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(54) Title: METHOD FOR INCREASING THE SECRETION OF RECOMBINANT PROTEINS
(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUR ERHOHUNG DER SEKRETION REKOMBINANTER PROTEINE

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a recombinant protein in cells with a cell wall, comprising the step of
increasing the secretion of the recombinant protein through the cell wall by expression of the protein in the cells in a culture medium
containing a combination of a surface-active polymer and monovalent metal ions and with an osmolarity at least 0.32 osmol/L, said
invention further relating to culture media and nutrient mixtures for the method.

(57) Zusammenfassung: Die FErfindung betrifft ein Verfahren zur Produktion eines rekombinanten Proteins in Zellen mit einer
Zellwand, umfassend den Schritt der Erth6hung der Sekretion des rekombinanten Proteins durch die Zellwand durch Expression des
Proteins in den Zellen in einem Kulturmedium enthaltend eine Kombination von einem oberfldchenaktiven Polymer und einwertigen
Metallionen und mit einer Osmolaritdt von mindestens 0,32 osmol/L sowie Kulturmedien und Nahrstoffmischungen fiir das
Verfahren.
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Verfahren zur Erhoéhung der Sekretion rekombinanter Proteine

Die vorliegende Erfindung betrifft die Optimierung von pflanzli-
chen oder pilzartigen rekombinanten Expressionssystemen durch
den Einsatz geeigneter Expressionsverfahren.

Die Produktion von rekombinanten Proteinen im Konzentrati-
onsbereich von ng/l bis pg/l in Pflanzen wurde in mehreren Pub-
likationen beschrieben. Die Verdffentlichung WO 01/25456 A2 be-
trifft ein Verfahren zur Herstellung von Proteinen in Moos ohne
Aufbrechen der Moosgewebe oder Mooszellen. Zudem wird genannt,
dass die Verwendung von PVP im Kulturmedium die Produktivitat
erhdéhen kann. Gezeigt wird dies am Reispiel der rekombinanten
Produktion von VEGF;;;, ein kleines glykosyliertes Homodimer von
28 kDa GroBe (Baur et al., Journal of Biotechnology 119 (2005):
332-342). Baur et al. beschreibt die transiente Transformation
von Moos mittels PEG. Das Medium zur Produktion von VEGF war
frei von PVP oder PEG.

Drake et al., Plant Mol Biol 52 (2003): 233-241, beschreibt
die rekombinante Expression von Antikdrpern in einer Kultur von
Tabakpflanzengewebe, namlich Wurzeln. Die AntikOrper wurden
durch den Vorgang der Rhizosekretion im pg-Bereich sezerniert.
Effektive pflanzliche Expressionssysteme, die auf der Rhizosek-
retion basieren, sind meist Haarwurzeln-Kulturen, welche durch
Agrobacterium rhizogenes-Infektionen beliebiger Pflanzen stimu-
liert werden konnen (Gaume et al., Plant Cell Rep 21 (2003):
1188-1193).

Komarnysky et al., Plant Physiology 124 (2000): 927-933) be-
schreibt die Sekretion von rekombinanten Proteinen durch den
Vorgang der Guttation, bei dem die Proteine mit der Guttations-
fliissigkeit von Blattern abgesondert werden. Die tdglichen Pro-
duktionsraten waren im Bereich von 1 pg/g Blattmasse.

Eine Tabak-Suspensionskultur zur rekombinanten Expression
heterologer Proteine wird in Kwon et al. Biotechnology and Bio-
engineering 81 (7) (2003): 870-875, beschrieben. Callus Zellen
von transformierten Pflanzen wurden als Zelllinie zur Produktion
von menschlichem IL-12 verwendet. Als Zusatz zum Zellkulturmedi-
um wurden drei Polymere auf deren Eigenschaft I1-12 zu stabili-
sieren getestet. PVP und PEG hatten keinen Effekt. Gelatine
fiihrte zu einer I1-12-Stabilisierung bis ab Tag 5 der Kultur
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Proteasen im Medium zu einem Konzentrationsriickgang fihrten.
Ahnliche Resultate werden in Lee et al., Journal of Biotechnolo-
gy 96 (2002): 205-211 beschrieben.

LaCount et al., Biotechnology Letters 19(1) (1997): 93-9¢,
beschreibt die Stabilisierung von rekombinant produzierten Anti-
kérpern bzw. von GM-CSF durch Behandlung mit PVP zum Schutz vor
Proteaseabbau.

Lee und Kim, Biotechnology Letters 24 (2002): 1779-1783, be-
schreiben die Verwendung von Pluronic F-68 und Polyethylenglycol
zum Schutz von Zellen einer Tabaksuspensionskultur vor mechani-
schen Schaden in einem Rihrtankbioreaktor.

Magnuson et al., Protein Expression and Purification 7
(1996): 220-228, beschreibt die Expression einer 50 kDa schweren
Kette eines monoklonalen Antikdrpers in einer Suspensionskultur
von Tabakzellen. Durch Zugabe von PVP in das Kulturmedium wurde
die Ausbeute um das 35-fache erhoht. Dies wurde auf eine Stabi-
lisierung des Proteins sowie auf die Verhinderung der Aggregati-
on und Anlagerung an GefalBwanden zurickgefihrt. 66% des Proteins
wurden im Zytoplasma, 30% in der Membranfraktion und nur 4% im
Medium gefunden. GroRe Proteine mit einer Molmasse groBer als 50
kDa wurden als zu groBl flir Passagen durch die Zellwand angese-
hen, trotz sekretorischer Signalsequenzen, welche nur die Passa-
ge durch die Zellmembran signalisieren.

Schuster et al., Biotechnol. J. 2 (2002): 1-9, beschreibt
die Produktion eines AntikoOrpers in Moos-Protoplasten. Die Aus-
beute wurde von 0,1-0,5 ng/ml auf 8,2 pg/ml erhdht, durch Kulti-
vierung in einer Mischung aus 3M- und W5-Medium mit vorhergehen-
der effizienzgesteigerter Transformation nach Baur et al. (sup-
ra).

