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Vorwort

Wadenswil, Oktober 2019

Liebe Absolventinnen und Absolventen des BT16

Unseren «Herzlichsten Glickwunsch» zum soeben erhaltenen Diplom als «Bachelor of
Sciences ZFH in Biotechnologie», dass Sie sich nach Ihrer 3-jahrigen Ausbildungszeit
redlich verdient haben.

Sie alle haben sich mit Elan 2016 fUr den Einstieg ins Biotechnologiestudium entschie-
den. Diese Energie haben Sie wahrend der vergangenen Jahre als Klasse beibehalten.
Sie haben sich engagiert dazu biotechnologisches Fachwissen angeeignet.

Weitblick, Innovationsfreude und professionelle Gelassenheit stellte Ihr Klassen-Motto
dar. Die neue Idee, aus dem Studiengang einen «Ambassador» zu entsenden, um Stu-
dieninteressierten einen realistischen Eindruck des Studienalltags zu vermitteln, wurde
von lhnen unterstUtzt; ebenso haben Sie sich mit dem Blick «Uber den Tellerrand»
daflr eingesetzt, dass der Studiengang im neuen Studierendenparlament vertreten
war. Professionelle Gelassenheit und Weitsichtigkeit haben wir erfreut bei Ihnen fest-
gestellt, als es um Veranderungen im Curriculum ging, die sich konkret im Ablauf Ihrer
Bachelorarbeit gedussert haben.

Ausbildung aussert sich nicht nur in der Ansammlung von Fachwissen, sondern viel-
mehr durch das Erlangen von Ubergeordneten Perspektiven, wie schon ein kluger
Schweizer vor Ihnen anmerkte:

«Education is not the learning of facts, but the TRAINING of the mind to THINK.»
(Albert Einstein, 1879-1955)

FUr lhre Zukunftsgestaltung winschen wir Ihnen alles Gute und viel Erfolg. Bewahren
Sie sich lhre grosse Portion Weitblick, gentigend Innovationskraft und Ideen, um
Letztere clever umzusetzen.

Mit herzlichen Grissen,

Susanne Dombrowski
Leiterin Studiengang Biotechnologie



Aristotelia chilensis: establishment and characteri-
sation of callus suspension cultures, their secondary
metabolites and antiplatelet activity (confidential)

Diplomandin

Maria Fernanda Blattler

Korrektor/-in ZHAW

Dr. Evelyn Wolfram, BSc Oliver Oros

Korrektorin extern

Prof. Dr. Hermine Vogel, Universidad de Talca, Chile

The popularity of the Chilean shrub Aristotelia
chilensis (Molina) Stuntz commonly known as
«maqui» rose over the last years due to the
reported antioxidant properties of its berries,
which contain high amounts of polyphenols.
The industry’s growing demand for the fruit
threatened its occurrence in the wild, lead-
ing to domestication efforts by the Faculty of
Agricultural Sciences of the University of Talca,
Chile. These efforts resulted in the isolation
and propagation of the clones «Luna Nueva»,
«Morena» and «Perla Negra» that proved to
have berries with high polyphenol content. An
alternative way to produce plant secondary
metabolites is the biotechnological manufac-
turing of plant cell suspension cultures. This
has the advantage that, maqui cells can be
cultivated under controlled conditions inde-
pendent of seasonal fluctuations, pest and
diseases. In this bachelor’s thesis, several
plant cell suspension cultures of the «Luna

Fig. 1: The experiments were carried out in Erlenmeyer
flasks under different cultivation conditions.
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Nueva» clone were cultivated in Erlenmeyer
flasks between 23 and 36 days under differ-
ent conditions such as with or without baffles
and with or without light irradiation (Fig. 1). To
characterize the cultures, several parameters
were measured such as the appearance, vital-
ity, packed cell volume (PCV), cell dry weight
(CDW), cell fresh weight (CFW), electrical con-
ductivity and pH. In addition, culture samples
were extracted with acidified methanol for the
quantification of anthocyanins as well as for
the measurement of their human antiplate-
let effects with the turbidimetric method of
Born and Cross (1962) (Fig. 2). These results
are relevant for the establishment of a future
high-yielding maqui cell line capable of pro-
ducing the highly desired secondary metabo-
lites in vitro for commercial purposes.

Due to confidentiality reasons, details con-
cerning the results are not published in this
abstract.

Fig.2: Antiplatelet activity measurement with the Aggro-
Meter.



Zein - Ein Nanocarriersystem mit hohem
Potential fur pharmazeutische Anwendungen

Diplomand

Valentin Bolt

Korrektor/-in ZHAW

Dr. Andrea Baier, BSc Jannik Saladin

Das Interesse an der Nanotechnologie nimmt
in der pharmazeutischen Industrie exponen-
tiell zu. Die Verabreichung von Wirkstoffen in
nanoskalierten Systemen bietet viele Vorteile
gegenuber herkdmmlichen Arzneiformen, wie
die Erhéhung der Bioverflugbarkeit von was-
serunldslichen  Wirkstoffen, das Einwirken
der Wirkstoffe direkt am Zielgewebe oder die
kontrollierbare Wirkstofffreisetzung. Da die
Nanocarriersysteme sich untereinander stark
unterscheiden, ist deren Charakterisierung
zwingend notwendig.

Nanopartikel wie Mizellen besitzen aufgrund
ihrer amphiphilen Eigenschaften ein besonders
grosses Potential, um hydrophobe Wirkstoffe
mit einer erhdhten Effizienz auf den menschli-
chen Korper einwirken zu lassen. Im Rahmen
der Bachelorarbeit wurden, durch eine Co-
Polymerisation von Zein und Methoxy-Poly-
(ethylenglykol) (mPEG), Mizellen hergestellt
und mit Cannabidiol, Curcumin beziehungs-
weise Fluorescein beladen. Anschliessend
wurden die Zein-mPEG-Mizellen auf ihre
Partikelgrossenverteilung, ihre  Oberflachen-
charakteristika, ihr Zeta-Potential, ihre Wirk-
stoffbeladungs- und auf ihre Wirkstofffreiset-
zungseffizienz Gberpruft.

Anhand der erhaltenen Resultate konnten eini-
ge Aussagen bezlglich der Eigenschaften der
Zein-mPEG-Mizellen getroffen werden. Die
Zein-mPEG-Mizellen besassen Partikelgros-
sen von 75-150 nm und hatten eine kugelahn-
liche Form. Die Messungen der Zeta-Potentia-
le ergaben Werte von -13.8-7.47 mV. Bei der

Beladung der Mizellen mit den jeweiligen Wirk-
stoffen wurden in den Zein-mPEG-Mizellen
Wirkstoff-Wiederfindungsraten von 125.96 %
flr CBD und 74.25 % fur Curcumin berechnet.
Mit einer weiteren Methode wurde die Wirk-
stofffreisetzung bestimmt, wobei Werte von
78.95+14.04 % fur die CBD- beziehungs-
weise 52.44+£5.90 % fur die Curcumin-bela-
denen Zein-mPEG-Mizellen ermittelt wurden.
Die erhaltenen Resultate wurden diskutiert
und weiterflhrende Analysen beschrieben.
Neben dem Optimieren der angewandten
Methoden ware es in einem nachsten Schritt
beispielsweise sinnvoll, die Zytotoxizitat der
Zein-mPEG-Mizellen zu untersuchen. Um
diesen Versuch zu starten, muss zuvor jedoch
noch eine Sterilisierungsstrategie entwickelt
werden.

Abb. 1: Untersuch der Zein-mPEG-Mizellen auf
deren morphologische Eigenschaften.

Die Zein-mPEG-Mizellen besitzen im getrockneten Zustand
starke Agglomerationskrafte. Auch einzelne Zein-mPEG-
Mizellen sind detektierbar. Die Mizellen besitzen eine Grosse
zwischen 110 nm und 170 nm. Gut ersichtlich ist, dass die
Zein-mPEG-Mizellen eine kugelférmige Struktur besitzen.
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Analytik von Leachables und Extractables

(vertraulich)

Diplomandin

Oriana Borner

Korrektor/-in ZHAW

Prof. Dr. Caspar Demuth, Dr. Susanne Kern

Korrektor extern

Dr. rer. nat. Rudolf Kéhling, Merck Group,
Sigma-Aldrich Production GmbH

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma Merck, ehemalig Sigma-Aldrich
Production GmbH, durchgeflhrt. Aus Grin-
den der Vertraulichkeit wird die Arbeit hier nur
summarisch zusammengefasst.

Extractables und Leachables (E&L) sind in der
Pharmabranche ein grosses Thema, da es
sich bei diesen Substanzen haufig um schad-
liche Chemikalien/Verunreinigungen aus Pri-
marverpackungen handelt, die in pharmazeu-
tische Produkte Ubergehen und die Sicherheit
von Patienten gefahrden kénnen. Trotz Zunah-
me der regulatorischen Richtlinien fir die
Anwendung, Durchfuhrung sowie der Bericht-
erstattung von solchen Studien stellt sich die
Analyse dieser Substanzen noch immer als
schwierig dar. Zum einen ist mit einer gros-
sen Vielfalt an moglichen E&L-Substanzen zu
rechnen, zum anderen sind die Konzentratio-
nen gering. Ziel dieser Bachelorarbeit war die
Prifung der Eignung von zwei neu zusam-
mengestellten Referenzmaterialien von Merck
im Bereich E&L in Pharma- und Lebensmittel-
anwendungen. HierfUr wurden eine pharma-
zeutische und drei lebensmitteltechnische
Kunststoffverpackungen extrahiert und mit
GC/MS und LC/MS auf Extractables unter-
sucht. Die Referenzmaterialien halfen dabei,
die Messmethoden fir GC/MS und LC/MS zu
entwickeln und zu validieren. Im Bereich phar-
mazeutische Verpackungen wurde ein Sal-

bentiegel aus Polypropylen mit verschiedenen
Extraktionsmethoden auf Extractables unter-
sucht. Eine geeignete Extraktionsmethode
wurde dann auf Lebensmittelverpackungen,
eine Milchflasche aus Polycarbonat und zwei
Joghurtbecher aus Polyethylenterephthalat
und Polystyrol, angewandt und die Extrakte
mittels GC/MS und LC/MS analysiert. Es zeig-
te sich, dass die beiden Referenzmaterialien
sich fur die Identifizierung von E&L im Phar-
mabereich gut eignen und einige Extractables
in der Salbentiegel-Verpackung gefunden und
halbquantitativ bestimmt werden konnten. In
den untersuchten Lebensmittelverpackungen
wurden einige Substanzen identifiziert oder
postuliert, welche nicht in den Referenzma-
terialien enthalten waren, aber fir weitere
E&L-Studien wichtig sein kdnnen. Zudem
sind Leachables ein grosses Thema, zu deren
Untersuchung aufwandigere Langzeitstudien
und Spurenanalytik mit Hilfe des Referenzma-
terials gemacht werden sollten.
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Abb. 1: GC/MS-Chromatogramm von Referenzmaterial mit
E&L-Substanzen.



Bestimmung von physikochemischen Parametern
von Wirkstoffkandidaten: Methodenentwicklung
und Validierung (vertraulich)

Diplomand

Tobias Braun

Korrektor ZHAW

Prof. Dr. Caspar Demuth

Korrektor extern

Dr. Reto Naf, Topadur Pharma AG

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma Topadur Pharma AG durchge-
fuhrt. Aus Grinden der Vertraulichkeit wird die
Arbeit hier nur summarisch zusammengefasst.

Die Entwicklung von neuen Wirkstoffen
und deren Zulassung ist ein sehr komplexer
Prozess. Um die Erfolgschancen von Wirk-
stoffkandidaten zu erhohen, mussen diese
maglichst frihzeitig und gezielt anhand phy-
sikochemischer Eigenschaften und experi-
mentell bestimmter bzw. berechneter Para-
meter kategorisiert und selektioniert werden.
Diese konnen unter anderem aus in silico,
zelluldren  und  enzymatischen Methoden
stammen. Das pharmazeutische Start-up
Topadur Pharma AG in Schlieren entwickelt
unter anderem Wirkstoffe, welche zur Hei-
lung chronischer Wunden beitragen. Diese
Arbeit unterstitzte die Selektion von mdg-
lichen Wirkstoffkandidaten des Unterneh-
mens, indem Methoden zur Bestimmung von
relevanten physikochemischen Parametern
entwickelt wurden. Dazu zahlen der Oktanol/
Wasser-Verteilungskoeffizient (log P), die topo-
logische polare Oberflache eines Molekdls
(TPSA) und die Plasmaproteinbindung (PPB).
Im Verlauf dieser Abschlussarbeit wurde eine
HPLC-Methode flr die Bestimmung von
log P entwickelt, anschliessend anhand von
Referenzsubstanzen mit bereits bekannten
physikochemischen Parametern validiert und

fir das Drug Screening mdglicher Wirkstoff-
kandidaten eingesetzt. Sowohl die TPSA als
auch die kalkulierten log P-Werte wiesen eine
Korrelation zu den durch die HPLC-Methode
experimentell ermittelten Verteilungskoeffizien-
ten log P auf. Der Abgleich mit den Daten zur
Plasmaprotein-Bindung konnte die anhand der
log P-Werte gemachten Vorhersage zur Lipo-
philie der Wirkstoffe bestatigen. Zusammen-
fassend wurde im Verlauf dieser Abschluss-
arbeit der Einfluss der chemischen Struktur
und deren spezifischen Substituenten auf die
physikochemischen Parameter von Wirkstoff-
gruppen untersucht und ermittelt. Die entwi-
ckelten und validierten in vitro- und in silico-
Methoden ermoglichten die Kategorisierung
und anschliessende Selektion von mdglichen
Wirkstoffkandidaten (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Kastendiagramm der log P-Daten im Vergleich zur
TPSA und PPB.



Nachweis und Erzielen einer Punktmutation in
einem bestimmten Genabschnitt zur Bestimmung
einer Wirkstoffbindungsstelle

Diplomand

Simone Coppo

Korrektor ZHAW

Prof. Dr. Martin Sievers

Korrektor extern

Dr. Valentino Cattori, Inthera Bioscience AG

Im klinischen Bereich ist Krebs eine der Haupt-
ursachen fUr den Tod. Statistiken zeigen,
dass der Trend zu Krebs im Laufe der Jahre
zunimmt, im Jahr 2018 wurde bei 18,6 Millio-
nen Menschen Krebs diagnostiziert. Krebs ist
damit die zweithaufigste Todesursache der
Welt. Durch die Entwicklung von Molekulen
wie Oxopiperazin-Helix-Mimetika (OHM) kann
die Interaktion zwischen bestimmten Protei-
nen gestort werden, was einen wesentlichen
Einfluss auf die Tumorentwicklung hat. Die
OHMs sind «nonpeptidic»-Moleklle, die als
nanomolare Liganden fur bestimmte Doméne
eines Proteins wirken. Der Prozess der Ent-
wicklung eines Medikaments ist essentiell, um
seine Wirksamkeit und Sicherheit zu gewahr-
leisten. Diese werden sowohl in vitro als auch
in vivo definiert, bevor die klinischen Studien
durchgefiihrt werden kdénnen. Um die Wirk-
samkeit des Medikaments in vitro analysieren
zu koénnen, wurde das System CRISPR/Cas9
verwendet. Damit wurde eine DNA-Sequenz
verandert, die flr eine Region eines Proteins
kodiert. Dies wurde durchgefihrt, um die
Wirksamkeit des Medikaments in vitro indirekt
zu bestimmen. Das CRISPR-System (Clus-
tered Regularly Interspaced Short Palindro-
mic Repeats) ist ein adaptives Immunsystem,
welches in einigen Arten der Bakterien- und
Archea-Domane vorkommt. Eine vereinfachte
Version dieses Systems (CRISPR/Cas9) wur-
de angewendet, um ein sehr leistungsfahiges
und prazises Werkzeug fur die genetische
Ver&nderung zu bieten, welches viel einfacher
10

zu bedienen und gleichzeitig wirtschaftlicher
ist als bestehende Technologien. Das Enzym
Cas9 hat zwei verschiedene Zustande, einer
ist, wenn die gRNA nicht vorhanden ist, und
der andere, wenn die gRNA sich innerhalb
des Enzyms befindet. In Abwesenheit der
gRNA ist das Enzym vdllig inaktiv. Stattdessen
bewirkt das Vorhandensein der gRNA die Ver-
anderung der Konformation des Enzyms und
macht es somit aktiv. Sobald das Enzym aktiv
ist, ist es in der Lage, die Aktivitat der Spal-
tung einer spezifischen DNA-Sequenz durch-
zufUhren, die durch die Komplementaritat der
gRNA- und PAM-Sequenz erkannt wird.



Expression, Aufreinigung und Charakterisierung
einer neuartigen N-Glykanase (vertraulich)

Diplomand

Mario De Simoni

Korrektorin ZHAW

Dr. Sabina Gerber

Korrektorin extern

Dr. Paula Carranza

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Die N-Glykosylierung ist eine der haufigsten
posttranslationalen Modifikationen in eukaryoti-
schen Proteinen, welche Expression, Faltung
und Lokalisierung sowie Stabilitat, moleku-
lare Interaktionen und SignalUbermittlung
im Organismus moduliert. Die Glykane kon-
nen enzymatisch vom Protein getrennt und
nachfolgend auf ihre Zusammensetzung und
Struktur geprtft werden. Pflanzliche Gly-
koproteine tragen oft eine Kern a-1,3-ver-
knupfte Fukose, welche eine enzymatische
Hydrolyse der N-Glykane durch kommerziell
erhéltliche Enzyme vom intakten Protein ver-
hindert. Eine N-Glykanase mit der enzymati-
schen Funktionalitét zur Abspaltung von Kern
a-1,3-fukosylierten  Glykanen von intakten
Glykoproteinen wurde in dieser Bachelorar-
beit hergestellt und auf inre Aktivitat hin unter-
sucht. Mehrere Varianten des Enzyms wurden
in E. coli rekombinant hergestellt und mittels
Affinitdtschromatographie und  Grdssenaus-
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Abb. 1: Massenspektrum einer N-Glykanase-Variante.

schlusschromatographie bis zu hoher Reinheit
aufgereinigt. Die Varianten wurden bioanaly-
tisch charakterisiert (Abb. 1) und die Aktivitaten
wurden durch eine Deglykosylierung von HRP
mittels Gelelektrophoresen (Abb. 2) und Glyko-
protein-Féarbung (Abb. 3) erfolgreich nachge-
wiesen. Nach Methodenoptimierung konnten
weitere Zielproteine deglykosyliert werden. Die
Aktivitatsprofile und Stabilitdten der Varianten
wurden in Bezug auf pH- und Temperaturop-
tima, Konzentrationen und Reaktionszusatze
umfassend charakterisiert.
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Abb. 2: Gelelektrophoretischer Nachweis der Deglykosylierung.

Abb. 3: Glykanfarbung der HRP vor und nach Deglykosylierung.
"



Testing two different resazurin reagents for their
proliferative and cytotoxic effect on different cell
lines

Diplomandin

Viviane Eggler

Korrektor/-in ZHAW

Prof. Dr. Jack Rohrer,
Dipl. Ing. (FH) Bettina Keller Abu Seda

Resazurin reduction test is a very suitable tool
to measure cytotoxic effects and cell prolifer-
ation. It has been used since the late 1920s,
first to monitor bacterial contamination of milk
and yeast. Nonfluorescent, blue resazurin is
irreversibly reduced to fluorescent and pink
resorufin. In this reduction respiratory chain
in the inner membrane of the mitochondrion
is involved. It can be further reduced reversi-
bly to hydroresorufin, which is colourless and
nonfluorescent. It is a nontoxic and sensitive
assay. As few as 80 cells give a reproducible
signal. Endpoint and kinetic readings are pos-
sible.

