Stoffwechsel verknüpft sind:
Glutamat, Aspartat und Serin. Bild 4 von oben:
Alanin und Glycin

In chronologischer Abfolge werden ab der 125. Std.

die Aminosäuren Tryptophan, Phenylalanin,

Tyrosin und Methionin vollständig metabolisiert.

Der Zeitpunkt fällt mit der Wachstumsstagnation

der Zellen zusammen. Der spezifische Verbrauch

ist in der Glykolyse am höchsten und fällt dann

während der Gluconeogenese. Nach der

Verstoffwechselung der essentiellen Aminosäuren

nimmt die Konzentration derjenigen Aminosäuren,

die verstärkt in der Biosynthese benötigt werden,

nur noch geringfügig ab (Bild 2 von oben) und ist

ein weiteres Indiz für den Wachstumsstop ab der

145. Stunde. Es scheint auch hier unvermeidlich

die genannten Aminosäuren zu füttern oder in

höherer Anfangskonzentration zu supplementieren.

Im weiteren Verlauf dieser Optimierungsstrategie

wird auch der Einfluß der Nachfütterung dieser

Aminosäuren  untersucht.

Grundsätzlich andersartig verhalten sich die

Aminosäuren, die den Citratcyklus direkt

anaplerotisch bei α-Ketoglutarat bzw. bei

Oxalacetat auffüllen oder die Aufgabe haben, den

Ammoniak zu binden, der in hohem Grade durch

die Glutaminolyse freigesetzt wird.

Glutamat und Aspartat werden zu Beginn der

Kultivierung gewohnt verstoffwechselt.  Danach
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kann Glutamat von der 100.-150. Std. nicht mehr detektiert werden, obwohl Glutamin ständig

verfügbar ist. Ab der 175. Std. steigt die Glutamatkonzentration jedoch wieder bis auf 65 mg/L

an. Der Vergleich mit Fermentation FCtrGln zeigt jedoch ein analoges Verhalten, dort konnte

auch zu Beginn der Fütterungsphase Glutamat nachgewiesen werden. Es zeigt sich jedoch, daß

die spezifische Verbrauchsrate von Glutamin dort mit 0,125 [mg/(106Ze⋅d)] doppelt so hoch

war, somit also auch mehr Glutamat durch Glutaminolyse generiert wird, als für die

Biosynthese, Transaminierung und Desaminierung zu α-Ketoglutarat benötigt wird, welches

dann ausgeschleust wird. Der letztendliche Anstieg zeigt noch einmal die Auswirkung der

nicht mehr vorhandenen Biosynthese ab der 150. Stunde.

Glycin und Alanin werden über den gesamten Fütterungsbereich produziert und binden den in

der Glutaminolyse frei werdenden Ammoniak. Die Tatsache, daß auch Serin bei Beginn der

Gluconeogenese wieder produziert wird, könnte damit zusammenhängen, daß durch die

Reversibilität der Laktatdehydrogenase, die die Umsetzung von Laktat zu Pyruvat katalysiert,

ein Pyruvat-Pool entsteht, der es ermöglicht, auch Serin zurückzubilden.
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4.7.5.4 Organische Säuren

Die Fütterung der Glukose in der Gluconeogenese zieht auch bei der Betrachtung der

organischen Säuren, die das Spiegelbild des Citratcyklus symbolisieren, Konsequenzen mit

sich.
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Abbildung 4.7.5.h: Stoffwechselintermediate des Citratcyklus. Die erneute Glukosefütterung
führt zu einer Remobilisierung von Succinat.

Allem Anschein nach bewirkt die Fütterung  der Glukose in der 155. Std. nicht nur, daß die

Succinatausschleusung gestoppt, sondern auch daß Succinat wieder metabolsiert wird. Die

Konzentration fällt ab der 155. Std. kontinuierlich von 250 mg/L bis auf 188 mg/L ab. Das

gleiche gilt für Pyruvat, dessen Wiederverstoffwechselung jedoch schon während der

Gluconeogenese einsetzt. Interessanterweise steigt die Citrat-Konzentration während der

gesamten Dauer, deutlich jedoch bei Beginn der Gluconeogenese, kontinuierlich bis auf 100

mg/L an. Bedingt durch die Glukosenachfütterung kann diese Tatsache durch die wieder

verstärkte Zufuhr von AcetylCoA in den Citratcyklus nur bei der Verfügbarkeit von Glukose

erklärt werden, nicht aber bei der Limitierung ab der 100. Stunde.
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4.7.5.5 Produktexprimierung

Der für diese Kultivierung gemessene Produkttiter beträgt 35 µg/ml und liegt geringfügig

oberhalb der für die Fermentation FCtrGln gemessenen Konzentration. Es wurde spekuliert,

daß die Limitierung der Glukose für die Produktionstop verantwortlich ist. Die

Kohlenhydratseiten werden auf der Cytoseite des ER durch Übertragung von aktivierter UDP-

Glukose oder UDP-Mannose an Dolichol synthetisiert[11]. Die Aktivierung der Zucker benötigt

jedoch wieder Energie, die die Zelle in der Gluconeogenese nicht aufbringen kann. Des

weiteren ist die Verfügbarkeit der Zucker in dieser Phase eher gering.

Als Ergebnis kann die Zufütterung der Glukose in der 150 Std. keine Produktsteigerung

induzieren. Andererseits wird durch den Verlauf  wiederum bestätigt, daß Produktivität und

Wachstum gekoppelt sind. Begründet wurde dies in den vorangegangenen Versuchen mit der

nicht mehr vorhandene Mitoseaktivität wegen der Limitierung einiger essentieller

Aminosäuren. Diese Erklärung scheint plausibel, denn auch für die Synthese der

Primärstruktur des Glykoproteins werden diese Aminosäuren benötigt.
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Abbildung 4.7.5.i: Produkttiter einer Fermentation mit Nachfütterung der Glukose in der
Gluconeogenese.
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4.7.5.6 Zusammenfassung

Die Zufütterung von Glukose in der Gluconeogenese verändert den Stoffwechsel

erwartungsgemäß wieder in Richtung Glykolyse. Dieser Prozeß stellt sich nur langsam ein und

kann an der nach 50 Std. wiedereinsetzenden Laktatproduktion erkannt werden.

Infolge der Reduzierung der Glukose zu Beginn, stellt sich ein deutlich geringerer

Glukoseverbrauch ein, und auch die spezifische Laktatproduktion wird minimiert. Als

Konsequenz einer Laktatausbeute von nur 56 % übersteigt die Laktatkonzentration nie einen

Wert höher als 1 g/L. Dies macht sich auch in der Wachstumsrate mit 0,97⋅d-1 bemerkbar, die

bisher noch nie erreicht wurde. Auch die Zellzahl kann mit ca. 4,2⋅106Zellen/ml maximiert

werden, wohingegen der Produkttiter nur geringfügig höher liegt, was aber vermutlich in  der

Limitierung weiterer essentieller Aminosäuren begründet liegt.

4.7.6 Zufütterung weiterer essentieller Aminosäuren (FaromAs)

Eine Limitierung der essentiellen Aminosäuren Phenylalanin, Methionin, Tyrosin und

Tryptophan kann bei Erreichen einer Gesamtzellzahl von 4,0⋅106Ze/ml nicht verhindert

werden. Unter diesen Umständen mußte auch eine Fütterung dieser Aminosäuren in den

Prozeß implementiert werden. Aus Gründen der unzulänglichen Löslichkeit dieser

Bestandteile in Reinstwasser  (1 mmol/L) und der daraus resultierenden Verdünnungsgefahr,

war nur eine Lösung in 0,1m Salzsäure möglich, um die gewünschte Stammlösung von 12

mmol/L Cystein, 20 mmol/L Phenylalanin, 20 mmol/L Methionin sowie 7 mmol/L Tryptophan

zu erreichen. Nach Sterilfiltration über hydrolysebeständige Polysulfonylmembran (Gelman

Science) war eine Zufütterung nur unter dem Aspekt der hoch sauren Salzsäure bedenklich.

Diese Befürchtung bewahrheitete sich jedoch nicht, da die Pufferkapazität des Mediums einem

pH-Shift entgegenwirken konnte.

Alle weiteren Einstellungen wurden analog zu vorherigen Kultivierung gewählt: 100 Rpm,

37°C, pH 7,2, 10 % pO2, sowie kontinuierliche Zufütterung eines Glutamin (0,1mol/L)

Aspargin (0,025 mol/L) Mix.
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4.7.6.1 Zellwachstum
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Abbildung 4.7.6.a Konzentrationsverläufe der primären Stoffwechselmetabolite, sowie der
Verlauf der Biomasse. Gestrichelte Linien indizieren den Zeitpunkt der Fütterung einer 50 ml
Stammlösung der essentiellen Aminosäuren Methionin, Phenylalanin, Cystein und
Tryptophan.

Die obige Graphik drückt die erfolgreiche Implementierung dieses Fütterungsvorganges in den

Prozeß aus. Die Kultivierung wächst, ausgehend von einer Animpfdichte von 105Ze/ml

innerhalb 75 Std. auf 2⋅106Ze/ml. Es errechnete sich die extrem hohe Wachstumsrate von

1,087⋅d-1, was eine weitere Steigerung zur vorherigen Kultivierung darstellt. Durch Probleme

der Sauerstoffregelung war eine 15-stündige Limitierung von der 75.-90. Std. nicht zu

vermeiden, was sich leider negativ auf die Vitalität auswirkte. Dennoch stellte sich ein

gewohntes Wachstum unter gluconeogenetischen Bedingungen ein (µ=0,221⋅d-1). Diese

Wachstumsphase konnte durch die Nachfütterung der Aminosäuren bis zu 100 Stunden

ausgedehnt werden und auch nach diesem Zeitpunkt wächst die Kultivierung noch leicht bis

zum Abbruch der Fermentation weiter. Es wird eine Gesamtzellzahl von 5,5⋅106Ze/ml erreicht.
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Abbildung 4.7.6.b Ermittlung der Wachstumsraten über die „Least Square Methode“. Links
für die exponentielle Phase in der Glykolyse. Rechts das Zellwachstum während der
Laktatverstoffwechselung.

