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Population heterogeneity poses a major challenge in industrial scale
bioprocesses, affecting process performance but also leading to more
robust phenotypes. To investigate this phenomenon, multiple fluores-
cent reporter strains are cultivated under simulated industrial scale
conditions in multi-compartment bioreactors. This approach signifi-
cantly raises the quantitative understanding of population hetero-
genity which is needed before its benefits can help to develop high-
yielding, more robust bioprocesses.
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B Die mikrobielle Herstellung von Biopro-
dukten gewinnt als nachhaltige Alternative
zu chemischen Produktionsverfahren zuneh-
mend an Bedeutung. Das Hochskalieren von
Bioprozessen ist jedoch haufig mit unerwar-
teten ProduktivitatseinbuBen verbunden [1].
In groBvolumigen industriellen Bioreaktoren
bilden sich aufgrund nicht idealer Durchmi-
schung Konzentrationsgradienten aus [2].
Zellen, die durch groBvolumige Bioreaktoren
transportiert werden, sind diesen variieren-
den Mikroumgebungen ausgesetzt und akti-
vieren abhangig von ihrer lokalen Umgebung
unterschiedliche Stoffwechselpfade. Als Kon-
sequenz kann aus einer isogenen Kultur eine
heterogene Zellpopulation im Bioreaktor ent-
stehen. Dieses Phinomen wird als Popula-
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A Abb. 1: Visualisieren von Populationsheterogenitdten im Bioprozess. A, Schematische Darstellung des Mehrfach-Reporterstamms Escherichia coli

@ iz (DE3)—pI DTSmart,

Kan

-BBa)23106-TagBFP fiir die Uberwachung des Wachstums (griin), der generellen Stressantwort (gelb), der Sauerstoffverfiigbar-

keit (rot) und der Produktbildung von Einzelzellen (blau). B, exemplarische, mittels Durchflusszytometrie erfasste Fluoreszenzverteilungen der Repor-
terproteine nach Einwirkung extrinsischer Einfliisse im Bioprozess. C, Zusatzlich sind die erwarteten Korrelationen zwischen den Reporterproteinen

und den jeweiligen Prozessparametern illustriert.
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Referenz-Chemostat

Kontinuierliche Kultur mit intermittierendem
Zulauf und Begasung
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A Abb. 2: Abbilden industrieller Kultivierungsbedingungen im LabormaBstab. A, Schematische Darstellung eines industriellen Bioreaktors mit Subst-
rat- und Sauerstoffgradient. B, Darstellung von Prozessdaten wahrend der experimentellen Simulation industrieller Prozessbedingungen im LabormaB-
stab mit intermittierendem Zulauf und Begasung in kontinuierlicher Kultur. C, Vergleich zum Referenz-Chemostat mit konstantem Zulauf und Begasung.

tionsheterogenitiat bezeichnet [3] und ist
mechanistisch kaum verstanden.

Bioprozesse auf Populations- und
Einzelzellebene

Reguldr werden Zellen in Bioprozessen als
gemittelte Einheitszellen betrachtet und
der Prozessverlauf durch Messen von Bio-
masse- und Metabolit-Konzentrationen auf
Populationsebene verfolgt. Um Populations-
heterogenitat in Bioprozessen sichtbar zu
machen, ist allerdings auch die Unter-
suchung der Charakteristika von Einzelzel-
len notig.

Um in vivo einen Einblick in die Popula-
tionsheterogenitat im Bioprozess zu bekom-
men, werden oft zellulare Reportersysteme
eingesetzt (Abb. 1A, [4]). Multiple Reporter-
systeme tragen mehrere Fluoreszenzproteine
chromosomal oder auf einem Plasmid inte-
griert, sodass sie mit ausgewéahlten Zell-
eigenschaften abgelesen und so deren
Expression als Fluoreszenzverteilung mittels
Durchflusszytometrie analysiert werden
kann (Abb. 1B). Die jeweilige Fluoreszenzin-
tensitét dient dabei als MaB fiir die Aktivitét
der zelluldren Eigenschaft [4]. Dies ermog-
licht eine mehrdimensionale Einzelzellana-
lyse. Einerseits konnen so Verteilungen zel-
luldrer Eigenschaften miteinander korreliert
und andererseits prozesszeitabhdngige Popu-

lationsverteilungsverdnderungen quantifi-
ziert werden (Abb. 1C).