Since 1993, Alamar Blue has the leading role
on the market. However, assay can be per-
formed with pure resazurin too. Resazurin
sodium salt is a much cheaper and easy
alternative but to get comparable results with
reductions generated with Alamar Blue same
concentration of resazurin must be used. The
initial aim of this thesis is to test resazurin

N, Resazurin
CizHNO,
HO' 0 o
Primary reduction

(imeversible)

N:
=5 Resorufin

Cy2H,NO;

(reversible)

N Hydroresorufin
HO' OH

Fig. 1: Reduction of resazurin to resorufin and hydro-resoru-
fin. In primary reduction resazurin is irreversibly reduced. In
secondary reduction resorufin can be further reversibly
reduced to hydroresorufin.
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sodium salt against commercial Alamar Blue.
An assay is established to find resazurin con-
centration which has the same reduction as
Alamar Blue. An additional aim is to measure
cytotoxicity of Alamar Blue on mesenchymal
stem cells.

Quantitative measurements are performed,
which included multiple determination by
performing assay on different days, multiple
wells with same concentrations, different cell
concentrations per well and a detailed sta-
tistical analysis. It was not possible to detect
exact resazurin concentration but resazurin
concentration is clearly limited to a range of
350-525 uM. As a side trial it was detected
that long storage time at different tempera-
tures of produced resazurin solutions did not
affect quality of these solutions. Furthermore,
no cytotoxic effect of Alamar Blue on mesen-
chymal stem cells was observed. Resazurin
sodium salt can be a cheaper alternative to
the more expensive Alamar Blue dye.

Fig. 2: Example of a resazurin assay. After adding resazurin
reagent to seeded cells, reduction takes place during 4 h
incubation. Amount of reduction is visible through colour
transformation from blue to pink.



Pflanzenzellkulturbasierte Kakaobutter fur
Zellkulturschokolade (vertraulich)

Diplomandin Andrea Eichenberger

Korrektoren/-in ZHAW  Prof, Dr. Regine Eibl-Schindler,
MSc Philipp Meier, BSc Raphael Gnehm

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grtnden der Vertraulich-
keit werden keine Details zur Arbeit verdffent-
licht.

Abb. 1: Theobroma cacao-Kalluskultur.
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Bioprocess development and optimization for the

medium-scale production of a live attenuated bacterial

vaccine against Campylobacter jejuni (vertraulich)

Diplomand

Simon Fluckiger

Korrektor ZHAW

Dr. Lukas Neutsch

Korrektorin extern

Dr. Christine Neupert, Malcisbo AG

In den letzten Jahren wurde Campylobacter
jejuni (C. jejuni) zu einer der fihrenden Ursa-
chen flr bakterielle Gastroenteritis. Kontami-
niertes HUhnerfleisch als Hauptinfektionsquelle
fur Menschen kann derzeit nur mit Antibioti-
ka behandelt werden. Durch immer haufiger
auftretende Antibiotikaresistenzen gewinnt die
Impfstoffentwicklung zunehmend an Bedeu-
tung.

Die Malcisbo AG arbeitet daran, einen effi-
zienten, kostengUnstigen Impfstoff gegen C.
Jejuni in Hihnern zu entwickeln. HierfGr wurde
das Bakterium Salmonella typhimurium (Impf-
bakterium) genetisch so modifiziert, dass es
auf seiner Zelloberflache einen C. jejuni-spe-
zifischen Zucker prasentiert. Wenn dieser
spezielle Zucker dem HuUhnerimmunsystem
prasentiert wird, wird eine Immunreaktion auf-
gebaut, die dazu fuhrt, dass C. jejuni in den
HUhnern erkannt und bekampft wird. Das Infek-
tionsrisiko Uber kontaminiertes Huhnerfleisch
fur den Menschen nimmt ab oder schwindet
komplett.

Diese Bachelorarbeit hatte zum Ziel, das
Impfbakterium von der Produktion im Labor-
massstab auf das Niveau der industriellen Her-
stellung mit Bioreaktoren anzuheben. Erste
entscheidende Schritte waren eine Umstel-
lung auf chemisch definierte Medien sowie
die Entwicklung einer Kultivierungsstrategie
nach Batch-Verfahren. Hergestellte Biomasse
sowie die Menge der auf der Impfstammober-
flache préasentierten C. jejuni-spezifischen
Zucker waren wichtige Zielparameter. Es
14

konnte der Einfluss verschiedener C-Quel-
len auf die Prasentation des C. jejuni-spezi-
fischen Antigens abgeklart werden und eine
Analysemethode fir die Bestimmung der
entsprechenden Zucker auf der Oberflache
des Impfstammes etabliert werden. Diese
Methoden koénnen zukUnftig fur qualitative
Kontrollen des Impfstammes wahrend der
Produktion genutzt werden.

Abb. 1: Kultivierung des Lebendimpfstoffes gegen
Campylobacter jejuni in einem Benchtop-Bioreaktorsystem.

Abb. 2: Manipulation der Zuckerbiosynthese in Salmonella
typhimurium zur Herstellung eines Impfbakteriums gegen
Campylobakter jejuni (Durchfallerreger im Mensch).



Beschichtung von Silikonbrustimplantaten mit
bioaktivem Glas (vertraulich)
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Brustvergrosserungen und Brustrekonstrukti-
onen mit Implantaten auf Silikonbasis sind die
am haufigsten eingesetzten Verfahren in der
plastischen Chirurgie. Dabei tritt bei 9-10 %
der Empfanger die Komplikation der soge-
nannten Kapselfibrose auf, die Ausbildung
einer schmerzhaften Bindegewebskapsel
rund um die Implantate. Sie entwickelt sich
aufgrund einer Ubermassigen Fremdkorper-
reaktion, welche mit einer chronischen Ent-
zUndung einhergeht. Man geht davon aus,
dass diese Entzindung durch die Bildung
eines bakteriellen Biofilms, welcher sich auf
der Implantatsoberflache bildet, entsteht.
Neuste Bestrebungen in der Forschung versu-
chen deshalb zu verhindern, dass nach einer
subklinischen Kontamination die Einnistung
von Bakterien stattfindet. Bioaktives Glas ist
aufgrund seiner antimikrobiellen Wirkung eine
Mboglichkeit, die Ausbildung eines solchen
Biofilms zu verhindern. Steht es in Kontakt
mit Korperflissigkeiten, kann bioaktives Glas
zudem biochemische Reaktionen hervorrufen,
die flr eine Gewebsregeneration relevant sind.
Das Ziel dieser Bachelorarbeit war es deshalb,
zu untersuchen, wie sich die Beschichtung
von Silikonimplantaten mit bioaktivem Glas
auf das Zellwachstum auf der Implantatsober-

flache sowie die Ausbildung eines Biofims
auswirkt.

Zuerst wurde eine Technik fUr die Herstel-
lung von mit bioaktivem Glas beschichteten
Silikonimplantaten etabliert, die eine mdog-
lichst gleichférmige und gut reproduzierbare
Beschichtung ermdglicht. In der zweiten Phase
der Arbeit wurde die biologische Wirkung des
bioaktiven Glases mittels Zell-Experimenten
untersucht, wobei einerseits das Wachstum,
die Vitalitdt und eine Entziindungsreaktion von
Bindegewebs- und Immun-Zellen getestet
und andererseits die Ausbildung eines Biofims
auf den beschichteten Implantaten untersucht
wurden. Die erzielten Resultate zeigen, dass
das bioaktive Glas keinen Einfluss auf das
Zellwachstum und die Vitalitéat von Zellen hat.
Gleichzeitig konnte in dieser Arbeit demons-
triert werden, dass bioaktives Glas in der Tat
das Bakterienwachstum hemmt.

nicht beschlehtote Probe

Abb. 1: Wachstum von Maus-Fibroblasten-Zellen auf mit
bioaktivem Glas beschichteten Implantatproben. Die
Implantate weisen eine texturierte Oberflache auf. Es kann
erkannt werden, dass die beschichteten Proben nach 48 h
Wachstum auch Uber der Textur Zellen aufweist.
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Durch die unbedachte Abgabe von Antibio-
tika, Selbstmedikation und unabgeschlossene
Behandlungen, entwickeln immer mehr Bak-
terien-Resistenzen. Bereits heute sind Bak-
terienstdmme zu finden, die gegen jegliche
konventionellen Antibiotika resistent sind.
Durch diesen Umstand rlcken Therapien mit
Bakteriophagen zunehmend in den Fokus
des wissenschaftlichen Interesses. Bakterio-
phagen sind Viren, die Bakterien befallen und
abtdten, wobei sie eine hohe Spezifitat aufwei-
sen. Das menschliche Mikrobiom wird so nicht
beeintrachtigt. Somit kénnten Phagenthera-
pien eine effiziente und schonende Alternative
zu Antibiotikabehandlungen darstellen. Um

Ny
| | Phage

I
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Abb. 1: Schematischer Ablauf fir die Bestimmung des
Phagentiters durch den Plaque Assay.
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die erhdhte Nachfrage nach Bakteriophagen
zu befriedigen, mussen jedoch Verfahren fur
eine grosstechnische Produktion entwickelt
werden.

In dieser Arbeit wurden Versuche in Erlen-
meyerkolben mit verschiedenen Infektions-
zeitpunkten und Infektionsraten durchgefuhrt,
wobei das Wachstum der Kulturen in Echtzeit
durch spezielle Sensoren erfasst wurde. Die
Kultivierungsversuche wurden von Analysen
begleitet, die der Etablierung von verbes-
serten Methoden zur Bestimmung kritischer
Qualitatsparameter (z. B. Phagentiter) dienten.
Die optimalen Bedingungen fur eine Phagen-
produktion im Reaktormassstab kdénnen so
effizient ermittelt werden und Patienten in
Zukunft mit Praparaten in GMP-Qualitat ver-
sorgt werden.

Abb. 2: Semikonfluente Platte fir die Phagenpropagation.
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Enzyme, die Katalysatoren der Natur, ermdg-
lichen es, chemische Reaktionen regio- und
enantiospezifisch sowie nachhaltig durchzu-
fUhren und bieten so eine attraktive Alternative
zu klassischen chemischen Methoden. Die in
dieser Arbeit untersuchte Enzymfamilie der
Fe(ll)/a-Ketoglutarat-abhangigen Halogenasen
katalysiert die Aktivierung von C-H-Bindungen
und ist so in der Lage, kleine Molekule zu halo-
genieren. Halogenierungen spielen vor allem
in der pharmazeutischen Industrie und in der
Agrochemie eine bedeutende Rolle.

In einer vorhergehenden Forschungsarbeit
wurde die Halogenase WelO5* mittels geziel-
ter Mutagenese auf erhohte Aktivitat und
Spezifitdt gegentber einem nicht natdrlichen
Substrat optimiert. Dabei wurden Varianten
entwickelt, die das gewahlte Substrat an
unterschiedlichen Positionen enantiospezifisch
halogenieren kénnen.

Abb. 1: Strukturvergleich zwischen WelO5 (orange) und
WelO5* (Cyan).
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Ziel dieser Bachelorarbeit war es, eine Struk-
turanalyse des Wildtyps-Enzyms  WelO5*
sowie von evolvierten Varianten durchzufUh-
ren und auf diese Weise strukturelle Merk-
male, die flr die erhdhte Aktivitat und Selektivi-
tat verantwortlich sind, zu untersuchen. Das
native WelO5* sowie eine evolvierte Variante
wurden im E. coli Stamm BL21 (DE3) expri-
miert, mittels Affinitdtschromatographie auf-
gereinigt und anschliessend erfolgreich durch
die «hanging drop vapour diffusion»-Metho-
de kristallisiert. Wahrend der Laufzeit dieser
Bachelorarbeit konnte die Struktur des nati-
ven Enzyms gelost werden. Es zeigte sich,
dass sich WelO5* von seinem literatur-be-
kannten Homolog WelO5 (PDB ID: 5IQS) in
der Anordnung einer a-Helix unterscheidet
(Abb. 1). Diese alternative Anordnung ist wahr-
scheinlich die Basis der unterschiedlichen
Substratakzeptanz: Wahrend WelO5* das

nicht-native Substrat akzeptiert, konnte beim
Enzym WelO5 keine Aktivitdt beobachtet
werden. Zusatzlich konnte festgestellt werden,
dass das nicht-native Substrat sehr genau in
die aktive Tasche des Enzyms dockt (Abb. 2).

Abb. 2: Darstellung der Proteinoberflache von WelO5*
(Cyan) mit dem gedockten nicht-nativen Substrat (griin).
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Breast cancer is one of the most frequent
forms of cancer. Treatments of cancer are
often very invasive and lower life quality. This
Bachelor thesis focuses on the cancer inhib-
itory effects of leaves from the south Ameri-
can tree Xylopia aromatica (Lam.) Mart. Crude
extract was received by extracting the leaves
by using a Soxhlet apparatus and a solvent
of 70 % ethanol, and evaporation and lyophili-
zation. Total phenolic content calculated as
gallic acid, the flavonoid content calculated
as rutin and a TLC with NP/PEG and Dragen-
dorff was performed in a first step. In a second
part, using the cell lines MDA-MB-231 (Breast
cancer), 471 (Breast cancer) and U-251 (Brain
cancer) MTT assays, zymographys and mod-
ificed HET CAM assays were applied. The
MTT showed no remarkable inhibitory effects
of crude extracts on 4T1 and U-251. Zymo-
grams showed an inhibitory effect of crude
extract on MMP 2 and MMP 9 at a concen-
tration of 20 pg/ml and above. MMP 2 was

Fig. 1: Xylopia aromatica (The Encyclopedia of Life ©Andres
Hernandez).

more inhibited by the extract than MMP 9. An
anti-angiogenetic effect of crude extract was
observed in the HET CAM assay using the cell
line U-251. Another HET CAM showed that
natural blood vessel growth was not clearly
inhibited by crude extract of Xylopia aromatica
leaves. The Bachelor Thesis delivered valua-
ble results for future studies in collaboration
between the two Universities.

Further details of this work cannot be pub-
lished for confidentiality reasons.

" Control 3 Day 3 Ex Ovo |

EggNr. 3Day 3 Ex Ovo | Obsarvation

| Unitreated cell sphere is bigger
and has mare vessels than cell
sphete which was treated with

| erude extract, Sphere of the
irealed egg looks apoplotic and
angiogenesis was almast
inhibited.

Fig.2: HET CAM with U-251 cells ex ovo. Control and
95 pg/ml crude extract after 3 days.

Fig. 3: Writer with advisers, from the left: Prof Chagas,
M. Graf, Dr. Wolfram, Prof. Ribeiro.
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Ziel der Arbeit war es, fur die Europaische
Pharmakopte (Ph. Eur) eine Identitatspri-
fung mittels HPTLC sowie eine Gehaltsbe-
stimmungsmethode mittels UPLC flr Bitter-
(Aurantii amari flos) und Sutssorangenbliten
(Aurantii dulcis flos) zu entwickeln respektive
zu optimieren. Die vorhandene Identitatspru-
fung fUr geschlossene A. amari flos ermdoglicht
laut Industrie keine eindeutige Identifizierung.
Zudem wurde die Robustheit der Gehaltsbe-
stimmung bemangelt.

Aus der Literaturrecherche gingen Naringin,
Neoeriocitrin und Neohesperidin als mogliche
Kandidaten fur Referenzsubstanzen bei Bitter-
orangenbliten hervor. Bei SUssorangen fand
sich keine Forschung zu Inhaltsstoffen der
Blaten, weshalb, basierend auf den gefunde-
nen Substanzen flr Schalen und Fruchtfleisch,
Hesperidin und Narirutin getestet wurden. Die
Methode der Identitatsprifung mittels HPTLC
konnte leicht verbessert werden, wobei eine
mobile Phase aus Wasser R: Ameisensaure
R: Ethylacetat R (20:15:65 v/v/v) das beste
Ergebnis erzielte. Fur die Referenzbanden
wurde eine Kombination aus Naringin und
Rutin gewahlt. Basierend auf den Chromato-
grammen liessen sich die Proben, welche mit
einem Gemisch aus Wasser R: Methanol R
(1:1 v/v) extrahiert wurden, in drei relativ ein-
heitliche Gruppen unterteilen. Jedoch waren
die Muster der SlUssorangenbliten jenen der
Bitterorangen zu &hnlich, als dass eine Bei-
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mischung zu Bitterorangen erkennbar wére.
Die Bitterorangenbltten konnten anhand inhrer
deutlichen roten Bande auch in Mischungen
erkannt werden.

Fur die Gehaltsbestimmung konnte erfolg-
reich ein  UPLC-Gradient entwickelt wer-
den. In den anschliessenden Bestimmungen
fanden sich fUr die geschlossenen Bitter-
orangenbliten im Schnitt 12.84+2.16 %m/m
als  Gesamtflavonoide, bestehend aus
Neohesperidin (5.8+1.18 %m/m) und
Naringin ~ (3.86+0.77 %m/m) sowie Nari-
rutin (0.64+0.18 %m/m), Neoeriocitrin
(0.69+0.12 %m/m) und Hesperidin
(0.68+0.13 %m/m). Fur die Bliten der
Sussorangen wurden abhéngig von der
Gruppe 1.18+0.05 %em/m (Gruppe 2) und
0.97+0.1 %m/m (Gruppe 3) gefunden, zusam-
mengesetztaus Hesperidin (0.58+0.02 %m/m)
und Rutin (0.38+0.015 %m/m) sowie in klei-
neren Mengen Narirutin (0.04+0.001 %m/m).

————— i o

Abb. 1: HPTLC aller Proben.
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Hydrophobins (HFBs) are small, cysteine-rich,
amphiphilic proteins, secreted by filamentous
fungi (Fig. 1). When confronted with a hydro-
phobic/hydrophilic interface, HFBs spontane-
ously assemble to robust films, while reducing
the water surface tension. Owing to these
properties, HFBs are ideal surfactants to sta-
bilize and modify particle-based drug deliv-
ery systems. A promising host to produce
recombinant HFBs is the yeast Pichia pastoris,
which is characterized by high cell densities,
efficient targeted protein expression by tightly
regulated promoters, and correctly folded pro-
teins with eukaryotic glycosylation pattern.

The aim of this thesis was to optimize the cul-
tivation conditions for HFBs expression, using

HFB7

Fig. 1: Ribbon diagram of HFB7, the hydrophobin under
investigation.

a strain with fluorescence tag (RFP/GFP) for
easy and fast protein product analysis. Differ-
ent fed-batch strategies were evaluated for
space-time yield and volumetric productivity,
and the impact of specific growth rates on
protein productivity was investigated in further
detail. Precise statements on dynamic shifts in
productivity were possible due to high-resolu-
tion online sampling with the Numera PAT-Sys-
tem (Securecell, CH), and further analysis via
fluorescence readout, flow cytometry and
microscopy imaging.

Further details of this work cannot be pub-
lished for confidentiality reasons.