4.7.6.2 Primärstoffwechselverhalten

Die Laktatproduktion entspricht derjenigen bei Fermentation FrepGlc, d.h. sie ist dem hier

wiederum gedrosseltem Glukoseverbrauch angepaßt. Auch hier wurde mit einer

Eingangskonzentration von nur 1,5 mg/L Glukose begonnen.

Abbildung 4.7.6.c:
Experimenteller und über „least-square-
fit“ berechneter Glukose- und
Laktatverbrauch.

Der Glukoseverlauf kann hervorragend angeglichen werden, so daß eine spezifische

Verbrauchsrate von 0,824 [mg/(106Ze⋅d)] errechnet wird.

Die gleiche Prozedur führt bei der Bestimmung von qLac zu einem nicht so befriedigenden

Ergebnis. Man erkennt wiederum deutliche Abweichungen der experimentellen und

berechneten Punkte. Dies bedeutet, daß die spezifische Laktatproduktion ebenso wenig eine
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Konstante darstellt wie während der Kultivierung FrepGlc. Die spezifische Laktatproduktion

berechnet sich zu 0,599 [mg/(106Ze⋅d)], die Laktatausbeute zu 71%.

Die Darstellung der arithmetisch berechneten Verbrauchsrate verdeutlicht dies noch mal. Hier

ist der Verlauf von qLac und qGlc während der gesamten Kultivierungsdauer dargestellt:
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Abbildung 4.7.6.d: Berechnung der spezifischen Verbrauchsraten über das arithmetische
Mittel der experimentellen Meßwerte.

Die über das arithmetische Mittel berechneten Verbrauchsraten zeigen folgende

Gemeinsamkeiten in der Batch Phase:

In der Adaptionsphase sind die spezifischen Raten deutlich höher als während der

exponentiellen Phase. Hierbei ist die spezifische Laktatproduktionsrate wegen des zusätzlichen

Anteils über den Malat-Shunt numerisch höher.

Die Berechnung der spezifischen Verbrauchsraten über die least-square-Methode kann nur

dann erfolgen, wenn sichergestellt ist, daß alle Bedingungen über den Zeitraum konstant sind.

So können experimentelle Meßfehler herausgemittelt werden. Es ist somit von Fall zu Fall zu

unterscheiden, welche Methode man appliziert. Unter geregelten Bedingungen ist die

Verwendung der least-square-Methode die wohl Empfehlenswerteste.
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Abbildung 4.7.6.f: Verlauf der Zuckerkonzentration während der Glykolyse und
Gluconeogenese.

Die Messung der Gesamtzuckerkonzentration erfolgte über die pHBAH-Methode

reduzierender Zucker[52]. Der Verlauf während der ersten 75 Stunden entspricht dem

Verbrauch durch die exponentiell steigende Biomasse. Bis zur 125. Std. ist keine Glukose

mehr im Medium nachweisbar. Ab der 125. Std. werden wieder geringe Mengen Glukose von

den Zellen ausgeschleust. Ab der 90. Std. hatte sich die Zelle im Stoffwechsel auf

Gluconeogenese umgestellt. Der Verlauf der Gesamtzuckerkonzentration zeigt nach der

Limitierung der Glukose eine Restkonzentration von 0,34 g/L an, die als Galaktose

indentifiziert wird. Galaktose wird während der intensiven Verstoffwechselung von Glukose

deutlich synthetisiert. Der Aufbau von  Galaktose aus Glukose ist in der Literatur wohl

bekannt[11]-[13] und wird durch die UDP-Glukose-α-D-Galaktose-1-Phosphat-

Uridylyltransferase katalysiert. Erst bei der Depletion von Glukose wird keine weitere

Synthese beobachtet. Die Umkehrung der Reaktion, d.h. der Abbau von Galaktose in die

Glykolyse ist nicht feststellbar.
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4.7.6.3 Aminosäurestoffwechsel

Wie schon vorher praktiziert, wurde bei einer verbleibenden Restkonzentration von 100 mg/L

Glutamin mit der kontinuierlichen Zufütterung dieser Komponente begonnen. Der

Zufütterungsmix bestand auch in diesem Fall aus 0,1 mol/L Gln und 0,025 mmol/L Asn.

Dieses Verhältnis wurde aufgrund der während der metabolischen Flußanalyse berechneten

Verbrauchsraten gewählt (qGln: 41,65 nmol/106Ze⋅h zu qAsn: 10,14 nmol/106Ze⋅h). Das

Verstoffwechselungsverhältnis dieser beiden Aminosäuren zeigt sich auch während

verschiedener Stoffwechselphasen als existent.
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Abbildung 4.7.6.g: Konzentrationsverläufe von Asparagin und Glutamin während der
kontinuierlichen Zufütterung  ab der 75 Stunde. Intervalle indizieren eine konstante
Zufütterungsrate. Intervall 1: 170 [mg/(L⋅d)], Intervall 2: 420 [mg/(L⋅d)] und Intervall 3: 210
[mg/(L⋅d)]. Pfeile markieren Zeitpunkte der Zufütterung der aromatischen Aminosäuren in der
125. und 160. Stunde.

Eine Steigerung der Zufütterungsrate auf 410 [mg/(L⋅d)] nach der 99. Std. wurde aus Gründen

der FIA-on-line-Werte unternommen, stellte sich aber schon 15 Std. später als überdosiert

heraus. So wurde anhand der Zellkonzentration und der erfahrungsgemäß in der

Gluconeogenese beobachteten spezifischen Verbrauchsrate von 50 [µg/(106Ze⋅d)] eine
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Zufütterungsrate von 210 (mg/L⋅d) berechnet. Diese manuell kontrollierte Zufütterungsrate

zeigte sich als angemessen und wurde schon in vorherigen Fermentation erfolgreich eingesetzt.

Die zwischenzeitliche Erhöhung der Zufütterungsrate auf 420 [mg/(L⋅d)] bewirkte einen

Anstieg der Konzentration auf 450 mg/L Glutamin und 180 mg/L Asparagin. Für Asparagin

konnte ab diesem Zeitpunkt eine konstante Konzentration im Bereich von 180-190 mg/L

eingestellt werden. Erst der Fütterungsstop in der 210 Std. führte zu einem Absinken in der

Konzentration.

Auch der Verlauf der Glutaminkonzentration zeigt, daß im Bereich der 115.-150. Std. die

Zufütterungsgeschwindigkeit angemessen ist. Der zwischenzeitliche Abfall auf 360 mg/L läßt

einen erhöhten Bedarf dieser Aminosäure in diesem Zeitraum vermuten. Dies korreliert mit

dem simultanen Anstieg  der Biomasse, der durch die Fütterung der essentiellen Aminosäuren

24 Std. früher induziert wurde. Wenn man davon ausgeht, daß die Fütterung dieser

Aminosäuren die erneute Mitoseaktivität bewirkt hat, dann ist dies sicherlich nicht sofort

erkennbar, sondern um die Verdopplungszeit der Zelle (20-24 Std.) verschoben.

Abbildung 4.7.6.h zeigt weiterhin den massiven Anstieg von Ammonium in der

Fütterungsphase. Die Konzentration steigt ab der 88. Std. von 81 bis auf 330 mg/L.

Die Vermutung, daß infolge des hohen Glutamingehalts dessen thermischer Zerfall für die

Ammoniumakkumulation verantwortlich ist, wird durch die HPICE Messung des

Zerfallsproduktes 2-oxo-Pyrolidincarbonsäure widerlegt. Es zeigt sich nämlich, daß die

Konzentration der Säure zwar von 100 auf 238 mg/L steigt, der prozentuale Anteil des aus der

Zerfallsreaktion stammenden Ammoniums (anteilig an der Gesamtammoniumkonzentration)

unerwartet von 28 auf 10 % abnimmt (definitonsgemäß: Anteil des Ammonium aus der

thermischen Zerfallsreaktion an der Gesamtammoniumkonzentration = ϕ). Der thermische

Zerfall verläuft nach einer Reaktion 1. Ordnung, d.h. er ist direkt proportional zur

Konzentration des Glutamins. Diesem Gesetz entsprechend muß auch der Anteiles des

Zerfallsprodukt je nach vorherrschender  Glutaminkonzentration  ab- bzw. zunehmen.

Dies kann durch den Verlauf in der exponentiellen Batch-Phase bestätigt werden. Dahingegen

nimmt  ϕ in der Fütterungsphase trotz des hohen Glutamingehalts weiter von 14 auf 10 % ab.

Durch diese Betrachtungsweise bestätigt sich, daß der Hauptanteil des Ammoniums aus der

unvermeidbaren Glutaminolyse stammt, die sich unter der mittlerweile dort eingestellten

Zellkonzentration erheblich bemerkbar macht.
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Abbildung 4.7.6.h: Metabolitproduktion im Rahmen der Glutaminolyse. Phi (ϕ) = Anteil des
Ammoniums aus der thermischen Zerfallsreaktion an der Gesamtammoniumkonzentration.

