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Kurzfassung

Proteine, die aus der natiirlichen extrazellularen Matrix gewonnen werden, wie Gelatine,
kommen in der klinischen Forschung zum Einsatz. Gewohnlich wird Gelatine aus tieri-
schem Material gewonnen, wodurch das Risiko einer pathogenen Ubertragung und einer
uneinheitlichen Produktqualitdt von Charge zu Charge besteht. Eine rekombinante Pro-
duktion in Hefe umgeht diese Nachteile, indem die Herstellung mit reproduzierbarer Qua-
litdt in tierkomponentenfreien Medien gewéhrleistet wird. Ein gelatinemimetisches Pro-
tein (GelMP), das auf der Alphakette des menschlichen Kollagen I basiert, wurde in
Komagataella phaffii unter der Kontrolle des Promotors der Methanol-induzierbaren Al-
koholoxidase (AOX1) geklont. Ein produzierender Klon wurde ausgewéhlt und die Pro-
duktion auf einen 30-L-Mafistab hochskaliert. Das GelMP wurde in das Kultivierungs-
medium sekretiert, und die Endausbeute betrug 3,4 g/L. Das Zielprotein wurde direkt
aus dem zellfreien Medium durch eine Cross-Flow Filtration gewonnen. Neben dem Ge-
latine-mimetischen Protein wurde ein Fibrin-basiertes Protein rekombinant hergestellt.
Die Fibrinogen- y -Kette (FGG) ist eine von drei Proteinketten, die das Blutgerinnungs-
protein Fibrinogen bilden. FGG zeichnet sich durch interessante biologische Funktionen
aus, wie z.B. die Bindung von Integrinen, Leukozyten, Thrombozyten, Fibroblasten, En-
dothelzellen und dem Wachstumsfaktor FGF-2. In dieser Arbeit wurde rekombinantes
FGG als Biomaterial auf Fibrinbasis in Escherichia coli hergestellt. Die Gensequenz der
menschlichen Fibrinogen y - Kette wurde Codon optimiert, synthetisiert und in E. coli
eingebracht. Das FGG wurde im 10 L Kultivierungsmafistab als Inclusion bodies produ-
ziert. Die IBs wurden solubilisiert und mittels Zwei-Schritt-Chromatographie auf eine
Reinheit von > 90 % aufgereinigt. In Zellkulturexperimenten forderte sowohl das rekom-
binante FGG als auch das Gelatine-mimetische Protein die Adhésion und Proliferation
von aus Fettgewebe gewonnenen mesenchymalen Stammzellen (AD-MSCs). Der funkti-
onelle Unterschied ist von nativem Fibrinogen und tierischer Gelatine nicht zu unter-
scheiden. Das GelMP und FGG sind Alternativen zur Herstellung und Gewinnung von

humanbasierten Strukturproteinen fiir den Einsatz in der regenerativen Medizin.

Stichworte: Gelatine-mimetisches Protein, rekombinante Gelatine, Komagataella phaffii, rekom-

binante Fibrinogen Gamma Kette; Escherichia coli; Fibrinogen, Biomaterial
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Abstract

Proteins derived from the natural extracellular matrix, such as gelatin, are frequently
used in clinical research. Usually collagen and gelatin are derived from animal material,
which carries the risk of pathogenic transmission and suffers from inconsistent product
quality from batch to batch. Recombinant production in yeast avoids these disadvantages
by ensuring reproducible quality production in animal component-free media. A gelatin-
mimetic protein (GelMP) based on the alpha chain of human collagen I was cloned in
Komagataella phaffii under the control of the promoter of methanol-inducible alcohol
oxidase (AOX1). A producing clone was selected and production was scaled up to a 30 L
scale. The GelMP was secreted into the culture medium and the final yield was 3.4 g/L.
The target protein was recovered directly from the cell-free medium by crossflow filtra-
tion. In addition to the gelatin mimetic protein, a fibrin-based protein was produced
recombinantly. The fibrinogen-y-chain (FGG) is one of three protein chains that form
the blood clotting protein fibrinogen. FGG is characterized by interesting biological func-
tions, such as the binding of integrins, leukocytes, platelets, fibroblasts, endothelial cells
and the growth factor FGF-2. In this work recombinant FGG was produced as a fibrin-
based biomaterial in Escherichia coli. The gene sequence of the human fibrinogen-vy-
chain was codon optimized, synthesized and inserted into E. coli. The FGG was produced
as inclusion bodies in 10 L cultivation scale. The IBs were solubilized and purified to a
purity of > 90 % by two-step chromatography. In cell culture experiments, both recom-
binant FGG and gelatin mimetic protein promoted the adhesion and proliferation of
mesenchymal stem cells (AD-MSCs) derived from adipose tissue. The functional differ-
ence cannot be distinguished from native fibrinogen and animal derived gelatin. GelMP
and FGG are alternatives for the production and extraction of human-based structural

proteins for use in regenerative medicine.

Keywords: Gelatin mimetic protein, recombinant gelatin, Komagataella phaffii, recombinant

fibrinogen gamma chain; Escherichia coli; fibrinogen, biomaterial, cell culture coating
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Einleitung und Zielsetzung

Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Kollagen — das Material, das unseren Korper zusammenhalt und gleichzeitig unsere Zellen
beherbergt — biotechnologisch herstellen und in der regenerativen Medizin einsetzen? Eine
wvegetarische Alternative* fiir die Herstellung von Gewebe erzeugen? Diese Fragestellung
wird bereits in einigen Forschungsgruppen bearbeitet und in den Medien diskutiert. Pro-
teine, die aus der natiirlichen extrazelluldren Matrix gewonnen werden, wie Kollagen oder
Gelatine, sind in der klinischen Forschung weit verbreitet, da die therapeutische Wirkung
gegeniiber synthetischen Materialien deutlich héher ist. Zellen sind in der Lage, auf der
Basis dieser Materialien zu adhérieren, zu wachsen und mit den Scaffolds zu interagieren.
Fiir gewohnlich werden Kollagene und Gelatine aus tierischem Material gewonnen,
wodurch die Gefahr der Kontamination durch Pathogene (Prionen, Viren) deutlich er-
hoht ist und die schwankende Qualitit von Charge zu Charge besteht. Daher werden
vermehrt Alternativen zur tierischen Gelatine gesucht, um diesem Nachteil entgegenzu-
wirken. Eine Produktion in Hefe umgeht diese Nachteile, indem die Herstellung mit re-

produzierbarer Qualitit ohne tierische Bestandteile gewéhrleistet wird.

Neben Kollagen-basierten Biomaterialien sind Fibrin-basierte Biomaterialien besonders
interessant fiir die regenerative Medizin, da diese natirlichen Materialien stabile Netz-
werke ausbilden und im Bereich der Wundheilung und Gefafiprothesen eingesetzt werden.
Besonders interessant ist die Moglichkeit, das Fibrinnetzwerk vollstandig im Korper ab-
zubauen, sodass Implantate nach langerer Zeit gezielt durch korpereigene Strukturen
ersetzt werden koénnen. Die Herausforderung ist die Gewinnung des Fibrinogens, da es
aus menschlichem Blut isoliert wird. Die Menge an gewonnenem Fibrinogen ist limitiert
und die Qualitdt des Proteins unterscheidet sich je nach Blutquelle. Die in dieser Arbeit
hergestellten rekombinanten alternativen Proteine konnten die tierisch produzierte Ge-
latine bzw. das Fibrin-basierte Material aus humanem Blut im Bereich Biomedizin erset-

zen.



Einleitung und Zielsetzung

1.2 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten rekombinante Biopolymere in einfachen Mikroorganismen unter
Verwendung von Medien ohne tierischen Ursprung hergestellt werden. Dabei soll die
Produktion von rekombinantem Fibrinogen (FGG) mit einem Escherichia coli-Kultivie-
rungsprozess und die Produktion von rekombinantem GelMP mittels K. phaffii hochska-
liert werden, sodass das gewonnene Material in der Zellkultur eingesetzt werden kann. In
vorhergegangenen Arbeiten wurde das rekombinante FGG und GelMP bereits in E. coli
bzw. K. phaffii eingebracht und in kleinem Mafistab hergestellt. In Anlehnung an diese
Forschungsarbeiten war das Ziel die Biomaterialien im Technikumsmafstab herzustellen
und dabei eine moglichst hohe Ausbeute und Reinheit zu erzielen. Die Aufreinigung der
beiden Produkte sollte moglichst effizient und kostengiinstig sein und gleichzeitig eine
Reinheit > 90 % erreicht werden. Das FGG besitzt in der Proteinsequenz einen His-Tag
und wird als IBs in E. coli produziert, sodass fiir die Aufreinigung verschiedene chroma-
tographische Methoden getestet werden sollten. Das GelMP besitzt keine Tags und wird
wéhrend des Herstellungsprozesses aus der Zelle sekretiert. Dementsprechend mussten
fiir diesen Prozess geeignete Aufreinigungsmethoden gefunden werden, um das GelMP
von Medienbestandteilen und anderen Proteinen zu trennen. Sowohl das FGG als auch
das GelMP sollten charakterisiert werden und mit hoher Reinheit in der Zellkultur auf
Biokompatibilitat getestet werden und als Beschichtungsmaterial eingesetzt werden, um
der ,veganen® Gelatine und einer rekombinanten Alternative zu humanem Fibrinogen

einen Schritt naher zu kommen.



Theoretische Grundlagen

1 Theoretische Grundlagen

In den letzten Jahren konnten durch die Entwicklung von Biomaterialien fiir Implantate,
Gewebestrukturen oder personalisierte Medizin enorme Fortschritte im Bereich Tissue
Engineering erreicht werden. Diese Materialien unterstiitzen nicht nur das Wachstum
von Zellen, sondern dienen auch als Ersatz fiir beschédigtes Gewebe. Unter den verschie-
denen Biomaterialien haben diejenigen, die aus natiirlichen biologischen Quellen herge-
stellt werden, erhebliche Vorteile (biologisch abbaubar, biokompatibel, zell-adhésiv) und
werden daher haufig verwendet [1]-[4]. Zu den natiirlichen Biomaterialien gehtéren sowohl
Protein-basierte wie z.B. Kollagen, Laminin, Elastin, Fibrin und Gelatine als auch Poly-
saccharid-basierte, wie z.B. Glykosaminglykan, Alginat oder auch Chitosan. Die Vielsei-
tigkeit der natiirlichen Polymere ermoglicht vielfaltige Anwendungen und Kombinatio-
nen mit mehreren Molekiilen, um fiir jeden Anwendungsbereich die passende Eigenschaft

zu erhalten.

Kollagen und Fibrinogen sind weit verbreitete Proteine in der Extrazellularen Matrix
(ECM) und verleihen der Struktur die erforderliche Festigkeit und Elastizitét. Diese Ei-
genschaften werden in Zellkultursystemen oder im Bereich Tissue Engineering genutzt.
Die Quelle dieser Proteine ist hauptséchlich tierischen Ursprungs und kann in groflen
Mengen hergestellt werden. Viele Aspekte beziiglich der mechanischen Eigenschaften, der
Vorbehandlung und der Standardisierung dieser Biomaterialien miissen noch verbessert
werden, um die Produkte im klinischen Bereich anwenden zu kénnen. Heutzutage ermog-
licht die Biotechnologie die Entwicklung und Herstellung neuer Biopolymere, sodass die
Eigenschaften des Produktes — Mechanik, Abbau, Porositét, Zellinteraktion, Biokompa-
tibilitét — individuell angepasst werden kénnen (Abbildung 1). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei dieser rekombinanten Proteine hergestellt und in der Zellkultur als Bioma-
terial angewandt. Es handelt sich dabei um das GelMP, ein gelatine-artiges Biopolymer

und das FGG, eine rekombinante Fibrinogen Gamma Kette.



Theoretische Grundlagen

Proteindesign Sekundarstruktur

Natiirliches strukturelles Protein
(Kollagen, Fibrinogen)

Primarstruktur Gelierung

Produktion

Hydrogel

\ J
Y

Anpassung der Eigenschaften: durch:

e Degradierungsrate e Sequenz
e Mechansiche Eigenschaften e Quervernetzung
o Zell-Interaktionen e Modifikation/Hybridisierung

Abbildung 1: Schematisches Modell zu Herstellung von rekombinanten Hydrogelen. In Anlehnung an Jungst
et. al.

In diesem Abschnitt wird daher Hintergrundwissen iiber Gelatine, Kollagen und Fibri-
nogen gegeben sowie die biotechnologische Produktion der Biopolymere in verschiedenen
Expressionssystemen gezeigt. Zuletzt werden Kollagen-, Gelatine- und Fibrinogen- ba-
sierte Bioinks vorgestellt, die im Bereich 3D-Bioprinting verwendet werden. Auflerdem

wird gezeigt, welche rekombinanten Kollagene bereits kommerziell erhéltlich sind.
1.1 Gelatine und Kollagen

Kollagen ist das am héaufigsten vorkommende Protein und macht fast ein Drittel der
gesamten Proteinkonzentration im menschlichen Kérper aus [5]. Es bildet den gréfiten
Bestandteil der extrazelluldren Matrix und ist fiir verschiedene Signal- und Strukturfunk-
tionen im menschlichen Kérper verantwortlich. Gelatine ist ein Derivat von Kollagen,
dass durch die irreversible Denaturierung von Kollagenproteinen gewonnen wird. Dabei
entstehen zuféllige Strukturbereiche (random-coil), weshalb Gelatine weniger organisiert
ist als Kollagen, aber dennoch dhnliche molekulare Zusammensetzungen aufweist [6]. Ge-
latine ist leicht verfiigbar und kann aus verschiedenen Quellen (Rinderknochen, Fisch,
Schweinehaut) gewonnen werden [7]. Es hat eine offene Struktur und dhnliche Funktio-
nen wie das Kollagen und wird daher haufig in Zell- und Gewebekulturen verwendet.
Kollagen sorgt fiir eine enorme Zugfestigkeit und strukturelle Integritéit im Bindegewebe,
in Sehnen und in der Haut [8].Auflerdem enthélt Kollagen essentielle Doménen fiir die
Anheftung von Integrinen, die in der Zellmembran vorhanden sind und fiir die Induktion

und Initiierung wichtiger molekularer Signalwege verantwortlich sind.
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1.1.1  Struktur von Gelatine und Kollagen

Kollagen ist ein Strukturprotein, das aus drei spiralférmigen, stabférmigen, linkshédndigen
Helices besteht. Diese sind ineinander verdreht und bilden zusammen eine rechtshandige,
quartire Struktur aus [9]. Insgesamt gibt es 28 verschiedene Kollagentypen, wobei der
Grofiteil zu Kollagen Typ I, II und III gehort [10]. Das Kollagen Typ I ist am haufigsten
aufzufinden und befindet sich hauptséchlich im Muskel- und Bindegewebe. Kollagen ent-
hélt sich wiederholende Gly-X-Y-Triplets, in denen jedes X und Y beliebige Aminoséu-
ren, am héufigsten jedoch Prolin bzw. Hydroxyprolin, darstellen [5]. Je nachdem, welche
Aminosédure auf der X und Y-Position vorhanden ist, hat dies Auswirkungen auf die
Struktur und Funktion des Kollagens. Aulerdem wird das Prokollagen posttranslational
modifiziert, bevor es zu Tropokollagen wird, das letztendlich zu Kollagenfibrillen vernetzt
werden kann (Abbildung 2) [5]. Diese post-translationalen Modifikationen sind essentiell
dafiir, dass die drei einstriangigen Prokollagenmolekiile miteinander assoziieren und ent-
weder heterotrimerisches oder homotrimerisches Tropokollagen bilden [5], [11]. Fiir die
thermische Stabilitdt des dreifach helikalen Prokollagens sorgt die Hydroxylierung von
Prolin zu Hydroxyprolin [12]. Fiir die Ausbildung zu Fibrillen ist die Hydroxylierung des
Lysins zu Hydroxylysin notwendig, da es fiir die Kondensation der Kollagenmolekiile
sorgt [8], [13], [14]. Am Hydroxylysin wird das Molekiil ebenfalls glykosyliert. Ohne die
Hydroxylierung kommt es nicht zur Ausbildung von Kollagenfibrillen. Lysin und Prolin
werden durch zwei Enzyme, die Lysylhydroxylase und die Prolyl-4-Hydroxylase hydro-
xyliert, dabei wird Ascorbat als Kofaktor benotigt [14], [15].
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Da Gelatine denaturiertes Kollagen ist, handelt es sich hierbei um ein lineares Protein
mit unterschiedlichen Molekulargewichten (15-250 kDa). Durch partielle thermische und
chemische Hydrolyse des Kollagens entsteht Gelatine. Durch die Hydrolyse der Pep-

tidbindungen werden die Polypeptidketten verkiirzt und die Spaltung von inter- und
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Kollagenstruktur. 2 o-Ketten (hier sind zwei ol-Ketten und
eine o2-Kette reprasentativ fir Typ-I-Kollagen dargestellt). Die drei Ketten werden intrazellular zu einer
Tripelhelix geformt (Prokollagen). Das Prokollagen wird durch die Entfernung der N- und C-Propeptide
iiber Peptidasen in Tropokollagen umgewandelt. Durch Selbstorganisierung und kovalente Quervernetzun-
gen werden Kollagenmikrofibrillen gebildet (10-300 nm). Kollagenfibrillen, die durch Aggregation der Kol-
lagenmikrofibrillen entstehen, haben einen Durchmesser von 0,5-3 pm. (adaptiert von [133]). Die Kollagen-
fibrillen sind unléslich und kénnen durch saure (Gelatine A) oder alkalische (Gelatine B) Vorbehandlung
verarbeitet werden. Die gewonnene Celatine kann einen reversiblen Sol-Gel-Ubergang durchlaufen durch
einen Hitze-Kiihl-Prozess [134].
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intramolekularer Quervernetzungen sorgt fiir die partielle Auflésung der helikalen Struk-
turen. Die Zusammensetzung der Sekundéarstruktur hangt von dem Herstellungsprozess
und dem verwendeten Kollagenrohmaterial ab [16]. Eine Gemeinsamkeit von Kollagen
und Gelatine ist beispielsweise die Arg-Gly-Asp-Erkennungssequenz, die an mehrere In-
tegrinproteine bindet und so die Anheftung, Migration und das Uberleben der Zellen
unterstiitzt [6], [17]. Des Weiteren ist die geringe Prisenz von aromatischen Aminoséuren
(Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin) eine wichtige Ahnlichkeit. Das Fehlen dieser
Aminoséuren ist ein Hauptfaktor fiir die geringe Antigenitit und Toxizitdt von Kollagen
und Gelatine [18], [19]. Gelatine ist ein typisches thermosensitives Hydrogel, da es einen
reversiblen Sol-Gel-Ubergang zwischen hohen (z.B. 37°C) und niedrigen (z.B. 4°C) Tem-
peraturen durchlauft. Um ein stabiles Gel-Netzwerk vor allem bei physiologischen Tem-
peraturen zu erzeugen, lasst sich die Gelatine chemisch modifizieren. Eine weit verbrei-
tete Methode ist dabei die Modifizierung mit Methacrylat-Gruppen. Das entstandene
Gelatinemethacryloyl (GelMA) ist ein photovernetzbares Hydrogel, das strukturstabile
Konstrukte bildet [20]. Aufgrund der dualen Eigenschaft der Thermosensitivitit und der
Photovernetzbarkeit ist GelMA ein vielversprechendes Material fiir die Anwendung im

Bereich Tissue Engineering und Bioprinting.
1.1.2 Produktion von rekombinantem Kollagen/Gelatine

Aufgrund der aufgezeigten Vorteile von Kollagen und Gelatine werden diese fiir viele
biomedizinische Anwendungen, wie beispielsweise Wundverbédnde, Transplantatbeschich-
tungen, Medikamentenfreisetzung, Bioprinting oder auch im Bereich Tissue Engineering
angewandt [21]-[23]. Trotz der breiten Anwendung der Biomaterialien ist die Verwen-
dung hinsichtlich der Herkunft und Art ihrer Herstellung riskant. Bei der Gewinnung
von Kollagen und den Derivaten aus tierischem Material besteht das Risiko, dass bei
Anwendung allergische Reaktionen hervorgerufen werden oder Krankheitserreger (Viren,
Prionen) iibertragen werden kénnten. Ein weiterer Nachteil ist die Variabilitat des Kol-
lagens. Je nach Alter und physiologischem Zustand des Ursprungsgewebes verédndert sich
das Protein in Struktur und Gréfle. Durch die kommerzielle Herstellung mittels alkali-
scher oder saurer Extraktion kommt es zu grofien Unterschieden von Charge zu Charge
[24]. Diese Schwankungen sind besonders problematisch in Bezug auf die medizinische

Anwendung und sind eine der groBten Herausforderungen in diesem Bereich [25].