FB_glyc

FB_MEOH

Fig.2: HFB protein formation over different process phases.
From left to right: (1) budding yeast cells, (2) single yeast
cells during glycerol fed-batch, (3) induced yeast cells with
intracellular HFB::RFP.
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Der Einsatz nicht invasiver Sensoren zur
Online-Uberwachung von Bioprozessen hat in
den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Das Ziel dieser Bachelorarbeit war
es, Uber die Messung des Ruckstreulichts
die Biomasse im Schuttelkolbenmassstab
verschiedener Zelllinien zu bestimmen. Eines
der wenigen, nicht invasiven Systeme zur
Online-Uberwachung der Biomasse in Schiit-
telkolben ist das Messsystem SFR vario der
Firma PreSens, welches RuUckstreulicht, pH
sowie Sauerstoffpartialdruck misst. In  die-
ser Arbeit wurde die Kultivierung von E. col,
S. cerevisiae, V. vinifera und CHO-Zellen bei
unterschiedlichen  Kultivierungsparametern
mittels des SFR varios Uberwacht. Gleichzei-
tig wurde die Biomasse Uber alternative offline-
Methoden bestimmt und zu den Messwerten
des Ruckstreulichts in Beziehung gesetzt. Die
Resultate dieser Arbeit sowie die Literatur zei-
gen, dass die Messung des Ruckstreulichts
durch Parameter wie die Schittelrate, das
Fullvolumen, den Messbereich, den Messwin-
kel, die Biomassekonzentration, die Geomet-
rie der Schuttelkolben (Schikanen) sowie die
Zelllinie und ihre Morphologie beeinflusst wird.
Die kontinuierliche Messung von Ruckstreu-
licht, pH und pO2 ermdglichte es, Stoffwech-
selvorgdnge der Organismen zeitnah zu
erkennen. Bei der Kultivierung von S. cerevi-
siae zeigte sich der Substratwechsel von Glu-
cose auf Ethanol durch einen kleinen Einbruch
im Sauerstoffpartialdruck, einen Anstieg des
pH-Werts und einen schwéacheren Anstieg

des Signals des Ruckstreulichts (siehe Abb. 1).
Wahrend der Kultivierung von V. vinifera wer-
den die Zucker Saccharose, Glucose und
Fructose zu unterschiedlichen Zeitpunkten
komplett verstoffwechselt; zu den jeweiligen
Zeitpunkten wurden kleine Einbrliche im Sig-
nal des Sauerstoffpartialdrucks beobachtet.
Das gemessene Ruckstreulicht aus den Kulti-
vierungen von E. coli, S. cerevisiae und V. vini-
fera Korrelierte gut mit der Trockenbiomasse,
der Frischbiomasse, dem PCV und der ODsoo.
Bei den CHO-Zellen zeigte sich lediglich eine
Korrelation zwischen dem Ruckstreulicht und
der Totzelldichte. Die Lebendzelldichte korre-
lierte wahrend der exponentiellen Wachstums-
phase mit der Abnahme des Sauerstoffpar-
tialdrucks.

Abb. 1: Ubersichtsgrafik der Kultivierung von S. cerevisiae
ATCC® 32167 ™. Die Grafik zeigt die Parameter Riickstreu-
licht (rot), Sauerstoffpartialdruck (blau), pH (grtin), ODsoo
(schwarze Quadrate), Glucose (griine Rhomboide) und
Ethanol (braune Dreicke).
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die Zellen gestreut und ein Teil
des gestreuten Lichts von der
Photodiode gemessen.
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Tierversuche haben heutzutage in der Gesell-
schaft immer weniger Akzeptanz und mensch-
liche Testsysteme hatten auch Vorteile bzgl.
der Aussagekraft. Somit gibt es eine grosse
Nachfrage an nachhaltigen und tierschonen-
den Methoden, um Medikamente zu testen.
Es wurden bereits signifikante Fortschritte
in der Zellkulturtechnik mit humanen Zellen
erreicht und einige funktionelle Techniken
entwickelt. Es werden zum Beispiel primére
Leberzellen in 3D-Kulturen als Spharoide kul-
tiviert oder in Hydrogelen eingebettet. Diese
3D-Kulturen sind jedoch teuer und aufwendig.
Eine 2D-Kultur ware fur diese Zwecke sehr
viel einfacher und billiger, wobei jedoch die
Fahigkeit zur Biotransformation (eigentlicher
Zweck des Tests) in der Zellkultur sehr schnell
verloren geht und immortalisierte Zellkulturen
nur eine schwache Expression der wichtigs-
ten Biotransformationsenzyme aufzeigen. In
dieser Arbeit soll aufgezeigt werden, ob das
Macromolecular Crowding (MMC) die ext-
razelluldre Matrixdeposition und Einbettung
von Leberzellen fordert und ob dies zu einer

Abb. 1: Durch die Anwendung von Macromolecular Crowding er-
hoht sich die Deposition von Fibronektin in die ECM von HepG2.
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verbesserten Expression der wichtigsten Bio-
transformationsenzyme fuhrt. Hierzu wurden
HepG2- und HepaRG-Zellen unter drei ver-
schiedenen Konditionen kultiviert. Sie wurden
unbehandelt ohne jegliche Zusétze mit Askor-
bins&ure oder mit Askorbinséure und MMC fur
finf Tage kultiviert. Daraufhin wurden sie flr
immunzytochemische Farbungen von Kolla-
gen IV und Fibronektin oder fir eine gPCR der
wichtigsten  Biotransformationsenzyme  ver-
wendet. Im Verlauf dieser Arbeit konnte auf-
gezeigt werden, dass die Deposition von Kol-
lagen IV und Fibronektin in die extrazellulére
Matrix von HepG2 und HepaRG durch MMC
stark verbessert werden konnte. So bildete
Kollagen IV mit MMC fadenartige, zelliber-
greifende Strukturen in der extrazelluldren
Matrix von HepG2 und HepaRG. Ein posi-
tiver Effekt von MMC auf die Deposition von
Fibronektin konnte ebenfalls deutlich gezeigt
werden. In den unbehandelten und den mit
Askorbinsaure kultivierten Kulturen war nur
eine minimale Deposition von Fibronektin zu
sehen, was durch MMC massgeblich erhoéht
werden konnte. Durch grosse Variationen der
Resultate der gPCR konnte eine verbesserte
Expression der Biotransformationsenzyme
zwar erahnt, aber nicht belegt werden und
somit werden weitere Versuche bendtigt.

Abb. 2: HepG2-Zellen wurden mit Askor-
binséure, Ficoll 70 und Ficoll 400 kultiviert
und anschliessend mittels konfokaler
Mikroskopie analysiert.
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Das Biomethanpotenzial (BMP) ist ein essen-
zieller Parameter fur den wirtschaftlichen
Betrieb einer Biogasanlage. Die verwendete
Standardmethode zur Bestimmung des BMP
sind Vergarungsversuche, welche mit einer
Laufzeit von 30-90 Tagen sehr zeitintensiv
sind. Deshalb besteht ein Bedurfnis fur eine
neue Technik, welche in der Nahinfrarot-
spektroskopie (NIRS) gefunden scheint. Die
BMP-Bestimmung mit NIRS ist eine indirekte
Messmethode, wobei die mit Vergarungsver-
suchen erlangten BMP-Daten mit dem dazu-
gehorigen NIR-Spektrum in einer Datenbank
hinterlegt werden. Eine Kalibrationssoftware
ermdglicht dabei den Vergleich der hinterleg-
ten Daten mit einer Substratmessung, sodass
ein BMP als Messergebnis wiedergegeben
wird. An der ZHAW Wadenswil wurden dazu
Versuche fur die BMP-Bestimmung mit dem
NIRS DS2500 Analyzer der Firma Metrohm
(Herisau, Schweiz) durchgeflhrt. Vergleiche
der Messergebnisse zeigen jedoch erhebli-
che Abweichungen zu Vergarungsversuchen
auf. Es wird vermutet, dass die Abweichun-
gen im Zusammenhang mit lignocellulosehal-
tigen Substraten entstehen. In dieser Arbeit
wurde der Zusammenhang zwischen den
Abweichungen des NIRS und der Standard-
Referenzmethode bei der Messung von lig-
nocellulosehaltigen  Substraten  untersucht.
Dazu wurden Vergérungsversuche mit ver-
schiedenen Substraten (Cellulose, Hemicellu-
lose, Lignin, Weizenstroh, synthetisches Stroh,
Dinkelspelzen) und Presswasser als Inokulum

durchgefiihrt und das erhaltene BMP mit
den Resultaten der NIRS-Analyse verglichen.
Zudem wurde das BMP der Ansatz- und
Abbruchproben der Vergarungsversuche mit
NIRS bestimmt und mit dem zu erwartenden
theoretischen BMP verglichen. Die Ergebnisse
der BMP-Bestimmung der Vergdrungsversu-
che zeigen im Vergleich zum BMP bestimmt
mit NIRS (Abbildung 1), dass die mit NIRS
erzielten Werte alle zu hoch ausfallen (ausge-
schlossen Lignin) und kein BMP annahernd
bestimmt werden konnte. Ahnliche Resultate
ergaben sich durch den Vergleich zwischen
dem theoretischen BMP basierend auf den
Vergarungsversuchen und NIRS der Ansatz-
und Abbruchproben (Abbildung 2). Wiederum
fielen alle mit NIRS bestimmten BMP-Werte zu
hoch aus. Die Resultate bestatigen somit den
Zusammenhang zwischen den Abweichungen
der NIRS-Messung und lignocellulosehaltigen
Substraten nicht. Vielmehr ergaben sich Pro-
bleme mit allen verwendeten Substraten, was
auf einen Mangel an hinterlegten BMP-Daten
in der Kalibrationssoftware hinweist.

T

Abb. 1: Vergleich des BMP
der reinen Substrate gemes-
sen mit NIRS und AMPTS.

Abb. 2: Vergleich des BMP
der Ansatzproben gemes-
sen mit NIRS und AMPTS.

25




26

Development of a biotechnological standard
process to characterize sensors (confidential)

Diplomandin Ravena Kanagarajah

Korrektor ZHAW

Prof. Dr. Caspar Demuth

Korrektor extern

Sebastian Schmidt, Mettler-Toledo GmbH

The described project is under secrecy obli-
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lished.
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Biokatalytische Kaskaden sind effiziente Sys-
teme, in welchen mindestens ein Reaktions-
schritt durch ein Enzym katalysiert wird. Diese
Systeme sind flr das Leben und Wachstum
notwendig. Mehrstufige Kaskadenreaktionen
bringen vor allem im Zellmetabolismus ihre
Vorteile zum Vorschein. Dabei werden selektive
Produkte gebildet, ohne die verschiedenen
Intermediate zu isolieren oder zu reinigen, was
wiederum Zeit und Kosten spart und vor allem
weniger oder keine toxischen Nebenprodukte
bildet. In diesem Projekt wird eine Kaska-
denreaktion mit zwei Enzymen, einer Ene-
Reduktase YgM und einer Baeyer-Villiger-
Monooxygenase BVMOacress, zur Herstellung
von Melonen-Aroma etabliert. Als Startmaterial
dient das preiswerte Citral (1), wobei es von der
Ene-Reduktase zum Intermediat (S)-Citronellal
(2) umgesetzt wird. Anschliessend katalysiert
die BVMO die Bildung eines Formiatesters (3).
Durch die Hydrolyse im wassrig/sauren Milieu
entsteht das Endprodukt, das Melonen-Aroma
(4) (siehe Abbildung 1).
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Abb. 1: Reaktionsgleichung der Kaskadenschritte.

Die Enzyme YgiM und BVMOairsss wurden
erfolgreich in E. coli BL21 (DE3) exprimiert,
wobei die Expression beider Enzyme optimiert
wurden. Zuséatzlich wurden die Bedingungen
der Biokatalysen beider Enzyme mit Hilfe von
MODDE untersucht und optimiert. Die Unter-
suchungen der Enzymkaskaden zeigten, dass
ein Enzymverhaltnis von 1:6 der YgjM und der
BVMOairess die besten Produktumsétze erzielt.
Bei der Umsetzung von 5 mM Citral als Sub-
strat und 10 mM NADPH wurde die grésste
Produkt-Peakflache mit einem Wert von 35.87
nach einer Reaktionszeit von einer Stunde
erreicht. Die Enzymkaskade im Ganzzellsys-
tem wurde erfolgreich etabliert.

Um hohere Enzymaktivitdten zu generieren
und somit die Produktumsatze zu maximieren,
werden weitere Untersuchungen und Optimie-
rungen empfohlen.
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Expression von Strukturproteinen (vertraulich)

Diplomand

Livio Konig

Korrektorin ZHAW
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Korrektor extern

Dr. Joachim Klein, Lonza AG

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma Lonza AG durchgeflhrt. Aus
Grlnden der Vertraulichkeit wird die Arbeit hier
nur summarisch zusammengefasst.

In den letzten Jahrzehnten erfolgte in den
Anwendungsmdglichkeiten von 3D-Bioprin-
tern im Tissue Engineering eine stetige Ent-
wicklung. Diese begann 1981 mit der Ent-
wicklung der Stereolithografie. Diese Technik
ermdglichte es, aus flissigem Kunstharz mit-
tels eines Lasers 3D-Strukturen auszuhérten.
Dieser Fortschritt der 3D-Biodrucker nahm
exponentiell zu und mundete 2019 in der erst-
maligen Herstellung einer humanen, herzahn-
lichen Struktur, kultiviert in personalisiertem
Hydrogel. Hydrogele umgeben die lebenden
Zellen und versorgen die Zellen mit Nahrstof-
fen und Wachstumsfaktoren. Diese Hydrogele
bestehen aus synthetischen oder modifizier-
ten, natUrlichen Polymeren, wie zum Beispiel
Gelatine oder Hyaluronsaure. Zu den Hydro-
gelen werden die lebenden Zellen gemischt,
wodurch die Bioinks entstehen. Der fortschrei-
tende Erfolg des 3D-Bioprinting fordert die
Entwicklung der Kultivierung von grosseren
Gewebestrukturen, wodurch Bioinks hoéhe-
ren mechanischen Belastungen ausgesetzt
werden. Um dem nachzukommen, konnen
Strukturproteine als Bioinks eingesetzt wer-
den. Strukturproteine, besitzen typischerweise
keine enzymatische Aktivitat und sollten fur
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biomedizinische Anwendungen idealerweise
weder immunogen noch cytotoxisch sein.

Die Zielsetzung dieser Bachelorarbeit ist die
Herstellung von natlrlichen a-helikalen Struk-
turproteinen, welche als Bioinks im 3D-Bio-
printing eingesetzt werden kdnnen. Hierzu
wurden die Gensequenzen der Strukturprotei-
ne, welche natdrlich vorkommen, in Expressi-
onsvektoren kloniert und rekombinant in E.coli
exprimiert. Die erreichten Proteinkonzentrati-
onen lagen ein Vielfaches Uber den Literatur-
werten.

Abb. 1: Ein typischer 3D-Drucker, welcher fir 3D-Bioprinting
eingesetzt wird. Quelle: cellink.com



CD63-GFP - Ist dies ein verlasslicher
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Exosomen gelangten in den letzten Jahren
immer mehr in den Fokus der Forschung, da
sie ein hohes pharmazeutisches Potential
aufweisen. Die kleinen membranumschlos-
senen Vesikel konnen Proteine, Lipide oder
auch RNA transportieren und selbst Barrieren
wie die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden. Dies
ware fUr viele therapeutische Wirkstoffe ein
idealer Applikationsmechanismus und wurde
Therapien ermoglichen, welche heutzutage
noch nicht umgesetzt werden kénnen.

In dieser Arbeit wird der Exosomenmarker
(CDB3-GFP) auf seine Eigenschaft als Marker
Uberpruft. Exosomenmarker werden benétigt,
um die verschiedenen Transport-Mechanis-
men und Wege der Exosomen zu verfolgen.

Abb. 1: UE7T-13-Zelle mit transduziertem Exosomenmarker
(grtin) co-lokalisiert mit zelleigenem CDB63 (rot).

Die Experimente werden in mesenchymalen
Stammzellen (MSC), genauer in UE7T-13 und
MSC D2C1 durchgefihrt, da MSC ein Poten-
tial in der Wundheilung zeigen. Es werden
dabei unterschiedliche Aspekte untersucht,
welche ein Marker mit sich bringen sollte. Eine
Anforderung ist die Fahigkeit, in die Zellen ein-
gebracht und exprimiert zu werden. Dies wur-
de mit verschiedenen Transfektionsversuchen
untersucht. Die Fluoreszenz und die Lokalisa-
tion des Markers innerhalb der Zelle wurden
mit konfokaler Mikroskopie beurteilt. Der Exo-
somenmarker sollte auch in die Exosomen
verpackt und die CD63-GFP-haltigen Exo-
somen von Zielzellen aufgenommen werden.
Diese Aspekte werden durch Co-Kultivierun-
gen mit unterschiedlichen Zelllinien untersucht.
Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass der
Exosomenmarker CD63-GFP gut geeignet
ist fur die Lokalisation und Verfolgung von
Exosomen mit den MSC als Spenderzellen.
Auch fur die Beobachtung oder Quantifizie-
rung von freigesetzten Exosomen kann der
Marker verlasslich eingesetzt werden. Das
CD63-GFP-Konstrukt ist nicht in die MSC
transfizierbar und kann nur Uber lentivirale
Transduktion in die Zellen gelangen. CD63-
GFP wird in die Exosomen verpackt und frei-
gegeben. Eine Internalisierung der Exosomen
in Zielzellen konnte dagegen nicht erfolgreich
nachgewiesen werden.
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Identifikation und Gehaltsbestimmung von Colchicin
und seinen Derivaten in Gloriosa superba L.

(vertraulich)
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma Max Zeller Séhne AG durchge-
fUhrt. Aus Griinden der Vertraulichkeit wird die
Arbeit hier nur summarisch zusammengefasst.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwick-
lung einer UPLC-Methode fur die Gehalts-
bestimmung der Alkaloide in der Gloriosa
superba L. Grob kann sie in die Schritte Pro-
benaufbereitung, Methodenentwicklung und
Gehaltsbestimmung eingeteilt werden. Bei
der Probenaufbereitung wurden verschiedene
Methoden getestet, damit fir die Extraktion
ein homogenes Gemisch entsteht. Letztend-
lich konnte durch das separate Mahlen der
Samenschale und des Kerns eine reprodu-
zierbare und homogene Mischung flr die
Extraktion hergestellt werden. Auch fur die
Extraktion wurden verschiedene Vorgehens-
weisen getestet. Dabei stellte sich heraus,
dass die Extraktion mit 80 % Methanol die
héchste Ausbeute brachte. Bei der Metho-
denentwicklung wurden die Wirkungen ver-
schiedenster Parameter auf das Chromato-
gramm beobachtet. Dabei stellte sich heraus,
dass sich Ammoniumacetatpuffer (pH 8.5)
und Acetonitril fir die Trennung der Colchicin-
Alkaloide eignen. Anhand der in dieser Arbeit
entwickelten Methode konnte eine Colchicin-
Alkaloid-Menge von 2.7 % (m/m) in der Glorio-
sa superba L. berechnet werden. Ein weiterer
Versuch zeigte Uberdies, dass die Ausbeute
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durch eine langere Extraktion nochmals erhéht
werden kann. Aufgrund von zeitlichen Restrik-
tionen konnte dieser Ansatz jedoch nicht wei-
terverfolgt werden.

Abb. 1: Blute der Ruhmuskrone.

Abb. 2: Fertiges Chromatogramm. Die Gesamtheit ist nicht
abgebildet, nur die Zeitspanne, in der die relevanten
Alkaloide eluieren. Alle bekannten Colchicin-Alkaloide sind
im Chromatogramm beschriftet.
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Das Power-to-Methan-Konzept weist gegen-
Uber den anderen Langzeitspeichersystemen
einige Vorteile auf, da das erzeugte Methan in
die heutigen Energieinfrastrukturen unkompli-
ziert integrierbar ist. Die Grundidee in diesem
Fall ist, die erneuerbaren Gase fUr verschie-
dene Anwendungsbereiche zuganglich zu
machen. Die Umwandlung von Kohlendioxid
und Wasserstoff zu Methan wird als Metha-
nisierung bezeichnet. Die Methanisierung
kann einerseits biologisch und andererseits
chemisch betrieben werden. Die biologische
Methanisierung hat in der gegenwartigen Zeit
an Bedeutung gewonnen, da diese Art der
Methanisierung viele Vorteile gegenuber der
chemischen Methanisierung aufweist. Fur die
biologische Methanisierung werden Organis-
men wie methanogene Archaeen bendtigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde einerseits ver-
sucht, methanogene Archaeen zu kultivieren,
und andererseits wurden Analysen von Misch-
kulturen wie Presswasser und Faulschlamm
durchgeftihrt, um die Diversitat der Archaeen
in diesen Kulturen identifizieren zu kdnnen.
Nachdem zwei Reinkulturen in anoxisches
Medium Kkultiviert wurden, sind diese zu den
Proben (Presswasser/Faulschlamm) beigefligt
worden. Die Grundidee dabei ist, die Reinkul-
turen in den Proben wieder zu identifizieren.
Fur die Analysen der Mischkulturen wurde in
einer ersten Phase eine Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)
durchgefiihrt. Die Daten der Analyse konn-
ten mit den zwei Webtools T-Rex und MICA3

erweitert werden. Um die einzelnen Archaeen
in den Mischkulturen bestimmen zu konnen,
wurde in einem weiteren Schritt kloniert und
im Folgenden eine 16S rRNA Gen-Sequenzie-
rung der Proben durchgefuhrt. Dabei konnten
einige Organismen wie Methanothermobacter
wolfeii, Methanosaeta harundinacea, Thermo-
coccus sibiricus, Pyrodictium occultum, Nitro-
sosphaera viennensis, Methanothermobacter
thermautotrophicus usw. identifiziert werden.
Die aufgesteliten Methoden bei der Klonierung
bis zur Sequenzierung und die Teilschritte bis
zur T-RFLP-Analyse fUr diese Arbeit haben
prinzipiell funktioniert. Optimierungspotenzial
ware bei der Probenvorbereitung, in der Auf-
reinigung der Proben fur die Klonierung sowie
das Testen der Effizienz bei der Ligation und
Transformation und Verwenden von mehreren
Restriktionsenzymen bei der T-RFLP-Analyse
noch vorhanden.