4.7.6.4 Konzentrationsverläufe der gefütterten essentiellen Aminosäuren

Im Verlauf der Kultivierung wurden in der 125. und 165. Std. weitere essentielle Aminosäuren

gefüttert. Dabei waren Phenylalanin, Methionin, Cystein und Tryptophan im Fütterungsmix

nach der bereits beschriebenen Präparierung vorhanden. Diese Aminosäuren werden

vorwiegend für die Biosynthese benötigt, was erklärt, warum eine Limitierung dieser

Bestandteile zur Einstellung der Mitoseaktivität führt. Ein Aufbau dieser Aminosäuren aus

vorhanden Komponenten ist nicht möglich.
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Abbildung 4.7.6.k: Konzentrationsverläufe weiterer essentieller Aminosäuren (Phenylalanin,
Methionin, Tyrosin und Serin). Zusätzlich wurde noch Tryptophan gefüttert (Daten nicht
gezeigt).

Durch den sprunghaften Anstieg in der 125. und 160. Std. wird der Fütterungszeitpunkt

derjenigen Säuren dokumentiert, die im Fütterungsmix enthalten waren. Wie die obige

Graphik deutlich macht, scheint die Menge aller zugefütterten Aminosäuren auszureichen,

doch schon nach 155 Std. wirkt eine weitere, nicht zugefütterte Aminosäure, nämlich Tyrosin

limitierend. Es wurde erhofft, daß durch die Zugabe von Phenylalanin der Bedarf an Tyrosin

gedeckt werden konnte. Im Stoffwechsel wird Phenylalanin bekanntlich durch die

Phenylalanin-4-Monooyxgenase zu Tyrosin umgewandelt. Dieser Schritt scheint zu

funktionieren, ist aber wohl langsamer als für die Biosynthese erforderlich, denn ab der 160.

Std. ist keine deutliche Zunahme der Biomasse mehr erkennbar, was sich durch die

Schwankungen in der Zellzahl jedoch nicht postulieren läßt.

Eine Modifikation des Fütterungsmix kann diese Limitierung sicherlich beheben.

4.7.6.5 Produktion

Infolge der verbesserten Wachstumseigenschaften kann auch ein erhöhter Produkttiter des

Antithrombins gemessen werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit und die
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Produktkonzentration verlaufen synchron, d.h. während der anfänglichen 75 Std. ist eine

exponentielle Steigerung der Produktkonzentration sichtbar. Die daran anschließende

verminderte Wachstumsgeschwindigkeit in der Gluconeogenese hat ihre Konsequenz in der

daran angepaßten Produktivität. Insgesamt wird eine ATIII Gesamtkonzentration von 46 mg/L

erreicht, was eine deutliche Optimierung bezüglich der Kultivierungen ohne Aminosäure-

Supplementierung bedeutet. Es wird bis zur 200. Std. eine ATIII-Akkumulation beobachtet.

Der Abfall zum Schluß der Kultivierung könnte aufgrund der freigesetzten Proteasen durch die

Lyse der Zellen begründet sein. Die Einführung der spezifischen Produktionsrate bestätigt

nachhaltig die Vermutung, daß nur Produktion stattfindet, wenn Mitoseaktivität besteht.
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Abbildung 4.7.6.h: Produktkonzentrationsverlauf in Abhängigkeit des Zellwachstums und der
Aminosäurequellen.

Vergleicht man die ATIII-Produktionsrate in der exponentiellen glykolytischen Phase (qATIII:

7,36 [µg/(106Ze⋅d)]) und in der Gluconeogenese (qATIII: 1,655 [µg/(106Ze⋅d)]), so zeigt sich

eine eindeutige Einbuße in der Produktivität ab. Führt man dahingegen den Koeffizienten

θATIII/Biomasse (Dimension [µg/106Zellen]) ein, wird eine recht gute Übereinstimmung

gefunden. Der Ausbeutekoeffizient θATIII/Biomasse beträgt in der Glykolyse 7,95 und in der



Kaptitel 4: Ergebnisse und Diskussion                                                                                                          Seite 127

Gluconeogenese sogar 10,1. Diese Verhältnisse beweisen, daß nur bei Zuwachs der Biomasse

neues Produkt entstehen kann.

Abbildung 4.7.6.i:  Produktivität des Glykoproteines:  Links während der Glykolyse; Rechts
während der Gluconeogenese.

4.7.6.6 Zusammenfassung

 Die Fütterung weiterer essentieller Aminosäuren vor dem Zeitpunkt ihrer Depletion bewirkt

die Aufrechterhaltung des Zellwachstums bis zur 200. Stunde. Dadurch wird eine

Gesamtzellzahl von 5⋅106Zellen erreicht. Analog dazu nimmt auch die Produktkonzentration

langsam aber stetig zu, so daß letztendlich 46 mg/L AT-III erreicht werden, was den

vermuteten Zusammenhang zwischen Wachstum und Produktion bestätigt. Trotz Fütterung der

bisher bekannten limitierenden Aminosäuren kommt es erneut zur vollständigen

Verstoffwechselung einer weiteren Aminosäure, in diesem Fall von Tyrosin.

Offenbar stößt die Optimierung der Fütterungsstrategien im weiteren Verlauf und bei einer

Zelldichte von ca. 5⋅106Zellen/ml an ihre Grenzen.
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4.8 Vergleich der Prozeßparameter bei der Optimierung von Fed-

Batch-Strategien

Um die Effizienz der Optimierungsschritte der unterschiedlichen Fed-Batch-Kultivierungen

deutlich zu beurteilen, werden Prozeßbasisparameter wie maximale Zellzahl,

Ausbeutekoeffizienten, Wachstumsrate usw. hier verglichen und diskutiert.

Folgende Fermentationen werden für den Vergleich herangezogen:

FGluc: Kultivierung mit pulsweiser Zufütterung von kleinen Glukoseportionen.

FGlc&Gln (=FGln): alternierende und pulsweise Zufütterung eines Aminosäurecocktail (Asn,

Asp, Gln, Glu) und Glukose.

FnGln: pulsweise Zufütterung von Aminosäureportionen ohne Glukosefütterung.

FctrGln: kontinuierliche Zufütterung von Glutamin und Asparagin ohne Glukosefütterung.

FredGlc: kontinuierliche Zufütterung von Glutamin und Asparagin unter reduzierter

Glukoseeingangskonzentration.

FaromAs: analog FrepGlc mit zusätzlicher pulsweiser Zufütterung von Phenylalanin, Cystein,

Methionin und Tryptophan.



FGlc FGlc&Gl FnGln FCtrGln FredGlc FaromAs

Glykol. Gluconeo. Glkkol. Gluconeo. Glykol. Gluconeo. Glykol. Gluconeo.

Parameter Dimension

max Zellzahl [106Ze/ml] 1,9 1,31 2,2 3,35 4,11 5,04

ATIII-Titer [mg/L] 27,85 23,31 33,87 34,67 36,45 46,3

µmittel [d-1] 0,614 0,542 0,715 0,308 0,832 0,57 0,97 0,444 1,072 0,221
Dauer der
exp. Phase [h] 240 118 128 133 145 230

S0Glukose [g/L] 1,7 2,1 1,7 2,0 1,47 1,5

qGlukose [mg/(106Ze⋅d)] -1,240 -2,060 -1,550 0 -1,067 0 -0,756 0 -0,825 0

qLaktat [mg/(106Ze⋅d)] 0,992 1,794 1,181 -0,147 0,778 -0,137 0,474 -0,100 0,599 -0,106

qGlutamin [mg/(106Ze⋅d)] -0,198 -0,207 -0,176 -0,061 -0,186 -0,138 -0,206 -0,057 -0,1605 -0,061

qATIII [µg/(106Ze⋅d)] 12,28 17,41 7,38 10,12 6,67 7,36 1,655

θX/Glukose
[g/g] 0,173 0,1179 0,466 0,587 0,98 1,15

θX/Glutamin
[g/g] 1,18 1,19 3,07 1,46 1,14 1,69

θATIII/X
[µg/g] 66,01 63,63 34,61 48,72 20,91 35,8 14,91 29,64 20,44 29,58

θLaktat/Glukose
[g/g] 0,7 0,87 0,76 0,66 0,56 0,725

θATIII/Glukose
[mg/g] 12,98 7,505 20,04 17,47 24,29 30,34

θATIII/Glutamin
[mg/g] 88,96 75,77 132,3 43,31 56,26 44,18

θRaumZeit [mg/(L⋅d)] 4,87 4,11 5,59 5,49 5,75 5,27

Tabelle 4.8.1: Prozeßkenngrößen verschiedener Fed-Batch-Fermentationen unter Anwendung verschiedener Fütterungsmodi.
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Die Prozeßkenngrößen der unterschiedlichen Fermentationen wurden nur während der

Wachstumsperiode berechnet, d.h. die Angabe der exponentiellen Phase in Tabelle 4.8.1 indiziert

gleichzeitig die Dauer des Berechnungsintervalls. Unter Berüchsichtigung der tatsächlichen

Fermentationszeit werden insbesondere Koeffizienten wie θX/Glc und θX/Gln verfälscht, da nicht nur

der Anteil des in die Biomasse einfließenden Substrats berücksichtigt wird, sondern verstärkt der

Teil, der in die Zellerhaltung  einfließt.

Im Laufe der Prozeßoptimierung ist der Trend der Zellzahlmaximierung zu erkennen. Die

Reihenfolge der in Tabelle 4.8.1 präsentierten Fermentationen entspricht der Abfolge der

unternommenen Optimierungsschritte.