Tsoi und Doran, Biotechnol. Appl. Biochem. 35 (2002): 171-
180, beschreiben verschiedene Medien zur Expression und deren
Einfluss auf die Expression von Antikdrpern durch Suspensions-
kulturen von Tabakzellen. Die Ausbeute der sekretierten Antikdr-
per lag zwischen 20 und 200 pg / 50 ml Kulturmedium.

US 2010/035327 Al betrifft ein universelles Kulturmedium-
Additiv, welches aus Reis-Polysacchariden und Polypeptiden her-
gestellt wird. Es soll sowohl das Wachstum als auch die Sekreti-
on von Zellprodukten erhdhen. Di Problematik der Sekretion durch
eine Zellwand wird darin nicht angesprochen.

David et al., Journal of Biotechnology 150 (1) (2010): 115-
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124, betrifft die rekombinante Produktion von Antikdrperfragmen-
ten in Bacillus megaterium, also keiner Zelle mit Zellwand.

Baur et al., Plant Biotechnology Journal 3 (3) (2005): 331-
340, beschreibt P. patens als Expressionssystem und eine erhohte
Sekretion von rekombinantem menschlichen Wachstumsfaktor (VEGE)
durch die Verwendung von Additiven (PVP) und durch Expression
von menschlichem Serumalbumin.

Decker et al., Bioprocess and Biosystems Engineering Jan 31
(1) (2008): 3-9, diskutiert allgemein Kulturbedingungen in Moos-
Bioreaktoren und das Pflanzen-spezifische Glykoengineering.

Twyman et al., Trends in Biotechnology 21 (12) (2003): 570-
578, erlautert die Verwendung von Pflanzen als rekombinante Ex-
pressionssysteme. Zum Thema der Ausbeute werden Transfektions-
systeme, Signalsequenzen und mRNA-Stabilitdt diskutiert.

Trotz bekannter Verfahren zur Erhohung der Produktivitat von
Pflanzen und Pflanzenzellen bei der rekombinanten Produktion he-
terologer Proteine sind pflanzliche Systeme noch immer weniger
produktiv als tierische Zellen, wie beispielsweise etablierte
CHO-Expressionssysteme. Es besteht daher ein fortwdhrender Be-
darf die Produktivitdt von pflanzlichen Expressionssystemen wei-
ter zu erhdhen. Zudem ist die Produktion von sekretierten Prote-
inen wiinschenswert, sodass die produzierenden Zellen nicht zer-
stort werden missen und weiterhin der Produktion dienen kénnen.

Es ist daher ein Ziel der vorliegenden Erfindung verbesserte
Expressionsverfahren und Mittel hierfir zur Verfligung zu stel-
len.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Produk-
tion eines rekombinanten Proteins in Zellen mit einer Zellwand,
umfassend den Schritt der Sekretion des rekombinanten Proteins
durch die Zellwand durch Expression des Proteins in den Zellen
in einem Kulturmedium enthaltend eine Kombination von einem
oberflédchenaktiven Polymer und einwertigen Metallionen und mit
einer Osmolaritdt von mindestens 0,22 osmol/L. Weitere Aspekte
der vorliegenden Erfindung sind derartige Kulturmedien sowie
Werkstoffzusammensetzungen. Der Schritt der Sekretion ist insbe-
sondere eine Erhdhung der Sekretion. Die Erhdhung ist tUblicher-
weise im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Erfindung ist
weiters wie in den Anspriichen definiert. Im Folgenden werden be-
sondere Ausfihrungen und vorzugsweise Parameter beschrieben,

welche in Kombination miteinander vorgesehen werden kdnnen.
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Fiir eine erfolgreiche und kostenginstige Produktion von Bi-
opharmazeutika ist eine erfolgreiche Sekretion von Proteinen und
eine gesteigerte Produktmenge [mg/l bis g/l] erforderlich. Zudem
stellen Zellwdnde bedingt durch ihren (makro-)molekularen Auf-
bau, einen GroBenausschlussfilter dar. Bei der Produktion von
rekombinanten Proteinen in Pflanzen- oder Pilzzellen verhindert
diese Tatsache eine Sekretion von Produkten groBer als 90 kDa in
das Kulturmedium, die fir die weitere Prozessierung von Vorteil
ware. Vielmehr werden produzierte Proteine, sofern sie mit einem
sekretorischen Signalpeptid versehen sind, zwar Uber die Zell-
membran transportiert, akkumulieren dann aber im apoplastischen
Raum, also dem Kompartiment zwischen Zellmembran und auBerem Ab-
schluss der pflanzlichen Zellwand. Auch kleinere Proteine ab 50
kDa werden nur vermindert sekretiert. Die vorliegende Erfindung
erhdéht zundchst die Produktion von Proteinen und foérdert zudem
Uberraschender Weise die Sekretion dieser Proteine. Erfindungs-
gemdll produzierte Proteine koénnen jeglicher Grole sein. Die be-
sonderen Vorzige stellen sich bei groBeren Proteinen ein. Daher
sind die erfindungsgemdl produzierten Proteine vorzugsweise gro-
Rer als 40 kDa, groéBer als 50 kDa, groRer als 55 kDa, groéBer als
60 kDa, groRer als 65 kDa, grdBer als 70 kDa, grohBer als 75 kDa,
groBer als 80 kDa oder grdBer als 85 kDa, groBer als 90 kDa. Die
Proteine konnen auch Dimere oder Heteromere derartiger Proteine
sein.

Die einwertigen Metallionen sind vorzugsweise ausgewdhlt aus
Alkalimetallionen, wie Li, Na, K, Rb oder Cs. Insbesondere be-
vorzugt umfassen oder sind die einwertigen Metallionen Na-Ionen.

Bevorzugt liegt das Metallion, z.B. das Na-Ion, in einer
Konzentration von mindestens 20 mM im Medium vor, insbesondere
bevorzugt in einer Konzentration von mindestens 30 mM, mindes-
tens 40 mM, mindestens 50 mM, mindestens 60 mM, mindestens 70
mM, mindestens 80 mM, mindestens 90 mM, oder mindestens 100 mM.
Das Metallion in einer dieser Konzentrationen ist vorzugsweise
Natrium.

