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Kurzfassung

Kurzfassung

Antimikrobielle Peptide (AMPs) von Insekten sind wertvolle Ressourcen fiir die phar-
mazeutische Industrie und kdnnen als Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuartiger
Antibiotika dienen. Um dieses Potenzial zu nutzen, ist eine effiziente rekombinante
Expression erforderlich. Die Etablierung einer diesbeziiglichen Herstellungsplatt-
form umfasst sowohl die Auswahl eines geeigneten Expressionswirts als auch die Pro-
zessoptimierung wihrend des spateren Scale-Ups. Die vorliegende Arbeit beschreibt
die rekombinante Herstellung von zwei AMPs, die urspriinglich aus der grofen
Wachsmotte Galleria mellonella bzw. dem asiatischen Marienkafer Harmonia axyri-
disisoliert wurden. Als Expressionswirt wurden stabil transfizierte Drosophila mela-
nogaster S2-Zellen eingesetzt. Basierend auf der polyklonalen Population, die nach
der Transfektion vorlag, konnten mittels Limiting Dilution hochproduktive Einzelzell-
klone isoliert werden, welche typischerweise eine zwei- bis sechsfach hohere zellspe-
zifische Produktivitdt aufwiesen. Im Zuge einer weiteren Optimierung wurde ein sta-
tistisch geplantes Screening zur Bestimmung der optimalen Induktionsbedingungen
durchgefiihrt. Wahrend des anschliefenden Scale-Upsin den 1 L-Bioreaktor-Maf3stab
ermoglichte die Online-Messung der dielektrischen Eigenschaften der Zellsuspension
sowie die Messung der vorliegenden Triibung eine effiziente Prozesskontrolle. Basie-
rend darauf wurden in ersten Batch- oder Fed-Batch-Prozessen 17 bis 30 mg der AMPs
produziert. Eine weitere Prozessintensivierung erfolgte durch den Wechsel zu einem
TFF-basierten Perfusionsprozess. Dadurch konnte die Proteinausbeute bereits in ei-
nem sehr kurzen Pilotversuch auf 130 mg erhoht werden. SchliefSlich wurden die
funktionellen AMPs durch Metallionenaffinitdtschromatographie aufgereinigt und
hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Eigenschaften gegen Escherichia coli untersucht.

Dabei lief3 sich die erfolgreiche Produktion aktiver Peptide nachweisen.

Schlagworter: Rekombinante Proteinproduktion, antimikrobielle Peptide und Prote-
ine, stabil transfizierte Drosophila melanogaster S2-Zellen, Online-Monitoring, Die-
lektrische Spektroskopie, Triibungsmessung, Prozesskontrolle, Prozessintensivie-

rung



Abstract

Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) from insects are valuable resources for
pharmaceutical industry and can serve as leads for the development of novel
antibiotics. To access this potential an effective recombinant expression process is
mandatory, which includes the selection of a suitable expression host as well as
process optimization during scale up. The present thesis describes the recombinant
production of two AMPs derived from the greater wax moth Galleria mellonella or the
asian ladybug Harmonia axyridis using stably transformed Drosophila melanogaster
S2 cells. Based on the polyclonal population that was obtained after transfection, we
isolated highly productive single cell clones by limiting dilution and achieved typically
a two to sixfold increase in productivity. Further optimization on the cellular level
included a statistical planned screening to determine optimal conditions for induction
of the employed Metallothionein promoter. The online measurement of the cell
suspensions dielectric properties and turbidity enabled an efficient process control
and monitoring of the cells physiological status. Based on this information, 17-30 mg
of the AMP was expressed at the 1 L bioreactor scale in batch or fed batch mode. The
expression was further intensified by switching to a tangential flow filtration-based
perfusion process. Using a short perfusion run at the bench scale already increased
the final protein yield to 130 mg using essentially the same equipment as for batch
culture. Finally, the functional AMPs were recovered by metal ion affinity
chromatography and the antimicrobial properties against Escherichia coli were

tested, indicating the successful isolation of active peptides.

Keywords: recombinant protein expression, antimicrobial peptides, stably trans-
formed Drosophila melanogaster S2 cells, online monitoring, dielectric spectroscopy,

turbidity measurement, process control, process intensification
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