Fermentation FGlc&Gln zeigt bezüglich der Optimierung auf bei vielen Parametern ungünstige

Werte. Die Berechnung der Verbrauchsraten ergab, daß qGlc und qLac mehr als doppelt so hoch

liegen, was einmal mehr den exzessiven Substratverbrauch dokumentiert, stimmen aber überein mit

den Daten aus der Literatur[98]. Der Umsatzkoeffizient θX/Glc zeigt mit 0,118 [g/g] einen äußerst

geringen Eintrag der Glukose in die Biomasse, dies bestätigt auch der Laktatausbeutekoeffizient.

Hier wurde ein im Überblick aller Fermentationen maximaler Wert errechnet (θLaktat/Glukose = 0,87).

Dies mag hauptsächlich an der hohen Glukoseeingangskonzentration liegen, die auf 2,11 g/L

eingestellt wurde und um mehr als 0,6 g/L höher lag, als bei den zum Schluß durchgeführten

Experimenten. Dieser immense Substratdruck von außerhalb veranlaßt die Zelle aus Gründen der

Coenzymregenerierung zum größten Teil Laktat zu produzieren und den Fluß am

Pentosephosphatweg vorbei zu führen. Die anfängliche Annahme, daß eine höhere

Glukoseeingangskonzentration mehr Biomasse bedeutet, trifft hier sicherlich nicht zu.

Im Verlaufe der Glukoseeingangsreduzierung auf ca. 1,7 g/L bei FCtrGln und FnGln bestätigt sich

diese Vermutung durch die Beobachtung niedriger Glukoseverbrauchs- und Laktatbildungssraten

(ca. 1,550, bzw. 1,180 [mg/(106Ze⋅d)]), niedriger Laktatausbeutekoeffizienten (0,75) sowie hoher

Biomasseausbeutekoeffizienten (θLaktat/Glukose = 0,47-0,58).

Bei weiterer Reduzierung auf ca. 1,5 g/L (ReFrepGlc und FaromAS), wird diese Tendenz noch

eindeutiger. qGlc und qLac betragen nur noch ca. 0,800, bzw. 0,550 [mg/(106Ze⋅d)], die

Laktatausbeutekoeffizienten sind mit θLaktat/Glukose = 0,56-0,7 äußerst niedrig und der

Biomasseausbeutekoeffizient zeigt mit θX/Glc = 0,98-1,15 eine äußerst positive Ausnutzung der

Glukose. Es erscheint bei der Berechnung des Ausbeutekoeffizienten θX/Glc zulässig, auch die

Biomasse mit einzubeziehen, die in der Gluconeogenese unter Laktatverstoffwechselung produziert

wurde, da Laktat unter diesen Bedingungen kein Endprodukt, sondern ein Intermediat darstellt.
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Dadurch ergeben sich numerische Werte von ca. 1, die eine fast zehn-fache Steigerung zum

Experiment mit 2 g/L Anfangskonzentration darstellen. Die dort angewandte kombinierte Glukose-

und Glutaminzufütterung bewirkte einen Wachstumsstillstand nach 118. Stunden, so daß eine

Berechnung des Biomasseausbeutekoeffizienten nur bis zu diesem Zeitpunkt einen Sinn ergibt. Die

nachher durchgeführten Substratfütterungen sind somit überflüssig.

Die Dauer der exponentiellen Wachstumsphase ist sehr unterschiedlich. Während bei kombinierter

Glukose und Glutaminzufütterung Mitoseaktivität nur bis zur 118. Std. beobachtet werden kann, hat

die Sicherstellung der Aminosäurenversorgung eine immer längere Wachstumsphase unter

gleichzeitiger Laktatwiederverwertung zur Folge. Ermöglicht die pulsweise Zufütterung von

Gln/Asn eine Verlängerung bis zur 128. Std., so gewährleistet die kontinuierliche Zufütterung dieser

Aminosäuren ein Wachstum bis zur 145. Stunde. Die zum Schluß der Optimierung einbezogene

Versorgung mit weiteren essentiellen Aminosäuren ermöglicht ein Zellwachstum bis zum Schluß

der Kultivierung (Zunahme der Gesamtzellzahl bis zur 230. Std.), die Vitalität sinkt jedoch ab. Eine

Ausnahme bildet hier die Fermentation unter ausschließlicher Glukosenachfütterung. Dort kann

durch die Limitierung von Glutamin keine Zunahme der Lebendzellzahl ab der 113. Stunde mehr

beobachtet werden. Der Verlauf der Gesamtzellzahl bestätigt allerdings eine Mitoseaktivität bis zur

240. Stunde.

Die spezifische Glutaminverbrauchsrate liegt in allen Fallen während der glykolytischen

Verstoffwechselung von Glukose bei 0,185-0,2 [mg/(106Ze⋅d)], und auch der Wert in der

Gluconeogenese liegt mit 0,055-0,060 [mg/(106Ze⋅d)] weitgehend in einem engen Intervall.

Die zellspezifische Produktivität, sowie die Produktausbeutekoeffizienten wurden analog zum

Biomasseausbeutekoeffizienten nur innerhalb des Wachstumsintervall berechnet. Die

ausschließliche Produktivität in der Wachstumsphase erübrigte weitere Überlegungen hinsichtlich

des Berechnungszeitraums. Dabei fällt tendenziell auf, daß bei geringerer

Wachstumsgeschwindigkeit die spezifische ATIII Produktivität größer ist. So beträgt z.B. qATIII in

der exponentiellen Phase von FGln&Glc (µ=0,542⋅d-1) 17 [µg/(106Ze⋅d)], wohingegen bei FaromAs

(µ=1,072⋅d-1) eine spezifische Produktionssrate von 7,36 [µg/(106Ze⋅d)] berechnet werden konnte.

Unter Berücksichtigung der Tatsache, daß nur wachsende Zellen produzieren können, wird der

Ausbeutekoeffizient θATIII/X eingeführt. Auch hier zeigen sich deutliche Unterschiede. Unter

langsamem Wachstum beträgt θATIII/X 66 µg/g, während bei hoher Wachstumsrate ein Koeffizient

von 15 µg/g berechnet wird. Dies verdeutlicht erneut, daß in der glykolytischen Phase, in der die

Wachstumsgeschwindigkeit deutlich höher liegt, sich ein niedrigerer Ausbeutekoeffizient θATIII/X
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ergibt, als in der gluconeogentischen Phase (FredGlc: Glykolyse: θATIII/X =15 µg/g,

Gluconeogenese: θATIII/X = 29,6µg/g).

Damit kann folgende Hypothese aufgestellt werden: Je langsamer die Zelle wächst, desto mehr

produziert sie. Dies könnte zwar ebenso bedeuten, daß die Zellen schneller wachsen, weil sie,

bedingt durch eine Plasmidinstabilität, weniger produzieren. Diese Vermutung muß aber negiert

werden, da in den Vorkulturen mit einem Selektionsmarker gearbeitet wurde, der eine

Plasmidstabilität garantieren sollte. Anderseits deckt sich die Hypothese mit den Erfahrungen bei

verminderter Kultivierungstemperatur, wo durch deren Herabsetzung eine Verlangsamung des

Zellwachstums, aber eine Erhöhung der spezifischen Produktivität beobachtet werden konnte[99][100].

Im übrigen wird eine genetische Instabilität, d.h. Plasmidverlust bei CHO-Zellen in der Literatur

kaum beschrieben.

Eine genauere Beurteilung dieser Beobachtungen ist nicht möglich, da zu wenig Informationen über

die Vorgänge im Expressions-, sowie  Regulationssystem vorhanden sind.

Die Konzentrationsbestimmung des Produktes konnte aber zeigen, daß der Produkttiter mit

steigender Biomasse kontinuierlich zunimmt, d.h. die Steigerung der Biomasse ebnet auch den Weg

zur Produktmaximierung. Die Tatsache, daß kein linearer Zusammenhang zwischen Biomasse und

Produkt besteht, mag mit den sich ständig ändernden Bedingungen in Fed-Batch-Kultivierungen

zusammenhängen. So wird bei Fermentation FGlc&Gln eine maximale Zellzahl von 1,31⋅106Ze/ml

und ein Produktiter von 23,31 mg/L erreicht. Im Vergleich zu FredGlc wird nur 1/3 der Zellzahl

erreicht, aber 2/3 der Produktmenge.

Die Berechnung der Raumzeitausbeute zeigt allerdings, daß die Effektivität der Produktion bei den

Fermentationen, in denen eine Gluconeogenese auftritt, deutlich besser ist als ohne. θRaumZeit

beträgt hier durchschnittlich 5,5 [mg/(L⋅d)], wohingegen man bei den Fermentationen mit

Glukosenachfütterungen nur ca. 4,11-4,9 [mg/(L⋅d)] erreicht.

4.8.1 Zusammenfassung

Die Optimierungsstrategie läßt sich  folgendermaßen beurteilen:

Der Verzicht auf eine Glukosefütterung zugunsten einer intelligenten Aminosäurefütterung führt zu

einer klassischen Diauxie, in der die Zelle ihr eigenes Endprodukt Laktat wieder als Nährstoffquelle

verwenden kann, solange die Energieproduktion für die energieaufwendige Gluconeogenese über

den Citratcyklus sichergestellt ist. Dies wird durch eine ständige Zufuhr von Asparagin und
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Glutamin gewährleistet. Diese Aminosäuren füllen den Citratcyklus bei α-Ketoglutarat und

Oxalacetat anaplerotisch auf.

Die Verstoffwechselung des Laktats kann so bis zum Schluß aufrecht erhalten werden und

ermöglicht eine hohe Vitalität der Kultivierung bis zum Ende. Der Wachstumsstop, der trotz

hinreichender Energieversorgung und Nährstoffangebot ab der 130-140 Std. auftritt, wurde als

Folge der Erschöpfung weiterer essentieller Aminosäuren erkannt und konnte durch deren Zugabe

behoben werden (siehe FaromAS).

