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1. Ursprungliche Aufgabenstellung

Ziel des Vorhabens war die Optimierung einer auf Bacillus basierenden Expressionsplattform
fur die Herstellung rekombinanter Enzyme, um die Rentabilitdt der Herstellprozesse
insbesondere im kostensensitiven Lebensmittelbereich zu steigern. Dazu sollten die
eingesetzten Bacillus-Stdmme hinsichtlich spezifischer phanotypischer Eigenschaften
verbessert werden. Zu den unerwiinschten Charakteristika deren Reduktion zu einer héheren
Produktivitat beitragen, zahlen beispielsweise die gegen Ende der Fermentation auftretende
Zell-Lyse, die Schaumbildung und die Sekretion von polymeren Metaboliten, welche zu einer
Steigerung der Viskositat im Medium fuhren.

Verbesserte Stamme sollten genutzt werden, um wirtschaftlich interessante Proteine
herzustellen. Das sollte neben Versuchen im Labormafistab auch das Skalieren in
verschiedene Fermentationsmalstabe (1L-400L) beinhalten.

Ein anderer Aspekt der als wesentlich fur die Ausbeute an sekretierten Enzymen erkannt
wurde, ist die Auswahl des Signalpeptids. Signalpeptide sind der Sequenz des Zielproteins N-
terminal vorangestellt und steuern dessen Translokation Uber die Zellmembran. Es existieren
bisher unklare Wechselwirkungen zwischen dem Zielprotein und dem Signalpeptid, weshalb
die Auswahl des Signalpeptids flr jedes Zielprotein empirisch erfolgen muss, was die
Durchfuhrung eines sogenannten Signalpeptidscreenings erforderlich macht, um die
Produktivitdt des Produktionsstamms zu maximieren. D.h. jedes Zielprotein muss mit
zahlreichen Signalpeptiden versehen und getestet werden, um das fiir dieses Zielprotein
optimale Signalpeptid empirisch zu ermitteln.

Um den Screening-Aufwand zuklnftig zu minimieren, sollte im Rahmen des Vorhabens ein
Vorhersage-Tool zur Auswahl von Signalpeptiden in Abhangigkeit der Sequenz des Ziel-Gens
bzw. Zielproteins entwickelt und getestet werden. Daflir war die Herstellung und das
Screening von mehrere Signalpeptidbanken vorgesehen, um die notwendigen Daten zu
erheben und auszuwerten.

2. Ablauf des Vorhabens

Die Arbeiten des Vorhabens waren in mehrere Arbeitspakete (AP) gegliedert:

e AP1: Technisches Management und Evaluation

e AP2: Stammoptimierung zur Steigerung der Prozessperformance

e AP3: Erforschung einer Methode zum Signalpeptid-Screening

o AP4: Testproduktion erster Kandidatenproteine und Untersuchungen zum Upscaling

AP1 war die Klammer fir alle Einzelaktivitdten und diente zu Steuerung des
Gesamtvorhabens. Die Stammoptimierung einerseits (AP2) und die Arbeiten zum
Signalpeptid-Screening (AP3) liefen parallel und weitgehend unabhangig voneinander.

In AP4 wurden die Ergebnisse aus AP2 fir vollumfangliche Produktionsversuche am Beispiel
der Nuclease aus Serratia marcescens genutzt. Ein verbesserter Expressionsstamm fur
dieses Enzym konnte erstellt, ein Fermentationsverfahren entwickelt und bis in den
Pilotmalistab skaliert werden.

3. Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

Im Arbeitspaket zur Stammoptimierung konnten wesentliche Stammverbesserungen erreicht
werden, indem in unserem Bacillus-Basisstamm mehrere Gendeletionen hinzugefligt und
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untersucht wurden. Bedeutsam sind die Elimination der Fahigkeit zu Sporulation, die
Verringerung der Viskositat des Fermentationsmediums und die Erhéhung der Stamm- und
Prozessstabilitdt durch Verdrangung von lysogenen Phagen aus dem Genom.

Der verbesserte Basis-Stamm wurde im Rahmen des Vorhabens zur Erzeugung eines
Expressionsstamms fir eine Nuklease aus Serratia marcescens genutzt. Ein
Fermentationsverfahren wurde entwickelt und vom 1L- Gber den 15L in den 400L-Mafstab
transferiert. Ausgehend von den Arbeiten im Pilotmalistab erfolgte auRerhalb des Vorhabens
der Transfer zu einem externen CMO fir die Routineprodukton der Nuklease.

Um AP3 anzugehen, wurde das Signalpeptidscreening direkt im Produktionsorganismus
aufgesetzt und Banken hergestellt und durchmustert, um die Datengrundlage fur die
Entwicklung eines Vorhersage-Algorithmus zu liefern. Zusatzlich wurden die Ergebnisse von
Signalbanken-Screenings von Projekten aullerhalb des Vorhabens in die Datenbank
eingespeist. Es wurde die Wechselwirkung der Signalpeptid-Sequenz auf mRNA-Ebene
untersucht und eine Korrelation zwischen bestimmten Strukturmustern und der sekretierten
Aktivitat festgestellt. Daraufhin wurde ein bioinformatischer Algorithmus entwickelt, um
optimale RNA-Sequenzen durch stumme Mutationen im kodierenden Bereich oder durch
Mutationen im 5° nicht-translatierten Bereich vorherzusagen. Dieses Tool wurde genutzt, um
Expressionskassetten mit entsprechenden Mustern in unterschiedlicher Gite zu designen. Es
wurden entsprechende Bibliotheken auf Basis eines sekretierten Proteins und auf Basis von
GFP und mCherry erzeugt.

Durch das Ende des Foérderzeitraums mussten die begonnenen Arbeiten auflerhalb des
Vorhabens fortgesetzt werden. Mittlerweile liegen die Expressions- und Fluoreszenzdaten vor,
die bioinformatische Auswertung steht noch aus. Auch wenn das ambitionierte Ziel ein in silico
Vorhersage-Tool zu entwickeln nicht erreicht wurde, ist das Tool zur Optimierung der RNA-
Sequenz als Teil der Codon-Optimierung getestet worden und wird zuklnftig einen Beitrag zu
einem verbesserten Gendesign fiur die Enzymproduktion in prokaryotischen
Expressionssystemen leisten.

4. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Fur die Bearbeitung von AP3 erfolgte im Rahmen einer Doktorarbeit. Die universitare
Betreuung wurde dankenswerterweise von Herrn Professor Mario Morl aus der Fakultat far
Biowissenschaften der Universitat Leipzig Ubernommen.
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