[ 1] T
EEE
EEE Institut flr Bioverfahrenstechnik
TECHNISCHE HOCHSCHULE MITTELHESSEN und Pharmazeutische Technologie

Mathias Joachim

Prozessintensivierung der rekombinanten
Herstellung und neuartigen membranbasierten
Aufreinigung eines Elastin-Like-Polypeptid
gekoppelten antimikrobiellen Peptids

A, Q
70, o0
2essintensivie’

Schriftenreihe des Institutes fir Bioverfahrenstechnik und Pharmazeutische
Technologie | Band 16

Herausgeber: Prof. Dr.-Ing. Peter Czermak




Prozessintensivierung der rekombinanten Herstellung und
neuartigen membranbasierten Aufreinigung eines Elastin-

Like-Polypeptid gekoppelten antimikrobiellen Peptids

Dem Fachbereich Biologie und Chemie der Justus-Liebig-Universitidt Gieen vorgelegt

zur Erlangung des Grades

Doktor der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

Dissertation vorgelegt von
M.Sc. Mathias Joachim

Geboren am 12.12.1988 in Stuttgart Bad-Cannstatt

Gielen, 2019



Dekan: Prof. Dr. Jirgen Janek
1. Gutachter: Prof. Dr.-Ing. Peter Czermak
2. Gutachter: Prof. Dr. Andreas Vilcinskas



Schriftenreihe des Institutes fur Bioverfahrenstechnik und
Pharmazeutische Technologie

Band 16

Mathias Joachim

Prozessintensivierung der rekombinanten
Herstellung und neuartigen membranbasierten
Aufreinigung eines Elastin-Like-Polypeptid
gekoppelten antimikrobiellen Peptids

D 26 (Diss. Universitat Giessen)

Shaker Verlag
Duren 2020



Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Gber
http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Zugl.: Giessen, Univ., Diss., 2020

Copyright Shaker Verlag 2020

Alle Rechte, auch das des auszugsweisen Nachdruckes, der auszugsweisen
oder vollstandigen Wiedergabe, der Speicherung in Datenverarbeitungs-
anlagen und der Ubersetzung, vorbehalten.

Printedin Germany.

ISBN 978-3-8440-7456-7

ISSN 2198-5731

Shaker Verlag GmbH « Am Langen Graben 15a « 52353 Diren

Telefon: 02421/99011-0 + Telefax: 02421/99011-9
Internet: www.shaker.de < E-Mail: info@shaker.de



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Verbreitung von Antibiotika-resistenten Keimen ist eine wachsende Bedrohung
fiir Gesundheitssysteme weltweit. Antimikrobielle Peptide (AMPs) werden als mogliche
Losung der steigenden Nachfrage nach neuen Antibiotika gesehen. Die Ausschopfung des
Potentials vielversprechender AMPs erfordert die Produktion und Aufreinigung der
Peptide in ausreichender Menge. Herkommliche Produktionsprozesse fiir AMPs bestehen
aus Batch-Kultivierungen im Up- und chromatographischen Aufreinigungsverfahren im
Downstream Processing. Trotz der Limitationen beziiglich der MafBstabsiibertragung und
der hohen Kosten ist die Chromatographie noch immer der industrielle Gold-Standard.
Alternative Aufreinigungsstrategien, wie der Gebrauch selbst agglomerierender 7Tags und
Membranfiltrationen, sind ein vielversprechender Ansatz. Um das volle Potential dieser
neuen Prozesse ausschopfen zu kénnen, miissen diese jedoch von Grund auf entworfen
werden. Die Prozessintensivierung eines solchen alternativen Produktions- und
Aufreinigungsprozesses war das Ziel dieser Arbeit. Ein chemisch definiertes
Minimalmedium fiir das Wachstum und die rekombinante Proteinproduktion eines AMPs
wurde entwickelt. Der Einsatz eines E. co/i-Stammes mit verdnderten Redoxbedingungen
im Cytosol erforderte die Entwicklung eines mafigeschneiderten Mediums mit erhohtem
Eisenanteil (M9i). Mit diesem M9i-Medium und der Etablierung einer C-Quellen
limitierten Fed-Batch-Strategie konnte fiir E. coli Rosetta-gami™ B(DE3)pLysS erstmals
das  Wachstum in die Hochzelldichte gezeigt werden. Die Anpassung der
Induktionsparameter fithrte zu einer 208-fachen Steigerung des Produkttiters, im
Vergleich zum Ausgangsprozess (Batch-Prozess im LB-Komplexmedium). Mit dem
kombinierten Scale-up Kriterium der konstanten Gelostsauerstoffkonzentration und der
iibereinstimmenden volumetrischen Energieeintrige an den Grenzen der Riihrerkaskade
konnte eine erfolgreiche Methode zur Maf@stabsiibertragung prasentiert werden. Der
erfolgreiche Einsatz von selbst agglomerierenden Elastin-Like-Polypeptid (ELP) Tags, in
Kombination mit keramischen Mikrofiltrationsmembranen zur Aufreinigung konnte
gezeigt werden. Eine Kombination aus Rickspiilung und mechanischer Zerstorung der
Deckschicht konnte erfolgreich benutzt werden, um dem

Hauptverblockungsmechanismus wihrend der Filtration entgegen zu wirken.

Schliisselworte: M9i- Minimalmedium, Hochzelldichtekultivierung (HCDC), Maf@stabsvergroferung,
keramische Membranen, Elastin-Like-Polypeptid (ELP), Fouling-Analyse




Abstract

Abstract

The spread of antibiotic-resistant pathogens is a severe threat to healthcare systems
worldwide. Antimicrobial peptides (AMPs) have been proposed as a potential solution to
the demand for new antibiotics. The exploitation of the full potential of these AMPs
demands the production and purification of the peptides in sufficient amounts. Standard
production processes for antimicrobial peptides comprise of batch cultivations in up- and
chromatographic purification in downstream processing. In spite of limitations in scale-up
and high costs, chromatography still remains industrial gold standard. Alternative
downstream strategies using aggregating tags and membrane filtration are a promising
approach. However, for making use of the full potential of such processes, they have to be

engineered from scratch.

Process intensification of such an alternative production and purification process was the
aim of this work. A chemically defined minimal medium was developed for growth and
recombinant production of an AMP. The use of a redox-engineered E. coli-strain required
a tailor made medium with an enhanced iron contend (M9i). With this medium and a
carbon source limited fed-batch strategy, the growth of the E. coli Rosetta-
gami™ B(DE3)pLysS to high cell densities was shown for the first time. Adjustment of
the induction parameters led to a 208-fold increase of product titers, in comparison to the
starting process (batch-process in LB-complex media). With the combined scale-up
criteria of a constant dissolved oxygen concentration and matching volumetric power
inputs at the boarders of the stirrer cascade, a successful scale-up methodology was
presented. The successful use of self-agglomerating Elastin-Like-Polypeptide (ELP) tags,
in combination with ceramic microfiltration membranes, for purification, was shown. A
combination of backflushing and mechanical disruption of the cake layer was used to

counteract the main blocking mechanism during the microfiltration.

Keywords: M9i- minimal media, high cell density cultivation (HCDC), scale-up, ceramic membranes,

elastin-like-polypeptide (ELP), fouling analysis
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