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Prozess- und Proteomanalyse gestresster Mikroorganismen

Inhalt: In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Temperatur, des mechanischen Stresses
und die Produktion rekombinanter Proteine auf Mikroorganismen auf Prozess- und Proteomebene
analysiert. Diese Stressfaktoren wurden im Zusammenhang mit der stationdren Escherichia coli
Hitzeschockantwort in einer kontinuierlichen Reaktorkaskade sowie wahrend der heterologen
Produktion eines Antikérperfragmentes in Bacillus megaterium untersucht.

Im ersten Projekt ermdglichte es die Versuchsanordnung einer Reaktorkaskade, E. coli-Zellen
einem konstanten, definierten Temperaturstress bei einer konstanten Durchflussrate auszusetzen.
Die Proteomanalyse zeigte neben der verstarkten Expression von Chaperonen und Proteasen
einen aufgrund der héheren Temperatur verursachten oxidativen Stress. Die Aminosdurebiosynthe-
se sowie Enzyme des Zentralstoffwechsels wurden ebenso verstarkt gebildet wie Proteine, die an
der alternativen Substrataufnahme aus dem umgebenden Medium beteiligt sind.

Im zweiten Projekt konnte die Analyse und Optimierung der heterologen Antikérperfragmentproduk-
tion in B. megaterium zeigen, dass neben der Temperatur sich vor allem der mechanische Stress
signifikant auf die Produktivitdt sowie auf die ZellgréRRe, die Aktivitdt und das Wachstum auswirkten.
Die Proteomanalyse des heterologen Produktionsstresses zeigte die verstarkte Expression von
Proteasen, einem Chaperon sowie Proteinen der Aminosdurebiosynthese und den verstarkten
Transport von Peptiden aus dem Medium. Der mechanische Stress flihrte zum Induktionszeitpunkt
zu einem hoéheren oxidativen Stress und héheren Expressionslevel der Protease ClpP und des
Chaperons GrpE. In der Produktionsphase konnte bei einer geringeren mechanischen Belastung
die verstarkte Expression des OppA-Proteins, das an der Aufnahme von Peptiden beteiligt ist,
sowie Chaperonaktivitdt besitzt, beobachtet werden. In dieser Arbeit wurde deutlich, dass die
detaillierte Analyse des Einflusses verschiedener Stressfaktoren auf Bakterienzellen viele Moglich-
keiten aufzeigen kann, biotechnologische Prozesse auf Basis der Proteomanalyse zu optimieren.

Suchbegriffe: Escherichia coli, Hitzeschock, Bioreaktorkaskade, Bacillus megaterium, Antikérper-
fragment scFv, mechanischer Stress, 2D-Gelelektrophorese

Contents: In the present work the influence of the temperature, mechanical stress and heterolo-
gous protein production on microorganisms was analysed. These stress factors were investigated in
the context of the stationary heat shock response of Escherichia coli and the heterologous antibody
fragment production with Bacillus megaterium.

In the first project the experimental platform of the continuously operated bioreactor cascade pro-
vided the possibility of a constant, defined stress analysis. The proteome analysis revealed in-
creased expression of chaperones and proteases and an oxidative stress response interrelated to
the high temperature. The amino acid biosynthesis, the central metabolic pathway as well as pro-
teins expression associated with the uptake of alternative substrates were also upregulated under
heat shock conditions.

In the second project the analysis and the optimization of the antibody fragment production in
B. megaterium demonstrated the significant influence of the mechanical stress and the cultivation
temperature on the productivity but also on cell size, cell activity and the bacterial growth. The
corresponding proteome analysis of the heterologous protein production indicated an increased
expression of a protease and proteins related to amino acid biosynthesis and an enhanced uptake
of peptides. The mechanical stress at the time of induction caused an increased oxidative stress
expression of the protease ClpP and the chaperone GrpE. During the production phase a reduced
mechanical stress caused the significant upregulation of OppA, which is involved in the uptake of
peptides and additionally displays chaperone activity.

This work highlights how the detailed analysis of different stress factors that affect bacterial cells
which can reveal possibilities to optimize biotechnological processes based on proteome analysis.

Key words: Escherichia coli, heat shock, bioreactor cascade, Bacillus megaterium, antibody frag-
ment scFv, mechanical stress, two-dimensional gel electrophoresis
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