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen in der gluconeogenetischen Wachstumsphase ist durch

die nicht ausreichende Verfügbarkeit von Grundbausteinen über die Gluconeogenese limitiert, sie

konnte aber im Verlauf der Prozeßoptimierung verbessert werden. Das Zellwachstum unter

Laktatverstoffwechselung kann als Schlüssel zur Optimierung angesehen werden. Die

Sicherstellung der Verfügbarkeit der anaplerotischen Aminosäuren durch kontinuierliche

Zufütterung, sowie die Reduzierung der Laktatmaximalkonzentration stellten sich als geeignete

Mittel zur Verbesserung der Wachstumsgeschwindigkeit heraus. Dabei war es im Fall der

Laktatkonzentration einerseits wichtig, einen kritischen Schwellenwert, der das Wachstum inhibiert,

nicht zu überschreiten, anderseits mußte diese als Kohlenstoffquelle in der Gluconeogenese

verfügbar sein. Dies gelang durch die Reduzierung der Eingangskonzentration von Glukose auf 1,5

g/L. Hierdurch wurde keine höhere Laktatkonzentration als 1 g/L generiert, was zum einen die

Wachstumsbedingungen in der primären exponentiellen Phase verbesserte, aber auch den

Kohlenstoffbedarf bis zum Schluß deckte. Die völlige Inhibierung des Zellwachstums durch Laktat

wurde bisher bei dieser CHO Zellinie ab 2-2,5 g/L beobachtet. Es scheint aber sicher, daß Laktat

auch in niedrigeren Konzentrationen ein Zellgift darstellt und das Wachstum verlangsamt. Tabelle

4.8.1 zeigt, daß die Wachstumsraten der glukosegefütterten Fermentationen deutlich niedriger

liegen als bei den Fermentationen mit Aminosäurefütterung, was mit den gemessenen

Laktatkonzentrationen korreliert, die im Überblick noch einmal in folgender Graphik zusammen

gefaßt sind.
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Abbildung 4.8.1: Laktatkonzentrationsverläufe bei verschiedenen Fütterungsmethoden.
(1)= Fütterung nur Glukose, (2)= Fütterung Glukose und Aminosäurcocktail, (3)= pulsweise
Fütterung von Glutamin/Asparagin, (4)= kontinuierliche Zufütterung von Glutamin und Asparagin,
(5) wie (4) mit reduzierter Glukoseeingangskonzentration, (6) wie (5) mit zusätzlicher AS
Fütterung.

Abbildung 4.8.1 verdeutlicht noch einmal das Diauxieverhalten der Zellen in Kultivierungen ohne

Glukosenachfütterung. Augenscheinlich wird auch die Tatsache, daß eine kontinuierliche

Zufütterung der Aminosäuren eine schnellere und vollständige Abbaufähigkeit des Laktats bewirkt,

wohingegen bei pulsweiser Nachfütterung nur 1/3 des produzierten Laktats wieder verstoffwechselt

werden kann.

Der hier etablierte Ansatz zur Optimierung einer Fed-Batch-Kultivierung zeigt als Ergänzung zur

derzeitigen Literatur[101]-[106], daß die Umfunktionierung des Zellmetabolismus eine weitere

Möglichkeit darstellt, einen Prozeß zu optimieren. Dazu ist eine genaue Kenntnis der

zellphysiologischen Eigenschaften erforderlich.
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4.9 Wachstum und Stoffwechsel während der Kultivierung mit Glutamat

als Glutaminersatz

Der Einsatz von Glutamin scheint bei vielen Zellinien essentiell. Glutamin fungiert als Amiddonator

bei der Nukleotidsynthese. Der Aufbau von Glutamin aus Glutaminsäure verläuft über die

Glutaminsynthetase, ein durch viele negative Rückkopplungs-Modulatoren   komplex regulierbares

Enzym. Häufig bedeutet deshalb eine Limitierung dieser Aminosäure den Wachstumsstop.

Neuerdings versucht man über Transfektion des Glutaminsynthetase- Expressionssystem (z.B.

pCMGS.gtp)[107]108] auf Glutamin als Substrat im Zellkulturmedium zu verzichten, zumal durch die

in Zellkulturen dominierende Reaktion der Glutaminolyse toxisches Ammoniak freigesetzt wird.

Zu diesem Zweck wurden Spinnerkultivierungen durchgeführt, in der die Aminosäure Glutamin

durch das Desaminierungsprodukt Glutamat ersetzt wurde. Als Referenz diente eine Kultivierung

unter Standardbedingungen aus gleicher Vorkultur.

Der Vergleich der Parameter unter beiden Bedingungen erfolgt tabellarisch:

Parameter Dimension Sp+Glu Sp+Gln ∆

max Zellzahl [106Ze/ml] 1,16 2,13 -45,5%

ATIII-Titer [mg/L] 16,4 16,07 +2%

µmittel [d-1] 0,671 0,747 -10%
T lim. Glukose [h] 88 66 +25%

qGlukose [mg/(106Ze⋅d)] -1,164 -1,508 -23%

qLaktat [mg/(106Ze⋅d)] 1,113 1,522 -27%

θLac/Glc
[g/g] 0,96 1,1 -13%

qGlutamat

qGlutamin

[mg/(106Ze⋅d)] -16,24

-197,94

-92%

qNH4 [mg/(106Ze⋅d)] 4,83 20,94 -77%

θNH4/Gln(u)
[mmol/mmol] 1,5 0,877 +42%

qAlaanin [mg/(106Ze⋅d)] 25,65 57,32 -55%

qGlycin [mg/(106Ze⋅d)] 17,56 8 +120%

Tabelle 4.9.1: Tabellarischer Vergleich der Parameter bei der Kultivierung mit (Sp+Gln) und ohne
Glutamin (Sp+Glu).
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Es zeigt sich zwar ein besseres Wachstum in der Referenzspinnerflasche, jedoch stellt sich auch bei

Sp+Glu ein gutes Zellwachstum ein (µ=0,671⋅[d-1]). Die mittlere Wachstumsrate der

Referrenzkultur beträgt 0,747⋅[d-1], d.h. die Glutaminsynthetase dieser Zelle scheint zu

funktionieren.

Im Falle des Wachstums bei Glutamatzusatz erkennt man schon bei der Betrachtung der

Glukosekonzentrationsverläufe, den reduzierten Verbrauch der Glukose (Limitierung ab der 88.

Std.), wohingegen in der Referenzflasche die Glukose schon nach 66 Std. vollständig verbraucht

wird. Die Berechnung der spezifischen Glukoseverbrauchsrate ergibt bei Sp+Gln 1,508

[mg/(106Ze⋅d)], wohingegen der Verbrauch bei Sp+Glu um ca. 23 % niedriger liegt (qGlc =1,164

[mg/(106Ze⋅d)]. Analog dazu verhält sich die Laktatbildungsrate. Bei Sp+Gln liegt sie mit 1,522

[mg/(106Ze⋅d)] geringfügig höher als die Glukoseverbrauchsrate, bei Sp+Glu mit 1,113

[mg/(106Ze⋅d)] geringfügig niedriger. Alle Raten wurde über „least-square-fitting“ berechnet.

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der metabolischen Flußanalyse, ist zu folgern, daß der

Substratersatz Glutaminsäure einen geringeren anaplerotischen Fluß bewirkt. Dieser verhindert, daß

der Citratcyklus kollabiert. Folglich muß weniger Malat den Citratcyklus über den Malat-α-

Ketoglutarat-Antiporter verlassen, so daß gemessen an der eingesetzten Glukose weniger Laktat

produziert wird. Dies ist auch der Fall, denn bei der Berechnung des Laktatausbeutekoeffizient bei

Sp+Gln zeigt sich, daß θLac/Glc um 13 % höher liegt als bei Sp+Glu (1,1 statt 0,96). Zum Vergleich:

die Glutaminolyse beträgt 13,12 % des glykolytischen Flusses. Es liegt also nahe, daß der

Überschuß an C4-Körpern über den Malat-Shunt zu Laktat ausgeschleust wird.

Im Experiment Sp+Glu wurde eine spezifische Glutamatverbrauchsrate von 16,24 mg/[106Ze⋅d]

festgestellt, wohingegen die spezifische Verbrauchsrate von Glutamin bei Sp+Gln im gleichen

Zeitraum 197,94 mg/[106Ze⋅d] beträgt, d.h. der anaplerotische Fluß ist um 91,8 % erniedrigt.

Als Konsequenz wird, aufgrund der nicht vorhandenen Glutaminolyse, eine vergleichsweise geringe

Alaninproduktion erwartet. Alanin bindet den in der Glutaminolyse frei gesetzten Ammoniak. qAla

betrug bei Kultivierung Sp+Gln 57,32 mg/[106Ze⋅d], in Kultivierung Sp+Glu jedoch nur 25,65

mg/[106Ze⋅d], d.h. die Alaninproduktion ist auf 45 % reduziert.

Paredes et al.[107] berichteten bei einer mit dem GS-Expressionssystem transfizierten Hybridoma-

Zellinie über eine fast 50 %ige Reduzierung des glykolytischen Flusses im Vergleich zur parentalen

Zellinie. Erklärt wurde dies durch die nicht benötige Menge an Pyruvat, die üblicherweise für die

Transaminierungsreaktion zu Alanin zur Verfügung stehen muß.

