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Mikroorganismen leben in einer sich standig andernden Umwelt und sind somit
permanenten Stresssituationen ausgesetzt, denen sie mit verschiedensten Anpas-
sungsmechanismen widerstehen. Die Gesamtheit der in der Umgebung der Zelle
auftretenden Umwelteinflisse wird als Environom bezeichnet. Verdnderungen
verschiedener Faktoren wie der Temperatur, des pH-Werts und der Nahrstoff- und
Wasserverfugbarkeit beeinflussen die Mikroorganismen. Besonders das Wachstum
und die Produktivitdt sind von entscheidender Bedeutung fiir die Biotechnologie
und die Bioverfahrenstechnik.

Die mikrobielle Hitzeschockantwort ist fur viele Anwendungen, z.B. die Tempera-
tur-induzierte heterologe Proteinproduktion wichtig. Die Hitzeschockantwort kann
sich aufgrund der gleichzeitigen Synthese molekularer Chaperone, Proteasen und
anderer Hitzeschockproteine und somit zuséatzlichem Verbrauch von Energie auf
die Synthese und Stabilitdt der produzierten Proteine auswirken. Eine erhdhte
Proteinproduktion unter Temperaturstressbedingungen kann zuséatzlich zu Amino-
sauremangel fuhren, wodurch die Proteaseaktivitat erhdéht wird. Dies kann zu ei-
nem schnelleren Abbau der synthetisierten Proteine fiihren und somit die Produkti-
vitdt herabsetzen. Die verstarkte Expression von Chaperonen hingegen kann stabi-
lisierend auf die produzierten Proteine wirken. Ein weitreichendes Verstandnis der
Hitzeschockantwort auch in Kombination mit weiteren Stressfaktoren ausgel6st
durch die heterologe Proteinproduktion sowie des im Bioreaktor auftretenden und
bisher wenig untersuchten mechanischen Stresses kann zur weiteren Optimierung
des gesamten Prozesses flihren.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teilprojekte. Im ersten Teilprojekt wurde
die Temperaturstressantwort von Escherichia coli in einer kontinuierlichen Bioreak-
torkaskade untersucht und im zweiten Projekt die heterologe Antikdrperproduktion
in Bacillus megaterium unter erhdhter Kultivierungstemperatur. Es soll anhand
dieser zwei Modellorganismen die Wichtigkeit gezeigt werden, mikrobielle Stresssi-
tuationen sowie die heterologe Proteinproduktion als zusatzlichen Stressfaktor zu
analysieren, um mikrobielle Prozesse besser zu verstehen und sich die Kenntnis
zur Verbesserung zu Nutze zu machen. Vor allem mittels Proteomanalyse kdnnen
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wichtige Erkenntnisse zur mikrobiellen Stressantwort gewonnen werden, die zur
|dentifikation prozessrelevanter Regulationen fihren kénnen.
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Im Teilprojekt , Stationdre Escherichia coli Hitzeschockantwort in kontinuierli-
cher Bioreaktorkaskade“ wurden die Zellen in einer kontinuierlich betriebenen
Bioreaktorkaskade, bestehend aus einem ersten Wachstumsreaktor und einem
nachgeschalteten Stressbioreaktor, kultiviert. Die Versuchsanordnung erméglichte
es, die Zellen einem konstanten, definierten Temperaturstress bei einer konstanten
Durchflussrate auszusetzen. Die Analyse der E. coli Hitzeschockantwort erfolgte
mittels 2D-Gelelektrophorese bei einer Stresstemperatur von 47,5°C und einer
konstanten Durchflussrate von 0,225 h'. Als Referenzsystem diente der Wachs-
tumsbioreaktor mit einer Kultivierungstemperatur von 37°C. Die Proteomanalyse
zeigte, dass unter den definierten Bedingungen in kontinuierlicher Kultivierung eine
Vielzahl von Stressfaktoren auftreten. Neben Chaperonen und Proteasen, wurden
veranderte Proteinexpressionslevel aus den verschiedensten Stoffwechselberei-
chen der Zelle identifiziert.

Im zweiten Teilprojekt ,Rekombinante Antikérperproduktion in Bacillus mega-
terium® war die Analyse und die Optimierung der rekombinanten Proteinproduktion
des Lysozym-spezifischen Antikérperfragmentes D1.3 scFv in Bacillus megaterium
das Ziel. Zunéachst erfolgte die Auswahl des geeigneten Stammes und des Indukti-
onszeitpunktes der rekombinanten Proteinproduktion. Die rekombinante Antikor-
perfragmentproduktion wurde anschlieend vom Schittelkolben auf den Bioreaktor
Ubertragen und signifikant gesteigert. Zur Optimierung der heterologen Proteinpro-
duktion wurde die Ruhrerdrehzahl im Bereich von 250 min™ (178,5 W/m3) bis
1000 min™ (6515,4 W/m3) und die Kultivierungstemperatur im Bereich von 25°C bis
45°C variiert. Der durch die Ruhrerdrehzahl auf die Zellen wirkende mechanische
Stress beeinflusste die Produktivitat, die Aktivitat, die Zellgrélie sowie das Wachs-
tum entscheidend. Die Proteomanalyse lieferte erste Erkenntnisse des mechani-
schen Stresses sowie des Einfluss der heterologen Proteinproduktion auf die Zel-
len.
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3.1 Stationdre Escherichia coli Hitzeschockantwort in
kontinuierlicher Bioreaktorkaskade

3.1.1 Die Escherichia coli Hitzeschockantwort

Mikroorganismen leben in einer sich stédndig andernden Umwelt. Einer der
auftretenden Stressfaktoren ist die Veranderung der Umgebungstemperatur. Eine
Erhéhung der Temperatur 16st in Bakterien eine Hitzschockantwort aus, die es
ihnen ermdglicht, sich an die veranderten Umweltbedingungen anzupassen und
den Temperaturstress in einem gewissen Bereich zu Uberleben (37, 38, 51, 91).
Die E. coli Hitzeschockantwort wurde 1978 durch die Neidhardt und Yura entdeckt.
Sie benutzten ein- und zwei-dimensionale Gele zur Untersuchung der durch Hitze
induzierten Proteine in Batch-Schiittelkolbenexperimenten (206, 315). Nach der
Temperaturerhéhung wird in E. coli die Synthese von mehr als 20
Hitzeschockproteinen induziert (37, 38, 51, 91). Diese liegen unter normalen
Wachstumsbedingungen schon in der Zelle vor und werden vermehrt produziert,
wenn das Signal vorliegt. Nach der Adaptionsphase nimmt die Synthese der
Hitzeschockproteine ab und erreicht ein stationdres Level (38, 91).
Hitzeschockproteine schitzen die Zellbestandteile bei erhdéhten Temperaturen.
Typische Hitzeschockproteine sind Chaperone und Proteasen, die die
Proteinfaltung vermitteln, eine Ruckfaltung teilweise denaturierter Proteine
erméglichen und denaturierte Proteine abbauen (37, 38, 51, 91). Die meisten
Hitzeschockproteine in E. coli stehen unter der Kontrolle des alternativen
Sigmafaktors ¢°* (6") (Abb. 3.1) (320). Dieser stellt eine Untereinheit der RNA-
Polymerase dar und bindet spezifisch an Hitzeschockpromotoren (51, 100).