Durch die Zugabe des Metallions wird die Osmolaritat erhoht.
Diese fordert die Sekretion durch die Zellwand, verursacht aber
auch erheblichen Stress auf die Zelle, wodurch das Wachstum ver-
langsamt bzw. ganzlich gestoppt wird. Auch die Produktion wvon
Protein wird verlangsamt. Vorzugsweise ist die Osmolaritdt min-

destens 0,33 osmol/L, mindestens 0,34 osmol/L, mindestens 0,35
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osmol/L, mindestens 0,36 osmol/L, mindestens 0,37 osmol/L, min-
destens 0,38 osmol/L oder mindestens 0,4 osmol/L. Im speziellen
ist die Osmolaritdt im Bereich von 0,32 osmol/L bis 0,6 osmol/L,
oder auch von 0,35 osmol/L bis 0,55 osmol/L.

Das oberfldchenaktive Polymer betrifft Substanzen, die die
Oberfladchenspannung einer Fliissigkeit oder die Grenzfldchenspan-
nung zwischen zwei Phasen herabsetzen und die Bildung von Dis-
persionen ermdglichen oder unterstiitzen bzw. als Ldsungsvermitt-
ler wirken kénnen. Uberraschenderweise konnte sich durch die
Verwendung eines derartigen Polymers zusammen mit einem Metalli-
on bei hoher Osmolaritat eine bedeutende Produktionssteigerung
bei der Expression von sekretierten Proteinen in Zellen mit
Zellwand einstellen. Das Polymer ist insbesondere ein nichtioni-
sches wasserldsliches oberflachenaktives Polymer. Vorzugsweise
ist es nicht denaturierend auf Proteine. Beispiele sind Polymere
oder Copolymere ausgewahlt aus Polyethern wie Polvalkylglykole,
Polysorbate oder Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol, wasser-
l6sliche Cellulosederivate wie Hydroxypropylcellulose, Hydroxyp-
ropylmethylcellulose, Carboxymethylcellulose oder Hydroxyethyl-
cellulose, VinylpyrrolidonVinylacetat-Copolymer (Copovidone),
Polyvinylacetat, partiell hydrolysierter Polyvinylalkohol, Po-
lyvinylalkohol-Polyethylenglykol-Copolymere und Mischungen dar-
aus.

Vorzugsweise ist der Anteil an Carbonylsauerstoff (0O=R;)
und/oder Ethersauerstoff (R;-0-R;) des Polymers zumindest 1 gew.-
% des Molgewichts des Polymers. Ohne auf eine bestimmte Theorie
beschrankt zu sein, scheint es, dass derartige Sauerstoffgruppen
im Polymer zu einer Stabilisierung der Zelle fiithren, sodass das
salzhaltige Medium mit hoher Osmolaritat besser vertragen wird
und dadurch eine hohe Produktivitat ermdéglicht wird. Vorzugsweil-
se ist der Anteil an Carbonylsauerstoff und Ethersauerstoff des
Polymers zumindest 1,5 gew.-%, zumindest 2,5 gew.-%, oder zumin-
dest 5 gew.-%, speziell bevorzugt zumindest 10 gew.-%, zumindest
15 gew.-%, zumindest 20 gew.-%, zumindest 25 gew.-%. Der Anteil
an Carbonylsauerstoff und Ethersauerstoff des Polymers ist vor-
zugsweise zwischen 1 gew.-% und 50 gew.-%, vorzugsweise zwischen
10 gew.-% und 42 gew.-%, insbesondre zwischen 5 gew.-% und 38
gew.-%, z.B. wie in Polyethylenglycol bei 36 gew.-% (nur
Ethersauerstoff) oder wie in PVP bei 14,5 gew.-% (nur Car-

bonylsauerstoff).
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Der Polyether ist vorzugsweise ein Polymer oder Copoylmer
eines Polyalkylglycols, z.B. von Polyethylenglycol (PEG) oder
von Polypropylenglycol oder Polyethylen-Polypropylenoxid-
copolymere. Das polymerisierte Alkyl kann auch eine Mischung aus
einzelnen Alkylen wie in einem Poloxamer sein. Vorzugsweise ist
das Alkyl ausgewahlt aus C;-Cg-Akylen, insbesondere ausgewahlt
aus C,—, C3—, C4~, Cs—, Cs—, Cy-Alkylen oder Mischungen hiervon.
Ein Polyalkylglycol kann gemdB der Formel [-R-0-], aufgebaut
sein, wobei R fiir die Alkylgruppe steht. Endstandig koénnen OH-
Gruppen, Ester- oder Ethergruppen unabhidngig voneinander vorge-
sehen werden. Die Ester- oder Ethergruppen kénnen aus Ci1—-Cg—
Gruppen wie bereits genannt oder aber auch aus langeren organi-
schen Ketten, wie C,s-Ci;y unabhangig voneinander ausgewdhlt sein.
Sie kodnnen iUber eine Verbindungsgruppe, vorzugsweise eine C;-Ciz—
Verbindungsgruppe, wie eine Arylgruppe (z.B. in Octoxinol (Tri-
ton X-100) oder Nonoxinol), verbunden sein. Vorzugsweise enthalt
der Polyether oder Polyalkylglycol mindestens eine OH-Gruppe,
vorzugsweise mindestens 2 OH-Gruppen. Diese kdnnen endstandig
sein.

Das Molgewicht des oberflichenaktiven Polymers, z.B. PEG und
dergleichen, ist vorzugsweise mindestens 500 Da, insbesondere
bevorzugt mindestens 1.000 Da, mindestens 1.500 Da, mindestens
2.000 Da, mindestens 3.000 Da, mindestens 4.000 Da, mindestens
6.000 Da, mindestens 8.000 Da, mindestens 10.000 Da, mindestens
20.000 Da, mindestens 30.000 Da. Speziell bevorzugt ist das Mol-
gewicht zwischen 500 Da und 2.000.000 Da, bevorzugt zwischen
1.000 Da und 200.000 Da oder zwischen 1.200 Da und 80.000 Da.

Das oberflachenaktive Polymer liegt vorzugsweise in einer
Konzentration von mindestens 0,05 gew.-%, speziell bevorzugt wvon
mindestens 0,08 %, mindestens 0,1 % oder mindestens 1,5 %, im
Medium vor (alle %-Angaben in gew.-%).