3 ! J )
Abb. 1: Diversitat der Archaeen in den Mischkulturen:
T-RFLP-Analyse von Presswasser [1,2] und Faul-
schlamm [3,4] mit Reinkultur-Proben.

Die x-Achse stellt die Fragmentléange (bp) und die y-Achse
die relative Fluoreszenz Unit dar. Die Graphiken 1 und 3
stellen die Proben mit den Primerkombinationen
ARCH109f_Green/ARCH915r_Red dar. Die Graphiken 2
und 4 stellen die Proben mit den Primerkombinationen
ARCH21f_Yellow/ ARCH958r_Blue dar.
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Korrektor extern

MSc Wenzel Gruber, Eawag

Lachgas, Distickstoffmonoxid (N20), ist ein
Spurengas, welches den Treibhauseffekt be-
einflusst. In Klaranlagen macht N2O bis zu
78 % ihres Gesamt-Fussabdruckes aus und
ist somit nebst Kohlendioxid (CO.) und Me-
than (CH.) ein bedeutendes Treibhausgas. Die
Lachgasemissionen auf européischen Kléaran-
lagen verursachen 3.1 % des gesamten euro-
paischen-Lachgasausstosses.

N2O entsteht bei der Nitrifikation Uber ihre
Zwischenprodukte  Hydroxylamin — (NH-OH)
und Nitrit (NOz). Weiter entsteht N2O bei der
Denitrifikation Uber das dabei anfallende Zwi-
schenprodukt NO.

Mittels Nitrifikation und Denitrifikation in defi-
nierten Batchversuchen wurde die Grosse
des Lachgasausstosses verschiedener Belebt-
schldmme aus Schweizer Klaranlagen gemes-
sen (Dreifachbestimmungen). Dabei diente
eine innerhalb der Arbeit entwickelte Methode
zur Messung des N-O-Bildungspotenzials der
Bestimmung des Lachgasausstosses wah-
rend dem Abbau von NH;*(Ammonium), NOs~
(Nitrat) und NOz(Nitrit) im Zuge der Nitrifika-
tion resp. Denitrifikation.

Weiter wurden fUr dieselben Belebtschlamme
die NHs*-, NOs- und NOz-Abbauleistun-
gen ermittelt und dargestellt. Die erhaltenen
Resultate zeigten auf, dass Belebtschlamme
mit kleineren Abbauleistungen (langsamerer
Abbau) im Total Uber die gesamte Versuchs-
zeit hdhere N-O-Emissionen ergeben (siehe
Abb. 2). Allerdings muss dies noch mit weite-
ren Belebtschlammen gepruft werden. Die eta-
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blierten Batchversuche sowie die Entwicklung
der Methode des Lachgasbildungspotenzials
legen den Grundbaustein flr weitere Belebt-
schlammuntersuchungen. In Zukunft sollte
der Lachgasausstoss mit den auf Klaranlagen
angewendeten Verfahren und Betriebsweisen
sowie mit abiotischen Parametern wie saiso-
nalen Temperaturunterschieden usw. vergli-
chen werden. Interessant ware weiter, mittels
Metagenomanalyse die Zusammensetzung
des bakteriellen Konsortiums zu bestimmen
sowie mit Stickstoffisotopen markierte N-
T H_-‘l,‘ m= Substrate zur Aufkla-

el rung der N2O-bilden-
| den Stoffwechselwege
Zu nutzen.

Abb. 1: Labor-Batchbioreaktor
(12L) zur Bestimmung von N-
Spezies-Abbauleistungen und
Lachgasbildungspotenzialen.

Vergleich der totalen Lachgasemission mit der Abbaurate der
jeweiligen N-Spezies bei der Ammoniumoxidation
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Abb.2: Vergleich der totalen Lachgasemission mit der
Abbaurate der unterschiedlichen N-Spezies. «Delta n/VSS»
steht flir die Biomassen-bezogene Abbaurate der N-Spezies.
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Pilze sind Uberall vorzufinden, sei es in
Lebensmitteln, im Erdboden, im Wasser, in
der Luft, auf der Haut, in den Schleimhauten
oder im Darm des Menschen. Die kdrperei-
gene Abwehrfunktion halt gewdhnlich diese
Pilze unter Kontrolle, sodass keine Gefahr
besteht. Die am haufigsten flr Infektionen ver-
antwortlichen Pilze werden in ein sogenanntes
D (Dermatophyten)-H (Hefen)-S (Schimmelpil-
ze)-System unterteilt. Wahrend die Zahl an infi-
zierten Patienten jahrlich zunimmt, fehlt es an
neuen Antimykotika, die diese Pilze bekamp-
fen konnen.

In dieser Bachelorarbeit wurde mit einem neu-
en Antimykotikum, welches aus der Pflanze
Anarrhinum bellidfolium gewonnen wird, gear-
beitet. Da es aber keine gentigende in vivo-
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Abb. 1: Wachstum von C. albicans in Gegenwart von 1 %
Serum und des Derivats 7939 (MHK = 0.32 mg/L).

Aktivitat aufweist, wurde im Rahmen eines
KTI-Projekts das Antimykotikum modifiziert,
um es auch in vivo wirksamer zu machen.
Diese neu hergesteliten Derivate wurden
anhand einer Suszeptibilitatsprifung getes-
tet. Ein bestehendes Testverfahren wurde so
erweitert, dass menschliches Serum in das
Wachstumsmedium gegeben wurde. Damit
konnten die minimalen Hemmkonzentrationen
(MHK) der Derivate mit unterschiedlichen Can-
dida-Gattungen in der Gegenwart von 1 %
Serum getestet werden.

In der Gegenwart vom Serum verschlechtern
sich generell die MHKs der Derivate. Das Se-
rum schutzt anscheinend die pilzlichen Zellen
vor den Wirkstoffen, wobei der Mechanismus
nicht eruiert werden konnte. Die Derivate 7939
und 8020 erwiesen sich bei C. krusei- sowie
C. albicans-Kulturen in der Gegenwart von
1 % Serum am wirksamsten (Abb. 1).

Durch die Informationen der minimalen
Hemmkonzentration und der chemischen
Struktur der beiden Derivate kdnnen weitere
ahnliche Derivate hergestellt werden, mit dem
Ziel, dass diese nun in vivo wirksamer als das
urspringliche Antimykotikum sind.
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N-1 Perfusion: Neue Ansatze zur Inokulum-
Herstellung einer CHO-Zell-basierten Antikorper-
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Die traditionellen Betriebsarten Batch und
Fed-Batch sind nach wie vor Standard, wenn
es um die Herstellung von Biopharmazeu-
tika geht. Batch- und Fed-Batch-Verfahren
weisen jedoch bezlglich Produktqualitat,
Raum-Zeit-Ausbeute, Flexibilitat etc. Nachteile
auf. Ein alternativer Ansatz ist die kontinuier-
liche Verarbeitung, die in der Zellkulturtechnik
oft mit einer Perfusionskultur realisiert wird
(s. Abb. 1). In einer Perfusionskultur wird filt-
rierte Kulturldsung, welche die gewlnschte
Wirkstoffverbindung enthalt, kontinuierlich aus
dem Bioreaktor entfernt und gleichzeitig frisches
Medium zugefuhrt. Im Vergleich zu einem Fed-
Batch-Prozess kann ein Perfusionsprozess
potenziell hdhere Zelldichten, spezifische Pro-
duktivitat und volumetrische Produktivitat errei-
chen. In dieser Arbeit wurde ein bestehender
N-1 Perfusionsprozess mit CHO DP-12 Zellen,
welche rekombinant humanisiertes IgG gegen
IL-8 produzieren, verifiziert und weiter opti-
miert. Dazu wurden insgesamt drei Perfusio-
nen in einem Standard-Perfusionsbag der Fir-
ma Sartorius Stedim durchgefihrt (s. Abb. 2).

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Perfusion.
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Als Zellriickhaltevorrichtung diente dabei eine
im Bag integrierte Filtrationsmembran mit
einem Porendurchmesser von 1.2 uym. Die
Einstellung der Perfusionsrate basierte auf der
Glukosekonzentration im Perfusionsbag. Das
Ziel war, eine Glukosekonzentration von 3 g
L™ einzuhalten. Im ersten Versuch wurde eine
Lebendzelldichte von 147-10¢ Zellen mI~' bei
einer Viabilitat von 88.7 % erreicht. Im zwei-
ten und dritten Versuch konnte die Lebend-
zelldichte auf 200-10° Zellen ml™ gesteigert
werden, indem die maximale Perfusionsrate
von 1.3 d™ auf 2.3 d™' angehoben und die Per-
fusion einen Tag frUher gestartet wurde. Dabei
mussten keine Zeiteinbussen in Kauf genom-
men werden.

Abb. 2: Perfusionsbag.
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Exosomen sind der neueste Trend in der
Pharmaindustrie zur diagnostischen Friher-
kennung von Krankheiten sowie zum Trans-
port von Medikamenten und Wirkstoffen zu
bestimmten Zielzellen im Kérper. Bei Exoso-
men handelt es sich um koérpereigene Vesi-
kel, welche von unterschiedlichsten Zellen
gebildet, beladen und anschliessend sekre-
tiert werden. Die Beladung der Exosomen
mit unterschiedlichsten Biomolekilen sowie
der anschliessende Transport zu bestimmten
Zielzellen ermdglicht ihnen die Beteiligung an
der interzellularen Kommunikation. Exosomen
bieten somit ideale Voraussetzungen flr den
Einsatz als Drug Delivery System, um Wirk-
stoffe im Kdrper zielgerichtet zu transportieren.
Daneben sind Exosomen an einer Vielzahl von
pathologischen Prozessen und Zustanden
beteiligt, was ihnen auch enormes diagnosti-
sches Potential verleiht.

Ziel dieser Arbeit ist deshalb die Produktion
von Exosomen mit Hilfe von mesenchyma-
len Stammzellen sowie die anschliessende
Isolierung und Charakterisierung dieser extra-
zellularen Vesikel. Die Exosomen sollen daftr
mittels Nanopartikel Tracking Analyse (NTA)
bezUglich ihrer Grssenverteilung sowie Kon-
zentration und mittels Fluoreszenz Durchfluss-
zytometrie bezlglich bestimmter Markerpro-
teine bzw. Oberflachenantigene analysiert und
charakterisiert werden.

Der Vergleich der unterschiedlichen mesen-
chymalen Stammgzelllinien zeigt, dass sie eine
ahnliche Quantitdt an Exosomen sekretieren,

welche auch bezlglich ihrer Grosse bzw. inrer
Grossenverteilung  (hauptséchlich  zwischen
50 nm und 200 nm) vergleichbar sind. Unter
den Isolierungsmethoden scheint die Ultrafilt-
ration die hochste Ausbeute zu erzielen, gefolgt
von der Ultrazentrifugation und der Prazipita-
tion. Die Grosse bzw. Grossenverteilung der
Exosomen im Isolat scheint dabei unabhangig
von der verwendeten Isolierungsmethode zu
sein. Neben den typischen exosomalen Mar-
kern CD9, CD63 und CD81 konnten zwei
weitere Exosomenmarker (CD44 und CSPG)
sowie zwei MSC-spezifische Exosomenmar-
ker (CD49e und CD105) identifiziert werden.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
sich eine hohere Einsaatdichte bei der Pro-
duktion positiv auf die Anzahl an sekretierten
Exosomen im konditionierten Medium aus-
wirkt und dass sich die Expression von CD63
GFP optimal fur den Nachweis der Exosomen
mittels Fluoreszenzmessung (NTA) eignet.
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Abb. 1: Die Verteilung
der Exosomengrosse
der unterschiedlichen
Zelllinien.
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Abb.2: Die Zunahme
der Exosomenkon-
zentration auf Grund
erhohter Einsaatdichte.
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A reporter construct in primary cells using

luciferase
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Patrick Maurhofer

= Korrektoren ZHAW

Prof. Dr. Jack Rohrer, Dr. Bruno Filippi

The objective was to establish reporter sys-
tems with luciferase and eGFP (enhanced
green fluorescent protein) in primary keratino-
cytes (as their physiological relevance ought to
be higher) and as a control in HaCaT (a cancer
cell line from keratinocytes), which could then
be used as an assay to determine skin sensi-
tization. Therefore, from the existing plasmids
RC59 and RC80 the SEAP (secretory embry-
onic alkaline phosphatase) sequence had to
be cut out and be replaced with the eGFP
respectively luciferase sequence. The new
plasmids ought to be transfected in primary
cells and HaCaT.

As there was a problem with the luciferase
template, the sequence for luciferase could
not be obtained. Thus, the work had been
continued with the eGFP sequence only. Both
desired plasmids with eGFP inserted were
obtained, sequenced and renamed to RC84
and RC85 (originating from RC59 respectively

.‘,#""'\ |
furasne

J

Fig. 1: RC84 pLV ARE-hARK1C2-eGFP_SV40-Puromycin.
36

RC80). RC84 contains a mutation in the eGFP
amino acid sequence at amino acid 9 (Valine
instead of Phenylalanine), while RC85 con-
tains a mutation at amino acid 5 of the eGFP
sequence (Arginine instead of Glycine). Nei-
ther mutations are at the chromophore region
of eGFP. To prove that the new plasmids work,
their successful establishment as an assay in
primary keratinocytes or HaCaT cells, would
have to be achieved. But due to the limited
time available, transfection of the new plas-
mids could not be tried, thus no new assay
could be established.

However, an existing SEAP (combined with
AlamarBlue) assay with HaCaT cells contain-
ing RC80 was performed and slightly adjusted.
The assay indicated that HaCaT RC80 cells do
not respond to oxidative stress very strongly
(induction compared to basal activity of only
1.3 to 1.6-fold), which underlined the need for
a reporter system in primary cells.
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Fig.2: RC85 pLV NQO1 Promotor-eGFP_SV40-Puromycin.
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Die AG fur Abfallverwertung (AVAG) in Spiez
BE setzt sich fUr die Verwertung von Biomas-
se und fur ein nachhaltiges Abfallrecycling ein.
Der Betrieb stellt seit Jahren aus kommuna-
lem Gringut Kompost flir den Gartenbau
her. Seit 2018 wird dabei intensiv im Bereich
der Kompostierung und des Vergarungspro-
zesses geforscht. Mittels Zugabe von «Effek-
tiven Mikroorganismen» (EM), welche unter
anderem Milchsdurebakterien enthalten, wird
eine Absenkung des pH-Wertes entlang der
Behandlungskette angestrebt. Diese Ansau-
erung wird vorrangig zur Haltbarmachung
von Biomasse wahrend der Anlieferung und
Lagerung durchgeflhrt. Zusatzlich sollen
Emissionen aus den Kompostmieten verrin-
gert werden, um somit die Qualitat des Din-
gerprodukts zu verbessern.

Das Ziel dieser Bachelorarbeit bestand darin,
ein mikrobiologisches Profil der Behandlungs-
kette der AVAG in Bezug auf Milchsdurebak-
terien zu erstellen. Im ersten Teil der Arbeit
konzentrierte man sich auf sieben Probe-
nahmestellen (Abb. 1), welche die relevanten
Prozessschritte (O, A-F) der AVAG darstell-
ten. Im zweiten Schritt der Arbeit wurde die
Lebendzellzahl von Milchsdurebakterien mit-
tels dezimaler Verdinnungsreihe (100-106) in
Peptonldsung (0.1 % Peptone Salt Solution)
bestimmt. Hierbei wurde das selektive Medi-
um, MRS-Nahrmedium nach De Man, Rogosa
und Sharpe fiir den Nachweis von Milchsaure-
bakterien verwendet.

Die Ergebnisse zeigten, dass Milchsaurebak-
terien in der Impfkultur der «Effektiven Mikroor-
ganismen» (EM) im Bereich von 1*10° KBE/g
TS zu finden sind und diese im Verlauf der
Anlage im Kompost auf 1*10* KBE/g TS sin-
ken. Mittels MALDI-TOF MS wurde gezeigt,
dass nicht nur Milchsaurebakterien mit dem
selektiven Medium nachgewiesen wurden,
sondern weitere im Gringut vorkommende
Mikroorganismen. Eine weitere Beprobung
der Verfahrenskette zu mehreren Zeitpunkten
sowie gréssere Probenmengen (1 kg anstatt
1 g) sind angezeigt, um die Methodik zu opti-
mieren und belastbare Resultate zu liefern.

Abb. 1: Die Oberland Energie AG ist ein Unternehmen der
AG fur Abfallverwertung (AVAG). Es sind sieben Probe-
nahmestellen (O, A-F) im Zeitfenster vom 13.05.2019 bis
03.06.2019 im Abstand von einer Woche beprobt worden.

Abb. 2: Ausstrichverfahren fur
Reinkultur eines Lactobacillus.
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Digitalisierung und Automatisierung fur
integrierte biotechnologische Produktionsanlagen
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Korrektor extern

Dr. Paul Kroll, Securecell AG

Das beschriebene Projekt wurde in Zusam-
menarbeit mit der Firma Securecell AG durch-
geflhrt. Aus Grinden der Vertraulichkeit wird
die Arbeit hier nur summarisch zusammenge-
fasst.

Die Automatisierung von Herstellungsprozes-
sen ermoglicht, die Reproduzierbarkeit und
Zuverlassigkeit eines Prozesses zu erhdhen
und auch die gewlnschte Produktausbeute
und Qualitat zu gewahrleisten. Spatestens seit
EinfUhrung der PAT-Initiative im Jahr 2004 ist
es das Ziel, die Uberwachung einzelner Pro-
zessschritte bis hin zu ganzen Prozessen
weitestgehend zu automatisieren. Schon
seit Jahren sind biotechnologische Produkti-
onsprozesse, basierend auf Zellkulturen, von
zentraler Bedeutung fUr die pharmazeutische
Industrie. Anhand eines CHO-Modell-Prozes-
ses zur Herstellung pharmazeutischer Prote-

Abb. 1: Reaktor-Setup fur die durchgeflihrten Versuchsreihen.
38

ine, wurde eine dynamische, gs-gesteuerte
Feed-Kontrolle geplant und implementiert.
Hierbei wurde, basierend auf der Online-Mes-
sung der Permittivitat als Mass fur die aktuelle
Zellkonzentration, die Substratzugaberate lau-
fend an die vorhandene Biomasse angepasst.
Vorab wurde das Permittivitatssignal gegen
die Lebendzellzahl (VCD) korreliert, damit
im Prozess eine periodische Re-Kalibration
moglich ist. HierfUr wurde eine automatisierte
Probenahme und Probeverarbeitung Uber das
PAT-System NUMERA (Securecell AG, Schlie-
ren) realisiert, mit anschliessender automati-
scher Auszahlung des Zell-Samples in einem
Zellanalysegerat (Cedex HiRes, Roche AG,
CH). Zur Validierung des Probenahmeprozes-
ses wurde der Effekt des Dilutions- und Filt-
rationsmoduls auf die Zellintegritat untersucht.
Die Validierungsversuche wurden anhand eines
DoE (Design of Experiments) ausgearbeitet.