10
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Um die oben genannten Nachteile des natiirlichen Kollagens/Gelatine aus tierischem Ur-
sprung zu umgehen, werden derzeit rekombinant hergestellte Kollagene/Gelatine in ver-
schiedenen Organismen entwickelt. Es konnte bereits rekombinantes Kollagen I in trans-
genen Mausen, Tabakpflanzen, Seidenwiirmern, Insekten-Zelllinien und Sadugetierzellen
hergestellt werden [25]. Auflerdem wurden bereits einfache Mikroorganismen fiir die Pro-
duktion von rekombinantem Kollagen verwendet (Bakterien, Hefe), um hohere Ausbeu-
ten zu erzielen und Produktionskosten herabzusenken [26]. Die Komplexitiat helikaler
Kollagene erschwert jedoch die Einbringung in mikrobielle rekombinante Systeme [27].
Um das korrekt gefaltete Kollagen Typ I — Protein herzustellen ist es notwendig zusétz-
liche Untereinheiten des Enzyms Prolyl-4-Hydroxylase (P4H) zu klonieren. Myllyharju
et al. [28] ist es gelungen, humanes Kollagen Typ I, II und III durch die zusétzliche
Einbringung des Enzyms P4H in Hefe zu produzieren und in der Zellkultur anzuwenden
[29]. Es konnte die dreifach helikale Struktur nachgewiesen werden, jedoch konnte das
Protein nicht aus der Hefezelle exportiert werden [28]. Die derzeitige Herstellung von
Gelatine ist die Extraktion von Kollagen aus tierischem Gewebe, wodurch sich eine he-
terogene Mischung aus Polypeptiden ergibt, die sich in Gréfle und Ladung unterscheiden.
Bei der Verwendung von mikrobiellen Systemen zur Herstellung rekombinanter Gelatine,
werden Fragmente des Kollagengens mit definierter Lange und Zusammensetzung ver-
wendet. Es konnte nachgewiesen werden, dass die rekombinante Gelatine als Ersatz fiir
tierische Gelatine fiir medizinische Anwendungen verwendet werden kann. Werten et al.
konnte mit K. phaffii als Expressionssystem einen ,,Kollagen inspirierten Triblock-Kopo-
lymer® herstellen fiir den Einsatz als Hydrogel [30]-[32]. Eine Ubersicht {iber die bereits
hergestellten Protein-basierten Polymere in K. phaffii liefert Werten et al. in einem kiirz-
lich erschienenen Review [33]. Der Fokus dieser Arbeit lag in der Produktion eines stabi-
len, temperaturabhédngigen Hydrogels. Es handelt sich um ein kollagendhnliches Produkt,
das in seiner Aminosdurezusammensetzung optimiert wurde. Als hydrophobe Aminoséure
ist lediglich Prolin enthalten wihrend vermehrt die hydrophilen Aminoséduren Asparagin
und Glutamin eingesetzt wurden. Des Weiteren wurde die Sequenz mit repetitiven End-

blocken versehen, die bei Temperaturdnderung zu Tripelhelices trimerisieren.

Angesichts der hohen Nachfrage nach Kollagen und Gelatine besteht die Notwendigkeit,
neue Methoden zu entwickeln, um grofle Mengen rekombinante Kollagene und Gelatine

auf konsistente und effiziente Weise biotechnologisch herzustellen.
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1.2 Fibrinogen

Fibrinogen wird in der Leber von Wirbeltieren gebildet und ins Blutplasma ausgeschiit-
tet. Das Protein gehért zu der Gruppe der Akute-Phase-Proteine und ist fiir die H&-
mostase, Wundheilung, Entziindung, Angiogenese und andere biologische Funktionen es-
sentiell. Fibrinogen ist Teil der Gerinnungskaskade und wird durch eine enzymatische
Reaktion mit Thrombin zum unléslichen Protein Fibrin umgewandelt [34]. Die unlosli-
chen Aggregate (Gerinnsel) blockieren geschadigte Blutgeféfie und verhindern Blutungen.
AuBlerdem ist Fibrinogen fiir die Aggregation von Blutplattchen notwendig, der erste
Schritt zur Blutstillung. Die Fibrinogen-Molekiile kénnen mit hoher Affinitét an die In-
tegrin-Rezeptoren auf aktivierten Thrombozyten binden, sodass die bifunktionellen Fib-
rinogenmolekiile als Briicken zur Verbindung von Thrombozyten wirken [34]. In seinen
verschiedenen Funktionen als Gerinnungs- und Haftprotein ist das Fibrinogen an vielen
intermolekularen Interaktionen beteiligt und besitzt spezifische Bindungsstellen fiir meh-
rere Proteine und Zellen. Durch die einfache Extraktion aus dem Blut und die minimale
immunologische AbstoBung ist Fibrinogen ein geeignetes Biomaterial fiir biomedizinische
Anwendungen. In der klinischen Anwendung wird Fibrinogen beispielsweise als Zwei-
komponenten-Kleber verwendet [35]. Auch im Bereich Geweberekonstruktion und 3D-
Bioprinting ist das Fibrinogen bereits als Biomaterial angewandt worden, beispielsweise
fiir Hauttransplantationen [36], [37], fiir die Ausbildung von kardiovaskuldren Strukturen
[38]-[42], als Knochen- und Knorpelgewebe [43]-[47] oder auch fiir die Regeneration des
Nervensystems [48]-[51].

12
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1.2.1 Ubersicht Struktur und Funktion von Fibrinogen

Fibrinogen ist ein Plasmaglykoprotein (340 kDa), das als Polymer eine wichtige Rolle bei
der Blutgerinnung einnimmt. Wahrend der Koagulation erfolgt die Umwandlung von
Fibrinogen in Fibrin iiber eine Thrombin-vermittelte proteolytische Spaltung, bei der
intermediédre Fibrillen und anschlieBend Fasern produziert werden, die eine bemerkens-
werte biochemische und mechanische Stabilitdt fiir Gerinnsel bieten. Fibrinbildung -
struktur und -stabilitdt werden durch verschiedene genetische, biochemische und Um-
weltfaktoren reguliert, was eine dynamische Kinetik der Fibrinbildung und -struktur er-
moglicht. Zwischen dem Prozess der Blutgerinnung und der Fibrinolyse (Abbildung 3)
muss stets ein Gleichgewicht herrschen, da es sonst zu Thrombosen oder Blutungen und

Herz-Kreislauf-Erkrankungen kommen koénnte [52].

Blutgerinnung Fibrinolyse
. Prothrombin Plasminogen Plasminogen
Gerinnungs- .
kaskade Aktivator
(tPA)
Thrombin Plasmin

FibrinogenJ—> Fibrin —¢—> FDPs

AN

Thrombose Blutung

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Gleichgewichts zwischen der Blutgerinnung und der Fibrinolyse.
Das Gerinnsel wird iiber eine Kaskade enzymatischer Reaktionen gebildet, das Prothrombin zu dem proteo-
lytischen Enzym Thrombin aktiviert und das lésliche Fibrinogen wird zum unléslichen Fibrin (Blutgerin-
nung). Das Fibrin Gerinnsel wird durch Plasmin proteolytisch gespalten und aufgeldst. (In Anlehnung an
Weisel et al.)

Strukturell gesehen ist Fibrinogen ein hantelférmiges Hexamer, das aus drei verschiede-
nen Polypeptidketten besteht (Ao, BB und y). Diese kommen jeweils zweimal vor und
bestehen aus 610 (Aa), 461 (BR) und 411 (y) Aminosiduren. Des Weiteren besteht das
Protein aus zwei D-Doménen, die iiber spiralférmige Peptidketten mit einer zentralen E-
Doméne verbunden sind [53]. Interessanterweise hat das Fibrinogen zahlreiche funktio-
nelle Peptidsequenzen, durch die es mit verschiedenen umgebenden Molekiilen interagie-
ren kann. In der BR-Kette gibt es beispielsweise eine Region (BB 15-42), die verschiedene
Zell-Matrix Interaktionen vermittelt, wodurch es zu Endothelwachstum, Proliferation

[54] und Thrombozytenausbreitung [55] kommen kann. Die Peptidsequenz des Arginin-
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Glycin-Aspartats (RGD), die fur die Zelladhésion weit verbreitet ist, ist in der Aa Kette
des Fibrinogens und befindet sich an der Stelle A 95-98 (RGDF) und A 572-575(RGDS).

3-Modul Y -Modul

y-Modul B-Modul

A

)
D-Region E-Region D-Region

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Fibrinogens. In Anlehnung an Parry et al.

Die Fibrinogen Gamma Kette (FGG)

Die y-Kette des Fibrinogens hat die Eigenschaft mit verschiedenen Zelltypen zu intera-
gieren und besitzt Bindestellen fiir Rezeptormolekiile (Integrine), die auf der Zelloberfl&-
che vorkommen und fiir die Zell-Zell-Kommunikation und die Zell-Matrix-Interaktion

zustandig sind [56]. In Abbildung 5 sind die bis hier ermittelten Bindestellen aufgelistet.

tPA amPs  Faktor XIII
y312-324 y370-383 y398-406
avfs a3 avfs amf: anbf33
v190-202 v316-322 y346-358 y377-395 y407-411

é €153

S-
C326

C182 C339

N52 |
c23 C139 FGF-2, Interleukin-1b?
y-o Y-«

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fibrinogen-yy-Kette. Im N-terminalen Bereich bildet die vy-
Kette Disulfidbriicken mit der zweiten yy-Kette (gelb), mit der Ry-Kette (hellgriin) und der ay-Kette
(hellblau). Gezeigt sind die Bindestellen fiir die Integrine cnus (dunkelgriin), omps (rot) und ovps (blau),
fiir den Plasminogen Aktivator tPA (orange), den Crosslinking Faktor XIII (lila) und dem Wachstumsfak-
tor FGF-2 (grau). Die Bindung von Interleukin-1b an die y-Kette konnte noch nicht vollstandig charakte-
risiert werden. Basierend auf [57].

Eine wichtige Bindestelle auf der y-Kette ist fiir die Interaktion mit Thrombozyten (407-
411) zusténdig. Diese Bindung ist entscheidend fiir die Bildung eines stabilen Blutgerinn-
sels withrend der Hamostase [57]. Die Bindung zwischen Fibrinogen und den Leukozyten
findet tiber das Integrin owps (Mac-1) statt und initiiert die Migration und Proliferation

von Leukozyten. Das Integrin ovB; bindet an die y-Kette und wird auf der Oberflache
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von Endothelzellen exprimiert. Die Interaktion der Endothelzellen mit Fibrinogen spielt
eine entscheidende Rolle in der Angiogenese, Wundheilung und Tumorentstehung. Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass der Wachstumsfaktor FGF-2 im C-terminalen Be-
reich der y-Kette bindet. Dieser spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Proliferation
von Endothelzellen [58]. Durch die hohe Anzahl an Bindestellen an der Fibrinogen-v -
Kette, nimmt diese Struktur eine entscheidende Rolle in der Interaktion des Fibrinogens
mit den umliegenden Zellen ein und ist essentiell fiir die Plasmin gesteuerte Fibrinolyse
und die Quervernetzung mit dem Faktor XIII [59]. Die vielen Interaktionen zeigen, dass

die y-Kette sehr interessant fiir die rekombinante biotechnologische Herstellung ist.
1.2.2 Produktion von rekombinantem Fibrinogen

Die Gewinnung von Fibrinogen aus Blutplasma stellt grole Herausforderungen hinsicht-
lich der gleichbleibenden Qualitéit und des Risikos in Bezug auf Kontamination mit Viren
oder Prionen dar [60]. Fiir die Anwendung als Biomaterial besteht grofies Interesse ein
fibrinogenartiges Produkt zu entwickeln, dass die gleichen physikalischen Eigenschaften
aufweist und gleichzeitig reproduzierbar ist. Es wurden bereits mehrere Expressionssys-
teme getestet, in denen Fibrinogen und fibrinogenartige Produkte rekombinant herge-
stellt wurden. Neben der Produktion in Hefe [61], wurden ebenfalls transgene Tiere [62]
und Sdugetierzellen als Expressionssystem verwendet [63]. Jedes Expressionssystem hat
sowohl Vorziige als auch Nachteile. Die komplexe Struktur des Proteins und die zugeho-
rigen posttranslationalen Modifikationen stellen eine grofie Herausforderung hinsichtlich
der rekombinanten Produktion dar. Sdugetierzellen als Expressionssystem bieten einige
Vorteile fiir die Produktion von Fibrinogen, da bestehende Qualitdtskontrollen und Er-
fahrungen aus der Herstellung kommerzieller Antikorper-Medikamente vorhanden sind.
Fiir die Produktion von Biopharmazeutika ist die Erzielung einer hohen Reinheit sowie
die Begrenzung von Abbau- und Ausbeuteverlusten von besonderer Bedeutung. Es konn-
ten bereits durch die Verwendung einer CHO-Zelllinie Ausbeuten von 1,3 g/L erreicht
werden [63]. Um den Prozess zu vereinfachen und die spezifischen Eigenschaften der
jeweiligen Fibrinogenkette zu nutzen, wird ebenfalls die Produktion einzelner Fibrinogen-
Ketten in Betracht gezogen. Die o - und v -Kette konnten bereits in E. coli in kleineren
Mafstiaben hergestellt werden [64], [65]. Die Ketten wurden einzeln hergestellt, um Er-
kenntnisse iiber die jeweiligen Doménen zu erlangen. In verschiedenen Ansétzen zur Her-

stellung von rekombinantem Fibrinogen wurde bereits die Verwendbarkeit in der Zell-
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kultur nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass rekombinant hergestelltes Fibrino-
gen aus der Milch von transgenen Kiihen einen positiven Einfluss auf das Wachstum von
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) hat [66][62]. Mithilfe des rekombinanten Fibrino-
gens konnten die MSCs subkutan in Méuse eingebracht werden und es zeigte sich, dass
durch die Fibrin-Matrix die MSCs eine verbesserte Anhaftung an der Injektionsstelle

zeigten.
1.3 Kollagen-, Gelatine- und Fibrinogen-basierte Bioinks

In den letzten Jahren hat fiir die Herstellung von komplexen Strukturen fiir die Regene-
ration von Weichgewebe das 3D-Bioprinting grofies Interesse gewonnen. Die Technik des
3D-Biodrucks eroffnet neue Moglichkeiten hinsichtlich der personalisierten strukturellen,
mechanischen und biologischen Eigenschaften auf dem Gebiet der Geweberegeneration
und Bildung von Organstrukturen. Es geht um die Erzeugung biologischer Strukturen
durch einen computergestiitzten Prozess zur Strukturierung und Zusammenstellung le-
bender und nicht lebender Materialien mit einer vorgegebenen 3D-Struktur [67]. Dieses
Forschungsgebiet hat das Potential einige der grofiten Herausforderungen des Tissue En-
gineering zu iiberwinden, wie z.B. die Erzeugung grofler Konstrukte einschliefllich gefaf3-
dghnlicher Strukturen fiir die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung der eingebetteten Zel-
len. Eine wichtige Komponente des 3D-Drucks sind die Bioinks — druckbare Biomateria-
lien, die sich nach dem Druck verfestigen, um die Formtreue der gewiinschten Struktur
zu gewihrleisten. Wichtige Faktoren fiir die Wahl der Biotinte sind die Druckprézision,
Stabilitit, mechanische Festigkeit und Elastizitdt. In Abbildung 6 ist dargestellt, dass
Bioinks bei physiologischen Temperaturen préazise druckbar sein miissen und gleichzeitig
milde Vernetzungs- oder Geliereigenschaften aufweisen, um zusétzlich biokompatibel und

biodegradierbar zu sein.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Charakteristika fiir die Herstellung von Biotinte. In Anlehnung
an Copyright 2013, Wiley-VCH

Alle diese Eigenschaften, und insbesondere die zellulare Affinitdt, machen Gelatine und
Fibrinogen zu vielseitigen Materialien fiir Anwendungen im Tissue Engineering und Bi-
oprinting. Fiir Bioprint-Anwendungen wird Gelatine in einem breiten Spektrum als Bio-

ink-Material oder im Verbund mit anderen Polymeren verwendet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Proteinbasierte Biomaterialien als Biotinte.

Bioprint-Me-
Biomaterial Quervernetzung Zielgewebe Zelltyp
thode
Kollagen pH Haut NIH-3T3 Fibrobla- Laser-basiert [68]
Typ I sen und Keratinozy-
Temperatur ten Zellinie (HaCaT)
Knochen MSCs drop-on-de- [69]
mand
Knochen hASCs und Preoste-  Extrusion [70]
Leber oblasten (MC3T3-
El)
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Gelatine Temperatur Gefifle HUVECs Mehrkopt-Be-  [71]
schichtungs-
Licht
system
(Methacryliert) (MHDSs)
Knorpel MSCs Extrusion [72]
Aorta SMCs Extrusion [73]
Klappe
Fibrinogen Fibrinogen+ Nicht spezifisch Inkjet [74]
Thrombin
Knorpel Gelenkchondrozyten  Inkjet [75]
(Kaninchen)
Gefifle ASCs und endotheli- Laser-basiert [76]
ale Kolonie-Bildung

Dariiber hinaus wird auch die modifizierte Form, die chemisch vernetzt werden kann, fiir
das Bioprinting angepasst, wie z.B. Gelatinemethacryloyl (GelMA) [77]. Kolesky et al.
verwendete als Hauptmatrix GelMA und testete eine alternative Methode, um mehrere
Zelltypen in vaskuldre Strukturen mittels Mehrkopf-Beschichtungssystem (MHDS) ein-
zubetten [71]. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass die Verwendung von GelMA die
Bildung von Faserknorpel-dhnlichem Gewebe positiv beeinflusst. Hier konnte neben der
Ausbildung von Strukturen mit hoher Elastizitét, eine hohe Zellviabilitét der MSCs nach
dem Biodruck nachgewiesen werden [72]. In einer anderen Studie wurden Gelatine-Algi-
nat-Hydrogele fiir das Bioprinting von zellbeladenen Aortenklappen-Kanélen verwendet.
Die gedruckten Konstrukte entsprachen nahezu den klinischen Dimensionen. Die Heraus-
forderung lag darin, das optimale Verhéltnis zwischen Gelatine und Alginat im Hydrogel
zu finden, um die hochste Druckqualitdt und ein optimales Zellwachstum zu erreichen

[73].