Die Zellen werden in bestimmten Ausfiithrungsformen in einer
Suspensionskultur oder einer hydroponischen Kultur, insbesondere
einer Haarwurzel-Kultur, kultiviert. Sekretierende Zellen werden
mit dem erfindungsgemalien Medium behandelt, um deren sekretori-
sche Aktivitadt zu erhdhen.

Die Sekretion in das Medium erfolgt bei den erfindungsgema-
Ben Zellen meist aus dem apoplatischen Raum der Zelle. Fir die
Sekretion, ggf. in den apoplatischen Raum, wird das Protein in

der Regel mit einer Signalsequenz fiir apoplatischen Raum bzw.
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flir die Sekretion exprimiert. Geeignete Signalsequenzen sind
hinreichend im Stand der Technik bekannt, z.B. in der einleitend
erwahnten Literatur, und kdnnen erfindungsgemal eingesetzt wer-
den.

Das erfindungsgemalRe Verfahren ist insbesondere geeignet,
die Sekretion von Zellen mit einer Zellwand zu erhéhen. Derarti-
ge Zellen konnen aus einer pflanzlichen Zelle, einer Pilzzelle
oder einer Algenzelle ausgewahlt sein. ,Zelle™ wie hierin ver-
wendet kann isolierte Zellen, vereinzelte Zellen oder eine Zelle
in einem mehrzelligen Organismus betreffen. Eine pflanzliche
Zelle kann eine pflanzliche Einzelzelle oder eine Zelle in einer
Pflanze oder in einem Pflanzengewebe sein. In analoger Weise
kann eine Pilzzelle eine Einzelzelle oder eine Zelle in einem
Pilz oder einem Pilzgewebe sein. Die Algenzelle ist vorzugsweise
eine Grinalgenzelle. Gewebe kdnnen z.B. ausgewahlt sein aus
Phloem, Xylem, Mesophyll, Stamm, Blatter, Thallus, Protonema,
Chloronema, Caulonema, Rhizoiden oder Gametophoren. Die Zellen
kébnnen Protoplasten oder Parenchymzellen, insbesondere Callus-
Zellen, umfassen oder daraus bestehen.

Die im erfindungsgemalien Verfahren einzusetzende Zelle ist
vorzugsweise eine pflanzliche Zelle, vorzugsweise eines Mooses,
insbesondere ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Laubmoosen
und Lebermoosen, wobei Spezies aus den Gattungen Physcomitrella,
Funaria, Sphagnum und Ceratodon, bzw. Marchantia und Sphaerocar-
pos besonders bevorzugt eingesetzt werden. Am meisten bevorzugt
wird das erfindungsgemialie Verfahren unter Verwendung von Zellen,
Pflanzen oder Pflanzengewebe wie Protonema des Laubmooses Phy-
scomitrella patens durchgefiihrt. Weitere bevorzugte Pflanzen
sind Tabak, Bohnen oder Linsen. Bevorzugt ist die Pflanze eine
Wasserpflanze, z.B. der Gattungen Lemna, Spirodela, Landoltia,
Wolffia oder Wolffiella.

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfin-
dung wird die Zelle in einem Kulturmedium kultiviert, welches im
Wesentlichen frei von Zuckern, Vitaminen und Phytohormonen bzw.
funktionellen Fragmenten derselben ist. Geeignete Phytohormone
sind beispielsweise Wachstumshormone, z.B. Auxine.

Vorzugsweise wird das erfindungsgemdBe Verfahren unter pho-
toautotrophen Wachstumsbedingungen durchgefiihrt. Das erfindungs-
gemale Verfahren bietet die Mdglichkeit der Kultivierung voll-

stédndiger ausdifferenzierter Pflanzen, Pflanzenzellen oder Algen
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unter standardisierbaren photoautotrophen Bedingungen, d.h. ohne
das Erfordernis des Zusatzes von Zuckern, Vitaminen und Phy-
tohormonen und dergleichen.

Im Grunde ist es natiirliche méglich Zucker, Vitamine oder
Phytohormone einzusetzen, insbesondere in Medien fir Pilzzellen,
die nicht photoautotroph wachsen kénnen. Fiar Pilzzellen sollte
eine katapole Kohlenstoffquelle vorgesehen werden. Aufgrund der
autotrophen Eigenschaft der Zellen kann das Medium proteinfrei
sein. Vorzugsweise ist das Medium ein sterilisiertes Medium, um
die Infektionsgefahr zu verringern. Dem Medium kann auch ein An-
tibiotikum beigesetzt werden, um die Zellen vor Pathogenen, wel-
che diese Zellen befallen, zu schitzen.

Der pH-Wert des Kulturmediums ist vorzugsweise zwischen 3,5
und 8,5, insbesondere bevorzugt zwischen 4 und 8, oder zwischen
4,5 und 7, oder zwischen 5 und 6,5, insbesondere zwischen 5,5
und 6. Dadurch wird der pH-Wert auf optimale Wachstums oder Ex-
pressionsbedingungen optimiert.

Fiir optimales Wachstum oder erhdhte Proteinproduktion sollte
das Medium Mikronahrstoffe fiir die jeweiligen Zellen, insbeson-
dere Mineralstoffe, enthalten. Vorzugsweise umfasst das Medium
Nitrationen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens
0,2 mM, Phosphationen, vorzugsweise in einer Konzentration von
mindestens 0,05 mM, Sulfationen, vorzugsweise in einer Konzent-
ration von mindestens 0,02 mM, Calciumionen, vorzugsweise in ei-
ner Konzentration von mindestens 0,1 mM, Kaliumionen, vorzugs-
welise 1in einer Konzentration von mindestens 0,1 mM, oder Kombi-
nationen davon. Das Medium kann auch Natriumionen, vorzugsweise
in einer Konzentration von mindestens 20 mM, enthalten.