Abb.2: Modulares
Probenahmesystem
NUMERA.



Analyse des molekularen Mechanismus, welcher
es hypoxischen Krebszellen erleichtert, in
Lymphgefasse vorzudringen (vertraulich)
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Health Technologies

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma NEXUS durchgefihrt. Aus Grin-
den der Vertraulichkeit wird die Arbeit hier nur
summarisch zusammengefasst.

Wahrend der Metastasierung breiten sich
Krebszellen systemisch im Korper aus und ver-
ursachen Schéadigungen von Organen, woran
viele Krebspatienten sterben. Sobald sich
Krebszellen vom Primartumor ablésen, metas-
tasieren sie Uber das Lymph- oder Blutgefass-
system. Dabei werden haufig Metastasen in
den nahe gelegenen Lymphknoten gebildet.
Interessanterweise wurde in klinischen Stu-
dien eine Korrelation zwischen dem Level an
Hypoxie, d.h. einem Sauerstoffmangel, im
Gewebe des Primartumors und der Anzahl an
gebildeten Lymphknotenmetastasen festge-
stellt. Passend dazu wurde in Zellversuchen
beobachtet, dass hypoxische Krebszellen
leichter in Lymphgefadsse eindringen und
Lymphgefasswande effizienter durchqueren
als normoxische Kontrollzellen. Jedoch blei-
ben die dafur verantwortlichen molekularen
Mechanismen weitgehend ungeklart. Das Ziel
dieser Bachelorarbeit war die Optimierung und
Etablierung eines High-Content-Screening-
Experiments, um die molekularen Signalwege,
die fur das Eindringen von hypoxischen Krebs-
zellen in Lymphgefasse verantwortlich sind, zu
identifizieren. 400 Gene, welche eine Rolle fir
die Zellmigration spielen und unter Hypoxie
induziert werden, sollen dazu in 4T1 Maus-
Brustkrebszellen mittels shRNA-induziertem

Gen-Knock-Down ausgeschaltet werden. Der
Effekt dieser Manipulation auf die Durchque-
rung von Lymphendothelzellschichten wird
in einem Transwell-basierten Transmigration
Assay im High-Content-Format untersucht.
Dadurch sollen Gene identifiziert werden,
deren Knock-Down die Hypoxie-induzierte
erhohte Transmigration verringert. Als Positiv-
kontrolle ist die Verwendung des Hypoxie-in-
duzierten Faktors 1a (HIF-1a) geplant, dessen
Knock-Down mit hoher Wahrscheinlichkeit
die Migration der hypoxischen Krebszellen
blockiert. In dieser Bachelorarbeit wurden
zwecks Validierung dieser Hypothese HIF-1a
4T1 Knock-Down-Zellen generiert und der
Knock-Down mittels Western Blot analysiert.
Weiter wurde die Trypsin-basierte Ablosung
der 4T1 Krebszellen als Einzelzellen fur den
Transfer auf die mit Lymphendothelzellen
beschichteten Transwells optimiert, so dass
die Bildung von Aggregaten verhindert wer-
den kann, welche eine automatisierte Analyse
der Transmigration erschweren wirden.

Abb.1: 4T1 H2B Venus cl. 6 Krebszellen besitzen ein H2B
Venus-Konstrukt, welches unter dem Fluoreszenzmikroskop
grun leuchtet.

39



Qualifizierung eines skalierbaren Einfrier-
und Auftausystems fur Bulk Drug Substanzen

(vertraulich)
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Korrektoren ZHAW
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit den Firmen Lonza AG und Single Use
Support GmbH durchgefuhrt. Aus Grinden
der Vertraulichkeit wird die Arbeit hier nur
summarisch zusammengefasst.

Die Lagerung und der Transport von Protein-
[8sungen im grossvolumigen Massstab (Bulk
Drug Substanzen) sind bedeutende Schritte
auf dem Weg vom Wirkstoff bis zum fertigen
Endprodukt. Die Durchflhrung dieser Schritte
findet vorzugsweise im gefrorenen Zustand
statt. Diese Methode birgt jedoch einige
Herausforderungen, besonders die Kryokon-
zentration stellt ein grosses Problem dar. Die
Kryokonzentration ist die lokale Aufkonzentrie-
rung von geldsten Stoffen beim Einfrieren von
Proteinldsungen. Dies kann zur Denaturierung
und Aggregation der Proteine fUhren und muss
bestmdglich verhindert werden. Im Gegensatz
zum Labormassstab sind Einfriervorgdnge im
Produktionsmassstab aufgrund der langeren
Warmetransferwege und grdsseren Volumina
deutlich schwieriger zu kontrollieren. Das
Ziel dieser Arbeit war, Informationen Uber das
Einfrierverhalten einer Pufferldsung im Produk-
tionsmassstab zu gewinnen. Daflir wurden
Temperaturverlaufe aufgenommen und die
Kryokonzentration mithilfe von messbaren
Parametern und einer optischen Auswertung
untersucht. Als Gefriersystem wurde der von
Single Use Support GmbH entwickelte Plate
Freezer RoSS.pFTU blockbuster scale einge-
setzt, mit welchem 300 L Fllssigkeit in einem
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Durchgang eingefroren und anschliessend
wieder aufgetaut werden konnen. Als Behél-
ter dienten Single-use Bags mit Fullvolumen
von 7.6 L bis 50 L. Es konnte gezeigt werden,
dass Einfriervorgdnge im Plate Freezer deut-
lich schneller ablaufen als in Gefriersystemen
mit einem temperierten Luftstrom. Zusatzlich
werden die Behalter im Plate Freezer gleich-
massig von unten und oben gekuhlt. Diese
beiden Eigenschaften flhren dazu, dass trotz
den grossen FlUssigkeitsvolumina beim Ver-
gleich mit anderen Gefriersystemen nur sehr
geringe Konzentrationsgradienten entstehen.

Abb. 1: Der Plate
Freezer RoSS.pFTU
blockbuster scale von
Single Use Support
GmbH.

Abb.2: Die Warme-
Ubertragungsplatten
des Plate Freezer.
Die Single-use Bags
werden dazwischen
platziert.

Abb. 3: Mithilfe eines Farbstoffes wurde die Kryokonzentration
sichtbar gemacht. Die weisse Linie verdeutlicht, wie gleich-
massig der Gefriervorgang von unten und oben verlauft.



Bestimmung der Blasengréssenverteilung
im 100L-Massstab mittels Shadowgraphy

(vertraulich)

Diplomand

Joel Rath

Korrektoren ZHAW

Dipl. Ing. Séren Werner, BSc Stefan Seidel

Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Griinden der Vertraulichkeit
werden keine Details zur Arbeit verdffentlicht.
Einer der wichtigsten Parameter fur die ver-
fahrenstechnische Charakterisierung eines
Bioreaktors ist der spezifische Sauerstoff-
Ubergangskoeffizient kia. Die Blasengrossen-
verteilung steht dabei in direktem Zusam-
menhang mit dem kwa, da die spezifische
Phasengrenzflache a aus der Summe aller
Einzelblasen mit ihrer jeweiligen Blasengrosse
zusammengesetzt ist. Um die Blasengréssen-
verteilung zu untersuchen wurde das Verfah-
ren der Shadowgraphy verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Leistungs-
prufstand dahingehend erweitert, sodass die
Messung von Blasengréssenverteilungen in
einem 100L-Glasreaktor durchgefuhrt werden
kann. Um den Reaktor auf der ganzen verti-
kalen Lange zu untersuchen, wurde der zu
untersuchende Messbereich geméass Abb. 1
in zwei Teilbereiche unterteilt. Durch zwei ver-
schiedene Befestigungen der Kamera und des
Diffusors kann ein lickenloses Messen der
ganzen Hohe sichergestellt werden. Aufgrund
der Verwendung eines Laserarms wird eine
zusétzliche Justierung durchgefiihrt, um die
Helligkeitswerte zu optimieren. Durch diese
Optimierung kann eine hohe Qualitat der ge-
wonnenen Daten gewahrleistet werden. Die
SOP «Grossenverteilungsmessungen mittels
Shadowgraphy» wurde Uberarbeitet und er-
ganzt. Wahrend der Testmessungen wurde
festgestellt, dass die Laserintensitat Uber

die Zeit abnimmt. Bei 95 % Laserintensi-
tat und einer Aufnahmefrequenz von 10 Hz
betrug die Abnahme Uber 5 Stunden 22 %
(Abb. 2), wahrend bei 93 % Laserintensi-
tat und einer Frequenz von 5 Hz der Verlust
lediglich 4 % betrug. Dies ist auf das Alter des
Nd:YAG-Doppelpulslasers  zurlckzuflhren.
Die Erschopfung kann durch eine niedrigere
Aufnahmefrequenz stark reduziert werden.
Der neue Bernoulli-Laser konnte aufgrund
eines technischen Defektes nicht in Betrieb
genommen werden.

Viele Arbeitsschritte wurden zusammengeflgt
und vereinfacht und in die SOP eingearbeitet.
Damit sind zukinftige Messungen mit stark
reduziertem Arbeitsaufwand durchfihrbar.
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Abb. 1: Leistungsprlfstand Shadowgraphy.
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Anwendung von Single-Use pH-Sensoren in
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma C-Cit Sensors AG durchgefUhrt.
Aus Grinden der Vertraulichkeit wird die Arbeit
hier nur summarisch zusammengefasst.

In der Biotechnologie ist die Messung des
pH-Wertes in Zellkulturen unerlasslich. Mit
wachsender Verbreitung von Single-Use-Sys-
temen verandern sich auch die Anforderungen
an die Sensoren. Die Sensoren sollen mog-
lichst klein, stabil, sterilisierbar und gunstig
sein. Ein Sensor, der diese Anforderung erfll-
len soll, wurde von der Firma C-Cit Sensors
AG entwickelt und in dieser Arbeit ausflhrlich
getestet. Dabei wurden die Sensoren erst
charakterisiert, um deren Ansprechverhalten
zu einem Standard-pH-Sensor vergleichen zu
kénnen. Anschliessend wurden die Sensoren
in Kultivierungen eingesetzt.
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Abb. 1: In diesem Diagramm sind die Signale der Siebdruck-
sensoren in Abhangigkeit der KCI-Konzentrationen angege-
ben. Dabei wurden die Messungen einerseits in reinen KCI-
Losungen durchgefiihrt (Kreise) und in mit KCI aufgestock-
tem Hefeextraktmedium (Dreiecke). Ausserdem wurde mit
unterschiedlichen Referenzelektroden gemessen. Die blauen
Messungen sind mit Standardreferenz und die roten mit
Siebdruckreferenz durchgeflihrt worden. In der Legende ist
jeweils die Arbeitselektrode (AE) und die Referenzelektrode
(RE) angegeben.
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Bei der Charakterisierung wurde in reinen
pH-Puffern nach einer Einpunktkalibration eine
Genauigkeit von 0.13 pH-Einheiten nachge-
wiesen. Mit einer Zweipunktkalibration konnte
dabei eine noch hdhere Genauigkeit erreicht
werden. Eine Herausforderung der Sensoren
zeigte sich beim Einsatz in Salzlésungen (KCI)
verschiedener Konzentrationen (10" bis 10
Mol). Da die Referenzelektrode in direktem
Kontakt mit der Messlosung ist, verandert die
Chlorid-lonen-Konzentration das Potential.
Da bei Kultivierungen der lonen-Hintergrund
jedoch immer ungefahr gleich bleibt, wurden
die Sensoren in Hefe- und CHO-Kultivierun-
gen getestet. Angefangen mit Hefekultivie-
rungen in Spinnerflaschen, zeigte der Sensor
der Firma C-Cit Sensors AG zu Beginn einen
vergleichbaren Verlauf zum Standardsensor.
Nach einiger Zeit bei hoher Zelldichte zeigte
der Sensor jedoch Signalschwankungen. Die-
se Schwankungen traten bei der Kultivierung
mit CHO-Zellen nicht auf.

K=Y

Abb. 2: Versuchsaufbau bei der CHO-Kultivierung. Rechts
eine Spinnerflasche mit kombiniertem Sample und Feedport
(kleiner oranger Deckel) und Glucose-Lactat-Sensor und pH-
Sensor (kleiner blauer Deckel). Links eine kleine Spinner-
flasche mit eingebauter Standardreferenz und mit Glucose-
Lactat-Sensor und pH-Sensor.



Aufbau und Testung eines strikt anaeroben,
wellendurchmischten Kultivierungssystems mit
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma PharmaBiome AG durchge-
fuhrt. Aus Grinden der Vertraulichkeit wird die
Arbeit hier nur summarisch zusammengefasst.

Die Firma PharmaBiome AG hat es sich zur
Aufgabe gemacht, Darmbakterien aus gesun-
den Darmfloren zu isolieren, charakterisieren
und produzieren. Ziel ist die Etablierung von
neuartigen Mikrobiomtherapien zur Behand-
lung von Darmkrankheiten. Im Rahmen der
Bachelorarbeit wurde ein Scale-Up des Bakte-
rienkonsortiums von einem gerthrten Sixfors-
Fermenter in ein Single-Use-Wave-System
durchgefuihrt. Das Ublicherweise fur Zellkul-
turanwendungen konzipierte Wave-System
wurde zudem modifiziert, sodass eine strikt
anaerobe Kultivierung realisiert werden konn-
te. Die Modifikation beinhaltete den Einbau
einer Redoxsonde sowie eine Moglichkeit, die
Inokulation und Probeentnahme unter anaero-

ben Bedingungen durchzufihren.
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A Novel Strategy to Functionalize Extracellular
Vesicles for Targeted Tumor Therapy Based on
the Avidin-Biotin System (confidential)
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Extracellular vesicles (EVs) are vesicles
enclosed by a lipid bilayer which are released
by almost all eukaryotic cells under physio-
logical conditions. Interestingly, it has been
shown that the amount of EVs produced by
cells increases for cells exposed to stress
conditions such as hypoxia. EVs biogenesis
can occur by direct budding of vesicles from
the plasma membrane or by fusion of multi-
vesicular bodies with the plasma membrane.
Since the discovery that EVs are involved in
intercellular communication and are able to
transport functional biological cargo the inter-
est to exploit EVs as therapeutic agents or
drug delivery vesicles has rapidly increased.
However, EVs as drug shuttles are limited
by their targeting specificity, resulting in their
accumulation in liver and spleen. Functionali-
zation of EVs for specific targeting hence con-
stitutes an essential step in the development
of EVs as drug delivery systems. In this thesis,
a novel strategy for flexible EV functionaliza-
tion based on the avidin-biotin system was
assessed. Mouse C51 cells transfected with a
hypoxia-inducible factor (HIF) dependent gly-
cosylphosphatidylinositol-avidin -~ (GPI-avidin)
expression construct, which drives the
expression of avidin on the cell surface, were
used as donor cells for the production of EVs.
These cells were characterized for their hypox-
ia and/or HIF dependent GPl-avidin expres-
sion by immunofluorescence and biotin stain-
ings. High level of GPI-avidin on the surface of
transfected cells were detected after 48 h of
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incubation under hypoxic conditions. A proto-
col was established for EV isolation by means
of size exclusion chromatography (SEC) and
ultracentrifugation. Isolated EVs from trans-
fected cells showed size range between
30-300 nm which is consistent with current
reports from the literature. Isolated EVs were
further characterized by nanoparticle tracking
analysis (NTA) and scanning electron micro-
scope (SEM). The presence of GPl-avidin on
the surface of isolated EVs was demonstrated
with biotinylated fluorescent dyes by means of
fluorescence measurements using NTA. Over-
all this thesis shows the feasibility of using EVs
from GPl-avidin expressing cells for EV func-
tionalization with biotinylated ligands.

Further details of this work cannot be pub-
lished for confidentiality reasons.

Fig. 1: Immunofluorescence
staining with an anti-avidin
antibody and alexa-488-anti-
rabbit conjugate, combined
with alexa-594-biocytin and
Hoechst 33342. Cells were
incubated under hypoxia for
24 h before staining (scale bar
30 um).

Fig. 2: Immunofluorescence
staining with an anti-avidin
antibody and alexa-488-anti-
rabbit conjugate, combined
with alexa-594-biocytin and
Hoechst 33342. Cells were
incubated under hypoxia for
48 h before staining (scale bar
30 pum).
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Heutzutage werden viele Bulkchemikalien und
Feinchemikalien wie pharmazeutische und
agrochemische Zwischenverbindungen, Arz-
neistoffe und Nahrungsmittelbestandteile mit-
tels Biokatalyse aus Aldehyden oder Ketonen
gewonnen. Da E. coli Uber eigene endogene
Alkoholdehydrogenasen verfligt, entstehen
dabei oft Alkohole als unerwiinschte Neben-
produkte. In dieser Bachelorarbeit wurden
zunachst Biokatalysen mit den beiden E. coli
Stdmmen BL21(DE3) und RARE (reduced
aromatic aldehyde reduction) durchgefiihrt.
Als Substrat wurden Citral, Citronellal, Hexenal
oder Hexanal, jeweils 5 mM, eingesetzt. Nach
3 sowie 24 Stunden wurden die Substrat- und
Produktkonzentrationen mittels Gaschromato-
graphie gemessen. Es konnte gezeigt werden,
dass E. coli BL21(DE3) grossere Mengen
der jeweiligen Aldehyde zu Alkohol umsetzt
als der Alkoholdehydrogenasedefiziente
Stamm E. coli RARE. Die Citronellolkonzent-
ration nach 24 Stunden Biokatalyse war bei
BL21(DES3) 3.3+2.0 mal hoher als diejenigen

Abb. 1: Ergebnis
der Biokatalyse
mit Citronellal als
Substrat. Langs-
gestreifte Balken
zeigen das Subst-
rat, schragge-
streifte den gebil-
deten Alkohol. Die
schwarzen Balken
entsprechend
jeweils dem E. coli RARE Stamm, die blauen E. coli BL21
(DE3). Bei den Fehlerbalken handelt es sich jeweils um die
Standardabweichung der Triplikate.

beim RARE Stamm (Abb. 1). Bei der Bioka-
talyse mit Hexenal produzierte der BL(21)DE3
Stamm sogar 10.9+1.88 mal mehr Hexanol
als E. coli RARE (Abb. 2). Als Nachstes wurde
versucht, die unerwlnschte Reduzierung von
Aldehyden im Produktionsstamm BL21(DE3)
zu vermindern. Um dies zu erreichen, sollten
die beiden Alkoholdehydrogenasen YjgB und
YahK vom Genom von E. coli BL21(DE3) ent-
fernt werden. Beide Alkoholdehydrogenasen
gehdren zu den MDR (mittelkettige Dehydro-
genase/Reduktase) und scheinen eine ent-
scheidende Rolle zu spielen in der endogenen
Fahigkeit von E. coli, Aldehyde zu reduzieren.
Die beiden Gene sollten mittels homologer
Rekombination mit dem lambda red System
vom Genom deletiert werden. Dazu wurde
nach der von Datsenko und Wanner entwi-
ckelten Methode vorgegangen. Allerdings war
keine der durchgefiihrten Deletionen erfolg-
reich. Mogliche Grinde fUr das Nichtgelingen
sowie allféllige Verbesserungsvorschlage sind
in der Bachelorarbeit erlautert.