Koch et al. verwendete Kollagen zur Herstellung von 3D-Hautgewebekonstrukten mittels
Laser-basiertem Bioprinting [68]. Dabei zeigte sich, dass die Lebensfahigkeit und mor-

phologische Funktion zweier Zelllinien (Fibroblasten und Keratinozyten) in einem sol-
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chen Konstrukt ausgebildet werden kénne und die Herstellung multizelluldrer Gewe-
bestrukturen vielversprechend ist (Tabelle 1). AuBerdem wurde Kollagen mittels extru-
sionsbasierter Plattform gedruckt und es konnte gezeigt werden, dass kollagenreiche Mat-
rices fiir die Osteogenese geeignet sind [69]. Kollagen in Kombination mit Alginat konnte

ebenfalls als Bioink verwendet werden [70].

Neben Kollagen und Gelatine wird ebenfalls Fibrinogen fiir die Herstellung funktioneller
Gewebestrukturen zum Ersatz geschidigter Gewebe verwendet. Der Nachteil bei der Ver-
wendung von reinem Fibrinogen sind oftmals die fehlenden mechanischen Eigenschaften
des Proteins. Aus diesem Grund wird Fibrinogen haufig in Kombination mit syntheti-
schen Polymeren verwendet, um erhéhte mechanische Festigkeit und verlangsamte Bio-
degradation zu erreichen. Diese Hybridmaterialien kombinieren die natiirliche Bioaktivi-
tat von Fibrinogen mit speziellen, abstimmbaren Eigenschaften, die von der syntheti-
schen Komponente ausgehen (Tabelle 1). Nakamura et al. kombinierten Fibrin mit Algi-
nat, um zum einen die zelluldre Vertriglichkeit zu gewahrleisten und zum anderen die
Druckqualitit des Inkjet-Druckers durch Alginat zu verbessern [74]. Um die mechani-
schen Kigenschaften von Knorpelgewebe zu optimieren, wurde in einer weiteren Studie
ein Konstrukt mit weiteren Hilfsmitteln {iber drei Schritte hergestellt. Zunachst wurde
Polycaprolacton (PCL) als Geriiststruktur vorgelegt. AnschlieBend wurden Chondrozy-
ten in ein Fibrin-Kollagen-Gemisch eingeschlossen und auf die PCL-Schicht gedruckt. Es
konnte festgestellt werden, dass ein solches Hybridsystem die mechanischen Eigenschaf-
ten verbessert und die Viabilitdt der Zellen nicht beeintrachtigt wird und es somit fiir
die Bildung komplexer Gewebe verwendet werden kann [75]. Ein weiterer Zusatz, der in
einer Studie verwendet wurde, ist Hyaluronsiure. Dieser Zusatz wurde mit Fibrinogen
kombiniert und mit Endothelzellen und ASCs versetzt. Durch einen Laser-basierten Bio-
druck wurden einzelne Schichten der unterschiedlichen Zelllinien gedruckt, wobei die
Zellen interagieren konnten und so Gefé-dhnliche Strukturen entstanden sind [76]. Die
hier dargestellten Anwendungen von Gelatine und Fibrinogen als Bioink zeigen, dass die
Biomaterialien in einem breiten Spektrum angewendet werden|[78]. Einige wenige Bioinks
sind bereits kommerziell erhéltlich und es wird erwartet, dass im Laufe der néchsten
Jahre aufgrund des groBen Interesses einige dazukommen werden (Tabelle 2). Trotz der
bereits erzielten Fortschritte gibt es weitere relevante Engpésse, die liberwunden werden

miissen. Es muss eine ausreichende Vaskularisierung vorhanden sein, um den Austausch
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von Néhrstoffen und Abfallprodukten zu gewéhrleisten, groflere Strukturen sollten ge-
schaffen werden und die Bioprint-Methoden sollten préziser werden. Die Verwendung
von natiirlicher Gelatine und Fibrinogen haben den Nachteil, dass immer das Risiko der
pathogenen Ubertragung besteht und sich die Qualitit von Charge zu Charge unterschei-
det und deshalb kein einheitliches Protokoll fiir die Anwendung als Bioink erstellt werden

kann.

Tabelle 2: Kommerziell erhéltliche Bioinks (Collagen, Gelatine, Fibrinogen).

Firma Ort Produkt Herkunft
Advanced USA, CA Lifeink® 200 neutralisiertes Typ I Kollagen [79]
Lifeink® 240 Typ I Kollagen, sauer
BioMatrix PhotoGel® Methacrylierte Gelatine
PhotoCol® Methacryliertes Kollagen
Sigma-Aldrich USA, MO  TissueFab® Methacrylierte Gelatine [80]
(Merck)
Allevi USA, PA GelMA Methacrylierte Gelatine [81]
Bioink Stidkorea GeldCell Gelatine-basiert [82]

Solutions, Inc.

CELLINK® USA, MA  CELLINK FIBRIN Fibrin und Fibrinogen [83]
CELLINK SKIN Fibrin, Fibrinogen und Thrombin
Coll 1 Typ I Kollagen
GelMA Methacrylierte Gelatine

Um dieser Problematik entgegenzuwirken konnten rekombinant hergestellte Biomateria-
lien eingesetzt werden. In diesem Bereich sind in Bezug auf Kollagen, Gelatine und Fib-
rinogen derzeit keine Bioinks kommerziell erhéltlich. In Tabelle 3 sind einige kommerziell
erhéltliche Kollagene nicht tierischen Ursprungs aufgelistet, die in Bereichen der Wund-
heilung, Hornhauterblindung und Kosmetik eingesetzt werden. Daher liegt in diesem Be-
reich noch grofies Potential, um effiziente 3D-Konstrukte mittels rekombinantem Bioink

zu produzieren.
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Tabelle 3: Kommerziell erhéltliches, nicht tierisches Kollagen.

Firma Ort Produkt Herkunft Anwendung
CollPlant  Israel Verge- Rekombinantes huma- Wundheilung [62]
Ltd nix™FG nes Kollagen I aus Ta-
bakpflanze [64]
FibroGen USA, FG-5200° Rekombinantes huma- Hornhauterblindung [87]
CA nes Kollagen aus
K. phaffii
Geltor USA, Collume® Rekombinantes Kol- Kosmetik [88]
CA lagen aus Podocoryna
carnea
Fujifilm Japa-  Cellnest™ Rekombinantes huma-  Regeneration von Kno- [89]
nColl nes Kollagen I aus chen, Knorpel, Haut und

K. phaffii

Blutgefafien

* Das Produkt befindet sich in der Pilot-Phase.

Deshalb wurde in dieser Arbeit ein rekombinantes Gelatin-artiges Protein (GelMP) in

K. phaffii und eine rekombinante Fibrinogen-Gamma-Kette (FGG) in E. coli hergestellt.

Die Vorteile der Herstellung von rekombinanten Biomaterialien in einfachen Mikroorga-

nismen sind die Virus-freie und kosteneffiziente Produktion in groflen Mengen, einheitli-

che Eigenschaften und eine definierte Struktur fiir eine weitere chemische Modifikation.
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2 Experimentelle Arbeiten — Biopolymer GelMP

Als Alternative zur tierischen Gelatine wurde ein Prozess zur Herstellung, Aufreinigung

und Charakterisierung des rekombinanten Gelatine-artigen Proteins GelMP entwickelt.

In einer vorherigen Arbeit wurde bereits das GelMP designt, mithilfe eines Expressions-
vektors in einen methylotrophen Komatagaella phaffii-Stamm (GS115-GelMP) integriert
und anschliefend ein produzierender Stamm (Mut®) selektiert [90]. Bei GelMP handelt
es sich um ein Protein, dass aus einem Abschnitt des humanen Kollagen Typ I sowie
zwei endstdndigen Doménen aus Prolin-Glycin-Prolin-Wiederholungen (PGP) besteht.
Der Hauptteil des Proteins besteht aus 400 Aminosduren der o-1-Kette des humanen
Kollagen Typ 1. Die PGP-Doméinen sollen fiir die Ausbildung von Helices und damit fiir
die Vernetzung der Molekiile sorgen. Der Expressionsvektor enthélt auflerdem ein o-
mating-factor-Sekretionssignal, sodass das GelMP aus der Hefezelle K. phaffii sekretiert

wird.

Tabelle 4: Informationen zu GelMP.

400 AS aus o-1-Kollagen

el
erseduen + (PGP)-Wiederholungen

Theoretisches Molekulargewicht 40 kDa

Beobachtetes Molekulargewicht (SDS-PAGE) 75 kDa

Theoretischer pl 5,81
Bindender Antikorper Anti-Kollagen 1
N-Glykosylierungen Keine nachgewiesen
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Der ausgewéhlte Stamm wurde bereits in Schiittelkolben- und in 2 L-Reaktorkultivierun-
gen hinsichtlich der Proteinproduktion optimiert. Dabei wurde ein Fed-Batch-Prozess
durchgefiihrt, wobei in der Batchphase fiir die Biomasseproduktion Glycerol als Néahr-
stoffquelle verwendet wurde. In der Fed-Batch-Phase wurde Methanol sowohl als Néhr-
stoffquelle als auch fiir die Induktion des AOX-Promotors zur Produktion von GelMP
verwendet. Ein optimales Zellwachstum und die hochste Proteinproduktion konnten mit

einer Temperatur von 30°C und einem pH-Wert von 5 erreicht werden (Abbildung 7).

\ Prozesseinstellungen
' Hefestamm GS115-GelMP |
‘ Temperatur 30°C ‘
‘ pH-Wert 5 ‘
‘ Medium Minimalmedium ‘
‘ Nahrstoffquelle Glycerol ‘
‘ Methanol-Feed 0,5 % ‘
e

Abbildung 7: Ubersicht der bereits optimierten Kultivierungsparameter im 2 L-Mafstab aus einer vorheriger
Arbeit [90].

Auflerdem wurde bereits ein Methanol-Sensor fiir die Regulierung des Methanol-Feeds
(99,6 % Methanol, 0,4 % PTM,) integriert. Dadurch konnte mit einer konstanten Me-
thanolkonzentration (0,5 %) induziert werden, sodass eine gleichméflige Proteinproduk-
tion und eine héhere Produktivitéit erreicht wurde. Das sekretierte GelMP konnte bereits

mittels Western Blot und Massenspektrometrie nachgewiesen werden [90].

An die oben genannte GelMP-Entwicklung aus der vorhergegangenen Arbeit konnte an-
gekniipft werden. Die Erkenntnisse wurden beriicksichtigt, sodass in den nachfolgenden
Kapiteln die Ergebnisse des Prozesses zur Herstellung von GelMP im Technikumsmaf-
stab, die anschlielende Charakterisierung und die Anwendung als Biomaterial gezeigt

werden.
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Der biotechnologische Prozess besteht aus drei Teilgebieten:

e Kultivierungsprozess im Technikumsmafstab
e Downstream Processing (DSP)

e Produktanalytik und Charakterisierung der Bioaktivitét

Neben der Kultivierung im Technikumsmafistab (30 L), wird die Aufreinigungsstrategie
mittels Cross-Flow-Filtration und Proteinstrukturanalysen gezeigt. Im letzten Abschnitt
dieses Kapitels wird die Anwendung des GelMPs in der Zellkultur dargestellt. Dabei
werden die Biokompatibilitdt und die Fahigkeit von Zellen, auf dem Material zu adhé-
rieren, untersucht. In der nachfolgenden Abbildung ist der entwickelte Gesamtprozess
der GelMP-Herstellung dargestellt und wird im weiteren Verlauf detaillierter beschrieben

(Abbildung 8).

Klonierung und Kultivierung von )
Transformation des Komatagaella phaffii .
gelmp Gens in & Produktion von GelMP Downstream Processing
i

Komatagaella phaffii ) m Technikumsmaf3stab /

Produktanalytik

[

Anwendung in der
Zellkultur

-

Abbildung 8: Ubersicht iiber den Prozess zur Herstellung und Charakterisierung von GelMP. Die Klonierung
und Transformation des gelmp Gens wurde bereits in einer vorherigen Arbeit durchgefiihrt [90]. Diese Arbeit
startet mit der Kultivierung zur Produktion von GelMP im gréfieren Mafistab und endet mit der Anwendung
des GelMPs in der Zellkultur.

2.1 Kultivierung von Komatagaella phaffii und Proteinproduktion von GelMP im

TechnikumsmaBstab

Die Produktion des GelMP wurde bereits in kleinerem Mafistab (siehe Kapitel 2) durch-
gefiihrt und Parameter wie Temperatur, pH, Medium/Néhrstoffquelle, Induktionsbedin-
gungen wurden optimiert und ein Methanolsensor integriert. Auf Grundlage dieser etab-
lierten Grofen sollte der Prozess im groferen Mafistab (30 L) durchgefithrt werden, um
die Skalierbarkeit des Prozesses zu priifen und gleichzeitig grofiere Mengen des Produktes

herzustellen. Mit Hilfe des Edelstahlreaktorsystems BiostatC (Sartorius, Gottingen)
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konnte der Prozess vom 2 L-Mafistab in den 30 L-Maf)stab iibertragen werden. Die Pro-
zesseinstellungen aus der vorherigen Arbeit wurden auf den 30 L-Kultivierungsmafistab
iibertragen. Wéhrend des Prozesses wurden pH, Gelostsauerstoff, Rithrerdrehzahl, Tem-
peratur und die Nahrstoffzufuhr kontrolliert, um eine optimale Prozessiiberwachung zu

gewéhrleisten (Abbildung 9).

Sauerstoffanteil (%) ® BTM (g/L) = =  MeOH (%)
, Batch (Glycerol) Fed-Batch (Methanol) - -08
- 140
- 120
I - 0,6
S - 100
o0
& . = 04
s = o
2 L60 £ 0
£ =) =
Q
= - 40
n ] - 0,2
- 20
-0
- 0,0

Kultivierungsdauer [h]

Abbildung 9: Online und Offline Analytik einer 30 L Fed-batch-Kultivierung von K. phaffii im BiostatC
plus Bioreaktor. Der Gelostsauerstoff wurde wahrend der Kultivierung tiber 30% gehalten und tiber die
Riihrerdrehzahl und den Sauerstoffanteil in der Zuluft kontrolliert. Die Batch Phase endete nach einer Kul-
turzeit von 55 h was durch einen kurzzeitigen Anstieg des Gelostsauerstoff sichtbar wurde. Zu diesem Zeit-
punkt wurde die Feed Losung (Methanol) zugegeben. Die Methanolkonzentration wurde durch einen Metha-
nolsensor mit Feedback Loop tiber 0,1 % gehalten. Hohere Konzentrationen konnten aufgrund limitierender
Pumpraten nicht erreicht werden.

Die Kultivierung erfolgte in zwei Phasen. In der ersten Glycerin-Batch-Phase wurde der
Gelostsauerstoff iiber eine Riithrerkaskade auf 30 % eingestellt. Der pH-Wert wurde kon-
stant auf 5 reguliert und die Temperatur lag iiber dem gesamten Prozess bei 30°C. Nach
einer Kultivierungsdauer von etwa 55 h wurde das Glycerol vollstandig verstoffwechselt,
was durch den kurzzeitigen Anstieg des Gelostsauerstoffgehalts sichtbar wurde (Abbil-
dung 9, nach 55 h). Die zweite Phase wurde durch die kontinuierliche Zugabe von Me-
thanol eingeleitet (57 h). Durch die Methanol-Regelung des implementierten Metha-
nolsensors konnte eine konstante Methanolkonzentration iiber den gesamten Feed-Ver-
lauf gezeigt werden (~0,1 %). Die Feed-Rate konnte wéhrend des Prozesses nicht erhoht
werden, da das Pumpsystem die Feed-Losung in Verbindung mit dem Schlauchdurch-

messer bereits maximal zugefithrt hat. Die Gelostsauerstoffkonzentration konnte nach
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55 h nicht mehr iiber die Riihrerdrehzahl erhéht werden. Es musste zusétzlich Sauerstoff
in den Prozess eingebracht werden, um eine Sauerstofflimitierung zu vermeiden. Durch
die kontinuierliche Induktion mit Methanol kam es zu einem stetigen Anstieg der Bio-
masse und der damit gekoppelten Proteinproduktion. Nach 80 h wurde eine BTM von
131,3 g/L, eine ODgy von 450 und eine Proteinkonzentration von 3 g/L erreicht. Eine
Stunde nach Beginn der Methanolinduktion (57 h Kultivierungsdauer) konnte die Pro-
duktion des GelMP (75 kDa) durch ein SDS-Gel nachgewiesen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: (A) SDS-PAGE vom Kulturiiberstand der 30 L. Fed-Batch-Kultivierung. 1: Glycerol-Batch
Phase vor Induktion (48 h Kultivierungsdauer). 2: Induktion mit Methanol t=57 h; 3: t=72 h; 4: t=78 h; 5:
t=80 h. M: GréBenstandard-Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard.

Das beobachtete Molekulargewicht (SDS-PAGE) von ca. 75 kDa ist groBer als das theo-
retische Molekulargewicht des GelMP von 40,7 kDa. In der Literatur wurde bereits aus-
fiithrlich beschrieben, dass Kollagen-ahnliche Proteine und synthetische Gelatine im SDS-
Gel ein- bis vierfach hoher wandern als ihr tatsichliches Molekulargewicht [91], [92]. Eine
zusétzliche Erklarung fiir diese Beobachtung kénnte die Glykosylierung des Proteins sein.
Diese Hypothese wurde bereits durch einen PNGase-F Assay widerlegt [90]. Ein weiterer
Grund fiir dieses Phanomen kénnte die Hydrophobizitit und die Form des Proteins sein.
Die Theorie besagt, dass sich durch die hydrophile Eigenschaft des Proteins die SDS-
Bindungskapazitat und damit die Migrationsrate verdndert. Um diesen Effekt zu unter-
suchen wurden die Carbonsédure-Seitenketten des GelMPs durch Methanol/Salzséure-Lo-
sung verestert (Protokoll siche B.7.3 Chemische Modifizierung des GelMP). Durch die
Veresterung konnte das behandelte GelMP in der SDS-PAGE etwa 10 kDa weiter wan-
dern als das unbehandelte GelMP (Abbildung 11). Demzufolge ist die hydrophile Eigen-
schaft des GelMPs ein Faktor dafiir, dass das GelMP ein gréfleres beobachtetes Moleku-
largewicht in der SDS-PAGE aufweist.
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Abbildung 11: Veresterung von Carboxylaminoséure-Seitenketten aus dem GelMP Protein, 1: unmodifi-
ziertes GelMP; 2: Verestertes GelMP. M: Groflenstandard - Precision Plus Protein™ Unstained Protein
Standard.