In speziellen Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung
enthalt das Verfahren noch einen weiteren Schritt vor dem ge-
nannten Schritt (der Erhdohung) der Sekretion des rekombinanten
Proteins in dem genannten Medium. Mit diesem vorhergehenden
Schritt werden die Zellen in einem Kulturmedium mit einer Osmo-
laritat von weniger als 0,1 osmol/L wachsen gelassen, insbeson-
dere ohne die genannte (Erhthung der) Sekretion, wodurch Protein
im Zellinneren oder im apoplatischen Raum der Zellen akkumu-
liert. Dieser vorhergehende Schritt fordert speziell die Protei-
nexpression, auch wenn diese Proteine unter diesen Bedingungen
nicht erhoht sekretiert werden. Durch den folgenden Schritt (der

Erhéhung) der Sekretion wie oben beschrieben kdénnen die vermehrt
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produzierten Proteine letztlich ohne Zerstdrung der Zelle sekre-
tiert und geerntet werden. Durch dieses 2-Schrittverfahren sind
betrachtliche Produktionssteigerungen moglich.

Das Kulturmedium in diesem vorhergehenden Schritt kann im
Grunde gleich zusammengesetzt sein wie das Kulturmedium im Sek-
retionsschritt - mit dem Unterschied der niedrigeren Osmolaritat
in Folge einer geringeren Metallion-Konzentration. Vorzugsweise
enthalt das Kulturmedium im vorhergehenden Schritt - analog oder
unabhdngig von der Zusammensetzung des Mediums im Sekretions-
schritt - Nitrationen, vorzugsweise in einer Konzentration von
mindestens 0,2 mM, Phosphationen, vorzugsweise in einer Konzent-
ration von mindestens 0,05 mM, Sulfationen, vorzugsweise in ei-
ner Konzentration von mindestens 0,02 mM, Calciumionen, vorzugs-
welse in einer Konzentration von mindestens 0,1 mM, Kaliumionen,
vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,1 mM, oder
Kombinationen davon. Dadurch wird ein optimales Wachstum der
Zellen ermdglicht. Vorzugsweise ist die Konzentration der Natri-
umionen maximal 20 mM, insbesondere bevorzugt maximal 15 mM oder
maximal 10 mM.

Vorzugsweise ist das Kulturmedium im genannten vorhergehen-
den Schritt frei vom oberflichenaktiven Polymer oder enthdalt es
in einer Konzentration von maximal 0,08 gew.-% oder maximal 0,01
gew.-% oder maximal 0,005 gew.-%.

Auch in diesem vorhergehenden Schritt kann das Kulturmedium
im Wesentlichen frei von Zuckern, Vitaminen und Phytohormonen
bzw. funktionellen Fragmenten derselben sein bzw. in alternati-
ven Ausfihrungsformen kann es diese enthalten. Es kann steril
sein oder ein Antibiotikum enthalten. Der pH-Wert des Kulturme-
diums im vorhergehenden Schritt ist vorzugsweise zwischen 3 und
8, insbesondere bevorzugt zwischen 3,5 und 7, oder zwischen 4
und 6,5, oder zwischen 4,1 und 6, insbesondere zwischen 4,2 und
5,5.

Vorzugsweise werden die Zellen im Kulturmedium des vorherge-
henden Schrittes und/oder im Sekretionsschritt begast, insbeson-
dere mit Luft oder Sauerstoff. Vorzugsweise enthalt das Gas zur
Begasung Kohlendioxid. Vorzugsweise ist der Anteil an Kohlendi-
oxid im Gas zwischen 0 und 10 vol.-%, insbesondere bevorzugt
zwischen 1 und 9 vol.-% oder zwischen 1,5 und 8 vol.-%, speziell
bevorzugt zwischen 1,7 und 5 vol.-%. Kohlendioxid dient Pflanzen

als Kohlenstoffquelle und sollte bei photoautotrophen Bedingun-
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gen vorgesehen werden.

Die Temperatur im vorhergehenden Schritt und/oder im Sekre-
tionsschritt ist vorzugswelse zwischen 10 °C und 30 °C, speziell
bevorzugt zwischen 15 °C und 26 °C.

Die Lichteinstrahlung gemessen an der Photonenflussdichte
(in pE) ist vorzugsweise zwischen 1 und 3.000, insbesondere zwi-
schen 100 und 2.200.

Der genannte vorhergehende Schritt kann fir eine Zeit von 2
bis 30 Tage durchgefithrt werden. In dieser Zeit erfolgt eine op-
timale Produktion des rekombinanten Proteins.

Der genannte Schritt (der Erhdhung) der Sekretion kann fir
eine Zeit von mindestens 2 Tage, vorzugsweise fiir 3 bis 120 Ta-
ge, durchgefihrt werden. In dieser Zeit erfolgt eine optimale
Sekretion des vorher produzierten oder in diesem Schritt produ-
zierten rekombinanten Proteins.

Die 2-Stufenmethode beruht auf der semikontinuierlichen Kul-
tivierung der Pflanzenzellkultur und besteht aus der Inokulation
der Pflanzenzellen in ein Kulturmedium, der Inkubation bei spe-
zifischen physikalischen Parametern sowie der Zugabe von einigen
Medienkomponenten wahrend des Prozesses. Wahrend der Methode
werden die Proteine zu einem definierten Zeitpunkt durch Wechsel
der Mediumbedingungen aus dem apoplastischen Raum in den Kultur-
Uberstand sekretiert.

Das erfindungsgemaflRe Verfahren beginnt iblicherweise - aber
nicht notwendigerweise - mit der Inokulation der Zellen (z.B.
0,1 g/1 Biotrockenmasse) in geeignete Bioreaktorsysteme (Wave-
Reaktor, Chemostat, Rohrenreaktor, Schiittelkolben etc.) mit dem
Medium sowie der Produktion von Biomasse bis zu einer definier-
ten Zelldichte (z.B. 1-3 g/l1l). Durch Erhdohung der Osmolaritat,
z.B. durch Zugabe des Metallions und des Polymers (wobei das Po-
lymer alleine die Osmolaritdt meist nicht erhdéht und oft sogar
verringert), wird die Sekretion initiiert. Uber beide Phasen
wird von den Zellen Protein produziert und exprimiert. Das er-
findungsgemalle Verfahren ist beliebig skalierbar und in diversen
Reaktoren und Mengen einsetzbar. Moglich sind Kleinstbioreakto-
ren (Mikrotiterplatte), Schittelkolben, 5 L Chemostaten, 100 L
Rohrenreaktor sowie Wavebioreaktoren (10 L bis 500 L).