Abb. 2: Ergebnis der
Biokatalyse mit
Hexenal als Subs-
trat. L&ngsgestreifte
Balken zeigen das
Substrat, querge-
streifte das Pro-
dukt und schréag-
gestreifte den
gebildeten Alkohol.
Die schwarzen
Balken entsprechen jeweils dem E. coli RARE Stamm, die
blauen E. coli BL21(DES3). Bei den Fehlerbalken handelt es
sich jeweils um die Standardabweichung der Triplikate.
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Optimierung einer Halogenase mittels gerichteter

Evolution (vertraulich)

Diplomand
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Korrektorin extern
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde zusammen mit der
Firma Novartis durchgefihrt. Aus Grinden der
Vertraulichkeit wird die Arbeit hier nur summa-
risch zusammengefasst.

Viele der heutzutage verfugbaren Medikamen-
te und Agrochemikalien enthalten Halogenato-
me in ihrer Struktur. Diese Heteroatome haben
einen starken Einfluss auf die Bindungsfahig-
keit und kdénnen die Verstoffwechslung der
Substanzen beeinflussen. Chemische Halo-
genierungen sind jedoch sterisch schwierig
zu kontrollieren, bendtigen oft harsche Reak-
tionsbedingungen und konnen giftige Abfalle
produzieren. Biokatalysatoren ermdglichen es,
die Halogenierungen regio- und enantiospe-
zifisch sowie nachhaltiger durchzufihren und
bieten so eine attraktive Alternative zu den
klassischen chemischen Methoden. Dartber
hinaus kénnen Enzymeigenschaften durch
gerichtete Evolution verbessert werden, so
konnen etwa die katalytische Aktivitat und die
Regio- oder Stereoselektivitdat von Enzymen
fur industrielle Bedurfnisse optimiert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine a-Ke-
toglutarat-abhéngige Halogenase untersucht
und optimiert. Dieses Enzym ist in der Lage,
kleine Molekule zu halogenieren und ist somit
von grossem synthetischem Interesse. Ziel
dieser Arbeit war es, bei der gerichteten Evolu-
tion zur Verbesserung der katalytischen Aktivi-
tat der Halogenase mitzuwirken, indem bereits
identifizierte, vorteilhafte Mutationen durch die
Technik des DNA-Shufflings kombiniert wer-
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den sollten. Zu diesem Zweck wurde zunachst
eine kombinatorische Enzym-Bibliothek ent-
wickelt, in der das Halogenase-Gen mittels
PCR aus mehreren Fragmenten zusammen-
gesetzt wurde, welche entweder Wildtyp oder
mutierte Codons enthielten. Die resultierende
Enzym-Bibliothek wurde dann auf ihre katalyti-
sche Aktivitat hin Gberprift und es konnte eine
Enzymvariante identifiziert werden, die eine
zweifach hohere Chlorierungsaktivitat als die
vorhergehend beste Variante besass.

Base pairs
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Abb. 1: Entwicklung einer kombinatorischen Enzym-Biblio-
thek durch die PCR-basierte Konstruktion des Halogenase-
Gens aus mehreren designten DNA-Fragmenten.

Abb. 2: Homologie-Modell des entwickelten Enzyms. Das
Metallbindungsmotiv der aktiven Tasche ist gelb eingefarbt.



Optimierung der Expression und Herstellung einer
Glukose- und Formiatdehydrogenase
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In der Natur werden Cofaktoren als Teil des
Zellstoffwechsels — synthetisiert und spater
regeneriert. In grosstechnischen Biokataly-
sen kdnnen Cofaktoren aus Kostengrinden
nicht stochiometrisch eingesetzt werden.
Sie mlssen mit Hilfe eines zweiten Enzymes
recycelt werden. Die Glukose- und die For-
miatdehydrogenase katalysieren die Oxida-
tion von Glukose beziehungsweise Formiat
unter Reduktion von NAD(P)* und eignen
sich daher flur das enzymatische Recycling
der Cofaktoren NADH und NADPH. Um sol-
che Recycling-Enzyme fur biokatalytische
Prozesse zur Verflgung zu stellen, wurden
in dieser Bachelorarbeit die Glukose- und die
Formiatdehydrogenase rekombinant in E. coli
exprimiert und auf inre Aktivitat geprutft. Nach
einer Expressionsoptimierung beider Enzyme
konnte die Formiatdehydrogenase aus dem
Ursprungsorganismus Candida boidinii ein-
zig bei der Expressionstemperatur von 20 °C
mit einer geringen Aktivitdt von 0.06 U mL-1
exprimiert werden. Im Gegensatz dazu wies
die GDH hohe Aktivitaten im Schdttelkolben

GDH Exprassion bei 25°C

[T —
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Abb. 1: SDS-Gel mit Proben
der GDH (28.2 kDa), induziert
mit IPTG (0.1 M) exprimiert in
E. coli BL21 (DE3) Zellen im
5 L Massstab.

auf. Die beste Ausbeute an aktiver Glukose-
dehydrogenase aus dem Ursprungsorga-
nismus Bacillus subtilis resultierten bei der
Kultivierung im Minimalmedium R/2aiycein bei
einer Expressionstemperatur von 25 °C und
einem pH-Wert von 7. Im anschliessenden
Upscale vom Schittelkolben Uber den 5L
Reaktor zum 30 L-Massstab konnte die Akti-
vitdt um das Doppelte gesteigert werden. In
der 5 L-Batch-Fermentation konnte bei der
Umsetzung von NAD* ein Maximalwert von
117.7 U mL™ erreicht werden. Bei der Charak-
terisierung des Enzymrohextraktes wurde ein
pH-Optimum von 7.0 und ein Temperaturopti-
mum von 20-40 °C ermittelt. Untersuchungen
zeigten, dass nach einer Inkubationszeit von
40 h bei Temperaturen zwischen 20-40 °C
noch eine Aktivitat von >75 % festgestellt wer-
den konnte. Die Gruppe der Biosystemtech-
nologie verfugt nun Uber eine einsatzbereite
Glukosedehydrogenase flir das Recycling der
Cofaktoren NADH und NADPH in biokatalyti-
schen Prozessen.

Volumetrische Akttt [%

Abb. 2: pH-Profil der Glukosedehydrogenase mit
Davis-Puffer im Bereich von pH 5.5-10. Die Messung
erfolgte bei 25 °C und einer Inkubation von 15 min.
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Optimierung eines Prozesses zur Vermehrung
des Pilzes M. Brunneum (vertraulich)
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Aufgrund der negativen Auswirkung der che-
mischen Pestizide auf die Umwelt gewinnt die
biologische = Schadlingsbekdmpfung immer
mehr an Bedeutung. Zum Beispiel die Resis-
tenzentwicklung der Schédlinge, die unspezifi-
sche Wirkung gegenuber Nutzlingen, Residu-
en im Trinkwasser und Lebensmittel sowie die
Toxizitat fir Hersteller und Anwender gehdren
zu den Negativmerkmalen der chemischen
Pestizide. Das BedUrfnis nach sicheren und
biologisch hergestellten Schadlingsbekamp-
fungsmitteln ist gross. Eine Vielzahl von Orga-
nismen bietet sich fUr den Zweck als biologi-
sches Pestizid an, wobei entomopathogene
Pilze als besonders interessant gelten. Einer
der am meisten kommerziell eingesetzten Pilz-
gattungen ist Metarhizium brunneum, welcher
in dieser Arbeit verwendet wird. Der Pilz wird
ausgehend von einer Sporenldsung in zwei
Schritten, in einem sogenannten Zwei-Pha-
sensystem, kultiviert. In einem ersten Schritt
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findet eine FlUssigkultur statt, welche in einem
zweiten Schritt als Inokulum fUr eine Feststoff-
fermentation dient. Ziel dieser Bachelorarbeit
war die Optimierung der Sporenzahl nach der
Feststofffermentation. Deshalb wurden ver-
schiedene Parameter und Mediumsbestand-
teile in der Vorkultur verandert und kultiviert.
Nach der Feststofffermentation war die Lage-
rung der Pilzgerste ohne Sporenanzahlver-
lust das Ziel. Aus diesem Grund wurde eine
Trocknung ausgearbeitet, in der verschiede-
ne Methoden mit Unterdruck und Begasen
durchgeflihrt wurden. Zusatzlich wurde fur
eine erfolgreiche Skalierbarkeit ein Scale-up
im Pilotmassstab durchgefthrt.

Abb. 1: Toter Insektenkadaver mit Konidien von M. brunneum
Uberzogen.
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Human induced pluripotent stem cells (hiP-
SCs) have the ability to differentiate into any
human cell. The applications for differentiated
hiPSCs such as cardiac tissue cardiomyocytes
(CMs) range from patient-specific disease
modelling to drug screening and personalized
transplantation therapies. Efficient differenti-
ation and maturity of CMs are major factors
affecting test results and it is therefore of great
importance to obtain reproducible mature car-
diac tissue. In 2014, Burridge and colleagues
provided a protocol for the differentiation of
hiPSCs into cardiomyocytes showing that is
crucial to achieve this on a larger scale and
to induce the development of fetal-like cardio-
myocytes to meet the market demands.

A therefore developed method allows the for-
mation of hiPSC microtissues at large quantity
in an automated system. The latter are then
differentiated into CMs over 16 days. Since
freshly differentiated CMs lack important prop-
erties of adult cardiomyocytes (such as high
calcium activity and ensuing strong contrac-
tility) the focus of this thesis was to enhance
CMs development to form an adult-like phe-
notype. For this purpose, a biochemical and
an electromechanical approach set the basis
for further optimization of the maturation pro-
cess (Figure 1). The results obtained in the
study confirm partial CMs maturation, such
as sarcomere formation, T-tubule generation
(Figure 2), improved calcium activity and an
enhanced beating regularity, for the biochem-
ical co-culture maturation strategy. Electro-

mechanical maturation also leads to T-tubule
generation, improved calcium activity and a
regular beats per minute pattern. Despite the
improved CMs maturation at large scale, there
remains vast unexploited potential in the stud-
ied field.

Fig. 1: llustration of the automated hiPSCs organoid forma-
tion with subsequent differentiation into fetal-like hiP-
SCs-CMs organoids. Further, the two maturation methods
used to obtain enhanced maturation of fetal-like CMs to
adult CMs are shown. In the first method, CMs organoids
are matured in co-culture with hMSCs via soluble factor
(growth factors, growth hormones & exosomes) release of
the latter. The second maturation method uses electro-me-
chanical stimulation to exercise the CMs organoids which
imitates the cardiac load and mechanical stimulation of the
heart.

Fig. 2: Immunofluores-
cence image of hiP-
SC-CM matured for
14 days in co-culture
showing characteristic
hallmarks of adult car-
diomyocytes: forma-
tion of sarcomere
structures (red) and
generation of a T-tu-
bule system (green).
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Heutzutage wird in biotechnologischen Pro-
duktionsstatten fur die Kultivierung von Mikro-
organismen oder Zellen mit gertihrten Bioreak-
toren verfahren. Dabei stellen magnetgerthrte
Bioreaktoren ein neuartiges und vielverspre-
chendes Reaktorsystem fur die Kultivierung
von Mikroorganismen und fur die Zellkulti-
vierung dar. Durch den kontaktlosen Antrieb
und das freischwebende Ruhrorgan konnen
Kontaminationen reduziert und Reinigungen
erleichtert werden. Bevor aber ein Bioreaktor
fur die Produktion in Betrieb genommen wird,
muss der Reaktor verfahrenstechnisch cha-
rakterisiert werden. Fur die Charakterisierung
werden die Kenngréssen wie der spezifische
Leistungseintrag, die Mischzeit und der volu-
menbezogene Sauerstofflibergangskoeffizient
bestimmt. Die biologische Charakterisie-
rung, welche ein Kultivierungsverfahren mit
dem Modellorganismus E. coli miteinbezieht,
erganzt die herkémmlichen Messmethoden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiger,
magnetgerUhrter Bioreaktor (Abbildung 1) mit
und ohne einen Strombrecher flr die mikro-
bielle Kultivierung mittels der beiden beschrie-
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benen Methoden charakterisiert. Anhand der
erhaltenen Ergebnisse aus der verfahrens-
technischen Charakterisierung wurden Kulti-
vierungsparameter fur mikrobielle Batch-Kulti-
vierungen abgeleitet. Die Resultate zeigen,
dass sich das System in beiden Konfiguratio-
nen fur die mikrobielle Kultivierung eignet.

Abb. 1: 0.6 L magnetgerthrter Bioreaktor.
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma BIOREBA AG durchgefihrt. Aus
Grlnden der Vertraulichkeit wird die Arbeit hier
nur summarisch zusammengefasst.

Das Prune Dwarf Virus (PDV) ist ein weltweit
vorkommender, pflanzenpathogener Virus,
welcher Pflanzen der Prunus-Arten (Pflaumen-,
Sauerkirsch- und SUsskirschbaume, Apriko-
sen, Pfirsiche etc.) befallt. Die Firma Bioreba
AG in Reinach BL ist darauf spezialisiert, Kits
fur die Diagnostik von pflanzenpathogenen
Mikroorganismen (Double Antibody Sand-
wich ELISA und Streifentests) zu entwickeln.
In Zusammenarbeit mit der Firma Bioreba AG
soll ein bereits bestehendes «DAS-ELISA Kit»
optimiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Prune
Dwarf Virus Coat Protein (PDVC) rekombinant
in Spodoptera frugiperda und Escherichia coli
an der ZHAW in Wéadenswil hergestellt werden.
Dazu wurde die PDVC-Sequenz einerseits in
den pFastBac1 Vektor flr die Sf9-Insektenzel-
len, und anderseits in den pRSETA Vektor fUr
E. coli BL21 DES kloniert. Damit das PDVC
mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt
werden konnte, wurde bei den Sf9-Insekten-
zellen ein GST-Tag und bei E. coli BL21 DE3
ein His-Tag am N-Terminus des PDVC ange-
hangt. Nach der Aufreinigung wurde der GST-
Tag durch die EKMax Enterokinase und der
His-Tag durch den Faktor Xa abgeschnitten.

Uber eine «Size Exclusion Chromatographie»
(Geffiltration) wurde das PDVC vom geschnit-
tenen Tag und der Protease getrennt. Die
erhaltenen Proben (mit und ohne Tag) wurden
am Schluss der Bachelorarbeit erfolgreich
bei der Firma Bioreba AG in Reinach BL im
«DAS-ELISA» getestet. Die rekombinante Her-
stellung des PDVC-Antigens wurde erreicht
und die gewonnenen Proben aus dieser
Arbeit dienen als Grundlage flr die Weiterent-
wicklung des diagnostischen Nachweises des
Prune Dwarf Virus bei der Firma Bioreba AG.

Abb. 1: (A) Zeigt die chlorotischen Ringe auf den Blattern.
(B) Deformierte und runzlige Bléatter. (C) Langgewachsene
Blatter. (D) Ausbildung von Zacken an den Blattrandern
(Oztiirk & Gevik, 2015).
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4356604/)
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Aus GrUnden der Vertraulichkeit wird die
Arbeit hier nur summarisch zusammengefasst.
Mittels Mikrobiomanalysen koénnen Erkennt-
nisse Uber die Biodiversitat der mikrobiellen
Flora verschiedener Habitate gewonnen wer-
den. Die DurchfUhrung dieser Analysen erfolgt
aktuell mittels Next-Generation Sequenzie-
rung (NGS). Ein wesentlicher und oft vernach-
lassigter Teil dieser Analysen ist die Verwen-
dung geeigneter Qualitatskontrollen, wie z. B.
das Mitfuhren von Positiv- und Negativ-Kont-
rollen. Als Positiv-Kontrolle kdnnen sogenann-
te «Mock Communities» eingesetzt werden.
Dabei handelt es sich um definierte Mischun-
gen aus Mikroorganismen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Mock Commu-
nities als Standards flr die Untersuchung des
Hautmikrobioms zu entwickeln. Basierend
auf 5 Bakterienarten (Staphylococcus aureus
CCOS1251,  Staphylococcus — epidermidis
CCOS1266, Micrococcus luteus CCOS1254,
Acinetobacter ursingii CCOS1256 und Bacil-
lus cereus CCOS1257) sollten 2 unterschied-
liche Mock Community Standards hergestellt
werden: 1 Standard basierend auf Mischun-
gen dieser Kulturen mit definierten Zellzahlen
und ein weiterer Standard basierend auf ihrer
DNA. Die Herstellung des zellbasierten Stan-
dards erfolgte mit Hilfe eines Coulter Coun-
ters. Fur den DNA-basierten Standard wurde
mittels realtime PCR die DNA-Konzentration
der 16S rRNA fUr jede Kultur bestimmt. Flr
den DNA-Mock Community Standard wurde
die DNAs der einzelnen Kulturen so gemischt,
52

dass alle die gleiche Kopienzahl aufwiesen.
Sowohl der zellbasierte Mock Community
Standard als auch der DNA-basierte Stan-
dard konnten erfolgreich hergestellt werden.
FUr den DNA-basierten Standard konnte eine
reproduzierbare Methode etabliert werden, die
Ergebnisse sind in den Abb. 1 bis 2 dargestellt.
Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
erlauben es, DNA- und zellbasierte Standards
fur Mikrobiomanalysen schnell und reprodu-
zierbar herzustellen.

Abb. 1: Amplifikationskurve der 16S rRNA V4 gPCR zur Her-
stellung des DNA Mock Community Standards. Die Fluores-
zenzsignale sind in Abhangigkeit der Zyklen-Zahl einer
gPCR-Analyse aufgetragen. Zu sehen sind die amplifizierten
Proben der hergestellten DNA-Standards mit unterschiedlich
eingestellten Zyklen-Zahlen. Dazu wurden Zyklen-Zahlen von
15,17, 19 und 21 gewahlt. Die Negativ-Kontrolle ist die
schwarze Kurve.

= = R —de——i] |

Abb.2: Schmelzkurvenanalyse der gPCR aus Abb. 1.
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit einem Industriepartner in der Ostschweiz
durchgefiihrt. Aus Griinden der Vertraulichkeit
wird die Arbeit hier nur summarisch zusam-
mengefasst.

In der Chemie, aber auch im Pharmabereich,
in der Biotechnologie und in der Getréanke- und
Nahrungsmittelindustrie ist die Fest-FlUssig-
Trennung ein wichtiger Prozessschritt. Fur
die Durchftihrung der Filtration werden u. a.
keimreduzierende bzw. sterilfiltrierende Mem-
branfilter oder Tiefenfilterschichten verwendet.
Die Prozesskontrolle bei der Herstellung und
die Charakterisierung der Filtermedien bei der
Warenendkontrolle erfolgt in Abhangigkeit von
der Porengrésse mit verschiedenen Bakteri-
en. In diesem Projekt wurde zur Uberpriifung
der Qualitdt die Retention von Serratia mar-
cescens gemessen und der sogenannte LRV
Wert (logarithmic reduction value) berechnet.
Dieser Wert gibt an, um welchen logarithmi-
schen Faktor die Bakterien durch die Filtrati-
on reduziert werden. Die bislang vom Indus-
triepartner angewendete Auswertemethode
mittels Bebritung nach der Testfiltration und
optischer Kontrolle
wurde mit zwei neuen
Methoden (1 und 2)
auf der Basis von Ein-
zelzellnachweisen bzw.

Abb. 1: Optische Auswertung
der Serratia marcescens
Kolonien.

Mikrokolonien mittels Gensonden und Fluo-
reszenzmikroskopie verglichen. Die bisherige
Methode ist zwar sehr zuverlassig, aber auch
zeitaufwandig. Nach der Bebritung sind die
Kolonien durch ihre intensive Rotfarbung sehr
gut von Auge erkennbar. Die Dauer bis zum
Vorliegen der Ergebnisse betragt zwischen
24 und 48 Stunden. Dieser Zeitaufwand
verursacht zuséatzliche Kosten fir das Qua-
rantdnelager. Mit den beiden neuen Metho-
den ist die Qualitétskontrolle der Filtermedien
innerhalb von 3 h (Einzelzelle) bis 5 h (Mikro-
kolonie) nach dem Musterzug und der Test-
filtration abgeschlossen. Fur die Auswertung
sind einmalig die Anschaffung eines Fluores-
zenzmikroskops bzw. konfokalen Mikroskops
sowie die Umstellung auf das Gensonden-Kit
notwendig. Im Rahmen des Projektes wurde
eine Kostenabschatzung zwischen den drei
Methoden unter Berticksichtigung der Investi-
tionen, Lagerkosten sowie laufenden Personal-
und Materialkosten durchgefthrt. Zusammen-
fassend kann gesagt werden, dass fur den
Industriepartner eine Umstellung auf die Aus-
wertung von Einzelzellen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie eine schnellere Qualitatskontrolle
und Einsparung von
Ressourcen  ermdgli-
chen wirde.