Neben der Hauptbande bei 75 kDa (Abbildung 10,Bande a) wird eine weitere Protein-
bande bei 65 kDa (Bande b) beobachtet. Beide Proteinbanden wurden mittels N-termi-
naler Sequenzierung analysiert. Diese hat gezeigt, dass es sich bei beiden Banden um
Fragmente des GelMPs handelt. Die Bande (a) entspricht der erwarteten Aminosiurese-
quenz des GelMP Proteins (Proteinsequenz GelMP siehe Anhang C), wéahrend es sich bei
Bande (b) um ein kleineres Fragment des GelMP (ab GFPGPKGAAG) handelt (Tabelle
5). Das kleinere GelMP Fragment wird méglicherweise durch den proteolytischen Abbau
erzeugt, da die random-coiled-Struktur der unhydroxylierten Gelatine anfillig fiir diesen
proteolytischen Abbau ist [30]. Der proteolytische Abbau erfolgt voraussichtlich bereits
in der Zelle, da proteasechemmende Reagenzien im Medium keinen Einfluss auf den Abbau
zeigten. Eine Strategie zur Verhinderung des proteolytischen Abbaus wire die Verdnde-
rung des Expressionsstamms zu einem Protease-defizienten Stamm (SMD1168) oder eine
Verédnderung der Aminosiduresequenz von GelMP mittels Proteinengineering, wodurch

das Protein gegen den intrazelluldren proteolytischen Abbau geschiitzt werden kénnte.

Tabelle 5: N-terminale Sequenzierung; Analyse der Bande (a) und Bande (b) aus der SDS-PAGE (GelMP-
Produktion) von der 30 L-Kultivierung.

Position in Sequenz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bande a (75 kDa) R/Y Y E F P P G P
Bande b (63 kDa) G F P G P K G A A G
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Fazit Kultivierungsarbeiten

Zusammenfassend konnte der Prozess zur Herstellung von rekombinantem GelMP in
einen 30 L-Mafistab tibertragen werden. Um den Prozess weiterhin robust durchzufiihren,
sollte die Methanolzufuhr fiir die Weiterentwicklung an den Prozessmafistab angepasst
werden. Bei einer 30 L Kultivierung sollte ein gréfierer Schlauchdurchmesser und damit
eine hohere Pumprate fiir die Substratzufuhr gewéhlt werden, sodass eine konstante Sub-
stratzufuhr sichergestellt werden kann. Die Ausbeute des extrazellulir produzierten
GelMP lag bei 3 g/L. Im néchsten Abschnitt wird die Aufreinigung des sekretierten
GelMPs beschrieben.

2.2 Downstream Processing (DSP)

Das GelMP wurde wéhrend der Kultivierung ins Medium sekretiert. Nach Abschluss der
Kultivierung wurde die Zellmasse durch Zentrifugation abgetrennt. Das im Kulturiiber-
stand befindliche sekretierte Protein konnte anschliefend iiber zwei verschiedene Metho-
den aufbereitet werden. Zum einen wurde die Gréfenausschlusschromatographie (SEC)
getestet und zum anderen, fiir groflere Proteinmengen, die Cross-Flow-Filtration. Die
einstufige Aufreinigung des GelMP konnte gewihlt werden, da neben dem Zielprotein
und den zugehérigen Fragmenten nur geringe Mengen an Verunreinigungen im verwen-

deten Minimalmedium vorhanden waren.
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2.2.1 Entsalzung mittels Gré8enausschlusschromatographie

Um das GelMP von allen weiteren Bestandteilen im Kulturiiberstand zu isolieren, wurde
zunéchst mittels SEC umgepuffert. Das Protein wurde von allen Bestandteilen, die klei-
ner als das Protein sind, getrennt und in PBS-Puffer iiberfiihrt. Die Elution des GelMP
wahrend der SEC ist in Abbildung 12A dargestellt. Die Zielfraktion, in der sich das
GelMP befindet, ist im ersten Peak (1) wiederzufinden. Der zweite Peak (2) enthélt
lediglich Kulturriickstdnde und Salze (Abbildung 12B, Nr.3). Dies wird auch durch den
Anstieg der Leitfahigkeit deutlich (Abbildung 12A). Beide Hauptfragmente des GelMPs
wurden in der gleichen Fraktion isoliert. Dies war zu erwarten, da die Auslosung der SEC

zu gering ist, um Proteine mit diesem geringen Unterschied in der Molekularmasse zu

trennen.
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Abbildung 12: Umpufferung des GelMP durch GréBenausschlusschromatographie (HiPrep Desalting Séule).
(A) Chromatogramm der SEC. Es wurde die Konduktivitét (gestrichelte Linie) und die Absorption (durch-
gezogene Linie) betrachtet. (B) SDS-PAGE der SEC. M: Grélenstandard — Precision Plus Protein™ Unstai-
ned Protein Standard; 1: Kulturiiberstand, der auf die SEC Saule aufgetragen wurde. 2: Peak (1) aus der

SEC mit aufgereinigtem GelMP. 3: Peak (2) aus der SEC. Diese Fraktionen weisen keine Proteinbande im

SDS-Gel auf.

Weitere Verfahren zur Trennung der beiden GelMP-Fragmente, beispielsweise durch
fraktionierte Fillungen oder alternative chromatographische Verfahren (HIC; AIEX),
fithrten nicht zum gewiinschten Ergebnis. Beide Proteinfragmente weisen nur einen ge-
ringen Unterschied in der Molekularmasse auf (40,7 kDa zu 34,2 kDa) und haben sehr

identische Eigenschaften, was problematisch fiir ein chromatographisches Trennverfahren
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ist. Da das GelMP-Fragment jedoch die Funktionalitit des Proteins als Gelatine-artiges
Protein nicht beeintréchtigt, wurden beide Proteine gemeinsam aufgereinigt und fiir alle

nachfolgenden Experimente verwendet.
2.2.2 Entsalzung und Aufkonzentrierung mittels Cross-Flow-Filtration

Um gréfiere Volumina des Kulturiiberstandes zu verarbeiten und niedermolekulare Stoffe
vom Protein zu trennen, wurde die Cross-Flow-Ultrafiltration (Sartoflow® Smart, Sarto-
rius Stedim Biotech GmbH) verwendet. Der Kulturtiberstand (1 L) wurde gegen Reinst-
wasser dialysiert und 10-fach aufkonzentriert (Endvolumen: 100 mL). Die verwendete
Filterkassette hatte eine Membranausschlussgrenze von 30 kDa, sodass kleinere Bestand-
teile vom Protein getrennt wurden. Durch nachtragliches Spiilen des Systems konnte
riickstandiges GelMP aus dem System entfernt werden, wobei das Endvolumen wieder

leicht angestiegen ist. Das gewonnene Konzentrat wurde im Anschluss lyophilisiert.
2.3 Produktanalytik

Um weitere Informationen iiber das rekombinante GelMP zu erhalten, wurde das Protein
hinsichtlich verschiedener Eigenschaften analysiert. Ein Anwendungsbereich dieses Pro-
teins sollte die Verwendung als Biomaterial im Bereich Zellkultur oder Tissue Enginee-
ring sein. Durch die Richtlinien im Bereich der Medizinprodukte ist es unabdingbar,
genauere Informationen iiber das Protein vorzuweisen. Daher wurden in diesem Ab-
schnitt neben Stabilitidtstests weitere rheologische Strukturanalysen und Konformations-

untersuchungen durchgefiihrt.
2.3.1 Proteinstabilitat

Schmelzpunktanalyse

Um den Einfluss des pH-Wertes des Puffersystems auf die Proteinstabilitdt zu untersu-
chen, wurde das GelMP mittels nanodifferenzieller Scan-Fluorimetrie (nanoDSC) unter-
sucht. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, das unter Anwesenheit von aromatischen
Aminoséuren die Stabilitét eines Proteins bestimmen kann. Durch eine Temperaturerho-
hung der Probe kommt es zur Strukturverdnderung des GelMP, sodass die aromatischen
Aminoséurereste des Proteins die Position in der Sekundéarstruktur wechseln. Diese Ver-
dnderung kann durch das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitédten (350 nm /330 nm) de-

tektiert werden [93]. Die hochste Schmelztemperatur des GelMPs wurde im PBS-Puffer
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bei pH 7,4 (Tm = 69 °C) beobachtet (Abbildung 13). Die gezeigten Peaks weisen darauf
hin, dass sich das GelMP vollstandig entfaltet hat.
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Abbildung 13: Schmelzpunktanalyse von GelMP in verschiedenen Puffersystemen mit verschiedenen pH-
Werten. Die Analyse erfolgte mittels nanoDSC.

Die beobachtete Schmelztemperatur ist hoher als diejenige, die fiir Triblock-Proteinpoly-
mere mit (PGP)s-Wiederholungen, ahnlicher Molekulargréfie und unter Verwendung der
Differential-Scanning-Kalorimetrie (DSC) nachgewiesen wurde (Tm = 42 °C) [31]. Beim
Vergleich der Werte muss jedoch beachtet werden, dass es nicht immer moglich ist, die
Ubergangstemperaturen zwischen DSC und Differential Scanning Fluorimetry (DSF) di-
rekt zu vergleichen. Hier sind zusétzliche Faktoren wie die thermische Scanrate zu be-

riicksichtigen [94].
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Lagerungsstabilitat

Das GelMP sollte fiir die weitere Verwendung in einem stabilen Zustand vorliegen. Dem-
zufolge ist es wichtig zu priifen, bei welcher Temperatur das Protein stabil in Losung
vorliegt und unter welchen Bedingungen es gelagert werden sollte. Diese Erkenntnis ist
gerade im Zusammenhang mit der Anwendung im biomedizinischen Bereich wichtig, da
das Protein als Geriist- und Beschichtungsprotein genutzt werden soll. Dazu wurde eine
10 %-ige GelMP-Losung sterilfiltriert und die Stabilitdt bei 21°C und bei 4°C iiber meh-
rere Tage untersucht. In Abbildung 14 ist ein deutlicher Stabilitdtsunterschied des

GelMPs zwischen den beiden genannten Temperaturen zu erkennen.
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Abbildung 14: Stabilitat GelMP (10 %) in PBS-Puffer; (A) Lagerung der 10 %igen GelMP-Lésung iiber
finf Tage (1-5) bei 4°C; (B) Lagerung der 10 %igen GelMP-Losung tiber fiinf Tage (1-5) bei 21°C (RT).

Abbildung 14A zeigt, dass das GelMP bei 4°C iiber fiinf Tage stabil bleibt, wihrend bei
Raumtemperatur (Abbildung 14B) ab Tag drei ein deutlicher Verlust des Proteins im
SDS-Gel zu erkennen ist. Demnach sollte das GelMP fiir weitere Anwendungen im Kiihl-

schrank gelagert werden, um den Abbau des Proteins zu verhindern.
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Pufferscreening

Die Stabilitat des Proteins ist ebenfalls vom Puffersystem abhéngig. GelMP besitzt einen
theoretischen pl-Wert von 5,81. Fiir die Anwendung in der Zellkultur sollte das Puffer-
system im physiologischen Bereich liegen (pH 7,4), sodass die Zellen keinem zusétzlichen
Stress ausgesetzt werden. Um die Stabilitdt des GelMP bei verschiedenen pH-Werten zu
testen, wurde es in verschiedenen Puffersystemen gelost und die Aggregatbildung in der
Losung durch Absorptionsmessung bei 340 nm untersucht (Abbildung 15). Die Zugabe
von NaCl und Tween 20 hatte keine Auswirkung auf die Loslichkeit des Proteins bis pH-
Wert 7,5. Ab einem pH-Wert von 7,5 konnte ein leichter Anstieg der Aggregatbildung
gezeigt werden und demzufolge eine schlechtere Loslichkeit des GelMPs nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Schmelzpunktanalyse, sodass das GelMP in PBS-

Puffer gelost werden kann und stabil in Losung bleibt.
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Abbildung 15: Loslichkeit des GelMP (500 ng/mL) in verschiedenen Puffersystemen. pH 5 und 5,5: Acetat
Puffer; pH 6 und 6,5: MES Puffer; pH 7: MOPS Puffer; pH 7,5: PBS Puffer; pH 8 und 8,5: Tris-HCI Puffer
— jeweils 50 mM.

2.3.2 Strukturcharakterisierung

Um weitere Eigenschaften des rekombinant hergestellten GelMP zu charakterisieren,
wurden rheologische Untersuchungen und CD-Spektrometrie Analysen durchgefiithrt. Im
nachfolgenden Abschnitt konnten Aussagen iiber die Geliereigenschaften, die Stabilitét

und die Faltung des Proteins getroffen werden.
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Rheologie

Fiir weitere Anwendungen im medizinischen Bereich, sollte das GelMP die Eigenschaft
besitzen, eine gelartige Struktur auszubilden. Die Gelbildung (Viskoelastizitét) ist von
der Wechselwirkung zwischen Netzwerk und umgebener Fliissigkeit abhéngig. Ein Gel
ist durch die Eigenschaft charakterisiert, dass das Netzwerk seine duflere Gestalt beibe-
hélt und elastische Eigenschaften besitzt. Der Vorgang einer kontinuierlichen Phasenum-
wandlung dieser Losungen (Sol) zu einem viskoelastischen Festkorper (Gel) wird als Ge-
lierung bezeichnet. Die Ausbildung der gelartigen Struktur von GelMP soll durch Wech-
selwirkung der einzelnen hydrophilen Polymerketten erreicht werden. Mithilfe der Rheo-
logie kénnen beispielsweise Hydrogele hinsichtlich ihrer viskoelastischen Eigenschaften
gepriift werden. Dazu wird die Probe einer sinusférmigen oszillierenden Scherbeanspru-
chung unterworfen. Diese wird durch das Speichermodul G* und das Verlustmodul G*
wiedergegeben. Wihrend das Speichermodul fiir die Energie steht, die in der Deformation
des Materials gespeichert wird, ist das Verlustmodul die Energie, die wahrend der Defor-
mation verloren geht. Die Energie wird fiir die strukturelle Anderung der Probe oder als
Wiérme in die Umgebung freigegeben [95]. Fiir die Untersuchung der Geliereigenschaft
wurde das GelMP (10 %-ig) bei 15°C iiber 20 h mittels Rheometer gemessen (Abbildung
16).
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Abbildung 16: Rheologische Messung von GelMP bei 15°C iiber 20 h. Das GelMP ist in PBS-Pulffer in einer
10%-igen Losung angesetzt.
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Fiir diese Messung wurde eine 10 %-ige Losung des Proteins angesetzt. Die Abbildung 16
zeigt, dass das Speichermodul deutlich iiber dem Verlustmodul liegt und demnach eine
leichte Gelbildung nachgewiesen werden kann. Das rekombinante GelMP verhélt sich
dhnlich wie ein Gelatinemimetikum, indem es bei langerer Inkubationszeit bei Tempera-
turen unter 37°C ein schwaches Gel ausbildet. Es konnte ein maximaler Wert von etwa

9 Pa nach 20 h erreicht werden.

CD-Spektrometrie

Zur Untersuchung der Sekundérstruktur des Proteins wurden circular dichroism (CD)-
Spektren fiir GelMP, humanes Kollagen I, hitzedenaturiertes Kollagen und Gelatine auf-
genommen (Abbildung 17). Lediglich humanes Kollagen I (gestrichelte Linie) zeigte bei
A = 225 nm eine positive Elliptizitdt und bei einem Minimum unter 200 nm eine positive
Elliptizitat, was auf das Vorhandensein einer Tripelhelix-Konformation hinweist [96].
Beim GelMP konnte dieses charakteristische Spektrum bei keiner gepriiften Temperatur

(Abbildung 17) nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: (A) CD-Spektrum von humanem Kollagen I, vom denaturierten Kollagen und vom rekombi-
nanten GelMP. (B) CD-Spektrum vom rekombinanten GelMP (10-60°C), von Gelatine A und vom humanen
Kollagen I. Es wurde ein UV-Spektrum (190-240 nm) aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug

1 mg/mL.

Die PGP-Wiederholungen und der nicht-hydroxylierte Kollagenmittelblock des GelMP
fiihren zu einer zufilligen random-coil Konformation des Proteins. Ahnliche Ergebnisse
wurden von Werten et al. erzielt, die ein Triblock-Design-Protein auf Basis von PGP-
Wiederholungen und einem zufélligen Mittelblock konstruierten, der auch keine positive

Elliptizitat im Bereich A = 215 — 240 nm zeigte [31]. Kollagen-artige Proteine auf Basis
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von PGP-Wiederholungen kénnen bei niedrigen Temperaturen und verldngerten Inkuba-
tionszeiten Tripelhelices bilden. Diese Neigung wird stark erhoht, wenn stabilisierende
Eigenschaften wie eine Faltdoméne [97] oder ein mimetischer Cystinknoten [98] in das
Proteindesign eingebracht werden. Da das GelMP keine dieser stabilisierenden Eigen-

schaften besitzt, verbleibt das Protein in einer random-coil-Struktur.
2.4 Anwendung als Biomaterial

Um das Potential des rekombinanten GelMPs als Alternative zu tierischer Gelatine in
der Zellkultur zu untersuchen, wurde im nachfolgenden Abschnitt die Biokompatibilitat
des Proteins getestet. Aulerdem wurde untersucht, ob eine GelMP-Beschichtung sich
positiv auf das Adhésionsverhalten und das Zellwachstum der AD-MSCs in der Zellkultur
auswirkt und somit der kommerziell erhéltlichen Gelatine dhnelt. Uber kommerzielle Ge-
latine ist bekannt, dass Stammzellen mit den entsprechenden Integrinen auf dieser Be-

schichtung anhaften.
2.4.1 Biokompatibilitat

Um GelMP in der Zellkultur einsetzen zu kénnen, war es wichtig, die Biokompatibilitat
zu untersuchen. Die hAD-MSCs wurden mit GelMP, Gelatine und Rinderserumalbumin
(BSA) als Zusatz im Medium in einem IncuCyte® Live-Cell Analysesystem kultiviert. Es
wurden alle zwei Stunden mikroskopische Bilder aufgezeichnet. Die kinetische Uberwa-
chung der Zytotoxizitdt und Apoptose der Zellen erfolgte in Anwesenheit des Caspase
3/7 Apoptosis Assay Reagenzes (Sartorius, Gottingen). Nach einer Inkubationszeit von
60 h zeigten die Aufnahmen und die quantitative Analyse der Apoptose (Anzahl der
griinen Objekte/Bild) (Abbildung 18), dass die mit GelMP-, Gelatine- und BSA-behan-
delten Zellen alle dhnliche Entwicklungen der Zellkonfluenz zeigen (Abbildung 18A) und
nicht toxisch gegeniiber hAD-MSCs sind (Abbildung 18B). Das rekombinante GelMP
fungiert als ein typisches natiirliches extrazelluldres Matrix-Protein (ECM) und ist fiir

Zellen ungiftig.
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Abbildung 18: (A) Zeitliche Zellkonfluenz-Untersuchung mit einer hAD-MSC-Zelllinie. Das Medium wurde
mit verschiedenen Zusitzen (GelMP, BSA, Gelatine A und ohne Zusatz) behandelt. (B) Die Anzahl der
durch Caspase-3/7 geférbten Zellen wurde {iber die Zeit aufgenommen und als Fluoreszenzobjekt aufgetra-

gen; n=3 Wells pro Datenpunkt gezeigt; X= Kontrolle, ohne Zusatz.
2.4.2 Zelladhisionsassay

Nachdem die Biokompatibilitidt von GelMP bestétigt war, sollte gepriift werden, wie sich
eine GelMP-Beschichtung auf das Adhésionsverhalten von hAD-MSC auswirkt. Die Ad-
hésion der Zellen an der extrazelluldren Matrix oder an anderen Zellen ist fiir das Wachs-
tum, die Kommunikation und das Uberleben von Séugerzellen unerliisslich [99]. Zunichst
wurde das GelMP in Losung gebracht (2 g/L, PBS-Puffer, pH 7,4) und in die zu be-
schichteten Wells gegeben. Als Positivkontrolle wurde eine Gelatine-A-Losung (2 g/L,
PBS Puffer, pH 7,4) in weitere Wells gegeben. Bei der Negativkontrolle handelte es sich
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um eine BSA-Losung und weitere Wells blieben als weitere Negativkontrolle unbeschich-

tet.