Die Erfindung betrifft weiters ein Kulturmedium wie oben be-
schrieben, z.B. umfassend das oberfldchenaktive Polymer in einer

<

Menge von mindestens 0,05 gew.-% und einwertigen Metallionen in
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einer Konzentration von mindestens 20 mM und mit einer Osmolari-
tadt von mindestens 0,32 osmol/L. Das Kulturmedium ist fur das
oben beschriebene Verfahren geeignet und kann darin eingesetzt
werden, insbesondere im Schritt der Sekretion (serhdhung).

Vorzugsweise umfasst das Kulturmedium Nitrationen, vorzugs-
weise in einer Konzentration von mindestens 0,2 mM, Phosphatio-
nen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,05 mM,
Sulfationen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens
0,02 mM, Calciumionen, vorzugsweise in einer Konzentration von
mindestens 0,1 mM, Kaliumionen, vorzugsweise in einer Konzentra-
tion von mindestens 0,1 mM, oder Kombinationen davon. Vorzugs-
weise umfasst das Medium Natriumionen, vorzugsweise in einer
Konzentration von mindestens 40 mM, oder mindestens 60 mM oder
mindestens 80 mM.

Die Erfindung betrifft auch eine trockene Nahrmediummischung
zur Rekonstitution des Kulturmediums wie oben beschrieben. Die
Nahrmediummischung kann durch Zugabe von Wasser die obigen Men-
gen und Konzentrationen des genannten Kulturmediums ergeben. So-
mit betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung
des genannten Kulturmediums durch Lésen der genannten Inhalts-
stoffe in einem wadssrigen Losungsmittel, vorzugsweise Wasser.

Die vorliegende Erfindung wird weiters durch die folgenden
Figuren und Beispiele illustriert, ohne auf diese speziellen

Ausfihrungsformen der Erfindung limitiert zu sein.

Figuren:

Figur 1 zeigt die synergistische Wirkung einer durch NaCl erhoh-
ten Osmolaritat und des Polymers PEG auf die Sekretion eines re-
kombinant produzierten Antikorpers;

Figur 2 zeigt zusatzliche produktionssteigernde Effekte durch

pflanzenwachstumsférdernde Mineralstoffe (CaNitrat):

Figur 3 zeigt die Wirkung unterschiedlicher Polymerkonzentratio-

nen.

Beispiele:
Die Erfindung liefert eine Methode, die die konstante Sekre-
tion rekombinanter Proteine aus pflanzlichen Kulturen in das

Kulturmedium ermdglicht. Hierbei werden die Produktionspflanzen
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submers in Flissigkultur photoautotroph in definierten, minera-
lischen Medien kultiviert. Die Kulturmedien sind beziiglich der
optimalen Nahrstoffversorgung der Moospflanzen optimiert, bewir-
ken an sich aber keine Abgabe grdBerer rekombinant produzierter
Proteine ins Medium, die zundchst im Apoplasten akkumulieren und
nach Aufschluss des Moosgewebes als ,intrazellular™ messbar
sind.

Durch Zugabe osmotisch aktiver Substanzen (,Sekretionskompo-
nenten™) wie NaCl und Polyethylenglycol (PEG) 4000 zum Kulturme-
dium kann diese apoplastische Riickhaltung der Proteine aufgeho-
ben werden. Zu beobachten ist dann eine schnelle Abgabe der ak-
kumulierten Proteine ins Medium und im weiteren Kulturverlauf
eine konstante und zeitlich direkte Sekretion neu synthetisier-

ter Proteine.

Versuchsbeispiel: Vergleich der Proteinsekretion in Erlenmeyer-

Kulturen

500 ml Erlenmeyer-Kolben wurden mit 180 ml sterilem Knop-
oder WMOl-Medium beflillt, auf pH 4,5-6 eingestellt (2- (N-
Morpholino)ethansulfonsiaure-Puffer, ,MES™) und mit frisch tur-
raxierter Physcomitrella-Protonema Supensionskultur eines rekom-
binanten, Testprotein-produzierenden Stammes beimpft. Die Inoku-
lationsdichte betrug 0,1 g Trockengewicht/l. Die Kulturen wurden
steril und gasdurchlidssig verschlossen und mit 2% CO, angerei-
cherter Atmosphédre kultiviert. Nach Wachstum auf eine Zelldichte
von 1-3 g/l erfolgte die Zugabe der Sekretionskomponenten in
Form eines sterilen Konzentrats. Wahrend der Kultivierung wurden
die Parameter Kulturdichte (g Trockengewicht/l), intrazellulédrer

und extrazellularer IgG-Titer (mg/l) regelmalRig bestimmt.

Ergebnisse:

Die folgenden Testproteine wurden produziert:

Tabelle 1: Sezernierte Testproteine

Protein MW Sekretion ohne Sek- | Sekretion mit Sek-
[kDa] retions-Medium retions-Medium
(NaCl, PEG)

IgG 145 Nein Ja
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alpha Galakto- 80 Nein Ja
sidase
VEGF .1 50 Ja Ja
Epo 30 Ja Ja
HSA 67 Ja Ja

Tabelle 2: Medien (alle Konzentrations-Angaben in mg/l, * auBer
fir MES) :

1 2 3 4 5 6
. 1/10 Murashige|Linsmaier
Néhrmedien KNOP BM WMO1
KNOP & Skoog & Skoog

KH,PO, 250 25 250 500 170 170
NH4NO; 1650 1650
KNO; 1900 1900
KC1 250 25 250 500

MgS0O., x 7 H,O |250 25 250 500 180,7

Ca(NO3)2 x 4

H,0 1000 |100 |1000 |2000

CaCl 332,72 332,2
NaCl

MES * 5 mM |5 mM

Zusdtzlich konnen Mikroelemente wie H;BO;, FeSO,, Fe-NakEDTA,
CoCl,, CuSQ., KI, MnCl,, MnSO,, Na;MoO,, NiCl,, Na,Se0;, Zn-Acetat,
oder Vitamine wie Folsaure, myo-Inositol, Nicotinsédure
Thiamin-HCl, Pyridoxin-HCl, Biotin oder auch Glycin zugefiigt
werden. Fir Pilzkulturen wird zusdtzlich eine katabole Kohlen-

hydratquelle wie Glucose, Mannose oder Mannitol zugesetzt.