Abb. 2: Mikroskopische Aus-
wertung der Einzelzellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop.
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Das Vorhandensein hormonaktiver Stoffe in
Gewassern ist weltweit zu einem Problem
geworden. XenoGstrogene und ihre Meta-
boliten kénnen negative Auswirkungen auf
die Fortpflanzung und erhéhte Haufigkeit
bestimmter Krebsarten verursachen. Zur Beur-
teilung der Ostrogen Aktivitat ist z. B. der Iyti-
case Yeast-estrogen-screen (L-YES) bekannt.
Dieser kann mit Dunnschichtchromatogra-
phie (HPTLC) kombiniert werden, um einzel-
ne Chemikalien aufzutrennen (planar-YES).
Dabei wird jedoch der Metabolismus im Kérper
nicht bertcksichtigt. Denn die Biotransformati-
on produziert Metaboliten, die mdglicherwei-
se aktiver sind als ihre Ausgangsverbindung.
Deswegen wurde eine Methode entwickelt,
die neben dem planar-YES oder L-YES eine
Leber simuliert, um Pro-Ostrogene zu erken-
nen.

Fur die Entwicklung der Methode wurden
zuerst Chemikalien (Standards), die erwar-
tungsgemass Pro-Ostrogene sind, untersucht.
Danach konnten unterschiedliche Wasserpro-
ben und Lebensmittelverpackungen analy-
siert werden. FUr den Metabolisierungsschritt
wurde eine S9-Fraktion verwendet, die ver-
schiedenste Leberenzyme enthalt und fur in
vitro assays geeignet ist. Die Proben wurden
ohne und mit Metabolisierungsschritt, mit
Methoxychlor-Spiking und mit denaturierter
S9 verglichen.

Die HPTLC-Platten zeigten deutlich unter-
schiedliche Fluoreszenz-Muster mit und ohne

Metabolismus (S9). Methoxychlor (Standard)
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wurde klar in sein Stoffwechselprodukt HPTE
umgewandelt und deshalb als Positivkontrolle
verwendet. Aktivitdt wurde bei Oberflachen-
wasser, bei einer Lebensmittelverpackung
und bei Abwasserproben bereits ohne S9 ent-
deckt. Der Vergleich der De- oder Aktivierung
von Chemikalien in Proben mit S9-Vorinku-
bation werden in dieser Arbeit vorgestellt. In
den meisten Fallen wurde mit S9 eine Deak-
tivierung der nativen Ostrogenitit beobachtet.
Trotzdem wurden Stoffe beobachtet, die allen-
falls als Pro-Ostrogene wirken kénnten. Eine
chemische Analyse dieser Stoffe kdnnte diese
Aussage bestatigen und auf die Wichtigkeit des
Metabolismus zur Einstufung des Risikos hin-
weisen. FUr zukUnftige Untersuchungen kénn-
te diese entwickelte Methode auch auf ande-
re toxische Endpunkte angewendet werden.

Abb. 1: HPTLC-Platte der Abwasserprobe: Durch den
Bioassay werden Ostrogene auf der Platte erkennbar. 1) E1,
E2 und EE2; 2) Ethanol; 3) Methoxychlor mit S9; 4) HPTE;
5) Probe ohne S9; 6+7) Probe mit S9; 8) Probe mit denatu-
rierter S9; 9+10) Probe gespiked mit Methoxychlor.



Fermentation und Reinigung der Taq-Polymerase

Diplomandin

Deniz Turkcan

Korrektorinnen ZHAW

Dr. Christin Peters, Dr. Zrinka Raguz Nakic

DNA-Polymerasen sind an der Replikation,
Reparatur und Rekombination von DNA betei-
ligt. Zentral ist die Anwendung von DNA-Po-
lymerasen in der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR). Seit der Entdeckung der PCR stellt
die thermostabile Tag-Polymerase eines der
wichtigsten Werkzeuge dar. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Tag-Polymerase rekombinant
hergestellt und anschliessend durch verschie-
dene Protokolle aus der Literatur gereinigt
(Chen et al., 2015; Engelke et. al. 1990; Turan
und Eken, 2018; Zheng, 2011; Fang et. al.
2016).

Das Enzym konnte erfolgreich in Escherichia
coli exprimiert werden. FUr die Etablierung
der verschiedenen Reinigungsprotokolle wur-
den das Ausbeutevolumen, die Aktivitat in der
PCR, der Zeitfaktor, die Proteinkonzentration,
die Kosten und das Reaktionsvolumen mitein-
ander verglichen.

Das Protokoll nach Chen et. al. zeigte eine
der besten Ausbeutevolumen, war insgesamt
das am schnellsten durchzuflhrende Pro-
tokoll, eines der gulnstigsten Protokolle und
hatte ein moderates Reaktionsvolumen. Die
Reinigung nach Turan und Eken zeigte das
geringste Ausbeutevolumen der Tag-Polyme-
rase und verursacht hohe Kosten. Wenn man
jedoch den zeitlichen Faktor bedenkt, ist das
Protokoll innerhalb eines Tages durchfihrbar,
was wiederum positiv ist. Die Reinigung nach

Protokoll Engelke et. al. musste abgebrochen
werden, da die Tag-Polymerase nicht mehr
nachweisbar war. Die Reinigung der Tag-Po-
lymerase nach Fang et. al. zeigte eine hohe
Ausbeute, gutes Reaktionsvolumen, jedoch
hohe Kosten. Aufgrund der Dauer der Dialyse
ist der Zeitfaktor bei diesem Protokoll und bei
der Reinigung nach Zheng am grossten. Bei
der Reinigung nach Zheng konnten ein ange-
messenes Ausbeutevolumen und Kosten
gefunden werden. Das Reaktionsvolumen aus
dieser Reinigung war sehr gut.

Schlussendlich wurde ein Upscale auf 5L
durchgefihrt und das gewahlte Reinigungs-
verfahren nach Zheng darauf angewendet.
Daraus resultierte ein Volumen von 60 mL
Tag-Polymerase mit einem sehr grossen
Reaktionsvolumen.
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Abb. 1: Agarosegel. Amplifizierte PCR-Produkte der nach
Zheng hergestellten Tag-Polymerase nach verschiedenen
Verdtnnungen sind aufgetragen.
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Stammzellen werden heutzutage zur Behand-
lung von zahlreichen menschlichen Erkrankun-
gen, wie beispielsweise Diabetes und Arthritis,
als Bestandteil der regenerativen Medizin ein-
gesetzt. Dabei besteht allerdings die Proble-
matik, dass fUr eine effektive Stammzell-The-
rapie Dosen von mehreren Millionen Zellen
notwendig sind. Demzufolge sind schnelle
und effiziente Zellexpansionsverfahren von
essentieller Bedeutung.

In dieser Arbeit erfolgten Expansionsver-
suche mit humanen, mesenchymalen Fett-
stammzellen in den PBS mini Bioreaktoren (im
0.1 MAG sowie im 0.5 MAG Modell). Dabei
wurde zunachst eine verfahrenstechnische
Charakterisierung der PBS mini Reaktoren
durchgefihrt. Die PBS mini Reaktoren, wel-
che fur maximale Arbeitsvolumina von 100
und 500 mL geeignet sind, kénnen fur die
Kultivierung von schersensitiven sowie adha-
rent-wachsende Zellen verwendet werden.
Bei den verfahrenstechnischen Untersuchun-
gen dieser Reaktoren erfolgten Suspendier-
untersuchungen (Bestimmung von Ns1u und
Ns1) mit polystyren-basierten Microcarrier wie
auch Mischzeitmessungen. Die Resultate die-
ser Untersuchungen wurden zur Berechnung
von verfahrenstechnischen Parametern wie
Leistungseintrdge und Reynoldszahlen ver-
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wendet. Basierend auf dieser verfahrenstech-
nischen Charakterisierung erfolgten Expansi-
onsversuche in den PBS mini Reaktoren. Die
durchgefiihrten Versuche zeigten auf, dass
die Probenahme in den PBS mini Reaktoren
Optimierungsbedarf hat, da diese zu Streuun-
gen bei den gemessenen Zelldichten fuhrte
und somit grosse Standardabweichungen bei
den Resultaten berechnet wurden. Des Wei-
teren wurden Erkenntnisse gewonnen bezlg-
lich der Zelladharenz auf den Microcarrier. Es
wurden lediglich 2 Millionen Zellen in den PBS
mini Reaktoren generiert, was auf die niedri-
gen Zelladharenzen zurtckzufihren war. Als
nachster Schritt des Expansionsverfahrens
sollte die Probenahme sowie die Adhéarenz-
phase der Zellen auf den Microcarrier optimiert
werden.

LI

PBS 01 mas PBS0.5mac

Abb. 1: Die beiden Modelle der PBS mini Bioreaktorsysteme.
Quelle: PBS mini Bioreactor System, (2014). PBS Biotech Inc.
VerfUgbar unter: https://www.pbsbiotech.com/pbs-mini.html.

Abb. 2: Mikroskopische
Aufnahme der
ASC52telo Zellen.
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Die Photodynamische Therapie (PDT) ist eine
Therapieform zur Behandlung von Krebs und
beruht auf einer photochemischen Reakti-
on zwischen einem Photosensibilisator (PS),
Licht mit einer spezifischen Wellenlange und
Gewebesauerstoff. Durch die Anreicherung
des PS im Gewebe und einer Aktivierung
des PS durch Licht, entsteht eine Interakti-
on mit Gewebesauerstoff, so dass reaktive
Sauerstoffspezies gebildet werden. Diese
Verbindungen konnen die Zellen schadigen
und Apoptose oder Nekrose induzieren. Die
PDT wird mittlerweile in der Therapie von
Hautkrebserkrankungen eingesetzt. Dabei
wird ein PS auf die entsprechende Hautléasion
appliziert, wobei anschliessend eine definierte
Lichtbestrahlung der Haut erfolgt. Dieses
Verfahren ist allerdings mit einigen Nachteilen
verbunden. Wéahrend der Lichtbestrahlungen
koénnen Nebenwirkungen wie Hautrdtungen
und Schmerzen auftreten. Weiterhin missen
die Patienten in der Arztpraxis bleiben, um die
Therapie durchftihren zu kénnen.

Ziel dieses Projektes ist es, eine neue dermato-
logische Formulierung zu entwickeln. Dabei
soll ein PS gefunden werden, bei dem deut-
lich weniger Nebenwirkungen auftreten und
bei dem eine Bestrahlung mit dem natUrlichen
Sonnenlicht mdglich ist. In dieser Bachelor-
arbeit wurden daher in vitro Testmethoden
etabliert, mit denen die PDT simuliert werden
kann.
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Transfer und Scale-up einer CHO-Zelllinie zur
IgG-Produktion (vertraulich)
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Es wurde in Zusammenarbeit
mit der Firma Thermo Fisher Scientific durch-
geflhrt. Aus Grinden der Vertraulichkeit wird
die Arbeit hier nur summarisch zusammenge-
fasst.

Monoklonale Antikérper nehmen auf dem heu-
tigen Markt flr biopharmazeutische Produkte
einen wichtigen Stellenwert ein. CHO-Zellen
reprasentieren hierbei aufgrund der posttrans-
lationalen Modifikation bevorzugte Produkti-
onsorganismen. Das Ziel der Bachelorarbeit
bestand darin, eine CHO-Zelllinie zur Produk-
tion von IgG zu etablieren und Wachstums-
und Produktionsversuche (Batch-Modus) im
Schittelkoloen  und  wellendurchmischten
Bioreaktor durchzufUhren. Ausgehend von
der Kryokultur wurde zunéchst eine SOP
zur Erhaltungskultivierung im Schuttelkolben
erarbeitet. In weiteren Experimenten erfolg-
te die Aufzeichnung der Wachstums- und
Produktionscharakteristik im 500 mL Schut-
telkolben. Als Glutaminquelle diente hierbei
GlutaMAXTM Supplement. Die CHO-Zelllinie
wuchs im Schittelkolben auf eine maximale
Lebendzelldichte von 18.6x10° Zellen mL.
In der Versuchsreihe wurde eine maximale
lgG-Konzentration von 371 mg L™ erzielt. Im
wellendurchmischten Bioreaktor BIOSTAT®
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CultiBag RM mit einem Flexsafe® RM 2L opti-
cal Bag waren die maximale Lebendzelldichte
und IgG-Konzentration um 49.5 % respektive
34 % tiefer als im Schuttelkolben. Nachfolgen-
de Untersuchungen beschéftigen sich mit der
Prozessoptimierung im Batch- und Feeding-
Modus.

Abb. 1: Batch-Kultivierung der CHO-Zelllinie im Flexsafe®
RM 2L optical Bag mit einem Arbeitsvolumen von 1 L.



Optimierte Identitatsprufung von Medizinal-
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Flavonoide und Phenolcarbonsauren sind weit
verbreitete Sekundérmetaboliten in Pflanzen.
Aufgrund der fur die Pflanzenarten charakte-
ristischen Zusammensetzung wird die Flavon-
oidanalyse zur botanischen Unterscheidung
von Pflanzenarten und zur Identitatsprifung
bei Medizinalpflanzen eingesetzt. Die Metho-
den basieren auf TLC oder HPTLC und sind
im europaischen Arzneibuch (Ph. Eur.) vorge-
schrieben.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit der
chromatographischen Auftrennung werden
die Untersuchungsmethoden in den Pflanzen-
monographien der Européischen Pharma-
kopoe Uberarbeitet und standardisiert.

In dieser Arbeit wurden die Monographien von
Althaeae folium und Malvae folium hinsicht-
lich deren HPTLC-Vorgaben untersucht und
Beispielchromatogramme fur die Knowledge
Database angefertigt.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die
Kopplung von HPTLC mit MALDI-TOF zur
massenspektrometrischen Untersuchung er-
forscht. Dabei zeigte sich, dass vor allem
die Dauer zwischen der Plattenanfertigung
und der MALDI-TOF MS Messung sowie die
Vorwaschung der Aluminiumplatten und die
optimale Funktionstichtigkeit des DE-SAGA-
Gerates eine grosse Rolle spielen.

Anhand der Messungen mit MALDI-TOF MS
konnten einige Aussagen zu den Inhaltsstof-
fen der beiden untersuchten Medizinalpflan-
zen gemacht werden. Durch die Kopplung

der beiden Messverfahren konnten zum einen
durch die HPTLC Aussagen aufgrund der
fluoreszierenden Farbe sowie der Rr Werte
gemacht werden und dank des MALDI-TOF
MS zu den Massenspektren mit den dazuge-
horigen Fragmenten und Aglykas der vermute-
ten Substanzen. Anhand dieser Informationen
konnten sogar einige Vermutungen zu noch
unbekannten Inhaltsstoffen gemacht werden.

Abb. 1: HPTLC-Platte bei UV 366 nm nach NP/PEG, wobei
in der Bahn 1 die Referenzsubstanzen, in der Bahnen 2-5,
14, 15 die Eibischblatter und in den Bahnen 6-13 die Mal-
venblatter zu sehen sind.

Abb. 2: Links ist die Ansicht der MALDI-TOF MS Messung
zu erkennen, wobei oben das MS-Spektrum bei einem defi-
nierten Re-Wert, rechts das Chromatogramm bei definiertem
m/z, links-unten der Counter-Plot, wobei R-Werte gegen
m/z aufgetragen sind und die z-Achse der Intensitat (Farbe)
entspricht, zu erkennen. Rechts ist die Vergleichsplatte mit
NP/PEG derivatisiert ersichtlich.
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Mikroalgenkulturen uber automatisierte Analyse-
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Das beschriebene Projekt steht unter Geheim-
haltungspflicht. Aus Grlinden der Vertrau-
lichkeit wird die Arbeit hier nur summarisch
zusammengefasst.

Fur die Optimierung und Weiterentwicklung
von Kultivierungssystemen ist eine engma-
schige Uberwachung des Bioprozesses,
wenn maoglich ohne zeitliche Verzdgerungen,
unerlasslich. Wahrend bereits viele andere
Parameter in Echtzeit erfasst werden kénnen,
sind Daten zur Substratkonzentration, welche
Informationen Uber bestimmte Substratauf-
nahmeraten oder Limitationszustande liefern,
nur selten «online» verfugbar. Fur die Kultur-
physiologie und die Produktakkumulation in
Mikroalgen ist die Verfugbarkeit von Nitrat ein
entscheidender Faktor. Ziel dieser Studie war
es deshalb, eine robuste online-Methode zur
genauen und hochfrequenten Quantifizierung
der Nitratkonzentration in solchen Kulturen zu
etablieren, um den Prozessverlauf zukUnftig
gezielter steuern zu kénnen.

Dies wurde durch den Einsatz eines HPLC-
Systems und mit Hilfe eines automatisier-
ten Probeentnahmesystems mit integrierter
Probenverarbeitung realisiert. Fur die Roh-
datenerfassung, die Interpretation (Peak-
Integration) und die Rickmeldung an das
Prozessleitsystem wurde eine durchgangige
Datenverarbeitungskette etabliert. Das neue
Monitoring-Konzept wurde erfolgreich an Mik-
roalgenkulturen getestet und kann in Zukunft
fir Prozesse mit adaptiver Steuerung von
Substrat-Zugaberaten eingesetzt werden.
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Abb. 1: Phototrophe Kultivierung von Synechocystis im Bio-
reaktor Labfors 5 LUX.

Abb. 2: Automatisiertes Probeentnahmesystem verbunden
mit einem Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Gerat.
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Pilze werden seit Jahrhunderten als Speise-
pilze genutzt und spétestens seit der Entde-
ckung von Antibiotika, das aus einem Schim-
melpilz der Gattung Penicillin isoliert wurde,
sind sie auch in der Pharmaindustrie nicht
mehr wegzudenken. Ihre Metaboliten werden
als Lebensmittelveredler, Medikamente und
Heilmittel eingesetzt und ihre vielfaltigen enzy-
matischen Eigenschaften tragen zu neuen
Entwicklungen in der Wirkstoffforschung bei.
Wahrend dieser Arbeit wurden Erdproben
von verschiedenen Bdden entnommen und
im Labor auf unterschiedlichen Medien sowie
MehlwUrmern kultiviert und isoliert. Dabei
wurde eine reproduzierbare Isolationsmetho-
de fUr Schlauchpilze und insektenpathogene
Schimmelpilze entwickelt. Ausserdem wurden
die Reinkulturen mittels Polymeraseketten-
reaktion (PCR) identifiziert und auf mogliche
Hemmung gegenuber Escherichia coli und
Staphylococcus aureus untersucht.

Es wurde festgestellt, dass die Zusammen-
setzung des Mediums einen grossen Einfluss
auf die isolierten Pilzarten hat. Bei Zugabe von
selektiven Substanzen wie Chitin wurde ein
verstarktes Wachstum von Insektenpathoge-
nen festgestellt, wahrend bei nicht selektiven
Medien wie dem Malzextrakt Agar eine grosse
Vielfalt von verschiedenen Schimmelpilzen iso-
liert werden konnte. Der pH-Wert des Medi-
ums scheint ebenfalls eine entscheidende Rol-
le fUr die Wachstumsrate der Pilze zu spielen.
Saure Medien besitzen eine natlrliche Abwehr
gegen Bakterien und férdern gleichzeitig das

Wachstum von Schimmelpilzen. Von den
infizierten MehlwUrmern wurden potenziell
entomopathogene Arten isoliert, was jedoch
anhand einer Ruckinfizierung bestatigt wer-
den musste (Abbildung 1).