Beschichtung mit Proteinlésung m Ausséen der Zellen Incucyte Analyse

og 10x
O 00
0y

Q20
o Protein in PBS gelost, pH 7.4 e Proteinlosung absaugen, e Jede Stunde: 4 Bilder/well
¢ 48 well Mikrotiterplatte 1x PBS waschen e 10x-Vergrofierung
e ii/N inkubieren, 4°C e MSCs (15.000 Zellen/well) ¢ Konfluenz-Analyse
in Medium auf o Fluoreszenz-Analyse
Beschichtung geben

Abbildung 19: Ablauf des Zelladhésionsassays mittels IncuCyte-Mikroskop. (1) Die Proteinlésungen
(GelMP, BSA, Gelatine A) werden in eine Well-Platte gegeben und 12 h bei 4°C inkubiert. (2) Die Protein-
l6sung wird abgesaugt und hAD-MSCs werden mit Medium auf die verschiedenen Beschichtungen ausplat-
tiert und tiber 60 h bei 37°C, 5 % C02 mit einem IncuCyte-Mikroskop iiberwacht. (3) Jede Stunde werden
pro Well 4 Bilder aufgenommen (10x Vergroferung). Von den aufgenommenen Bildern werden mittels

IncuCyte-Software Konfluenz- und Fluoreszenz-Analysen durchgefiihrt.

Uber BSA ist bekannt, dass das Protein keine Integrin-Bindestellen besitzt, sodass Zellen
auf dieser Oberflache nicht adhérieren kénnen. Nach 12 h bei 4°C wurden die Proteinlé-
sungen aus den Wells entfernt und anschliefend die hAD-MSCs auf die verschiedenen
Oberflachen ausgesét. Fiir den Adhésionsassay wurde die Bindung und Proliferation der
hAD-MSCs auf den verschiedenen Zellkulturbeschichtungen in Echtzeit mit dem
IncuCyte®-Mikroskop iiberwacht. Wie in Abbildung 21 dargestellt, ist eine erhohte Zell-
proliferation auf der GeIMP- und Gelatine A-Oberflache zusehen, wihrend das Zellwachs-
tum auf der BSA-Oberflédche und der unbeschichteten Kunststoffoberflache eingeschrénkt
ist. Am Ende der 20 h Kultivierungszeit zeigten die hAD-MSC auf den GelMP- oder
Gelatine- beschichteten Wells eine fast doppelt so hohe Konfluenz wie die hAD-MSCs,
die auf unbeschichteten Oberfléchen wachsen. Auf Gelatine- und GelMP-Beschichtungen
zeigen die Zellen eine Standardwachstumskurve mit bis zu 100 % Zellkonfluenz nach 60
h, wahrend die Zellen, die auf den unbeschichteten und BSA-beschichteten Oberfldchen
wachsen, eine Zellkonfluenz von 45 % erreichen (Abbildung 21A). Die hAD-MSCs, die
auf BSA und unbeschichteten Oberflachen wachsen, konnten nicht effizient an der Ober-

flache haften und neigten zur Agglomeratbildung (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: (A) Echtzeit Konfluenz Untersuchung mit einer hAD-MSC Zelllinie. Zellproliferation auf
vier verschiedene Oberflachenbeschichtungen (GelMP, Gelatine A, BSA und X=unbeschichtet). Die Zell-
proliferation wurde 60 h durch das IncuCyte System in einem Inkubator (5 %CO2, und 37°C) beobachtet.
(B) Agglomeratbildung der hAD-MSCs auf den verschiedenen Oberflachenbeschichtungen.

Dariiber hinaus zeigten die hAD-MSCs, die auf GelMP und Gelatine A adhérierten, eine

ahnliche langliche und spindelférmige Morphologie (Abbildung 20).

Gelatine A

BSA

t=20h

Gelatine A

Abbildung 20: Zellmorphologische Untersuchung auf GelMP, BSA, Gelatine A und unbeschichteter Ober-
flache nach 0, 20, 48 und 60 h Kultivierungsdauer. Scale bar 500 pm. Die Videos zum Zellwachstum und

Adhésionsprozess kénnen tiber die beigefiigten QR Codes aufgerufen werden.

39



Experimentelle Arbeiten — Biopolymer GelMP

Die Experimente zur Biofunktionalitidt konnten zeigen, dass das rekombinante GelMP
ungiftig und biokompatibel ist und die Performance nicht von den tierischen Materialien

wie Gelatine zu unterscheiden ist.
2.5 Fazit — Biopolymer GelMP

Das GelMP konnte im grofien Mafistab (30 L) produziert, aufgereinigt und charakteri-
siert werden. Durch die 30 L Fed-Batch-Kultivierung konnten ~3 g/L GelMP produziert
werden, sodass die Produktanalytik und die weiteren Anwendungen als Biomaterial aus
einer Charge durchgefiihrt wurden. Das extrazellulir produzierte Protein konnte durch
die Verwendung der Cross-Flow Filtration (Sartocon Hydrosart®, Sartorius) von uner-
wiinschten Medienbestandteilen und Nebenprodukten getrennt und anschlieflend lyophi-
lisiert werden. Die N-terminale Sequenzierung hat gezeigt, dass neben dem 75 kDa grofien
GelMP ein kleineres Fragment des Proteins hergestellt wird, dies aber keine negative
Auswirkung in der Anwendung als Biomaterial hat. Bei GelMP handelt es sich um ein
Protein, das ein leichtes Gel bildet, das stabil im Puffer bis zu ~69°C ist und eine Sekun-
dérstruktur dhnlich wie kommerziell erwerbliche Gelatine aufweist. Die PGP-Wiederho-
lungen und der nicht-hydroxylierte Kollagenmittelblock fithren zu einer zufélligen ran-
dom-coil Konformation des Proteins. Die Modifizierung des GelMP koénnte der néchste

Schritt sein, um das Produkt als Biotinte im 3D-Bioprint testen zu konnen.

Klonierung und Kultivierung in
Transformation des Komatagaella phaffii
gelmp Gens in & Produktion von GelMP Dewnstream Processin
Komatagaella phaffii im Technikumsmaf3stab /
o 4 4
Modifizierung von GelMP Anwendune fiir die
fiir die Anwendung als g Produktanalytik
. Zellkultur
Biolnk
\_ -

Abbildung 22: Prozess zur Herstellung von GelMP und die mogliche weitere Modifizierung und An-

wendung als Bioink.
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3 Experimentelle Arbeiten — Biopolymer FGG

Als Alternative zu humanem Fibrinogen wurde ein Prozessablauf zur Herstellung, Auf-
reinigung und Charakterisierung der rekombinanten Fibrinogen-Gamma-Kette (FGG)

entwickelt.

Das FGG besteht aus einer Gensequenz, die der Sequenz von Codon 94 bis Codon 412
des Gens der humanen Fibrinogen-y-Kette entspricht. Dieser Abschnitt codiert den C-
terminalen Bereich der Kette, an dem die wichtigen Bindestellen zur Steuerung der
Wundheilung liegen. Am N-Terminus des Konstruktes befindet sich ein Histidin-Tag, der
aus 10 Histidin-Resten besteht und fiir die Aufreinigung des produzierten Proteins ver-

wendet wird.

In einer vorhergegangenen Arbeit wurde das FGG bereits designt und heterolog in E. coli
Tuner™ (DE3) produziert [100]. Dieser Stamm ist eine Mutante des Stamms BL21 (DE3)
[101]. Durch die Deletion des Lactosepermeasegens lacZY wird eine konzentrationsab-
hiangige Steuerung der Induktion moglich [102]. Das tiber ein Expresssionsvektor pET-
16b eingebrachte fgg Gen steht unter der Kontrolle des T7-Promotors, der hohe Produk-
tionsraten ermoglicht [103]. Die T7-Polymerase steht unter der Kontrolle des lacZ-Pro-
motors und wird iiber IPTG-Zugabe induziert. Die Produktion erfolgt intrazelluldr unter
Bildung von Inclusion Bodies (IBs) und wurde bereits in einer vorherigen Arbeit in einer
2 L-Batch-Kultivierung durchgefiihrt. Die Ausbeute von FGG wihrend des Prozesses
betrug 251,48 mg/L unter Verwendung von 30 g/L Substratlosung (Glucose). Nach der
Aufreinigung des FGGs mittels Affinitatschromatographie (IMAC) konnte lediglich eine
Reinheit von 55 % erreicht werden. Des Weiteren wurde mittels on-column-Refolding
eine Methode getestet, um FGG wihrend der Affinitdtschromatographie in seine native
Form zuriickzufiihren. Problematisch war dabei, dass das FGG wihrenddessen auf der

Saule ausfiel. Aulerdem konnte die Riickfaltung des Proteins nicht nachgewiesen werden.

Die bereits durchgefithrten Klonierungs- und Kultivierungsarbeiten wurden berticksich-
tigt, um in dieser Arbeit die Ausbeute von FGG wéihrend des Kultivierungsprozesses zu
steigern. Auflerdem sollte Ziel dieser Arbeit sein, die Reinheit des FGGs durch Einfiih-
rung mehrere Aufreinigungsschritte zu erhéhen und das Protein hinsichtlich der Stabili-

tat und funktioneller Eigenschaften zu charakterisieren.
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Dazu wurde der Produktionsprozess von einem 2L-Batch-Kultivierungsmafistab auf einen
10L-Kultivierungsmafistab {ibertragen. Neben der bereits eingefiihrten Affinitdtschroma-
tographie wurde ein weiterer chromatographischer Schritt eingefiihrt, um die Reinheit
des FGGs zu erhohen. Nach der Zwei-Schritt-Chromatographie und einer nachfolgenden
Umpufferung in einen physiologischen Puffer sollte das FGG charakterisiert werden sowie
erste Anwendungen als Biomaterial getestet werden. Dabei wurde die Biokompatibilitat
des FGG als Supplement in Zellkultursystemen gepriift und das FGG als Oberflachen-
beschichtung fiir adhédrent wachsende Stammzellen getestet. In Abbildung 23 ist der Ge-
samtprozess zur Herstellung und Aufreinigung von FGG dargestellt. Die einzelnen

Schritte des Prozesses werden in den nachfolgenden Kapiteln genauer beschrieben.
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Abbildung 23: Gesamtprozess der FGG-Herstellung und Anwendung in der Zellkultur.
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3.1 Kultivierung und Proteinproduktion von FGG in Escherichia coli

Neben der Klonierung und Transformation von FGG in E. coli, konnten in vorherigen
Arbeiten Kultivierungsparameter im 2 L-Mafistab optimiert werden (Abbildung 24). Die
hier aufgefiihrten Parameter wurden fiir die weitere Ubertragung in einen gréBeren Her-

stellungsmaBstab beriicksichtigt.

Prozesseinstellungen
E.coli-Stamm E.coli-Tuner
fl: :| Medium DNB
Nahrstoffquelle Glucose
Temperatur 30°C
pH 6,5
IPTG 0,5 mM
=

Abbildung 24: Optimierte Parameter einer 2L-Batch-Kultivierung aus vorhergehenden Arbeiten
[100]. Weitere Details befinden sich im Anhang.

Um grofiere Mengen fiir die Charakterisierung und Analysen des FGG zu erhalten, wurde

der Kultivierungsprozess in dieser Arbeit auf einen 10 L-Mafistab iibertragen.

Kultivierung im 10 L-Bioreaktor

Fiir die Kultivierung im 10 L. Mafistab wurde gepriift, ob die Prozesseinstellungen aus
der 2 L-Kultivierung (Abbildung 24) tibertragen werden kénnen. Alle nachfolgenden Kul-
tivierungen wurden im gleichen Reaktorsystem durchgefithrt (Biostat® C, Sartorius

Stedim Biotech GmbH).
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Batch-Prozess

Zunachst wurde fiir die Produktion von FGG eine Batch-Kultivierung im 10 I. Maflstab
durchgefithrt. Mit einer Startkonzentration von 10 g/L Substratlosung (Glucose) wurde
der Prozess mit einer ODgg von 0,1 gestartet. In der nachfolgenden Abbildung 25 werden

sowohl die Online- als auch die Offline-Daten der Kultivierung gezeigt.
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Abbildung 25: Online- und Offline Daten einer 10 L Batch Kultivierung im Edelstahlreaktor. Die Substrat-
anfangskonzentration (Glucose) betragt 10 g/L. pH-Wert: 6,5. Der Gelostsauerstoff (DO) nahm mit zuneh-
mender Biomassenkonzentration (gezeigt ODeo) ab. Durch die Stoffwechselaktivitit veranderte sich die
CO2-Konzentration im Abgas. Die Glucose-Konzentration ist tiber den gesamten Kultivierungsverlauf ge-
sunken. Die Induktion mittels IPTG erfolgte nach 5 Stunden Kultivierungsdauer.

Es wurde eine konstante Riithrerdrehzahl (600 rpm) gewéhlt und die Begasungsrate lag
iiber den gesamten Prozess bei 10 L/min (1vvm). In den ersten vier Stunden erfolgte die
Adaption der Organsimen an die Kultivierungsumgebung (lag-Phase). Im Anschluss ging
die Kultur in ein exponentielles Wachstum iiber. Die Induktion mittels IPTG (0,5 mM)
erfolgte nach 5 h Kultivierung bei einer ODgy von 2,5. Nach Verbrauch des Substrates
(Glucose) wurde der Prozess nach 10 h abgebrochen und die Zellsuspension geerntet. Es
wurde eine Biotrockenmasse (BTM) von 3,6 g/L erreicht. Die Ausbeutekoeffizienten be-
stitigen, dass der Prozess von einem 2 L- auf einen 10 L. Mafistab iibertragen werden

konnte (Tabelle 6). Der Ausbeutekoeffizient Biomasse/Substrat (Yx/S) lag bei der
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Batch-Kultivierung im 10 L-MaBstab bei 0,33 g BTM/g Glucose und lag somit im Be-
reich der 2 L Kultivierung aus [100]. Um das Wachstum zu verlangsamen und Stoff-
strome verstarkt in die heterologe Proteinproduktion zu lenken, wurde neben dem Batch-

Prozess ein Fed-Batch-Prozess durchgefiihrt.

Tabelle 6: Vergleich der Kultivierungsergebnisse der 10 L-Batch-Kultivierung mit der 2 L-Batch-Kultivie-

rung aus [100].

Batch Kultivierungen 10 L 2 L aus [100]
Wachstumsrate 0,39 h! 0,48 h!
Ausbeutekoeffizient Yx;s 0,33 g/g 0,285 g/g
Ausbeutekoeffizient Yrs 0,01 g/g 0,011 g/g
Ausbeutekoeffizient Ypx 0,032 g/g 0,038 g/g
Proteinkonzentration 110 mg/mL 108 mg/mL
Glucose 10 g/L 10 g/L
BTM 34 ¢g/L 2,85 g/L
OD 9,5 8,34
Produktionsphase 4h 4h
Kultivierungsdauer 10 h 9h

Fed-Batch-Prozess

Nach der Produktion des FGG mittels Batch-Kultivierung sollten fiir weitere Anwen-
dungen hohere Produktausbeuten generiert werden. Wahrend bei der Batch-Kultivierung
die Medienbestandteile im Bioreaktor vorgelegt werden, kénnen bei Fed-Batch-Prozessen
Substrate (Glucose) kontinuierlich zugefiihrt werden, um héhere Endkonzentrationen an
Biomasse zu erreichen und somit mehr IBs zu produzieren. Durch die Niedrighaltung der
Substratkonzentration kann eine Substratinhibierung der Wachstumsrate verhindert

werden [104].
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Der Prozess startet mit einer Batch-Phase. Dazu wurde eine Glucosestartkonzentration
(10 g/L) festgelegt und bis zum Verbrauch der Glucose im Batch-Betrieb kultiviert (Ab-
bildung 26). Nach etwa 8 h wurde in den Fed-Batch-Betrieb gewechselt. Zu diesem Zeit-
punkt kam es zu einem kurzzeitigen Anstieg der Gelostsauerstoffkonzentration, ein An-

zeichen fiir die vollstdndige Verstoffwechslung der Glucose.
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Abbildung 26: Online- und Offline Daten einer E. coli Fed-Batch-Kultivierung fiir die Produktion von FGG.
Nach 13,5 h Kultivierungsdauer wurde mit IPTG induziert. Nach weiteren 4 h wurde der Prozess beendet
und die Zellen geerntet. Der Gelostsauerstoff (DO) nahm mit zunehmender Biomasse ab. Durch die Stoff-

wechselaktivitdt der Bakterien veranderte sich die O2- und CO2-Konzentration im Abgas.

Die Zugabe der Feed-Losung (650 g/L Glucose-Losung) erfolgte iiber eine konstante
Feed-Rate von 1,2 mL/min. Nach ~13 h wurde mit IPTG induziert, sodass fiir ~4 h FGG
produziert werden konnte. Der Gelostsauerstoffgehalt wurde {iber die Riithrerdrehzahl
gesteuert. Nach 18 h wurde die Kultivierung abgebrochen, da die maximale Riithrerdreh-
zahl (1000 rpm) erreicht wurde und der Gelostsauerstoffgehalt durch einen zu hohen
Sauerstoffverbrauch nicht mehr konstant gehalten werden konnte. Durch das lineare Zell-
wachstum der Bakterien und das kontinuierliche Zufithren der Glucose-Feed-Losung in
der Fed-Batch Phase, wurde 10-fach so viel Biomasse (37,1 g/L) gebildet als im Batch-
Betrieb. Der Ausbeutekoeffizient Biomasse/Substrat lag bei 0,86. In Abbildung 27 ist die
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SDS-PAGE zur Bildung der IBs wéhrend der Induktion mittels IPTG gezeigt. Bei
ca. b0 kDa ist eine eindeutige Proteinbande zu erkennen, die auf das produzierte FGG

schlieBt. Die FGG-Konzentration wurde densitometrisch bestimmt und lag bei 1,3 g/L.

