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Kurzfassung

Kurzfassung

In Anbetracht der aktuellen Antibiotikakrise ist es wichtig, potentielle alternative
Wirkstoffkandidaten in fiir die Forschung relevanten Mengen herzustellen und auch
Prozesse fiir eine mégliche Produktion zu entwickeln. Antimikrobielle Peptide bieten
vor diesem Hintergrund aufgrund ihrer Eigenschaften, der hohen Zahl bisher
entdeckter neuer Stoffe sowie dem breiten Vorkommen in der Natur eine Chance
im pharmazeutischen und medizinischen Bereich. Fir die Produktion dieser
antimikrobiellen Peptide wurde in dieser Arbeit eine stabile Sf- 9 Insektenzelllinie
generiert, welche ein Fusionsprotein mit dem antimikrobiellen Peptid BR0O33 aus
Lucilia sericata exprimiert. BR033 wurde in synthetisierter Form in der
Vergangenheit als Wirkstoffkandidat erfolgreich gegen mehrere pathogene Erreger
getestet. In dieser Arbeit wurde ein biotechnologischer Prozess zur Produktion von
BR033 im 2 - L MaBstab im Satzbetrieb entwickelt. Bei der Prozessentwicklung lag
das Augenmerk auf der Auswahl der Oxygenierungsstrategie sowie der Einbindung
von Process Analytical Technology-Messtechnik, die eine tiefere Prozesskontrolle

fur eine anschlieBende Prozessintensivierung nach Quality by Design ermdglicht.

Mit Hilfe dieser Daten konnte der Prozess Uber akustische Separation in einem
externen Kreislauf und Tribungsregelung hin zu einem Perfusionsprozess
intensiviert werden. Dabei konnten auch bei einer Zellkonzentration von 11x108
Zellen pro Milliliter 98,5 - 100 % der Zellen im KultivierungsgefaR zurickgehalten
werden, die Prozessauslegung ermdglichte dabei eine durchgéngig hohe Vitalitat
von > 90,5 %. Durch den kontinuierlichen Prozessmodus konnte die Produktivitat
und Raum - Zeit - Ausbeute um 180 % beziehungsweise 170% verbessert werden.
Um zu zeigen, dass das rekombinant exprimierte antimikrobielle Peptid auch in
aktiver Form produziert wird, wurde das Fusionsprotein aufgereinigt. Dabei wurde
im ersten Aufreinigungsschritt eine 90 - fache Aufkonzentrierung erzielt, die
Wiederfindung des gesamten Downstreams lag bei ~ 75 %. Nach der
enzymatischen Abspaltung des antimikrobiellen Peptids von den Fusionsgruppen

konnte eine inhibitorische Aktivitdt von ~ 20 % gegen E. coli demonstriert werden.

Schlagworte: antimikrobielles Peptid, Sf - 9, Prozessintensivierung, Perfusion, PAT,

akustische Separation, rekombinante Proteinproduktion, Messen und Regeln




Abstract

Abstract

In view of the current antibiotic crisis, it is of importance to produce potential
alternative drug candidates in relevant amounts for research and development and
to develop processes for their production. Due to their properties, their vast number
of discovered compounds, and their widespread occurrence in nature, antimicrobial

peptides are good candidates for a use in the pharmaceutical and medicinal sector.

In this work, we generated a stably transformed Sf-9 cell line producing a fusion
protein containing the antimicrobial peptide BR033 from Lucilia sericata, as in the
past, synthesized BR033 was successfully tested as a drug candidate against
multiple pathogenes. Furthermore, we developed a biotechnological batch process
for the production of recombinant BR033 on a 2—L scale. For the process
development, we concentrated on the selection of the oxygenation strategy and the
integration of process analytical technology measurement techniques, in order to
enable a more profound process control for a subsequent process intensification in

accordance with the Quality by Design initiative.

By means of the obtained data, the process was intensified for perfusion via acoustic
separation in an external loop, and a turbidimetry control. In this context, 98.5 — 100
% of the cells could be retained at a viable cell concentration of 11 x 108 cells per
milliliter, and the process set - up enabled a continuous high vitality of > 90.5 %.
Due to the continuous process mode, productivity as well as the space-time-yield
improved by 180 % and 170 %, respectively. As a proof for the production of an
active recombinantly expressed antimicrobial peptide, the fusion protein was
purified. The first purification step led to a 90 - fold concentration, and the recovery
of the entire downstream process was at ~ 75 %. After an enzymatic separation of
the antimicrobial peptide from the fusion groups, an inhibitory activity of ~ 20 %

against E. coli could be shown.

Key Words: antimicrobial peptide, Sf-9, process intensification, perfusion, PAT,

acoustic separation, recombinant protein production, measurement and control
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