Forschergruppe 548: Polysialic Acid pol(/sia

Produktion von Polysialinsaure aus E.coli K1 *
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Kultivierung: Batch
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Abb.1: batch-Kultivierung im 10 L Biostat C

* 0,298 g/L polySia

Kultivierungsbedingungen (batch)

Temperatur 37 °C  u=0,45 1/h

Eﬂhrge“h""' 1000 rpm Ausbeutekoeffizient:
Begasung 8’L/min Yxis Ypix Ypis

0,397 g/g | 0,0367 g/d 0,0153 gy

it | Leibniz M I-l
1 0; 2 Universi tét -I Medizinische Hochschule

S m e

1004




Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Kultivierung: Fed-batch

Feed Zulauf
' . S
Monod Kinetik U= u
M =
Mo max K + S

[ s

Kg Sattigungskonstante - ist ein Mal fur die Affinitat
um‘_fz des Substrates zum Mikroorganismus
H, Umax |rel. Wachstumsrate
S Substratkonzentration
Ks — 5

Kultivierungsbedingungen (batch/ fed-batch)
Temperatur 37 °C /| 37 °C
Rahrgeschw. 1000 rpm /150-1250 rpm
pH 7,5 /175

Begasung 10 L/min /1-10 L/min
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Kultivierung: Fed-batch
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Abb.2: Fed-batch-Kultivierung im Biostat C (8L)

* 1,16 g/L polySia
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Kultivierung: Fed-batch
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Abb.3: Fed-batch-Kultivierung im Biostat C (10 L)

* 1,29 g/L polySia
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid
Kultivierung: Fed-batch
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Abb.4: fed-batch-Kultivierung im Biostat C (10 L)

* 0,9752 g/L polySia
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Aufreinigung: Batch

B Menge Protein B Menge PolySia
35
5 [
1. Uberstand Reaktor nach Ernte
% 2 2. Ultrafiltration 0,45 um Retentat
§ 2 3.  Ultrafiltration 0,45 um Permeat
§ 1,5 4.  Ultrafiltration 10 kDa Permeat
& 11 5.  Ultrafiltration 10 kDa Retentat
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Aufreinigung: Fed- batch

O Menge Protein @ Menge polySia

1. Uberstand Reaktor nach Ernte
2. Ultrafiltration 0,45 pm Retentat
12 3. Ultrafiltration 0,45 um Permeat
10 | 4. Ultrafiltration 0,45 um Retentat nach Verdunnung mit dd H,O
= 5. Ultrafiltration 0,45 um Permeat nach Verdinnung
o 8 6.  Ultrafiltration 10 kDa Retentat
> 6. 7. Ultrafiltration 10 kDa Permeat
£ 8. Retentat nach Fallung mit 45 % (v/v) Aceton, Uberstand
S 4 9. Acetonpellet resuspendiert in dd H,O
g 10. Uberstand nach Aceton Abrotation
2 11. nach Fallung mit Cetavion, Uberstand
0 12. Cetavlonpellet geldst in 1M NacCl

13. Uberstand nach Fallung mit 80 % (v/v) Ethanol
14. Pellet nach 80 % Ethanolféllung in dd H,O resuspendiert
15. Nach 3 Tagen Adsorber

10 g > 0,65 g polySia
100 % > 6,5 %
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Verluste

Durchschnittliche Verlustprozente an polySia wahrend der einzelnen Aufreinigungsschritte
von den Ernten aus Batch- und Fed-batch-Prozessen unter Berticksichtigung von Messfehlern

der polySia- Konzentration:

Reinigungsschritt Batch Fed-batch
Ultrafiltration (0,45 pm) 1 bis 10 % 10 bis 40 %
Ultrafiltration (10 kDa) bis 30 % 30 bis 40 %
Aceton-Fallung (45 %) ~10 % 12 bis 15 %
Aceton-Fallung (>75%) <10%* -
Cetavion-Fallung (10 g/L) < 1% >74 %
Ethanol-Fallung (80 %) <1% <1%
Adsorber ExM 1753 <1% <1%
Gesamt 45-50 % 89- 95 %

* Bei 80 % (v/v) Aceton werden 100 % gefallt




Forschergruppe 548: Polysialic Acid

DMB-HPLC

NeuSAc DMB

Reaktionsgleichung DMB-NeuSAc or Q

DMB-Markierung von polySia:

Schritt Ldsung/Behandlung Volumen Temperatur Dauer
Probe 10 pL (10 mg/mL)
Probe + 70 uL dd
H,O
Farbung DMB-Reagenz 80 uL 8/50<C 5/24h
Hydrolyse 40 mM TFA 80 uL
Abbruch 1 M NaOH 20 pL
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

DMB: Standard (MHH, Abt.: Frau Prof. Dr.Gerardy-Schahn)
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

DMB: Optimierung
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Optimal:
- Reaktion bei 8 T und 24 h
- Laufmittel dd H,O und 3-4 M NH ,Ac




Forschergruppe 548: Polysialic Acid

DMB: Colominsaure und Polysialinsaure
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid
DMB: Batch und Fed-batch
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Forschergruppe 548: Polysialic Acid

Ausblick

e Steuerung der Fed-batch-Kultivierung mit
Unterschiedlichen Feed-Systemen

« Entwicklung eines neuen Aufreinigung Prozesses flr die
Fed-batch-Kultivierung

« Bestimmung der polySia-Kettenlange wahrend der
Kultivierung