Induktionszeit [h]
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Abbildung 27: SDS-Gel der 10 L Fed-Batch-Kultivierung. Proteinproduktion nach 4 h Induktion mit IPTG.
Bei ca. 55 kDa ist eine eindeutige Proteinbande zu erkennen. Das FGG befindet sich in der unléslichen
Fraktion und liegt als IB vor.

Insgesamt konnte mit dem gezeigten Fed-Batch-Prozess eine hohere FGG-Konzentration
als im Batch-Prozess erreicht werden. Des Weiteren werden durch die Produktion mittels
Fed-Batch Kosten gesenkt, da pro Kultivierung deutlich héhere Biomasseausbeuten er-
reicht werden kénnen. Die Feeding-Strategie kdnnte optimiert werden, um den Schwan-
kungen hinsichtlich Glucosekonzentration und Gelostsauerstoff im Prozess besser entge-
genzuwirken. Die Steuerung konnte iiber das Programm ORK (Online Runge-Kutta)
Feeder 1000 (Institut fiir Technische Chemie, Leibniz Universitdt Hannover) erfolgen.
Das entwickelte Programm basiert auf dem Monod-Modell und die Differentialgleichun-
gen wurden durch das Programm numerisch unter Nutzung des Runge-Kutta-Verfahrens
der vierten Ordnung geldst [105]. Dazu kénnte ein Online-Sensor in Bezug auf die Glu-
cosekonzentration integriert werden oder die Feed-Rate an den Geléstsauerstoff gekop-

pelt werden.
3.1.1 Fagzit Kultivierungsarbeiten

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass das FGG im 10 L-Batch- und Fed-Batch als IBs
hergestellt werden konnte. Durch die Fed-Batch-Kultivierung wurde ausreichend FGG
produziert, um die weiteren Aufreinigungs- und Charakterisierungsschritte aus einem
Batch durchfithren zu konnen. In Tabelle 7 werden die Batch- und die Fed-Batch-Kulti-

vierung nochmals gegeniibergestellt.
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Tabelle 7: Daten und Ergebnisse der rekombinanten E. coli Batch- und Fed-Batch-Kultivierung zur Pro-
duktion von FGG im Vergleich.

10 L Kultivierung Batch Fed-Batch
Biotrockenmasse 34¢/L 37,1 g/L
Wachstumsrate 0,39 h-1 0,57 ht
Ausbeutekoeffizient Yx/s 0,33 0,86
Ausbeutekoeffizient Yps 25,1 mg/g 112 mg/g
Ausbeutekoeffizient Ypx 74,4 mg/g 129 mg/g
Proteinkonzentration 0,11¢g/L  1,3g/L
ODgo 28,5 109
Produktionsphase 4h 4h
Kultivierungsdauer 14 18

Menge der Feed-Lsg. - 670 mL
Glucose-Konzentration 10 g/L 56 g/L

Es konnte gezeigt werden, dass mittels Fed-Batch-Kultivierung eine wesentlich héhere
Biotrockenmasse (37,1 g/L) produziert wurde. AuBerdem ist die FGG-Konzentration im
Fed-Batch Prozess héher, sodass innerhalb von 18 h Kultivierungsdauer 10-fach mehr

FGG produziert werden kann.
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3.2 Downstream Processing

In einer vorhergegangenen Arbeit wurden bereits erste Untersuchungen zur Aufreinigung
von FGG durchgefiithrt. Da das FGG intrazelluldr in IBs produziert wird, wurden zu-
néchst die E. coli-Zellen aufgeschlossen und die IBs solubilisiert. Als Detergenz wurde
Harnstoff (3 M) eingesetzt und die Solubilisierung wurde iiber die freeze-thaw-Methode
durchgefiihrt. Da sich am FGG ein His-Tag befindet, konnte das Protein anschliefend
iiber eine Affinitdtschromatographie (IMAC, Nickel-Tonen, HisTrap 1 mL) aufgereinigt
werden. Zudem wurde ein Renaturierungsansatz durch On-column-Refolding getestet.
Dabei wurde das FGG wiahrend der IMAC ohne denaturierendes Agens in eine stabile
losliche Form tiberfiihrt. Insgesamt konnte eine Reinheit von 51 % des FGG erzielt wer-

den.

Fiir den Einsatz als Biomaterial sollte das Ziel der Aufreinigung sein, eine hohere Reinheit
des FGG zu erzielen und die IBs in groflerem Mafistab aufzureinigen und in eine 16sliche
Form zu iiberfithren. Dementsprechend wurden die bereits erzielten Ergebnisse der vor-

herigen Arbeit beriicksichtigt, um die Aufreinigung weiterzuentwickeln (Abbildung 28).

Downstream Processing
Zellaufschluss,
Solubilisierung

2-Schritt
Chromatographie
( Umpufferung j

. J

Abbildung 28: Ablauf des DSP. Nach dem Zellaufschluss und der Solubilisierung der IBs erfolgt eine Zwei-

Schritt-Chromatographie, bei der zunéchst die IMAC angewandt wurde und im Anschluss eine Gréfenaus-

schlusschromatographie durchgefithrt wurde. Abschlielend erfolgt die Umpufferung der aufgereinigten Probe
zur Entfernung des Harnstoffes und zur Uberfithrung in einen physiologischen Puffer fiir die weitere Anwen-

dung in der Zellkultur.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die gesamte Aufreinigung des FGG die produzierten
IBs des Fed-Batch-Prozesses verwendet. Die E. coli Zellen wurden aufgeschlossen und
die gewonnenen I[Bs solubilisiert. Um die Loslichkeit des FGG zu verbessern wurde die

Harnstoffkonzentration, wihrend der Solubilisierung erhoht (5 M). Um die Reinheit des
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FGG zu erhthen wurde zusétzlich zur Affinitdtschromatographie ein weiterer chromato-
graphischer Aufreinigungsschritt - die Groflenausschlusschromatographie — eingefiihrt.
Dieser Schritt sollte das FGG von kleineren Fragmenten trennen. Das on-column-Refol-
ding aus der vorhergegangenen Arbeit wurde nicht in den Aufreinigungsprozess inte-
griert, da das Entfernen des Harnstoffs zu starken Proteinverlusten fiithrt. Stattdessen
wurden die Puffersysteme, wiahrend der chromatographischen Aufreinigung mit Harnstoff
(5 M) versetzt und erst im Anschluss das Detergenz entfernt. Fiir die Anwendung als
Biomaterial wurden verschiedene Umpufferungsstrategien getestet, um den Harnstoff aus

dem System zu entfernen und das Protein moglichst stabil in Losung zu halten.
3.2.1 Zellernte, Isolierung und Solubilisierung der Inclusion Bodies

Nach der Kultivierung konnte die Zellmasse durch Zentrifugation abgetrennt werden.
Danach erfolgte die Weiterverarbeitung der Zellpellets. Das FGG wird in IBs hergestellt,
sodass die Zellen aufgeschlossen werden mussten und drei Waschschritte mit dem Wasch-

puffer folgten, um weitere Zellreste zu entfernen. Ziel war es, die IBs in einem moglichst

Zellpellet aus E. coli Kultivierung
IBs/FGG intrazellular

\J

7 ) e 2 (7 N
[Zellaufschlussj Waschen [Solublllslerenj

/ \ .

Pro g Zellpellet 1g Pellet 1g Pellet in 20 mL

20 mL Lyseuffer in 4 mL Waschpuffer Solubilisierungspuffer
\ 20 minrihren, 4°C ) resuspendieren, resuspendieren

mit UltraTurrax mit UltraTurrax
. homogenisieren homogenisieren
Zentrifugieren
30 min, 15.000 xg, 4°C
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o\ 30min, 10.000xg, 4°C Freeze and thaw
1g Pellet in
20 mL Lysepuffer
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1h, 15.000 xg, 4°C
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Abbildung 29: Ablauf von Zellaufschluss und Solubilisierung der IBs nach der Kultivierung mit E. coli.

Die Zellen werden aufgeschlossen und die enthaltenen IBs gereinigt und solubilisiert.
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reinen Zustand vorzufinden, um die Weiterverarbeitung des Proteins zu erleichtern. In

Abbildung 29 ist das etablierte Protokoll zur Gewinnung der IBs dargestellt.

Nach Zellaufschluss folgten drei Wasch- und Zentrifugationsschritte (Puffer siehe Kapitel
A.4) um die IBs von den Zellresten zu trennen. Im Waschpuffer ist unter anderem Triton
enthalten, das die Zellmembran zerstort und EDTA zur Auflésung der Lipopolysaccha-
ride aus der Zellmembran [106]. Die Effizienz der einzelnen Schritte wird durch die SDS-
PAGE in Abbildung 30 deutlich. Durch die Waschschritte konnten intrazellulédre Prote-
ine und Zellbestandteile von den IBs getrennt werden. In der unloslichen Fraktion zeich-
net sich eine deutliche Bande bei ca. 50 kDa ab, welche mit der Grofle des FGGs tiber-

einstimmt. Die aufgereinigten IBs wurden fiir weitere Anwendungen solubilisiert.

Unlosliche Fraktionen Losliche Fraktionen
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Abbildung 30: SDS-PAGE der Zelllyse, der Waschschritte und der Solubilisierung nach der Kultivierung
von FGG mittels E. coli. ZL = Vor Zelllyse; ZA = Nach Zelllyse; W1-3 = Waschschritte 1-3; S = Nach
Solubilisierung; M= Gro68enstandard (Thermofisher Prestained Protein Ladder). 10 pL Proben-, 5 pL Gro-
Benstandard. Die Banden im Bereich des FGG (ca. 50 kDa) wurden hervorgehoben.

Mit 5 M Harnstoff im Solubilisierungspuffer (siche Kapitel A.4) konnten die IBs gelost
werden und das Protein lag ungefaltet vor. Die IBs wurden dazu in dem Solubilisierungs-
puffer homogenisiert und fiir 16 Stunden bei -20°C eingefroren und anschlielend bei 21°C
aufgetaut. Durch diese freeze-thaw-cycle Methode konnte das unlosliche FGG in Losung
gebracht werden. Die Methode ist durch das langsame Einfrieren und Auftauen des Pro-
teins eine schonende Methode und gleichzeitig ist diese Methode im Vergleich zu her-
kémmlichen Denaturierungsmethoden effizienter, da grofiere Mengen Protein solubilisiert
werden [107]. Vor dem Zellaufschluss konnte eine Reinheit des FGG von 35 % mittels
densitometrischer Analyse bestimmt werden. Nach dem Zellaufschluss und mithilfe der

eingefithrten Wasch- und Solubilisierungsschritte konnte die Reinheit des Proteins auf
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56 % gesteigert werden. Die Ausbeuteberechnung ergab sich aus dem Feuchtgewicht der
Zellpellets (VZ) sowie dem Feuchtgewicht der IBs nach dem dritten Waschschritt (W3).
Die Ausbeute an IBs betriagt 33 %. Neben der Ausbeutebestimmung wurde die Protein-
konzentration der solubilisierten IBs mittels Bradford-Test bestimmt. Die Konzentration
lag bei ca. 4 mg/mL. Ein Grofteil der Verunreinigungen konnte entfernt werden, jedoch
sollten im weiteren Verlauf chromatographische Methoden getestet werden, um eine ver-

besserte Reinheit des FGG zu erzielen.

3.2.2 Aufreinigung des rekombinanten FGGs mittels Zwei-Schritt-Chromatogra-
phie

Das FGG wurde solubilisiert und soll nun weiter aufgereinigt werden. Neben dem Ziel-
protein FGG befinden sich noch weitere zelleigene Proteine in der Lésung, die sich durch
die vorher angewendeten Waschschritte nicht entfernen lieflen. Aus diesem Grund folgen
chromatographische Aufreinigungsschritte, die das FGG Protein von diesen Verunreini-
gungen separieren soll. Der erste chromatographische Schritt ist die immobilisierte Me-
tallchelat- Affinitatschromatographie (IMAC). Da sich am FGG ein His10-Affinitatstag
befindet, konnte diese Methode verwendet werden. Im Anschluss daran wurde eine Gro-
Benausschlusschromatographie (SEC) durchgefiihrt, um kleinere Fragmente vom FGG

zu trennen und die Reinheit zu steigern.

Schritt 1: Affinitdtschromatographie

In der vorherigen Arbeit von Sabrina Griinert [100] wurde bereits eine Affinitétschroma-
tographie mit den solubilisierten IBs durchgefiihrt. In ihrer Arbeit wurde ein TBS-Puf-
fersystem und Nickel-Ionen als Metallchelat in der Affinitdtschromatographie getestet.

Es konnte lediglich eine Reinheit von 51 % erreicht werden.
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Um die Reinheit zu erhdhen und die Proteinverluste zu verringern wurden in dieser Ar-

beit die in Abbildung 31 aufgelisteten Parameter untersucht.

— ‘ Puffersystem

— ‘ Harnstoffkonzentration
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|
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Abbildung 31: Prozessparameter, die fiir die Aufreinigung mittels IMAC mit dem Akta-Pure-System un-
tersucht wurden [135].

Fiir die Optimierung des Aufreinigungsprotokolls (siehe [100]) wurden zunéchst das Puf-
fersystem (TBS-, MOPS-, Natriumphosphat-Puffer) und die Wahl der immobilisierten
Metall-Ionen (Nickel-, Cobalt-, Zink-, Kupfer-lonen) wéhrend der Affinitdtschromatogra-
phie variiert. Im weiteren Verlauf wurden die Harnstoff- und Imidazolkonzentration im
Puffersystem und die Umgebungstemperatur getestet und im Anschluss das optimierte

System auf eine groBere Affinitétssdule (5 mL) tibertragen.

Wahl des Puffersystems

Zunéchst wurden verschiedene Puffersysteme fiir die IMAC getestet. Neben dem bisher
verwendeten Tris-HCl-Puffer sind MOPS- und Natriumphosphatpuffer (50 mM, 150 mM
NaCl, pH 8) eingesetzt worden, um die Bindeeffizienz des FGGs an die Sdule zu testen
[108]. Bei der Saule handelt es sich um eine HisTrap™HP-Séule (1 mL, GE). Durch die
densitometrische Analyse und die Beobachtungen aus den Chromatogrammen konnte
gezeigt werden, dass das Tris-HCI- und das Natriumphosphat-Puffer System am besten
geeignet sind, um FGG mittels IMAC aufzureinigen (Abbildung 32A,B). Es ergab sich
mit dem Tris-HCl-Puffersystem eine Reinheit von 63,5 % und mit dem Natriumphos-
phat-Puffersystem eine Reinheit von 57,5 %, wahrend durch das MOPS-Puffersystem
kein FGG eluiert werden konnte. Dies konnte sowohl an der Instabilitdt des Proteins im

Puffer liegen als auch an der Fehlfaltung des Proteins, sodass keine Bindung an die
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Sdulenmatrix moglich ist. Dieser Trend spiegelt sich ebenfalls in der Elutions-Peakflache

im Chromatogramm wider (Abbildung 32A).
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Abbildung 32: Chromatographische Aufreinigung von FGG mittels IMAC. (A) Chromatogramm der
FGG-IMAC-Aufreinigung mit drei verschiedenen Puffersystemen (MOPS-, Natriumphosphat und
Tris-HCl-Puffer). Elution erfolgt isokratisch mit 250 mM Imidazol. (B) Analyse der Elutionsfraktio-
nen durch SDS-PAGE und anschlieflender Coomassie-Farbung.

Mit dem Tris-HCI- und dem Natriumphosphat-Puffersystem kann am meisten Protein
an die Sdule binden und somit durch die Elution mit Imidazol die grofite Menge Protein
gewonnen werden. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde das Tris-HCI-Puffersystem

verwendet.

Tabelle 8: Vergleich der Peakfldchen und der densitometrisch ermittelten Reinheiten bei der Durchfithrung
der IMAC mit verschiedenen Puffersystemen.

Puffersystem Reinheit Peakfliche® [mAU*mL]

Tris-HCI 63,5 % 583,5
Natriumphosphat 57,5 % 319.,5
MOPS / 0

#Nach Abzug der Eigenabsorption des zur Elution verwendeten Imidazols.
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Wahl der immobilisierten Metall-Ionen

Neben dem Puffersystem wurde gepriift, wie sich die unterschiedlichen Metall-Ionen
(Zink, Kupfer, Cobalt und Nickel) auf der Affinitdtssdule auf das Bindeverhalten des
FGGs auswirken. Es ist bekannt, dass die Stérke der Bindung zwischen Protein und den
Metall-Tonen von mehreren Faktoren beeinflusst wird. Unter anderem sind die Struktur
und Eigenschaft des Zielproteins und der vorhandene Affinitdts-Tag entscheidend fiir
eine effiziente Aufreinigung. Auerdem sind der pH-Wert und die Zusammensetzung des
Bindepuffers entscheidend. Nickel-Ionen weisen die stérkste Wechselwirkung zu Histidin-
markierten Proteinen auf, fiir bestimmte Anwendungen kénnen je nach Proteinausbeute

oder Proteinreinheit andere Metall-Ionen besser geeignet sein (Abbildung 33).

C02+
Zn2+
Ni2t w
o
Cuz S
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Proteinreinheit X
(i
Proteinausbeute

—— Affinitat

Abbildung 33: Inverse Assoziation von Affinitat/Kapazitat und Spezifitdt von Metallionen fiir His-

tags. In Anlehnung an [109].

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurden die vier Metall-Tonen (Zink, Kupfer, Co-
balt und Nickel) auf eine HiTrap-Séule (1 mL, GE) immobilisiert und das solubilisierte
FGG im Tris-HCI-Puffersystem auf die jeweiligen Saulen aufgetragen. Die Elutionspeaks
in Abbildung 34A zeigen, dass die immobilisierten Nickel- und Zink-Ionen fiir die Aufrei-
nigung des FGGs am besten geeignet sind. Die densitometrische Analyse der Elutions-
fraktionen unterstiitzt diese Beobachtung (Abbildung 34B). Die Cobalt- und Kupfer-
Ionen konnten im Vergleich deutlich weniger FGG wahrend der chromatographischen

Aufreinigung binden.
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Abbildung 34: (A) Chromatogramm der FGG-Aufreinigung mit vier unterschiedlich immobilisierten Metall-
Ionen (Nickel, Cobalt, Kupfer und Zink-Ionen). Die IMAC-Durchliufe wurden mit der HiTrap™ IMAC HP-
Séule, 1 mL im TBS-Puffersystem durchgefithrt. Probenauftragsvolumen: 1 mL. Flussrate: 1mL/min. Die
Elution erfolgte isokratisch mit 250 mM Imidazol. (B) Analyse der Elutionsfraktionen durch SDS-PAGE und
anschlieBender Coomassie-Farbung. A: Auftrag — aufgetragen sind Proben der solubilisierten IBs.

Die Ausbeute und Reinheit wurden densitometrisch bestimmt (Tabelle 9) und bestatigten

die Beobachtungen. Alle weiteren chromatographischen Untersuchungen wurden mit Ni-

ckel-beladener Saule durchgefiihrt.