Beispiel 1: Produktionssteigerung durch PEG und erhdéhte Osmola-

ritat

Ein IgG Antikérper wurde wie beschrieben bei folgenden Parame-
tern in P. patents exprimiert: Lichtrhythmus [h] 16/8, Ausgangs-
medium KNOP, Temperatur 22 °C, Kulturgefal: Kolben; Medium ,1/10
KNOP NaCl“ enthalt zusadtzlich zu Medium ,1/10 KNOP“ 100mM NaCl.
Medium ,KNOP PEG™ bzw. ,1/10 KNOP NaCl PEG™ enthdlt zusdtzlich
zu Medium ,KNOP™ bzw. ,1/10 KNOP NaCl™ 4,8 gew.-% PEG-4000. Er-
gebnisse der Antikdrper-Produktion nach 6 Wochen sind in Tabelle

3 und in Fig. 1 dargestellt.
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Tabelle 3: PEG und NaCl (100mM zur Osmolaritatssteigerung)

intrazellulédr |extrazellular extra /
total

Kolben ng IgG / mg ng IgG / mg %

Trockenge- Trockengewicht

wicht
Knop, Versuch 1 62,3 4,8 7%
Knop, Versuch 2 88,5 6,06 7%
Knop, Versuch 3 84,1 6,4 7%
Durchschnitt 78,3 5,9 7%
1/10 Knop NaCl, Versuch 1 27,3 29,7 52%
1/10 Knop NaCl, Versuch 2 24,0 30,8 56%
1/10 Knop NaCl, Versuch 3 19,5 43,1 69%
Durchschnitt 23,6 34,5 59%
Knop PEG, Versuch 1 35,9 4,3 11%
Knop PEG, Versuch 2 25,0 4,5 15%
Knop PEG, Versuch 3 33,1 4,5 12%
Durchschnitt 31,4 4,4 13%
1/10 Knop NaCl PEG, Versuch 1 |27,7 180, 7 87%
1/10 Knop NaCl PEG, Versuch 2 | 30,1 175, 3 85%
1/10 Knop NaCl PEG, Versuch 3 | 36,2 208, 2 85%
Durchschnitt 31,3 188,1 86%

Durch die Kombination wvon NaCl und PEG wurde eine Produktivi-
tdtssteigerung und Sekretionssteigerung beobachtet, welche weit
Uber die Effekte von NaCl alleine und PEG alleine hinausgehen.

Ein synergistischer Effekt liegt eindeutig vor.

Beispiel 2: Produktionssteigerung durch PEG und erhdéhte Osmola-
ritdt und Nitrat

Eine lambda-Kette eines IgGl AntikOrpers wurde wie beschrieben
bei folgenden Parametern in P. patents exprimiert: Lichtrhythmus
[h] 16/8, Ausgangsmedium KNOP, Temperatur 25 °C, Lichtintenisi-
tdt 40pE/m?s, Kulturgefal: Kolben; Ergebnisse der Antikdrper-
Produktion nach verschiedenen Zeitintervallen sind in Tabelle 4

und in Fig. 2 dargestellt.
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Tabelle 4: PEG, NaCl (Osmolaritat) und Nitrat (Konzentration
IgGl in pg/ml)

Tag der Kultivierung 7 14 21 28
1/10 KNOP-Medium + 100mM NaCl 0,279 0,239 0,053 0,059
1/10 KNOP-Medium + 100mM NacCl, 1,719 8,947 8,882 10,872
4,8% PEG, 48mM Mannit, 12mM Ca-

Nitrat

1/10 KNOP-Medium + 50mM NaCl, 0,717 5,04 6,125 7,001
4,8% PEG, 48mM Mannit, 12mM Ca-

Nitrat

1/10 KNOP-Medium + ohne NaCl, 0,048 0,086 0,123 0,122
4,8% PEG, 48mM Mannit, 12mM

CaNitrat

1/10 KNOP Medium + 100mM NacCl, 0,19 2,248 2,363 0,494
4,8% PEG

1/10 KNOP Medium + 100mM NaCl, 0,214 2,041 1,453 0,213
4,8% PEG, 48mM Mannit

1/10 KNOP Medium + 100mM NacCl, 0,578 6,574 8,226 11,83
4,8% PEG, 12mM CaNitrat

1/10 KNOP Medium + 100mM NacCl, 0,043 0,132 0,12 0,088
48mM Mannit

1/10 KNOP Medium + 100mM NacCl, 0,159 1,027 3,715 4,606
12mM CaNitrat

1/10 KNOP-Medium + 100mM NacCl, 0,185 1,259 3,704 5,087
48mM Mannit, 12mM CaNitrat

Nach diesen Ergebnissen bewirkt Mannit keinen Einfluss auf das
Sekretionsverhalten. Nitrat ist aufgrund des verbesserten Pflan-
zenwachstums forderlich. Ebenso zeigten sich in weiteren Versu-
chen positive Effekte von Kalium-, Phosphat-, Sulfat-, oder Cal-
cium-Ionen, im Bereich von 1 bis 10 mM, die auf verbessertes
Pflanzenwachstum zuriickzufithren sind. In diesen niedrigen Kon-
zentrationen, ohne die Osmolaritadt wesentlich zu erhdhen, wurde
kein Effekt auf die Sekretion festgestellt.

Beispiel 3: Unterschiedliche Polymere und Polymerkonzentrarionen
Eine lambda-Kette eines IgGl AntikOrpers wurde wie beschrieben

bei folgenden Parametern in P. patents exprimiert: Lichtrhythmus
[h] 16/8, Ausgangsmedium KNOP/BM, Temperatur 25 °C, Lichtinteni-
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Ergebnisse der Antikorper

Produktion nach verschiedenen Zeitintervallen sind in Tabellen 5

und 6 und in Fig.

3 dargestellt.