Man kann davon ausgehen, daß dies bei Sp+Glu zum Teil auch der Fall ist. Auch hier ist der

glykolytische Fluß um 23 % reduziert, jedoch ist die Alaninproduktion nicht vollständig
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unterdrückt, weil sowohl beim Abbau diverser Aminosäuren als auch durch die desaminierende

Wirkung der Asparaginase Ammoniak anfällt, was durch α-Ketoglutarat über eine Transaminierung

auf Glutamat übertragen wird. Diese Reaktionen sind abhängig von der Verfügbarkeit von α-

Ketoglutarat, welches durch den geringeren Glutamat-Fluß in die Zelle jedoch beschränkt ist. Dies

erklärt nicht nur die reduzierte Alanin-Produktion, sondern auch die Drosselung des Verbrauchs

vieler Aminosäuren auf 55-60 % im Vergleich zur Referenzkultivierung. Lediglich die

Glycinproduktionsrate war mit 17,56 mg/[106Ze⋅d] mehr als doppelt so hoch wie bei Sp+Gln (8

mg/[106Ze⋅d]). Sie stellt für die Zelle eine weitere Möglichkeit der Ammoniakentgiftung dar, und

konkurriert in diesem Fall mit der Entgiftung über Glutamat. Der Rest wird als freies Ammonium

ins Medium ausgeschleust:
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Abbildung 4.9.1: Vergleich der Ammoniumkonzentrationsverläufe bei Sp+Gln und Sp+Glu.
Zur eindeutigen Interpretation sind nur Meßwerte während der exponentiellen Wachstumsphase
dargestellt.
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Die Ammonium-Produktion ist bei der Kultivierung mit Glutamat drastisch gesenkt. Dagegen sind

sowohl der absolute Wert (82 mg/L) als auch der Grundwert des Startmediums (42 mg/L) bei

Glutaminzusatz deutlich höher. Dies läßt einerseits darauf schließen, daß schon zu Beginn der

Kultivierung ein großer Teil des Glutamins thermisch zerfallen ist. Desweiteren werden durch die

heftige Glutaminolyse große Mengen des Zellgiftes freigesetzt. Durch die Ersatzmaßnahme  konnte

die spezifische Ammoniumbildungsrate qNH4 um 77 % von 20,94 auf 4,83 [mg/(106Ze⋅d)] reduziert

werden. Bei der Berechnung des Ausbeutekoeffizienten θNH4/Gln ergibt sich ein Wert von 0,877,

was bedeutet, daß ein gewisser Anteil des Ammoniums durch Transaminierung oder

Glycinproduktion abgefangen wird. Die Frage nach dem exakten Mechanismus für die

Einschleusung von Glutamat in die Mitochondrien bleibt ungeklärt, d.h. ob über Transaminierung

oder über die Glutamatdehydrogenasereaktion. Sicherlich entsteht der überwiegende Teil des

Ammonium über die Glutaminasereaktion im Cytosol. Einen genauere Aufschluß könnte ein

Experiment mittels Einsatz von 13C-markiertem Glutamin geben[109].  Dies ist im Falle der

Berechnung von θNH4/Glu anders. Hier indiziert ein Wert von 1,5 den Mangel von Glutamat für die

Transaminierungsreaktionen. Offenbar verläuft der Abbau im wesentlichen über die

Glutamatdehydrogenase. Ein Wert für θNH4/Gln >1 zeigt weiter, daß auch andere

Desaminierungsreaktionen stattfinden müssen (Asparaginase).

4.9.1 Schlußfolgerungen

Die Kultivierung mit Glutamat als Glutaminersatz bewirkt folgende Veränderungen im Wachstums

und Stoffwechselverhalten:  Es zeigt sich eine Verlangsamung des Zellwachstum, die durch die

Geschwindigkeitsbeschränkung in der Aufnahme von Glutamat für die Energiesynthese erklärt

werden kann. Sicherlich spielt auch die hier weiterhin vermutete geschindigkeitsbestimmende

Funktion der Glutaminsynthetase eine Rolle. Trotz niedriger Zellzahl wird eine im Vergleich zum

Versuch mit Glutamin gleichbleibende Produktmenge generiert, was als äußerst positiv eingestuft

wird. Des weiteren kann eine Reduzierung (ca. 70%) des toxischen Metaboliten Ammonium

erreicht werden.

Nachteilig wirkte sich eine verstärkte Aggregationsbildung aus, die insbesondere die Bestimmung

einer exakten Zellzahl erschwerte. Vermutet wird hier eine Art Mediatorfunktion des geladenen

Glutamats. Die Zusammenhänge können jedoch durchaus komplexerer Natur sein.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Der Einsatz verschiedener Prozeßführungen zur Charakterisierung der Stoffwechselaktivität dieser

Zellinie zeigte eine große Flexibilität des Metabolismus. Die Zelle versteht es äußerst effizient ihren

Energiebedarf durch Metabolisierung verschiedener Substrate sicherzustellen. Eingangs konnte das

Ziel, das Stoffwechselverhalten so präzise wie möglich zu beschreiben, durch die Anwendung einer

neuen Technik, der „metabolischen Flußanalyse“ realisiert werden. Diese Technik beruht auf einem

stöchiometrischen Modell, welches die Hautabbauwege im Stoffwechsel unter Berücksichtigung der

experimentell gemessenen Verbrauchs- und Produktionsraten bilanziert. Der Stoffwechsel im

Batch-Modus unter den Standardbedingungen pH 7,2, pO2 40%, bei 100 Rpm im Rührkesselreaktor

wurde als Ausgangspunkt definiert. Dieser Modus stellt im allgemeinen die gängigste

Kultivierungsart zur Produktion von rekombinanten Proteinen mittels tierischer Zellkulturen dar. So

zeigte sich, daß unter diesen Bedingungen ein immens hoher glykolytischer Fluß  der  Zellen

manifestiert wird, der sich unter ungeregelten Bedingungen, d.h. insbesondere bei

Sauerstofflimitierung weiter erhöht. Dahingegen wird im Unterschied zu anderen Zellinien bei

geregelter Sauerstoffzufuhr eine verbesserte aerobe Verwertung im Citratcyklus  sichtbar (28 % des

Gesamtglukoseflusses), der mit den verbesserten Transporteigenschaften von cytosolischen zu

mitochondrialem NADH erklärt wird. Im Citratcyklus wird insbesondere bei Malat eine komplexer

Verzweigungspunkt postuliert. Vor allem scheint die Malatdehydrogenase

geschwindigkeitsbestimmend für den Umsatz im Zyklus zu sein. Malat konnte zu keinem Zeitpunkt

im Kultivierungsüberstand nachgewiesen werden, wobei die Vorstufen Citrat und Succinat

insbesondere in der Gluconeogenese deutlich akkumulierten.

Über NMR spektroskopische Methoden wurde weiterhin bewiesen, daß ein von den

Kultivierungsbedingungen abhängiger Anteil von Malat aus den Mitochondrien ausgeschleust wird

und über den Malat-Shunt zur Laktatproduktion beiträgt. Die Bestimmung des Markierungsgrades

im Laktat ergab, daß bei Verwendung vollständig 13C-markierter Glukose deutliche Anteile von

ungelabelten oder teilweise gelabelten Molekülen detektiert wurden, die vorwiegend aus dem

verstoffwechselten Glutamin entstammen. Dies lag in Übereinstimmung mit der postulierten

Flußverteilung des Modells. Tendenziell wird bei Sauerstofflimitierung ein größerer Fluß des

Malat-Shunts postuliert. Diese Beobachtung korreliert auch damit, daß bei Kultivierungen in

Spinnerflaschen Laktatausbeutekoeffizienten oberhalb 1 berechnet werden, während in

Bioreaktoren Werte von 0,7-0,75 eine effiziente oxidative Decarboxylierung indizieren.
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Die als „Metabolic Engineering“ bekannte Umgestaltung der intrazellulären Flußverteilung wurde

hier auf Basis einer verbesserten Mediumgestaltung der Hauptsubstrate Glukose und Glutamin,

bzw. geschickter Zufütterungstechniken im Fed-Batch-Modus umgesetzt. So zeigten sich bei

kontinuierlichen Chemostatversuchen deutlich veränderte Metabolisierungsraten der

Hauptsubstrate, wenn die Zulaufkonzentrationen von Glukose und Glutamin  sukzessive gesenkt

wurden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß bei einer Austauschrate von 0,57⋅d-1 im

Gleichgewicht eine Menge von 0,45 g/L Glukose und 125 mg/L Glutamin ausreichend sind, um

eine Zellkonzentration von ca. 1,0⋅106Ze/ml zu versorgen. Dies entspricht einer Reduzierung für

Glukose bis auf 25 % der Eingangskonzentration, für Glutamin jedoch nur um 50 % der

ursprünglichen Konzentration und demonstriert die Ausnahmestellung dieser Aminosäure. Die

Erniedrigung der Glutaminkonzentration auf 62,5 mg/L hatte einen Einbruch in der

Zellkonzentration bis auf ca. 0,85⋅106 Ze/ml zur Folge.

Die spezifischen Verbrauchsraten konnten für qGlc von 1,5-1,8 bis auf 0,4-0,5 [mg/(106Ze⋅d)]

gesenkt werden. Für qGln wurde anfangs ein Wert von 0,080-0,100 [mg/(106Ze⋅d)] berechnet, der

im Verlaufe der Glukosereduzierung bis auf 0,175 [mg/(106Ze⋅d)] anstieg und den höheren Bedarf

dieser Aminosäure zum Zweck der Energieerhaltung indiziert.

Die Verbrauchsrate während der Glutaminreduzierung betrug letztendlich 0,060 [mg/(106Ze⋅d)]. Es

zeigte sich aber wie schon erwähnt, daß die Substratversorgung hier nicht mehr sichergestellt war.