Tabelle 9: Analyse der Elutionsfraktionen durch densitometrische Bestimmung der SDS-PAGE. Ausbeute-
und Reinheitsbestimmung der Elutionsfraktionen der Chromatographie mit Nickel-, Zink-, Cobalt- und Kup-
fer- Metallionen.

Metallionen Nickel Zink Cobalt Kupfer
Ausbeute in % 86,2 83,5 64,5 442
Reinheit in % 89,8 86,1 83,8 90,9

Optimierung von Temperatur, Harnstoff- und Imidazolkonzentration

Um die Bedingungen zur Aufreinigung von FGG zu verbessern, wurden der Einfluss der
Temperatur, der Harnstoffkonzentration im Bindepuffer und die Imidazolkonzentration

im Elutionspuffer und die damit resultierende FGG-Ausbeute untersucht (Abbildung 35).
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Zunéchst wurden zwei verschiedene Temperaturen wahrend der Aufreinigung getestet.
Die Veranderung der Umgebungstemperatur von 10°C auf 20°C soll bewirken, dass sich
die Bindung zum S&ulenmaterial verbessert. Dazu wurde eine FGG Probe auf die His-
Trap-Sdule aufgetragen und lediglich die Temperatur des IMAC-Durchlaufes verdndert.
In Abbildung 35A ist anhand des Elutionspeak bei 80 mL Sidulenvolumen deutlich zu
erkennen, dass die IMAC bei 20°C durchgefiihrt werden muss, da bei niedrigeren Tem-

peraturen das FGG nicht an die Séule bindet und somit kein Protein in der Elutions-

fraktion wiederzufinden ist.
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Abbildung 35: Chromatogramme der Affinitatschromatographie von FGG. (A) Chromatographische Auf-
reinigung von FGG mit verschiedenen Umgebungstemperaturen (10°C, 20°C). (B) Chromatographische
Aufreinigung von FGG mit verschiedenen Harnstoffkonzentrationen im Bindepuffer (0 M, 5 M, 8 M). (C)
Chromatographische Aufreinigung von FGG mit einem Imidazolgradienten wihrend der Elution. 100 %
Imidazoll entsprechen 500 mM Imidazol.

Um das Ausfallen des FGG auf der Séule zu verhindern, wurde das gesamte Puffersystem
mit Harnstoff versetzt. In Abbildung 35B sind die Ergebnisse der IMAC dargestellt, bei
der zwei verschiedene Harnstoffkonzentrationen (5 M, 8 M) im Puffersystem getestet
wurden. Ohne Zusatz von Harnstoff bindet kein FGG an die Sdule und dementsprechend
wurde kein Protein bei 20 mL Saulenvolumen eluiert. Mit 5 M und 8 M Harnstoff konnte

das FGG an die Sdule binden. Im Chromatogramm sind daher deutliche Elutionspeaks
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bei 20 mL Sadulenvolumen zu sehen. Fiir die weiteren Aufreinigungsschritte wurde eine
Harnstoffkonzentration von 5 M gewéhlt, da neben dem hohen Verbrauch des Harnstoffs

(8 M) starke Ablagerungen des Harnstoffes im FPLC-System nicht zu verhindern sind.

Zuletzt wurde gepriift, mit welcher Imidazolkonzentration das FGG eluiert und ob durch
eine Vorstufe mit geringerer Imidazolkonzentration Verunreinigungen eluieren. Um dies
zu testen wurde ein Stufengradient verwendet (250 mM, 500 mM). In Abbildung 35C ist
deutlich zu sehen, dass zur vollstandigen Elution lediglich 250 mM ausreichen, um das
FGG isokratisch von der Saule zu verdringen. Verunreinigungen konnten mit der Vor-

stufe nicht entfernt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die IMAC (1 mL, HisTrap) am effizientesten mit
einem Tris-HCl-Puffersystem (50 mM, pH 8, 150 mM NaCl) mit Harnstoff (5 M) als Zu-
satz durchgefithrt werden kann. Die hochste Reinheit und beste Ausbeute wurde mit
einer Nickel-beladenen Saule, 21°C Umgebungstemperatur und einer Imidazolkonzentra-
tion von 250 mM im Elutionspuffer erreicht. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden ge-

nutzt, um das System auf eine 5 mL-Affinitédtsséiule zu iibertragen.

Ubertragung auf eine 5 mL HisTrap™-HP Siule

Die optimierten Bedingungen aus den vorherigen Kapiteln zur Aufreinigung von FGG
mittels Affinitdtschromatographie wurden im weiteren Verlauf auf eine gréfere Saule
(5 mL, HisTrap™-HP) iibertragen. Durch die Ubertragung auf eine grofiere Sauleneinheit
konnen grofiere Mengen FGG aufgereinigt werden, was unter anderem wichtig ist in
Bezug auf die Anwendung als Biomaterial, da in diesem Bereich grofie Mengen des auf-
gereinigten Proteins bendtigt werden. Die Parameter konnten auf die 5 mL Saule {iber-
tragen werden und aus der Analyse des Elutionspeaks mittels SDS-PAGE wird deutlich,
dass das FGG Protein an die Sdulenmatrix gebunden hat und durch die Elution mit

Imidazol von der Saule verdringt wurde (Abbildung 36).
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Abbildung 36: (A) Chromatogramm vom IMAC Lauf mit 5 mL HisTrap™-Séule. Injektionsvolumen
10 mL (3,9 mg/mL), Imidazolkonzentration=250 mM. In Dunkelgrau der Elutionspeak markiert. (B)
Zugehoriges SDS-Gel. A= Auftrag, DB = Durchbruch, 1-5: Elutionsfraktionen (dunkelgrau) M=
Marker (Thermofisher Prestained Protein Ladder); 10 uL Proben- und 5 pL. Markervolumen.

Neben dem FGG sind weitere Proteinfragmente in den Elutionsfraktionen detektiert wor-
den. Fiir die densitometrische Berechnung der Reinheit wurdne daher sowohl die FGG-

Hauptbande als auch die FGG-Fragmente miteinbezogen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Zusammenfassung der densitometrischen Reinheitsbestimmung der Auftrags- und Elutionsfrak-
tion der IMAC mit 5 mL Histrap™-Saule in Bezug auf das FGG Protein.

Reinheit [%] Ausbeute [%)]
FGG FGG+4Fragment FGG
Solubilisiertes FGG (Auftrag) 56,4 % 69,8 % 100 %
Elutionspeak 64,3 % 83,8 % 26,7 %

Deutlich wird, dass bei alleiniger Betrachtung der FGG-Hauptbande, die Reinheit ledig-
lich um 8 % erhoht werden konnte. Auch unter Einbezug der FGG-Fragmente ist die
Reinheit nach der IMAC um lediglich 14 % gestiegen. Demzufolge ist die Aufreinigung
mittels IMAC moglich, die Reinheit des FGGs steigt in diesem Zusammenhang aber nur
minimal. Zur Beurteilung der Ausbeute wurde die Proteinkonzentration vor und nach

der IMAC mittels Bradford-Test ermittelt. Im Anschluss wurde diese mit dem Volumen
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und der Reinheit verrechnet (Tabelle 10). Es ergibt sich eine Proteinausbeute nach der

IMAC von ca. 27 %.

Zusammenfassend hat die Reinheitsanalyse und Ausbeutebestimmung ergeben, dass die
Aufreinigung von FGG mittels Affinitdtschromatographie sowohl mit einer 1 mL- als
auch b mL-Saule durchgefithrt werden konnte. Die erreichte Reinheit des FGG Proteins
(64 %) konnte fiir die Anwendung als klinisches Material problematisch sein, sodass ein
weiterer Aufreinigungsschritt integriert werden sollte. Der Reinheitsunterschied zwischen
gereinigten IBs und dem Protein nach Affinitdtschromatographie ist zu gering. Demnach
ist der Schritt der Affinitdtschromatographie keine wirkliche Verbesserung hinsichtlich
der Produktqualitit. Der hohe Produktverlust deutet darauf hin, dass ein Teil des FGG
keinen His-Affinitatstag besitzt oder der HisTag durch die Proteinfaltung sterisch nicht
zuganglich ist. Die optimierten Prozessparameter aus den vorhergehenden Kapiteln sind
im Anhang B (B.5.3 Metallchelat-Affinitdatschromatographie (HiTrap Column 5 mL))

zusammengefasst.

Schritt 2: Grofienausschlusschromatographie

Um kleinere Fragmente vom FGG zu trennen und damit die Reinheit zu erhéhen, wurde
als weiterer Aufreinigungsschritt die Grofilenausschlusschromatographie (SEC, HiLoad®
Superdex® 75 pg) verwendet. Dabei handelt es sich um poroses Material, das Proteine,
Peptide und andere Biomolekiile, die ein relatives Molekulargewicht von 3000 bis 70000
aufweisen, effizient und schnell auftrennen kann [110]. Fiir die Auftrennung mittels SEC
wurden die Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie (sieche S.58) mit Tris-HCI-
Puffer (50 mM, pH 8, 150 mM NaCl, 5 M Harnstoff) auf die Sdule aufgetragen. In Ab-
bildung 37A ist zu erkennen, dass die Probe in zwei Peaks aufgetrennt wurde. Wéhrend

sich in Peak B die Riickstédnde des Elutionspuffers aus der IMAC befinden (Imidazol),
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ist in Peak A das FGG enthalten. Durch den vergrofierten Ausschnitt (Abbildung 37B)

sind zwei Peaks zu erkennen, die sich iiberlagern (Séulenvolumen 45-60 mL).
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Abbildung 37: (A) GroéBenausschlusschromatographie (SEC, HiLoad® Superdex® 75 pg) mit einem
Auftragsvolumen von 5 mL. Flussrate: 0,8 mL/min. Probenauftrag: Elutionsfraktion der Affinitats-

chromatographie (siehe Seite 58). (B) Vergrofierter Ausschnitt des Chromatogramms (A). 1-8 ent-

sprechen den Fraktionsnummern, die mittels SDS PAGE (C) analysiert wurden. Die Reinheit des

FGG wurde densitometrisch bestimmt.

Die Analyse der einzelnen Fraktionen zeigt, dass kleinere Fragmente bei ca. 35 kDa ab-

getrennt werden konnten. Mit der SEC konnte eine deutliche Steigerung der Reinheit

(91,4 %) des FGG im Vergleich zu der IMAC erzielt werden (Abbildung 37C, Fraktion

1). Zur Beurteilung der Ausbeute wurde die Proteinkonzentration mittels Bradford-Test

ermittelt und im Anschluss mit dem Volumen und der Reinheit verrechnet (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Bestimmung der FGG Ausbeute fiir die SEC Fraktionen 1-3.

Probenauftrag F1 F1-F3
Konz. Bradford-Test [pg/mL] 1000 200 350
Menge FGG in [pg] 2804,79 365,78 1795,7
Ausbeute FGG [%] 100 13 63
Reinheit [%] 64,3 91,4 86

Die berechnete Ausbeute zeigt, dass mit Steigerung der Reinheit der Verlust an FGG
grofer wird. Werden die Fraktionen F2 und F3 zuséatzlich zur Fraktion F1 beriicksichtigt,
so erhoht sich die Ausbeute auf 63 %. Die Reinheit der Probe sinkt dementsprechend auf
86 %. Fiir jede individuelle Anwendung ist es daher sinnvoll, die geeignete Kombination

aus Ausbeute und Reinheit zu finden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass mittels SEC eine hohe Produktreinheit des FGG
(91,4 %) erreicht wurde. Es konnte weiterhin untersucht werden, ob der erste Aufreini-
gungsschritt ausgelassen werden sollte und die gelosten IBs direkt auf die SEC Saule
aufgetragen werden sollten. Somit wiirde man sich den Produktverlust durch den Schritt

sparen und gleichzeitig das FGG in hoher Reinheit erhalten.
3.2.3 Umpufferung

Im Anschluss an die chromatographische Aufreinigung wurde ein Pufferwechsel durchge-
fithrt, um den Harnstoff zu entfernen und das FGG in einen physiologischen Puffer zu
iiberfithren. Fiir die weitere Anwendung in der Zellkultur ist die Verwendung eines phy-
siologischen Puffers essenziell. Daher war es wichtig zu prifen, wie sich das FGG im
physiologischen Puffer verhéilt, da durch Entfernen des Harnstoffs die Loslichkeit des
Proteins problematisch sein konnte. Daher wurde der PBS-Puffer mit drei unterschiedli-
chen Zusétzen versetzt (L-Arginin, BSA und Magnesiumchlorid/Calciumchlorid). L-
Arginin soll einen positiven Einfluss auf die Protein-Loslichkeit haben, indem es Protein-
Protein und Protein-Oberflichen Interaktionen unterdriickt [111]. BSA wird ebenfalls

héaufig zur Stabilisierung von Losungen verwendet, da es unspezifische Bindungen des
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Proteins verhindert [112]. Da die Ionenstérke ebenfalls einen Einfluss auf die Loslichkeit
von Proteinen hat, wurde auflerdem untersucht, ob der Zusatz von Magnesium- und
Calciumionen die Loslichkeit des FGG verbessert [113]. Die Uberfithrung des FGG in den
jeweiligen Puffer erfolgte iiber eine Vivaspin® Diafiltrationseinheit. Im Anschluss wurde
die FGG-Ausbeute iiber die SDS-PAGE sowie durch Messung der Proteinkonzentration
vor und nach der Umpufferung bestimmt (Abbildung 38).

Weder der Zusatz von BSA noch von L-Arginin oder den zweiwertigen Ionen hat zu einer
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Abbildung 38: Proteinausbeute nach der Umpufferung des FGG Proteins (Elutionsfraktion der IMAC) mit
Vivaspin® Ultrafiltrations-Einheiten in PBS Puffer (pH 7.4) mit L-Arginin, BSA oder MgClz/CaCla. Aus-

beuteberechnung tiber Konzentrationsbestimmungen vor und nach der Umpufferung sowie densitometrische
Analyse der SDS-PAGE.

signifikant hoheren FGG-Ausbeute gefithrt. Nach Umpufferung in PBS-Puffer lag die
Ausbeute bei etwa 50 %. Im Anschluss an die Umpufferung wurde die FGG-Losung fiir

die Verwendung in der Zellkultur sterilfiltriert.
3.2.4 Fagzit der Aufreinigung von FGG

Das heterolog exprimierte FGG wurde zunéchst in einer 10L-Fed-Batch-Kultivierung in
IBs hergestellt. Die E. coli Zellen wurden mittels Hochdruck-Homogenisator aufgeschlos-
sen und die IBs durch ein optimiertes Protokoll gereinigt und mithilfe von Harnstoff
solubilisiert. Nach dem Zellaufschluss und der Solubilisierung konnte eine Reinheit des
FGG von 56,5 % festgestellt werden. Es folgte eine Zwei-Schritt Chromatographie, um
die Reinheit des Proteins zu steigern. Im ersten Schritt wurde eine IMAC durchgefiihrt.
Nach mehreren Optimierungsschritten hinsichtlich Umgebungstemperatur, Harnstoffkon-
zentration, Imidazolkonzentration, Puffersystem und Wahl der Metall-lonen konnte die

Reinheit des FGG nicht signifikant erhoht werden (64,3 %). Ein Teil des Proteins scheint
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unter allen getesteten Bedingungen nicht die nétige Affinitit zur Saule aufzuweisen, da
in jedem Versuchsansatz ein Teil des Proteins im Durchbruch nachgewiesen werden
konnte. Grund dafiir kénnte sein, dass der His-Tag nicht zuganglich ist und dadurch
keine Interaktion mit der S&ule moglich ist. Bei dem zweiten chromatographischen
Schritt handelte es sich um die SEC, mit der eine Reinheit von 91,4 % erreicht wurde.
Das FGG konnte durch Groflenausschluss von niedermolekularen Proteinen getrennt wer-
den. Fiir klinische Anwendung kénnte eine hohere Reinheit notig sein, sodass das FGG
in diesem Bereich verwendet werden kann. Eine Produktreinheit von 91,4 % geht jedoch
mit hohem Produktverlust einher. Werden bei der SEC mehrere Fraktionen betrachtet,
so konnte durch Verzicht von einem geringen Mafle an Reinheit eine Steigerung der Ge-
samtausbeute auf das Flnffache erreicht werden. Daher ist es sinnvoll, dass fiir jede
Anwendung des rekombinanten FGG individuell zwischen Reinheit und Ausbeute abge-

wogen werden sollte.

Tabelle 12: Zusammenfassung der Reinheiten und Ausbeuten der einzelnen Aufreinigungsschritte.

Reinheit FGG  Gesamtausbeute

Solubilisierung der IBs 56,4 % 100 %
IMAC 64,3 % 26,7 %
SEC 91,4 % 3,5 %

Da die IMAC keine signifikante Verbesserung der Aufreinigung von FGG hervorgebracht
hat, kénnte eine andere Strategie in Betracht gezogen werden. Interessant wére die di-
rekte Nutzung der 1Bs, so wire der Produktverlust minimal und die Kosten der Aufrei-
nigung konnten gespart werden — sofern die Reinheit des Proteins im Bereich <70 %

geniigt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ein Weg der chromatographischen Aufreinigung
gezeigt werden konnte, womit l6sliches FGG in hoher Reinheit gewonnen werden kann.
Die Uberfithrung des aufgereinigten Proteins in einen physiologischen Puffer und die
anschliefende Sterilfiltration erméglichen die Charakterisierung des Proteins in der Zell-

kultur.
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3.3 Produktanalytik
3.3.1 Crosslinking von FGG mittels Faktor XIII

Eine Moglichkeit das rekombinant hergestellte FGG zu charakterisieren ist, zu schauen,
inwiefern das FGG durch Zugabe von Faktor XIIT und Thrombin polymerisiert. Wie im
nativen Fibrinogen, befinden sich im FGG Vernetzungsstellen (GIn398 und Lys406), die
fiir die Polymerisation frei zugénglich sein miissen. Dazu wurde die Polymerisation des
FGG (170 pg/mL) mit Faktor XIII (0,5 mg/mL, 1,1 U/mL) und mit der Zugabe von
Thrombin (0,1 U/mL) eingeleitet. Die Reaktion wurde bei 37°C und in 50 mM TBS-
Puffer (pH 7,4) durchgefithrt und in Intervallen durch Zugabe von 1 % SDS und 2 % 2-
Mercaptoethanol beendet. Vor Zugabe von Faktor XIII und Thrombin wurde allein FGG
mit 1 % SDS und 2 % 1-Mercaptoethanol als Kontrolle versehen. Anhand der SDS-
PAGE-Analyse konnte gezeigt werden, dass das FGG vernetzt werden konnte und nach
30 min Dimere (ca. 100 kDa) und FGG-Strukturen mit hoherem Molekulargewicht aus-

gebildet wurden.

kpa K M 15 30 45 60 90 120 150 min

170-= Lt -

130- —— ‘

100 . A | = v o - o .j - - -4 .
00 ' T T 1 FGG-Dimer

55 —I!.—n [ S—— — ‘!Ql FGG-Monomer
i i

40 - P
35 - - :

S o S S g g S
25 - o

Abbildung 39: Polymerisationstest des rekombinanten FGG mit FXIII. Die Proben wurden nach di-
rekter Zugabe von Thrombin und Faktor XIIT (K) und nach 15-miniitiger Inkubation bei 37 °C auf-

getragen.
3.3.2 Stabilitatstest

Neben der Funktionalitidt des FGGs wurde die Lagerungsstabilitdt des Proteins gepriift.
Dazu wurde das Protein in verschiedene Puffersysteme tiberfithrt und iiber mehrere Tage
bei 21°C (RT) gelagert. Zum einen wurde das Protein in TBS-Puffer mit 5 M Harnstoff
als Zusatz und zum anderen in PBS-Puffer ohne Zusatz gelagert. Zu den jeweiligen Zeit-

punkten (Tag 0, 2, 4) wurde mittels SDS-PAGE analysiert, wieviel FGG sich in Losung

65



Experimentelle Arbeiten — Biopolymer FGG

befindet (Abbildung 40). Die Konzentrationsbestimmung des FGGs in PBS-Puffer ergab,
dass nach vier Tagen nur noch 10 % des Proteins in Losung vorlag. Wihrenddessen lag
das FGG im Puffer mit Harnstoff {iber den gesamten Zeitraum in Lésung vor. Diese
Feststellung unterstiitzt die vorher erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Instabilitdt des

Proteins ohne Zusatz von Detergenzien.
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Abbildung 40: Analyse der Lagerungsstabilitdat von FGG in verschiedenen Puffersystemen (Tris-HCI-
Puffer mit Harnstoff (5 M) als Zusatz, PBS-Puffer ohne Harnstoff, beides pH 8) bei Raumtemperatur
nach 0, 2 und 4 Tagen. (A) Berechnung der Ausbeute iiber Konzentrationsberechnungen mit Brad-
ford-Test und densitometrischen Analysen der SDS-PAGE (B) SDS-PAGE. 0=Tag 0; 2=Tag 1;
4=Tag 4 M= GroBenstandard (Thermofisher Prestained Protein Ladder). 10 pL. Proben-und 5 pL
Markervolumen.
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3.4 Charakterisierung von FGG in der Zellkultur als Biomaterial

Das rekombinante FGG konnte eine Alternative zu kommerziell erwerblichem Fibrinogen
darstellen, indem es in der Zellkultur als Oberflachenbeschichtung verwendet wird oder
durch weitere Modifikationen als Biotinte im Bereich 3D-Biodruck eingesetzt werden
konnte. Nachdem das FGG in E. coli produziert und mittels Zwei-Schritt Chromatogra-
phie aufgereinigt werden konnte, sollten weitere Untersuchungen hinsichtlich der Bio-
kompatibilitat und der Verwendung als Beschichtungsmaterial durchgefiihrt werden (Ab-

bildung 41).