Tabelle 5: Mediumzusammensetzung und IgG-Produktion (Konzentra-

tionen in mM)

Medium 1 2 3 4 5 6

Magnesium-Ionen 0,1014 0,501 0,501 0,501 0,501 0,501

Calcium-Ionen 12,423 14,09 14,09 14,09 14,09 14,09
5

Chlorid-Ionen 100 100 100 100 100 100

Sulfat-Ionen 0,1059 | 0,501 0,501 0,501 0,501 0,501

Nitrat- Ionen 24,847 28,185 28,185 28,185 28,185 28,185

Kalium-Ionen 0,1837 | 0,9075 0,%075 |0,9075 |0,9075 |0,9075

Natrium-Ionen 100 100 100 100 100 100

Phosphat-Ionen 0,1837 0,9075 0,9075 0,9075 0,9075 0,9075

MES 0 2,4705 2,4705 2,4705 2,4705 2,4705

Mannit 48 48 48 48 48 48

PEG [%] w/V 4,8 4,8 1 0,5

pH 5,8 5,9 5,9 5,9 5,9 5,9

Tween 20 [w/v] 0,05 0,01

Tabelle 6: Ergebnisse der IgG-Produktion in pg/ml

Medium Nr. 7 d 14 d 21 d
1 1,26 2,98 5,43
2 1,75 5,01 7,2

3 2,05 5,95 8,66
4 1,85 5,61 8,42
5 0,41 0,46 0,57
6 1,88 7,13 14,9

Basierende auf diesen Ergebnissen lasst sich festhalten,

dass

niedrige Konzentrationen von PEG keinen negativen Einfluss auf

die Sekretion haben,
niedrigeren Konzentrationen

Konzentrationen

(Medium 5).

solange PEG vorhanden ist.
(Medium 6)

Tween ist 1n

wirksamer als bei hohen
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Produktion eines rekombinanten Proteins in
Zellen mit einer Zellwand, umfassend den Schritt der Sekretion
des rekombinanten Proteins durch die Zellwand durch Expression
des Proteins in den Zellen in einem Kulturmedium enthaltend eine
Kombination von einem oberfldchenaktiven Polymer und einwertigen
Metallionen und mit einer Osmolaritat von mindestens 0,32 os-
mol/L.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Sekretion in das Medium aus dem apoplatischen Raum der Zelle er-
folgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zelle eine pflanzliche Zelle, eine Zelle in einer

Pflanze oder in einem Pflanzengewebe, eine Pilzzelle oder eine
Zelle in einem Pilz, oder eine Algenzelle ist, speziell bevor-

zugt eine Mooszelle ist.

4, Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zelle in einer Suspensionskultur kultiviert

wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Metallion ein Alkalimetallion, vorzugsweise
Natrium, ist, und/oder das Metallion 1in eilner Konzentration von

mindestens 20 mM im Medium vorliegt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das oberfldchenaktive Polymer ein Polyalkylgly-
col, vorzugsweise Polyethylenglycol ist, und/oder das oberfla-
chenaktive Polymer in einer Konzentration von mindestens 0,05

gew.-% im Medium vorliegt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Medium Nitrationen, vorzugsweise in einer

Konzentration von mindestens 0,2 mM, Phosphationen, vorzugsweise
in einer Konzentration von mindestens 0,05 mM, Sulfationen, vor-

zugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,02 mM, Calci-
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umionen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,1
mM, Kaliumionen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindes-
tens 0,1 mM, Natriumionen, vorzugsweise in einer Konzentration

von mindestens 20 mM, oder Kombinationen davon, umfasst.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass vor dem genannten Schritt der Sekretion des re-
kombinanten Proteins in dem genannten Medium die Zellen in einem
vorhergehenden Schritt in einem Kulturmedium mit einer Osmolari-
tat von weniger als 0,1 osmol/L wachsen gelassen werden, insbe-
sondere ohne die genannte Sekretion, wodurch Protein im Zellin-

neren oder im apoplatischen Raum der Zellen akkumuliert.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das
Kulturmedium im genannten vorhergehenden Schritt Nitrationen,
vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,2 mM, Phos-
phationen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens
0,05 mM, Sulfationen, vorzugsweise in einer Konzentration wvon
mindestens 0,02 mM, Calciumionen, vorzugsweise in einer Konzent-
ration von mindestens 0,1 mM, Kaliumionen, vorzugsweise in einer
Konzentration von mindestens 0,1 mM, oder Kombinationen davon,
umfasst; und/oder Natriumionen in einer Konzentration von maxi-

mal 20 mM umfasst.

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet,
dass das Kulturmedium im genannten vorhergehenden Schritt das
oberfldchenaktive Polymer nicht oder in einer Konzentration wvon

maximal 0,08 gew.-% umfasst.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der genannte vorhergehende Schritt flir eine Zeit

von 2 bis 30 Tage durchgefihrt wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der genannte Schritt der Sekretion flr eine Zeit
von mindestens 2 Tage, vorzugsweise fir 3 bis 120 Tage, durchge-
fihrt wird.

13. Kulturmedium geeignet zur Sekretionsfdrderung nach einem

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12 umfassend das ober-
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fladchenaktive Polymer in einer Menge von mindestens 0,05 gew.-%
und einwertige Metallionen in einer Konzentration von mindestens

20 mM und mit einer Osmolaritat von mindestens 0,32 osmol/L.

14. Kulturmedium nach Anspruch 13 umfassend Nitrationen, vor-
zugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,2 mM, Phospha-
tionen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindestens 0,05
mM, Sulfationen, vorzugsweise in einer Konzentration von mindes-
tens 0,02 mM, Calciumionen, vorzugsweise in einer Konzentration
von mindestens 0,1 mM, Kaliumionen, vorzugsweise in einer Kon-
zentration von mindestens 0,1 mM, Natriumionen, vorzugsweise in
einer Konzentration von mindestens 40 mM, oder Kombinationen da-

von.

15. Trockene Naédhrmediummischung zur Rekonstitution des Kulturme-

diums nach Anspruch 13 oder 14.
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-------- 1710 KNOP-Medium + 100mM NaCl, 48mb Mannit, 12mb CaNitrat
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