Während der Glutaminreduzierung war generell eine Umstellung im Aminosäurestoffwechsel zu

erkennen, was anhand der Verstoffwechselungs- und Bildungsraten der Aminosäuren Alanin,

Glycin, Glutamat, sowie Asparagin und Aspartat dokumentiert werden kann und die regulative

Eigenschaft von Glutamin für den Citratcyklus hervorhebt.

Der Versuch Glutamin durch Glutamat als Substrat zu ersetzen gestaltete sich erfolgreich, und wird

als Beweis angeführt, daß im Gegensatz zu anderen Zellinien die Aktivität der Glutaminsynthetase

vorhanden ist. Die Wachstumsgeschwindigkeit war um ca. 10 % gesenkt. Es konnte gezeigt werden,

daß durch die Verwendung von Glutamat als anaplerotische Aminosäure für den Citratcyklus, sich

auch die Glykolyserate um 23 % senken ließ (qGlc: 1,160 statt 1,5[mg/(106Ze⋅d)]). Glutamat wird

im Gegensatz zu Glutamin mit einer Rate von 0,016 [mg/(106Ze⋅d)] verstoffwechselt (qGln 0,197

[mg/(106Ze⋅d)]), was in dem verminderten aktiven Transport dieser Komponente in die Zelle

begründet liegt. Die Produktivität der Zellen wurde davon nicht beeinflußt. Im Gegenteil, trotz der

geringeren Zellzahl wurde eine analoge Produktmenge gewonnen. Damit bestätigte sich eine vorher

aufgestellte Hypothese: Bei geringerer Wachstumsgeschwindigkeit wird eine höhere spezifische

Produktionsrate festgestellt, die absolute Produktmenge ist jedoch über die Biomasse definiert.
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Die Anwendung einer Fed-Batch-Prozeßführung zeigte sich aufgrund optimaler Raum-Zeit-

Ausbeuten (5-5,75 [mg/(L⋅d)]) als am besten geeignetes System für die Optimierung eines

Produktionsprozeß. Durch Etablierung einer geeigneten Fütterungsstrategie gelang es hier erstmalig

eine Umstellung im Zellstoffwechsel von Glykolyse zu Gluconeogenese zu induzieren.  Mit

Gluconeogenese ist hier die Wiederverwendung des Stoffwechselmetaboliten Laktat gemeint.

Laktat wird von jeher als primärer Inhibitor in Zellkulturen angesehen.

Die Umstellung im Stoffwechsel konnte dadurch erreicht werden, daß auf eine weitere

Glukosefütterung verzichtet wurde, da dies eine weitere Laktatproduktion der Zellen anregte. Dies

hatte zur Folge, daß innerhalb kürzester Zeit eine hohe Akkumulation dieses Metaboliten ein

rapides Zellsterben verursachte.

Aufgrund einiger irreversibler Reaktionen im glykolytischen Abbauweg ist der gluconeogenetische

Weg im hohen Maße energieaufwendig. Durch die Fütterung der anaplerotischen Aminosäuren

Glutamin und Asparagin wurde eine verstärkte Energiegewinnung über den Citratcyklus angeregt

und ermöglichte die bislang bei Zellkulturen nicht beobachtete vollständige

Laktatwiederverwertung.

Die Laktatkonzentration durchläuft ein Maximum zum Zeitpunkt der Glukoselimitierung, deren

numerischer Wert abhängig von der Eingangsglukosekonzentration ist. Grundsätzlich zeigte sich

eine höhere Wachstumsgeschwindigkeit bei reduzierter Eingangskonzentration der Glukose. So

beträgt µ=0,542⋅d-1 bei S0Glc=2,11, wohingegen µ=0,97⋅d-1 bei S0Glc=1,47 um 44 % höher liegt.

Die gedrosselte Laktatproduktion führt zur einer geringeren Wachstumsinhibierung durch Laktat. In

der gluconeogenetischen Phase war es bei ständiger Brennstoffversorgung durch die zugefütterten

Aminosäuren möglich, den toxischen Einfluß des Laktats abzuschwächen und längere Zeit ohne

Vitalitätsverlust (90 % Vitalität nach 180 Std. Kultivierungsdauer) im Fed-Batch-Modus zu

arbeiten. Die Sicherstellung der Brennstoffe war nach anfänglicher pulsweiser Zufütterung nur noch

durch kontinuierliche Zufütterung zu gewährleisten, was den immensen Bedarf an diesen

Aminosäuren unter glukoselimitierten Bedingungen verdeutlicht. Die manuell eingestellte

Zufütterungsrate betrug 210  (mg/L⋅d) für Glutamin und 48 (mg/L⋅d) für Asparagin und ergab sich

aus den spezifischen Verbrauchsraten in dieser Phase und der aktuellen Zellzahl. Zur on-line

Detektion von Glutamin wurde ein Fließinjektionssystem (FIA) entwickelt. Das Prinzip beruht auf

der kolorimetrischen Detektion des bei der Glutaminasereaktion freiwerdenen Ammoniums. Die

Etablierung einer gesteuerten Zufütterung auf Grundlage des FIA-Systems scheiterte an der unter

Kultivierungsbedingungen fehlenden Langzeitstabilität des Analysesystems. Die Weiterentwicklung

und Etablierung dieser Methode scheint aus prozeßtechnischen Gründen sinnvoll und könnte ein
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zukunftsweisendes Werkzeug für die Prozeßkontrolle darstellen. Im off-line-Betrieb war die

Detektion von Glutamin mittels dieser Methode reproduzierbar möglich.

Die permanente Bereitstellung der Substratquellen Asparagin und Glutamin führt zu einer

ausgedehnten Wachstumsperiode und einer Steigerung der Biomasse bis auf 4,0⋅106Ze/ml, was

hinsichtlich glukosegefütterter Kultivierungen eine Optimierung von annähernd  300 % bedeutet.

Die Wachstumsdauer ließ sich durch Etablierung der Aminosäurenachfütterung bis  auf 150 Std.

hinauszögern. Das ab der 150. Std. eingestellte Zellwachstum kann durch die Limitierung weiterer

essentieller Aminosäuren wie Phenylalanin, Cystein, Tryptophan und Methionin erklärt werden. Die

Supplementierung dieser Aminosäuren im verwendeten Medium reicht nicht aus, um eine Biomasse

von mehr als 3,0⋅106Ze/ml zu generieren. Eine Nachfütterung dieser Komponenten führte zu einer

weiteren Biomassesteigerung auf ca. 5,0⋅106Ze/ml. Dennoch traten nachfolgend weitere

Limitierungen anderer essentieller Aminosäuren auf.

Die Nachfütterungkombination von Glukose und Glutamin bewirkte durch die dadurch induzierte

exzessive Nährstoffverwertung eine schnelle Anhäufung der toxischen Abbauprodukte Laktat,

Succinat und Citrat, was sich äußerst nachteilig in der Wachstumsbereitschaft der Zellen auswirkte.

Es konnte gezeigt werden, daß durch einfache Variation der Hauptsubstrate, sowie durch

Nachfütterungsschritte, die den Bedürfnissen der Zellen angepaßt sind, eine eingreifende

Optimierung des Produktionsprozesses möglich ist. Durch die Etablierung dieser Techniken wurde

vorwiegend das Zellwachstum stimuliert, welches aufgrund der offensichtlichen Kopplung an die

Produktivität eine effiziente Produktakkumulation zur Folge hatte.

Dennoch ist die Produktion rekombinanter Proteine unter diesen Umständen in Systemen, in denen

sich durch ständig ändernde Bedingungen keine Produkthomogenität einstellen kann, sehr kritisch

zu betrachten. Es müssen weitere Untersuchungen durchgeführt werden, die den Einfluß diverser

Bedingungen (Anhäufung der Metabolite Ammonium und CO2, Proteaseaktivität etc.) auf die

Produktheterogenität charakterisieren (Identität mit dem humanen Protein). Bei vorhandener

komplexer Antenarität in der Glykosilierung müssen Kontrollmechanismen durchdacht werden, die

dieser Variabilität entgegenwirken. Im Rahmen der Möglichkeit dieser Arbeit war lediglich einen

Quantifizierung des rekombinanten Proteins  durchzuführen.

Für die prozeßtechnischen Optimierung ist insbesondere die kontrollierte Zufütterung der Substrate

eine zu verbessernde Technik. Die Zufütterung muß dem Bedarf der Zellen angepaßt sein, um eine

minimale Verschwendung zu ermöglichen. So z.B. wäre eine glukoselimitierte Prozeßführung

denkbar, in der durch kontinuierliche Glukosezufütterung, die nur dem Wachstumsbedarf der Zellen
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genügen sollte, eine Exkretion von Laktat verhindert werden kann. Analog dazu gelten die

Überlegungen der Glutaminversorgung, um die Ammoniumakkumulation zu minimieren.