Insgesamt konnten 346 Phanotypen isoliert
werden, wovon 276 mittels PCR und an-
schliessender Sequenzierung identifiziert wer-
den konnten. Es wurden 59 unterschiedliche
Schimmelpilzarten gefunden und auf Hemm-
stoffe geprift. Vor allem die Gattungen Peni-
cillium spp., Metarhizum spp., Beauveria spp.
und Purpureocillum spp. zeigten Bakterien-
hemmungen zwischen 75 % und 100 %.

Abb. 1: Bodenproben mit infizierten Mehlwiirmern.
Oben links ist Probe 1 mit einem infizierten Wurm zu sehen.
Daneben ist Probe 2 mit zwei befallenen Wirmem abgebildet.
In der unteren Reihe ist links Probe 3 mit sieben und rechts
Probe 4 mit funf infizierten Mehlwirmern ersichtlich. Probe 5
wird nicht dargestellt, weil keine Wirmer infiziert wurden.
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tiality, no details of the work will be published.









Institut fur Chemie und
Biotechnologie (ICBT)

Das Institut fir Chemie und Biotechnologie
(ICBT) bringt gezielt die Kompetenzen zusam-
men, die im konvergierenden Fachgebiet
von Chemie und Life Sciences immer starker
zusammenwirken. Es fokussiert auf die Anlie-
gen von KMU, Gewerbe und Industrie in der
Pharma-, Chemie- und Umweltbranche. Ent-
standen ist es aus den beiden etablierten
ZHAW-Instituten, dem Institut fur Biotechno-
logie und dem Institut fir Chemie und Bio-
logische Chemie.

Im ICBT finden Sie folgende strategische
Schwerpunkte in Forschung und Dienstleis-
tungen:

- Analytische Chemie

- Biochemie, Proteintechnologie und
Bioanalytik

- Chemische und biotechnologische
Prozesse und Anlagen

- Mikro-, Molekular- und Zellbiologie,
Tissue Engineering

- Pharmazeutische Technologie,
Medizinalchemie und Phytopharmazie

- Synthese und neue Materialien

Lehre

Das Institut prasentiert sich in der Lehre durch
zwei Bachelorstudiengange: in Biotechnologie
«Bachelor of Science ZFH in Biotechnologie»
mit den Vertiefungen «Biotechnologie» und
«Pharmazeutische Technologie» und in der
Chemie «Bachelor of Science ZFH in Chemie»
mit den Vertiefungen «Chemie» und «Biologi-
sche Chemie».

Im forschungsbasierten Masterstudiengang
«Master of Science of Life Sciences» werden
ebenfalls zwei Vertiefungen angeboten: «Phar-
maceutical Biotechnology» und «Chemistry for
the Life Science».

Weiterbildung

Das Institut bietet neben der Lehre massge-
schneiderte Weiterbildungsprogramme an: In-
dividuelle Weiterbildungen fur Firmen werden
an den speziellen Kundenbedurfnissen ausge-
richtet. Internationale Fachtagungen und das
«CAS in the Science and Art of Coffee» runden
das Portfolio ab.

Forschung, Entwicklung und
Dienstleistungen

In seiner Lehr- und Forschungstatigkeit fokus-
siert das ICBT auf die Anliegen von KMU,
Gewerbe und Industrie aus den Gebieten der
Chemie-, Pharma- und Umweltbranche.
Forschungs- und Entwicklungsprojekte: Ergeb-
nisse der Grundlagenforschung setzen wir
um in marktgerechte Produkte und Dienstleis-
tungen.

Projekte:

Beispiele von unseren
Forschungsprojekten finden Sie unter:
www.zhaw.ch/de/Isfm/forschung/

chemie-und-biotechnologie
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Perspektiven:

Master und Weiterbildung

Masterstudium

Nach erfolgreichem Abschluss Ihres Bachelors
kénnen Sie an der ZHAW in Wadenswil einen
forschungsbasierten und praxisorientierten
Master of Science in Life Sciences absolvieren.
Als Vertiefungsrichtung wird «Pharmaceutical
Biotechnology» angeboten.

Der Masterabschluss qualifiziert Sie insbeson-
ders bei internationalen Unternehmen fUr
die hohere Karrierelaufbahn. Machen Sie
den n&chsten Schritt in Ihrer akademischen
Karriere und melden Sie sich fUr das Master-
studium an.

www.zhaw.ch/icbt/master-biotechnology
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Weiterbildung

Das Institut bietet auf Anfrage kundenspezi-
fisch ausgerichtete Weiterbildungskurse in den
Laboren der einzelnen Forschungsgruppen
an.

Selbstverstandlich kénnen Sie auch praxisbe-
zogene Weiterbildungskurse oder Weiterbil-
dungsstudiengénge (MAS, DAS, CAS) an einer
Fachhochschule oder Universitat besuchen.
Auch die Teilnahme an Fachtagungen, z.B. am
Institut fur Chemie und Biotechnologie, bietet
lhnen neues Wissen und fachliche Vernetzung.
www.zhaw.ch/icbt/weiterbildung

Tagungen

Die Gelegenheit, sich auf den neuesten Stand
von Wissen und Technik zu bringen und die
eigene fachliche Kontaktpflege voranzutreiben.
www.zhaw.ch/icbt









Portrat Masterabsolventin:

Britta Manser

Vorbildung: Bachelor of Science in Biotechnology
ZHAW, Drogistin mit BMS
Studium: Master of Science ZFH in Life Siences

Welches sind lhre Tatigkeitsgebiete und
Verantwortlichkeiten?

Im Scientific Laboratory Support Team bei Pall Life
Sciences bin ich fur die wissenschaftliche Beratung
unserer internationalen Kunden zustandig. Mein
Fachgebiet liegt bei Technologien und Fragestellun-
gen zum Continuous Bioprocessing.

Was schatzen Sie in lhrer Tatigkeit
besonders?

Mein Beruf ist sehr abwechslungsreich, da ich so-
wohl in der Industrie als auch in der Entwicklung ar-
beite. Ich schule Kunden oder plane und flhre mit
ihnen zusammen Projekte im Labor durch. Ausser-
dem habe ich die Mdglichkeit, interne Entwicklungs-
arbeit zu unterstitzen, Verdffentlichungen zu schrei-
ben und Fachvortrage an Konferenzen zu halten.

Worin liegen die Herausforderungen?

Eine Herausforderung meiner Stelle liegt darin, dass
sich das Feld des Continuous Bioprocessing sehr
schnell weiterentwickelt und stets neue Publikatio-
nen veroffentlicht und neue Technologien vorgestellt
werden.

Warum haben Sie sich fiir dieses Master-
studium entschieden?

Nach dem Bachelorstudium in Biotechnologie wollte
ich mein Wissen im Bereich der biotechnologischen
Herstellung von Arzneimitteln vertiefen und mit der
Masterarbeit weitere Arbeitserfahrung sammeln.
Das Masterstudium vermittelt zudem Themen des
Downstream-processing und erganzt damit den
Bachelorstudiengang ideal.

Hat das Studium lhre Erwartungen erfiillt?
Was war fur Sie besonders wertvoll?

Das Masterstudium hat mich mit der Kombination
von fachspezifischen Modulen mit interdisziplinaren
Kursen sehr gut auf meine jetzige Stelle vorbereitet.
Ich konnte sowohl mein Wissen in der Biotechnolo-
gie festigen als auch meinen Horizont mit Kursen wie

Datenmanagement oder Marketing erweitern. Zu-
dem konnte ich wéahrend des Studiums wertvolle
Kontakte knupfen.

Zu welchem Thema haben Sie |hre

Master Thesis verfasst?

Meine Masterarbeit habe ich im Fachgebiet der Zell-
kulturtechnik verfasst und dabei ein neues Verfahren
der Baculovirusinfektion von Insektenzellen unter-
sucht, mit welchem Proteine schneller und kosten-
glinstiger produziert werden kénnen.

Wem wiirden Sie ein solches Studium weiter-
empfehlen?

Ich empfehle das Studium vor allem Personen, wel-
che sich praxisorientiert und interdisziplinar weiter-
bilden m&chten. Auch wer sich mit der Masterarbeit
auf ein Fachgebiet konzentrieren méchte und mehr
Erfahrung sammeln will, ist beim Masterstudium
richtig.

Alle Absolventenportrats
finden Sie auch online
www.zhaw.ch/icbt/

master-biotechnology
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Internationaler

Austausch

Sie moéchten einen Teil lhres Studiums im
Ausland absolvieren? Die ZHAW bietet lhnen
diese Mdglichkeit. Ein Austauschsemester, ein
Auslandspraktikum, der Besuch einer Summer
School, eine Studienreise oder ein Sprachauf-
enthalt bringen lhnen viele Vorteile: Sie lernen
eine andere Kultur und Sprache kennen, ein
anderes Bildungs- und Forschungssystem
und Sie sammeln Erfahrungen fir lhre beruf-
liche Zukunft. Das Departement Life Sciences
und Facility Management der ZHAW ist im
Rahmen des Swiss-European Mobility Pro-
gramme SEMP (der Ubergangslésung, wel-
che vom Bundesrat fur das EU-Bildungspro-
gramm Erasmus+ eingerichtet wurde) derzeit
mit Uber 70 Partnerhochschulen in 15 euro-
paischen Landern vernetzt.
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Der Studiengang Biotechnologie motiviert die
Studierenden darin, ihre Bachelorarbeit an
einem ihrer auslandischen Partnerinstitute zu
schreiben. Zudem werden jahrlich internatio-
nale Summer Schools organisiert. Neben den
Informationen im Internet gibt die Studienbe-
ratung des Studiengangs Biotechnologie oder
das International Relations Office (IRO) gerne
dazu nahere Auskunfte und unterstitzt Sie bei
lhren Fragen.

Mehr Uber die internationale Mobilitat und Er-
fahrungsberichte von Studierenden finden Sie
unter: www.zhaw.ch/Isfm/international



Internationale
Arbeitserfahrung

Bezahlte Praktika
in iber
80 Liindern

Arbeitsalltag im Labor: Diane mit einem selbst gefangenen Rochen, welchen sie auf
Parasiten und krankheitserregende Viren untersuchte

«Sowohl professionell als auch persénlich: Ich hatte nicht
besser in meinen Sommer investieren kénnen.

Mit meinem |AESTE Praktikum konnte ich mich auf mehreren Ebenen weiterentwickeln. Das
Praktikum war die ideale Kombination aus Biologie, Abenteuer und Nervenkitzel. Ich konnte
sowohl in der Arbeit als auch im Alltag Erfahrungen gewinnen und es entstanden Erinnerun-
gen, an welche ich das ganze Leben lang gerne zuriickdenken werde. Ich empfehle jedem
unbedingt eine gewisse Zeit im Ausland zu leben!»

Diane Seda, Biotechnologiestudentin an der ZHAW Wadenswil. Sie absolvierte mit IAESTE ein zweimonatiges Praktikum an der
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesqu in Ilha Solteira, Brasilien.

IAESTE Praktika...
.. richten sich v.a. an Studierende technischer und naturwissenschaftlicher Fécher
.. sind bezahlt: der Lohn deckt die Lebenshaltungskosten vor Ort

.. bieten Dir viele Vorteile: Betreuung wéhrend der Bewerbungsphase, soziales Netzwerk
vor Ort, efc.

.. haben eine Dauer zwischen 6 Wochen und 12 Monaten

|AESTE

SWITZERLAND

Alle unsere Praktikumsstellen findest Du hier:
www.iaeste.ch/Students/TraineeshipOffers/

Premium Partner von IAESTE Switzerland - Unterstiitzt durch
~

¢ Ems:n des EPF U Zh HAS LER

L ) ETH-Board ) NOVARTIS uz;:l‘(“ STIFTUNG



Exosomen - die Cargo-
Transporter des Korpers

Fachgruppe Zellphysiologie
und Zell-Engineering, ICBT

Damit ein multizellularer Organismus wie der
menschliche Kdrper lebensfahig ist, bendtigt
er standig den Austausch von Informationen
zwischen den Organen und selbst zwischen
einzelnen Zellen. Bis vor Kurzem dachte man,
dass es dazu nur vier Varianten gibt. Eine Vari-
ante als Beispiel ist die Produktion eines Hor-
mons, welches Uber das
Blut weit entfernte Zellen
erreicht (z. B. Produktion
von  Erythropoietin = in
der Nierenrinde, welches
Stammzellen im Knochen-
mark zur Bildung von roten
Blutk&rperchen anregt).
Nun hat man vor einigen
Jahren entdeckt, dass
unser Korper Uber ein
weiteres, weitaus komple-
xeres System verflgt, um
nicht nur Informationen, sondern auch Cargo
zu transportieren — die Exosomen. Dabei han-
delt es sich um kleine (100 nm) membranum-
schlossene Vehikel, die von Zellen sekretiert
und ins Blut abgegeben werden. Somit ent-
halten diese Exosomen nicht nur Proteine und
Lipide auf der Oberflache fur den Informati-
onsaustausch, sondern auch Cargo im Innern
wie z. B. RNA und Proteine. Dieser Cargo hat
entsprechend eine enorme Auswirkung auf
die Zielzellen, welche die Exosomen aufneh-
men.
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Somit stellen also diese Exosomen ein korper-
eigenes Drug Delivery System dar, was einen
riesigen Hype in der Pharmaindustrie ausge-
|6st hat. Ein grosses Problem der Pharma-
industrie ist, dass viele interessante Ziele fur
Medikamente gar nicht oder nur ungentgend
zuganglich sind, weil sie z. B. hinter Barri-
eren wie der Blut-Hirn-Schranke oder im
Inneren von ganz spezifischen Zellen liegen.
Die Hoffnung ist nun, dass man Exosomen
biotechnologisch herstel-
len kann und sie dabei
SO zu verandern, dass
sie nicht nur Zugang zu
den gewlnschten Zellen
im Korper haben, son-
dern, dass man sie auch
beliebig mit Medikamen-
ten beladen kann. Dies
wUrde vollkommen neue
Therapien fur viele Krank-
heiten ermdglichen oder
bei vielen bestehenden
Medikamenten die Nebenwirkungen drastisch
reduzieren.

Dazu laufen bei uns mehrere interdisziplinare
Projekte mit Kolleginnen und Kollegen ande-
rer Fachgruppen (FG Zellkulturtechnik und FG
Pharmazeutische Technologie und Pharma-
kologie) und der Industrie (Anjarium Bioscien-
ces). Zwei Bachelorarbeiten in diesem Booklet
(Bettina Kritzer und Simon Mathis) befassen
sich mit den Exosomen. Die mittig stehende
Aufnahme stammt von Bettina Kritzer.

Kontakt: Prof. Dr. Jack Rohrer
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Alumni bedeutet so viel wie «<Ehemalige einer
Hochschule». Alumni Organisationen sind die
lebenslangen Netzwerke fUr Absolventinnen
einer Hochschule. Sie sichern den Kontakt zu
anderen Absolventinnen wie auch zur ZHAW.
An der ZHAW ist die ALUMNI ZHAW die offi-
zielle Alumni Organisation. Sie arbeitet eng
mit der ZHAW zusammen. Der Fachbereich
ALUMNI ZHAW Life Sciences umfasst die
Studienrichtungen:

Biotechnologie

Chemie / Biologische Chemie
Lebensmitteltechnologie

e Umweltingenieurwesen

Ziele der ALUMNI ZHAW Fachbereich Life
Sciences sind die Férderung der beruflichen
und standespolitischen Interessen seiner Mit-
glieder sowie die Kontaktpflege zwischen Ehe-
maligen und Angehdrigen der Hochschule —
ganz nach dem Motto: «Keep in touch». Um
diese Ziele zu erreichen, werden im Rahmen
von Mitgliederevents aktuelle Themen aus der
Wissenschaft und der Arbeitswelt durchge-
flhrt. Zuséatzlich organisiert die ALUMNI ZHAW
jahrlich mehrere fachlbergreifende Events.
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Wovon kann ich als Mitglied
sonst noch profitieren?

Durch die Anmeldung bei der ALUMNI ZHAW
Fachbereich Life Sciences profitierst du von
Vergunstigungen auf Weiterbildungsangebote
der ZHAW bzw. dem gesamten Dienstleis-
tungsangebot der ALUMNI ZHAW. Ebenfalls
kommst du in den Genuss der Angebote von
FH Schweiz, des nationalen Dachverbandes
der FH-Absolventlinnen.

Wie werde ich Mitglied?

Die ALUMNI ZHAW Fachbereich Life Sciences
ladt alle Studierenden, Ehemaligen und den
Mittelbau/Dozierenden der Life Sciences Stu-
diengange zur Mitgliedschaft ein. Der Mitglie-
derbeitrag betragt jahrlich CHF 110.—. Wahrend
dem Studium und im ersten Folgejahr ist die
Mitgliedschaft kostenlos.

Melde dich gleich an

www.alumni-zhaw.ch/Is/
mitglied-werden

Weitere Informationen:

ALUMNI ZHAW

Fachbereich Life Sciences
Gertrudstrasse 15, 8400 Winterthur
Is@alumni-zhaw.ch
www.alumni-zhaw.ch/Is



ZHAW LSFM

Die ZHAW

Die ZHAW ist eine der fUhrenden Schweizer
Hochschulen fir angewandte Wissenschaften.
Sie ist in Lehre, Forschung, Weiterbildung und
Dienstleistung tétig — praxisnah und wissen-
schaftlich fundiert. Sie ist mit ihren Standorten
in Winterthur, Zurich und Wadenswil regional
verankert und kooperiert mit internationa-
len Partnern. Die Hochschule umfasst acht
Departemente. Derzeit sind Uber 12000 Stu-
dierende an der ZHAW eingeschrieben.

Das Departement

Studieren und Forschen in Wadenswil: praxis-
nah, kreativ, leidenschaftlich und reflektiert.
Daflir steht das Departement Life Sciences
und Facility Management ein. Derzeit sind
rund 1500 Studierende immatrikuliert und
Uber 600 Personen in Wadenswil beschaf-
tigt. Mit den Kompetenzen in Life Sciences
und Facility Management leistet das Departe-
ment in den Gebieten Environment, Food und
Health einen wichtigen Beitrag zur L6sung
gesellschaftlicher Herausforderungen und zur
Erhdhung der Lebensqualitat.

Bachelor, Master und Weiter-
bildung

Das Aus- und Weiterbildungsprogramm
umfasst funf Bachelor- und drei Masterstudi-
engange sowie ein breites Weiterbildungsan-
gebot. Das Bachelorstudium fuhrt zur Berufs-

befahigung und vermittelt praxisorientiertes
Fachwissen, Allgemeinbildung sowie Arbeits-
methodik. Das konsekutive Masterstudium
flhrt zur Spezialisierung in der angestammten
Studienrichtung und zum Erwerb von Zusatz-
qualifikationen. Permanente Weiterbildung ist
heute wichtige Voraussetzung fur den beruf-
lichen Erfolg. An der ZHAW gibt es massge-
schneiderte Kurse, Tagungen und Weiterbil-
dungsstudiengange.

Forschung und Entwicklung

Flnf forschungsstarke Institute in den Berei-
chen Chemie und Biotechnologie, Lebens-
mittel- und Getrankeinnovation, Umwelt und
natlrliche Ressourcen, Angewandte Simula-
tion sowie Facility Management leisten einen
wichtigen Beitrag in Form von Forschung,
Entwicklung und Dienstleistung. Sie arbeiten
mit Wirtschaft, Behdrden, Verbanden und
anderen Forschungsinstituten eng zusammen.
Die Kooperation mit externen Auftraggebern
sichert den Wissens- und Technologietransfer
zwischen Hochschule und Praxis.

75



Angewandte Wissenschaften

Life Sciences und Facility Management
Institut flr Chemie und Biotechnologie
Grlentalstrasse 14

Postfach

8820 Wadenswil/Schweiz

+41 58 934 50 00

info.icbt@zhaw.ch
www.zhaw.ch/icbt
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