Industrielle Kultivierungs-
bedingungen im LabormaBstab
abbilden

Da industrielle Bioreaktoren selten der For-
schung zur Verfiigung stehen, wurden ver-
schiedene experimentelle Aufbauten ent-
wickelt, um industrielle Bioprozesse mit
Mischinsuffizienzen im LabormaBstab abzu-
bilden. Multikompartiment-Bioreaktoren
bestehen aus einem homogen durchmischten
Riihrkesselreaktor, gekoppelt an Gradienten-
zonen im Bypass, wodurch nur ein Teil der
Zellpopulation den Limitierungen ausgesetzt
ist [5]. Zur Untersuchung von Populations-
heterogenitit unter kontrollierten Reaktions-
bedingungen sind allerdings kontinuierlich
betriebene Riihrkesselreaktoren besser
geeignet, bei denen die Prozessvariablen
zeitweilig aussetzend (intermittierend) kon-
trolliert werden [4, 6]. So erfahren alle Zellen
im Bioreaktor die gleichen dynamischen
Umweltbedingungen.

Reaktion von Escherichia coli auf
Mischinsuffizienzen

Wir kultivierten den Escherichia coli-Vier-
fach-Reporterstamm G7BL2](DE3) (Abb. 1A, [7]
mit Plasmid pIDTSmart,, -BBaJ23106-

TagBFP), der als Modellprodukt das blau
fluoreszierende Protein TagBFP produziert,
mit intermittierender Zulaufzugabe sowie
intermittierender Begasung bei einer Durch-
flussrate von 0,2 h' im 1,5-Liter-Riihrkessel-
reaktor. Dieser Stamm ermoglicht das Verfol-
gen zentraler Charakteristika wie Wachstum,
generelle Stressantwort, Sauerstoffverfiig-
barkeit sowie Produktbildung auf Einzelzell-
ebene im Bioprozess.

Nach einer anfanglichen Prozessphase zum
Generieren von Biomasse (Satzphase), gaben
wir ein Gradientenprofil mit 6-Minuten-
Zyklen vor. Hierzu schalteten wir fiir
36 Sekunden den Zulauf ein, pausierten
anschlieBend 126 Sekunden, begasten
72 Sekunden und pausierten danach
126 Sekunden bis zum Start eines neuen
Zyklus. Dies bildet den Weg von Einzelzellen
ab - vom oberen Teil eines industriellen Bio-
reaktors, wo Substrat zugegeben wird, aber
wenig Sauerstoff verfiighar ist, in den unteren
Teil, in dem begast wird und das zugegebene
Medium nahezu verbraucht ist (Abb. 2A, B).
Um den Einfluss dieser fluktuierenden
Umweltbedingungen auf die Verteilungen
zelluldrer Eigenschaften zu bewerten, fiihrten
wir zusétzlich kontinuierliche Kultivierungen
(Chemostat) mit konstanter Begasung und
Zulauf durch (Abb. 2C). Im Vergleich zum
Chemostat, in dem der Gehalt an Geldst-
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sauerstoff und der Kohlenstoffdioxidanteil
im Abgas konstant bleiben, sind im inter-
mittierenden Prozess periodische Schwan-
kungen beider ProzessgroBen als Antwort
auf die Zugabeprofile sichtbar (Abb. 2B,
C).