Im Rahmen einer genetischen Modifizierung der Zellinie können durchaus Möglichkeiten

geschaffen werden, die die Defizite der Regulation in der Glykolyse ausgleichen. So gibt es bereits

Ansätze, in denen der Einsatz von Antisense-RNA die Transskription der betreffenden Enzyme wie

Enolase oder Glukose-Transporter beeinflußt. Ob eine Regulation, oder im ungünstigen Fall, eine

Inhibierung stattfindet, muß untersucht werden. Diese Methode wäre wie die zusätzliche

Modifizierung durch Plasmid-DNA eine universelle Möglichkeit den Zellmetabolismus nach

bestimmten Anforderungen zu optimieren.
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7. Anhang

7.1 Symbole und Abkürzungen

Stoffwechsel :
AcCoA AcetylCoenzymA
αKG α-Ketoglutarat
ADP Adenosindiphosphat
ATP Adenosintriphosphat
m Prefix für mitochondrialer Metabolit
Cit Citrat
CoA Coenzym A
DHAP Dihydroxyacetonphosphat
DNA Desoxyribonukleinsäure
Glc6P Glukose-6-Phosphat
Mal Malat
M molar
N5N10 MetylFH4 N5N10-Methylentetrahydrofolsäure
NADH Nicotinamid-adenin-dinucleotid
NADPH Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
Oxal Oxalaccetat
PEP Phosphoenolpyruvat
PPP Pentose Phospat Weg
Pi anorganisches Phosphat
RNA Ribonukleinsäure
R5P Ribose5-Phosphat
SuccCoA SuccinylCoenzym A
TCA Tricarbonsäurezyklus

Abb. Abbildung
AT-III Antithrombin III
CAFCA Computer Assisted Flow Control &Analysis.
CHO Chinese hamster ovary
d Verdünnungsrate
DHFR Dihydrofolatreduktase
DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium
E.coli Escherichia coli
ELISA Enzyme linked Immuno Sorbent Assay
FIA Flies-Injektions-Analyse
FMOC 9-Flouryl-methyloxy-carbonylchlorid
GOD Glukoseoxidase
h Stunde
HPICE High Performance Ion Chromatography Exclusion
HPLC High Performance Liquid Chromatography

Ks Monodkonstante
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kd Zerfallkonstante
LOD Laktatoxidase
µ Wachstumsrate
min Minuten
MDCK Madin Darbin-Canine-Kidney
MFA Metabolische Flußanalyse
MTX Methothrexat
NMR Nuclear Magnetic Resonnance
NOE Nuklear Overhauser Effekt
OPA-MCE Ortho-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol
OPD OrthoPhenylendiamin
pO2 Gelößtsauerstoffkonzentration
q spezifische Verbrauchs- bzw. Bildungsrate
rpm Umdrehungen pro minute
ϕ Verhältnis Ammonium aus chemischer Zerfallsreaktion an

Gesamtammoniumkonzentration

θ,Y Ausbeutekoeffizient
X Biomasse
U Units
�V Durchflußrate

VR Reaktorvolumen
Ze Zellzahl

7.2 Reaktionen  des stöchiometrischen Netzwerk

Glykolyse:
 1  :  Glc + ATP → ADP + Glc6P
 2  :  ATP + Glc6P → ADP + 2·DHAP
 3  :  2·ADP + DHAP + NAD + Pi → 2·ATP + NADH + Pyr
Laktat Bildung:
 4  :  NADH2 + Pyr → Lac + NAD
Pentose-Phosphat-Weg
 5  :  Glc6P + 2·NADP → 2·NADPH + R5P + CO2

 6  :  2·ATP + 3·R5P → 2·ADP + 5·DHAP
Zellmaterial Synthese:
 7  :  Glc6P → Zucker + Pi

Lipidsynthese:
 8  :  39·ATP + DHAP + NADH + 30·NADPH + 17·Cit + Cholin → Phosphatylcholin + 39·ADP +
NAD+ + 30·NADP+ + 17·Oxal + 39·Pi

DNA Synthese:
9  :  1,9·Gln + 1,3·Asp + 8,6·ATP + 0,5·Gly + 1,3·N5N10 MetylFH4 + 0,7·NAD + 0,8·NADPH + R5P +
0,1·mNADH + 0,5·CO2 → DNA + 8,6·ADP + 1,3·FH4 + 1,9·Glu + 0,8·Mal + 0,7·NADH + 0,8·NADP+

+ 0,1·mNAD+ + 8,6·Pi
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RNA-Synthese;
 10  :  2,091·Gln + 1,194·Asp + 8,364·ATP + 0,489·Gly + 0,978·N5N10 MetylFH4 + 0,806·NAD+ +
0,489·NADP+ + R5P + 0,064666·mNADH + 0,489·CO2 → RNA + 8,364·ADP
+ 0,978·FH4 + 2,091·Glu + 0,683·Mal + 0,806·NADH + 0,489·NADPH + 0,064666·mNAD+ + 8,364·Pi

Proteinsynthese:
 11  :  0,04·Gln + 0,092·Ala + 0,048·Arg + 0,029·Cys + 0,021·His + 0,047·Ile + 0,077·Leu + 0,071·Lys
+ 0,017·Met + 0,036·Phe + 0,047·Pro + 0,072·Ser + 0,061·Thr + 0,036·Tyr + 0,07·Val + 0,045·Asn +
0,056·Asp + 4·ATP + 0,047·Glu + 0,077·Gly + 0,011·Trp → Proteine + 4·ADP + 4·Pi

Histidin Abbau:
 12  :  His + FH4 + NADPH → 2·NH4 + Glu + ·N5N10 MetylFH4 + NADP+

Prolin Abbau:
 13  :  Pro + NAD+ + 0,5·O2 → Glu + NADH
Arginin Abbau:
 14  :  Arg + α-KG + NAD+ → 2·Glu + NADH + Harnstoff
Cystein Abbau:
 15  :  Cys + αKG + (SO3)

2- → Glu + Pyr + (S2O3)
2-

Serin Abbau.
 16  :  Ser → NH4 + Pyr
Glycin Synthese:
 17  :  NH4 + N5N10 MetylFH4 + NADH + CO2 → FH4 + Gly + NAD+

Threonin Abbau:
 18  :  Thr + mATP + mCoA + mNAD+ → NH4 + mADP + mNADH + mSucCoA + Pi

Methionin Abbau:
 19  :  Met + Ser + 3·ATP + FH4 + NAD+ + mATP + mCoA + mNAD+ → NH4 + Cys + 3·ADP +
·N5N10 MetylFH4 + NADH + mADP + mNADH + mSucCoA + 4·Pi

Isoleucin Abbau:
 20  :  Ile + α-KG + mATP + 2·mCoA + mFAD+ + 2·mNAD+ → Glu + mAcCoA + mADP + mFADH
+ 2·mNADH + mSucCoA + Pi

Valin Abbau:
 21  :  Val + α-KG + 2·mATP + mCoA + mFAD+ + 3·mNAD+ → Glu + 2·mADP + mFADH +
3·mNADH + mSucCoA + CO2 + 2·Pi

Phenylalanin Abbau:
 22  :  Phe + NADPH2 + O2 → Tyr + NADP+

Tyrosin Abbau:
 23  :  Tyr + α-KG + mCoA + mSucCoA + 2·O2 → Glu + Mal + 2·mAcCoA + mSuc + CO2

Lysin Abbau:
 24  :  Lys + α-KG + NAD+ + 2·mCoA + mFAD+ + 2·mNAD+ → Glu + NADH + 2·mAcCoA +
mFADH + 2·mNADH + 2·CO2

Leucin Abbau:
 25  :  Leu + α-KG + mATP + 2·mCoA + mFAD+ + mNAD+ + mSucCoA → Glu + 3·mAcCoA +
mADP + mFADH + mNADH + mSuc + Pi

Citratcyclus:
 26  :  mCoA + mNAD+ + mPyr → mAcCoA + mNADH + CO2

 27  :  mAcCoA + mOxal → mCit + mCoA
 28  :  mCit + mNAD+ → mα-KG + mNADH + CO2

 29  :  mα-KG + mCoA + mNAD → mNADH + mSucCoA + CO2

 30  :  mADP + mSucCoA + Pi → mATP + mCoA + mSuc
 31  :  mFAD + mSuc → mFADH + mMal
 32  :  mMal + mNAD → mNADH + mOxal
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Oxidative Phosphorylierung :
 33  :  3·mADP + mNADH + 0,5·O2 + 3·Pi → 3·mATP + mNAD+

 34  :  2·mADP + mFADH + 0,5·O2 + 2·Pi → 2·mATP + mFAD+

Aspartat Abbau:
 35  :  aKG + Asp → Glu + Oxal
Malat Dehydrogenase:
 36  :  NADH + Oxal → Mal + NAD+

Glutamat Transporter:
 37  :  mGlu → Glu
Pyruvat Transporter:
 38  :  Pyr → mPyr
Malic Enzym
 39  :  Mal + NADP+ → NADPH + Pyr + CO2

Leerlauf-Zyklus für ATP und mATP:
 40  :  ATP → ADP + Pi
 41  :  mATP → mADP + Pi
ATP-ADP Antiporter:
 42  :  ADP + mATP → ATP + mADP
Glutamat Dehydrogenase
 43  :  mGlu + mNAD+ → NH4 + mα-KG + mNADH
Alanin Synthese:
 44  :  Glu + Pyr → Ala + α-KG
Asparagin Abbau:
 45  :  Asn → NH4 + Asp
Interkonversion von FH4:
 46  :  Ser + FH4 → Gly + ·N5N10 MetylFH4

Glutamin Transporter:
 47  :  Gln → mGln
Malat-Shuttle:
 48  :  Mal + mα-KG → αKG + mMal
Malat-Citrat Transporter:
 49  :  Mal + mCit → Cit + mMal
Glutamin Abbau.
 50  :  mGln → NH4 + mGlu
NADH Transporter (Malat-Aspartat- Shuttle)
 51  :  NADH + mNAD+ → NAD+ + mNADH
Dicarboxylat Transporter:
 52  :  mMal → Mal
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7.3 Photographien

Abbildung 7.1: Fermentationsanlage für den Fed-Batch-Prozeßmodus mit On-line Glutamin-FIA und
Zubehör.

Abbildung 7.2: Aufbau der Glutamin On-line-FIA: Referenzkartuschensystem,
Doppelaustauchdiffusionskammer, Selektoren, Injektoren, Pumpen und  Durchflußphotometer.
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