Auf Einzelzellebene (Abb. 3A) traten im
Chemostaten nach der Satzphase unimo-
dale, symmetrische, in Breite und Inten-
sitdt gleichbleibende Verteilungen fiir das
Wachstum auf. Mit intermittierendem
Zulauf und Begasung werden hingegen
nach 4,5 mittleren hydraulischen Ver-
weilzeiten zwei Populationen sichtbar.
Dabei nimmt der prozentuale Anteil der
geringer fluoreszierenden Subpopulation
im Prozessverlauf von fiinf auf 23 Prozent
am Prozessende zu. Auch die Fitness der
Zellen (Abb. 3B), die sich mit dem geome-
trischen Mittelwert der Verteilungen fiir
das Einzelzellwachstum beschreiben
lasst, nimmt nach sieben Verweilzeiten in
der intermittierenden Kultur deutlich ab,
wihrend die Fitness im Chemostaten kon-
stant bleibt. Sobald die Produktbildung
sich betrdchtlich erhoht, beginnt die
Populationsfitness abzunehmen (Abb.
3A). Anscheinend verringert die nach
einer Anpassungsphase verstarkte Pro-
duktbildung die Populationsfitness,
sodass anschlieBend 17 Prozent der Zel-
len eine Subpopulation bilden, die die
Produktbildung nicht aufrechterhalten
kann.

Bei Korrelation der Produktbildung mit
dem Wachstum sowie der generellen
Stressantwort weisen zwei Subpopulatio-
nen interessante Eigenschaften auf (Abb.
3C, rotes Viereck): Zum einen gibt es Zel-
len, die wachsen und produzieren konnen
und zum anderen produzierende Zellen,
die eine hohere generelle Stressantwort
als andere aufweisen. Damit scheinen
einige Zellen potenziell robuster zu sein
als ein GroBteil der Population. Diese Zel-
len sind fiir einen industriellen Biopro-
zess wiinschenswert, und es ist interes-
sant, welche Rolle ihnen im Gesamtgleich-
gewicht des Prozesses zukommt. Deshalb
analysieren wir derzeit das Proteom, um
die unterschiedlichen Phidnotypen zu cha-
rakterisieren.

Kiinftiger Nutzen der
Populationsheterogenitat im
Bioprozess

Um die anfangs erwahnte steigende Nut-
zung biotechnologischer Produktionspro-
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zesse erfolgreich im industriellen MaB-
stab realisieren zu konnen, werden robus-
te Prozesse mit maximiertem Ertrag beno-
tigt. Dazu ist es auch notwendig, Popula-
tionsheterogenitat in Bioprozessen besser
zu verstehen. Als erstes gilt es zu bestim-
men, in welchen Phasen eines Bioprozes-
ses Populationsheterogenitat vorteilhaft
ist und wann nicht. Dabei wird auch eine
detaillierte Charakterisierung von auftre-
tenden Subpopulationen mittels Omics-
Methoden von groBer Bedeutung sein.
Dies wird potenziell auch einen Einblick
geben, welche Populationsstrategien Zel-
len in industriellen Bioprozessen anwen-
den und so dazu beitragen, das mechanis-
tische Gesamtverstandnis von Populati-
onsheterogenitit zu erhohen. Darauf auf-
bauend konnen zukiinftig geeignete Pro-
zessfiihrungsstrategien zum Einsatz
kommen, wie das Segregostat-Konzept
[8], um Populationsheterogenitat auf
einem fiir eine bestimmte Prozessphase
vorteilhaften Niveau zu halten. Der Segre-
gostat erlaubt es, den Diversifizierungs-
grad einer Population in einer kontinuier-
lichen Kultur, der mittels Online-Durch-
flusszytometrie fortlaufend analysiert
wird, durch Riickkopplungssteuerung der
Zulaufzugabe auf einem vorgegebenen
Wert zu halten.
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A Abb. 3: Segregierter Blick auf die Zellen. A, zeitliche Abfolge der Verteilungen fiir Einzelzellwachstum und Produktbildung von Einzelzellen. B, Popu-
lationsfitness im Vergleich zur Fitness zu Beginn der kontinuierlichen Phase zu verschiedenen mittleren hydraulischen Verweilzeiten jeweils fir eine
kontinuierliche Kultivierung mit intermittierendem Zulauf und Begasung im Vergleich zum Referenz-Chemostat. C, Streudiagramme zur Korrelation von
Zellcharakteristika nach acht Verweilzeiten im intermittierenden Prozess mit potenziell robusteren Subpopulationen (rotes Viereck).
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