Rekombinantes Fibrinogen BSA Ohne Zusatz
FGG (+ Kontrolle) (- Kontrolle) (- Kontrolle)

o

%

L)

il
GHE

Beschichtung der Wellplate-Oberfliche mit verschiedenen Proteinen

)

hAD-MSCs auf beschichteten Well-Plates
¢ Viabilitat
e Adhision
e Proliferation
¢ Morphologie

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Beschichtungs- und Biokompatibilitatsuntersuchungen. Neben
dem rekombinant produzierten FGG wurde Fibrinogen als Positiv- und BSA als Negativkontrolle verwendet.

Die hohe Anzahl an Integrin-Bindestellen in der FGG-Sequenz ist fiir die Nutzung von

FGG als Beschichtungsmaterial besonders interessant, da sich auf Stammzellen Integrine
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befinden und diese an die Integrin-Bindestellen des FGGs binden kénnen. Fiir die nach-
folgenden Versuche wurde nach der Aufreinigung eine Umpufferung durchgefithrt, um
FGG vom Harnstoff zu befreien und in einen physiologischen Puffer zu iiberfithren. Das
FGG wurde in der Zellkultur auf Biokompatibilitdt und als Oberflachenbeschichtung in
Bezug auf adhérente mesenchymale Stammzellen getestet (hAD-MSCs) (Versuchsaufbau,
Abbildung 41). Als Positiv-Kontrolle wurde kommerziell erhéltliches Fibrinogen verwen-
det und als Negativ-Kontrolle BSA. Das BSA besitzt keine Integrin-Bindestellen, sodass
die hAD-MSCs keine Moglichkeit haben mit dem FGG zu interagieren. Die Wellplatten
wurden mit einer Proteinkonzentration von 500 pg/mL beschichtet (12 h, 4°C). Nachdem
die Proteinlosung entfernt wurde, wurde mit PBS-Losung gewaschen und anschlieffend
hAD-MSCs auf die jeweiligen Oberflichen ausplattiert. Die Zellen auf der FGG-Oberflé-
che wurden in den nachfolgenden Kapiteln hinsichtlich Viabilitédt, Adhésion, Proliferation

und Morphologie untersucht und mit den Positiv- und Negativkontrollen verglichen.
3.4.1 Biokompatibilitat von FGG

Zunéchst wurde untersucht, ob das FGG biokompatibel ist. Dafiir wurde der CellTiter-
Blue Viabilitdtstest durchgefithrt. Der CTB-Assay beruht darauf, dass lebende Zellen die
farblose Redox-Substanz Resazurin in den Farbstoff Resorufin umwandeln kénnen. Das

messbare Fluoreszenz-Signal des Resorufins ist proportional zur Viabilitéit der Zellen. Die

hAD-MSCs wurden fiir 1, 3 und 7 Tage auf FGG-, Fibrinogen- und BSA-beschichteten
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bzw. unbeschichteten Oberflachen kultiviert und im Anschluss die Zellviabilitat mithilfe

des CTB-Assay ermittelt (Abbildung 42).

200+
??A FGG
5 + 'lL 3 Fibrinogen
# 1507 Z 7 ED BSA
E Z Z 3 unbeschichtet
& 100+ % %
< 7 2
/ /
S 50+ é é
S / /
2 é é
- al %
° 0= T % I % = I—:EI
Tag1 Tag 3 Tag 7
Kultivierungsdauer

Abbildung 42: Kultivierung von AD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und BSA-beschichteten bzw. unbeschich-
teten Oberflachen fiir 1, 3 und 7 Tage. Es wurden 15.000 Zellen/Well ausplattiert auf 48-Well Platten
(Eppendorf). Die Ermittlung der Viabilitit der Zellen erfolgte tiber den CTB-Viabilitatstest.

Ab Tag drei der Kultivierung zeigt sich bereits, dass die Beschichtung mit FGG keinen
negativen Einfluss auf die Viabilitiat der Zellen hat (Abbildung 42). Die Zellen weisen
nach Tag 3 und Tag 7 die gleiche Viabilitdt auf, wie die Zellen auf der Fibrinogen-
Beschichtung (Positiv-Kontrolle). Die Negativ-Kontrollen (BSA, unbeschichtet)
unterstiitzen das Ergebnis, da die Oberflichen ohne Beschichtung und mit BSA-
Beschichtung keine Moéglichkeit fiir die Zellen bieten, an der Oberfliche zu adhérieren
und zu proliferieren. Zusatzlich wurde untersucht, ob héhere FGG-Konzentrationen die
Zellviabilitat der AD-MSCs positiv beeinflussen (Abbildung 43). Durch den CTB-Assay
konnte festgestellt werden, dass eine hohere Konzentration des FGGs die Viabilitdt der
Zellen im Konzentrationsbereich 50 pg/mL-200 pg/mL steigert. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse, dass das FGG biokompatibel ist und sich positiv auf die Zellviabiliét

auswirkt.
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Abbildung 43: Abhéngigkeit der Zellviabilitat von der Konzentration des aufgereinigten FGG Proteins.
Die Steigerung der Zellviabilitét ergibt sich aus dem Verhaltnis der Fluoreszenzsignale der CTB-Assays
mit FGG und der Kontrolle (ohne Zugabe von FGG).

3.4.2 Adhasionsverhalten der AD-MSCs auf FGG beschichteter Oberflache

Im nachfolgenden Kapitel wurde das Adhésionsverhalten der hAD-MSCs auf FGG-be-
schichteter Oberfliche untersucht. Nach Aussden der hAD-MSCs wurden in einem be-
stimmten Zeitintervall (0, 5, 10, 30 min) die noch in Suspension befindlichen Zellen ge-
zéhlt. Dieser Versuch sollte zeigen, wie schnell die hAD-MSCs auf der FGG-Beschichtung
im Vergleich zur BSA-Beschichtung adhérieren (Abbildung 44). Nach 10 min sind ca.
75 % der Zellen auf der FGG-Beschichtung adhériert. Im weiteren Verlauf ist die Zahl
der adhérierten Zellen auf ca. 85 % gestiegen (30 min), wihrend auf der BSA-Beschich-
tung nach 10 min erst 35 % der Zellen adhériert sind. Dieser signifikante Unterschied des
Adhésionsverhaltens der Zellen konnte an den fehlenden Bindestellen (Integrine etc.) auf
der BSA-Beschichtung liegen. Im Gegensatz dazu weist FGG einige Bindestellen fiir In-
tegrine auf, die die Adhésion der Zellen an die Oberflache vermitteln. Das Ergebnis ver-

deutlicht den positiven Einfluss der FGG-Beschichtung auf das Adhésionsverhalten der

hAD-MSCs.
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Neben dem Adhésionsverhalten wurde im weiteren Verlauf die Proliferation der hAD-
MSCs auf der FGG-Beschichtung untersucht. Neben dem schnelleren Adhérieren der
Zellen wurde im nachfolgenden Kapitel mittels mikroskopischer Aufnahmen gepriift, wie

sich die Beschichtung auf das Wachstum der Zellen iiber mehrere Tage auswirkt.
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Abbildung 44: Untersuchung der Adhésion von hAD-MSCs auf FGG- und BSA- beschichteten Oberflachen.
Es wurden 300.000 Zellen/Well auf 6-Well Platten (Eppendorf) ausplattiert. Gezihlt wurde die Anzahl der

nicht-adhérierten Zellen im Uberstand mittels Neubauer-Zahlkammer.
3.4.3 Proliferationsverhalten der AD-MSCs auf FGG-beschichteter Oberflache

Das Proliferationsverhalten der hAD-MSCs auf einer FGG-beschichteten Oberfliche
wurde mikroskopisch untersucht, um das Wachstum der Zellen auf dem produzierten
FGG mit kommerziell erwerblichem Fibrinogen zu vergleichen. Um das FGG als Bioma-
terial anwenden zu konnen, sollte es keinen negativen Einfluss auf das Zellwachstum
haben und iiber mehrere Tage stabil als Oberflachenbeschichtung vorliegen. Dazu wurden
die hAD-MSCs auf den verschiedenen Oberflichen (FGG, Fibrinogen, BSA, unbeschich-
tet) ausgesit, und das Wachstum tiber 7 Tage beobachtet. Fiir die Zeitpunkte Tag 1, 3
und 7 wurden von den Zellen mikroskopische Aufnahmen angefertigt (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Wachstum von hAD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und BSA- beschichteten bzw. un-
beschichteten Oberflachen nach 1, 3 und 7 Tagen Kultivierung. AnschlieBende Farbung der Zellen
mit Calcein-AM. Es wurden 15.000 Zellen/Well ausplattiert (48-Well, Eppendorf). Fluoreszenzauf-
nahmen mit dem Biotek® Cytation 5™ System (4x Vergrofierung).

Durch die Calcein-AM-Farbung der Zellen konnte diese Beobachtung visualisiert werden,
da der Farbstoff gleichméflig in die lebenden Zellen transportiert wird und die Zellen
dadurch griin fluoreszieren. Wie bereits in den vorherigen Kapiteln erkennbar, zeigen die
hAD-MSCs auf dem kommerziellen Fibrinogen und dem rekombinanten FGG erwar-
tungsgemafl das gleiche gleichméflige Wachstumsverhalten. Die Zellen erreichten nach
96 h Kultivierung eine vollstandige Konfluenz. Im Gegensatz dazu losten sich die hAD-
MSCs von der BSA-beschichteten und von den unbeschichteten Oberflachen und for-
mierten sich zu Zellaggregaten zusammen. Demzufolge zeigte die quantitative Auswer-
tung, dass die Zellen auf den unbeschichteten und BSA-beschichteten Oberfliachen ledig-
lich eine Konfluenz von etwa 10 % erreichten (Abbildung 46).
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Diese Beobachtung bestétigt die vorher gezeigten Ergebnisse und zeigt, dass sich auf der
BSA-beschichteten und auf der unbeschichteten Oberfliche keine Intergrin-Bindestellen
befinden. Die Zellen auf der FGG-beschichteten Oberflache zeigen hingegen ein typisches
Wachstumsverhalten, sodass die maximale Zelldichte nach sieben Tagen erreicht wurde.
An Tag 7 zeigt die Aufnahme der Zellen auf der Fibrinogen-beschichteten Oberflache ein
minimales Ablésen der Zellen von der Beschichtung. Durch das Erreichen der maximalen
Zelldichte kénnte es sein, dass sich das Wachstumsverhalten durch Kontaktinhibierung

verandert hat.
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Abbildung 46: Auswertung des Wachstums von hAD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und BSA-beschichteten
bzw. unbeschichteten Wells. Es wurden 15.000 Zellen/Well ausplattiert. Farbung der Zellen mit Calcein-
AM. Fluoreszenzaufnahmen mit dem Biotek® Cytation 5™ System (4x VergroBerung). Auswertung tiber
Fiji.

Zusammenfassend haben die Wachstumsanalysen der hAD-MSCs auf FGG-beschichteten
Oberfldchen einen positiven Einfluss auf die Proliferation gezeigt. Es konnten keine sig-
nifikanten Unterschiede zu der Fibrinogen-Beschichtung festgestellt werden. Daraus
ergibt sich, dass FGG méglicherweise als sichere und reproduzierbare Alternative zu
kommerziell erwerblichem Fibrinogen fiir die Oberflachenbeschichtung verwendet werden

kann.

3.4.4 Morphologische Betrachtung der hAD-MSCs auf FGG-beschichteter Ober-
flache

Abschliefiend erfolgte die morphologische Untersuchung der hAD-MSCs auf den unter-
schiedlichen Oberflachenbeschichtungen. Dafiir wurden die Zellen nach 24 h Kultivierung
fixiert und angefirbt (Abbildung 47). Die Lebendzell-Férbung erfolgte wie zuvor mit
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Calcein-AM (griin). Zusétzlich wurde DAPI (blau) verwendet, ein Farbstoff, der an die
DNA bindet und den Zellkern firbt. Abgestorbene Zellen wurden mit Propidiumiodid
(rot) geférbt, welches nur bei Beschédigung der Zellmembran in die Zelle gelangt. Zu-
sitzlich zu der bisher verwendeten FGG-Beschichtung wurde eine weitere Beschichtung
getestet. Neben dem loslichen FGG nach der Aufreinigung wurde zusétzlich FGG nach
der Solubilisierung als Beschichtungsmaterial getestet. Wie bereits im vorherigen Kapitel
gezeigt, sind die Zellen auf der FGG-Beschichtung und auf der Fibrinogen- Beschichtung
gleichméBig gewachsen. Dariiber hinaus weisen die Zellen eine ldngliche Form mit ver-
schiedenen Zellfortsiatzen auf und wachsen parallel zueinander in einem Monolayer. Die
genannten Merkmale sind typisch fiir das Wachstum von hAD-MSCs [114]. Die morpho-
logische Betrachtung zeigt, dass die Beschichtung mit FGG /Fibrinogen eine natiirliche
Adhésionsmatrix fiir die hAD-MSCs darstellt. Im Gegensatz zu der FGG-Beschichtung
haben sich die Zellen auf den BSA-beschichteten bzw. unbeschichteten Oberflachen er-
wartungsgemafl zu Zellklumpen formatiert. Im Inneren dieser Zellklumpen konnten ab-
gestorbene Zellen anhand der roten Farbung identifiziert werden. Dies ist darauf zuriick-
zufithren, dass die hAD-MSCs nicht auf der BSA-beschichteten bzw. unbeschichteten
Oberfliche adhérieren konnen. Allerdings ist die Adhésion an Oberflaichenstrukturen fiir
adhédrent wachsende Zellen, wie die MSCs, {iberlebenswichtig. Die morphologische Ana-
lyse unterstreicht den positiven Einfluss der FGG-Beschichtung auf das Wachstum der
AD-MSCs. Auch hier gibt es keine Unterschiede zwischen dem kommerziell erwerblichen

Fibrinogen und dem rekombinant hergestellten FGG.
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Abbildung 47: Aufnahmen nach 24h Inkubation von AD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und BSA-beschich-
teten bzw. unbeschichteten Oberflaichen. FGG: FGG gelost in PBS-Puffer, FGG2: FGG nach Solubilisierung
im Harnstoffpuffer. 15.000 Zellen / Well ausplattiert (48-Well Platten, Eppendorf). Farbung der lebenden
Zellen (Calcein-AM, griin), des Zellkerns (DAPI, blau) sowie der abgestorbenen Zellen (Propidiumiodid,
rot). Fluoreszenzaufnahmen mit dem Biotek® Cytation 5™ System (links: 4x VergroBerung, rechts: 20x

VergroBerung).

Ergéinzend zeigen auch die Zellen auf der zweiten FGG-Beschichtung (FGG nach Solu-
bilisierung, FGG*) die Stammzell-typische Morphologie. Der Puffer, in dem das FGG
gelost ist enthélt Harnstoff, der normalerweise schédlich fiir Zellen ist. Durch das Be-
schichtungsverfahren werden die Proteine an der Welloberfliche immobilisiert und im

Anschluss daran mehrmals gewaschen. Dadurch wird der Harnstoff entfernt und das
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FGG entfaltet seine Wirkung, sodass die Zellen gleichermafien auf dem FGG nach Solu-
bilisierung anhaften. Diese Erkenntnis zeigt, dass das FGG direkt nach der Solubilisie-
rung verwendet werden kann, was die Aufreinigungsschritte und Kosten spart. Dement-

sprechend wird es interessant, die Oberflichen direkt mit IBs zu beschichten.
3.5 Fazit — Biopolymer FGG

Das FGG konnte in grofiem MaBstab (10 L) in IBs produziert werden. Die IBs wurden
solubilisiert und mittels Zwei-Schritt-Chromatographie konnte eine Reinheit >90 % er-
reicht werden. Das FGG konnte dialysiert werden und blieb stabil in Losung. Des Wei-
teren bildeten sich Dimere und hohere Strukturen bei der Vernetzung mit Faktor XIIIa.
Das rekombinante FGG wurde mithilfe der adhérenten Zelllinie hAD-MSC auf die Eig-

nung als Beschichtungsmaterial getestet.
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Abbildung 48: Gesamtprozess der FGG-Herstellung und Anwendung in der Zellkultur.
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Die Charakterisierung des FGG mit hAD-MSCs hat gezeigt, dass das rekombinant her-
gestellte FGG biokompatibel ist und als Beschichtungsmaterial die Adhésion, das Wachs-
tum und die Morphologie der hAD-MSCs positiv beeinflusst. Zwischen der Fibrinogen-
Beschichtung und der FGG-Beschichtung konnte kein signifikanter Unterschied aufge-
zeigt werden. Daraus ldsst sich schlieBen, dass sich das FGG gleichermaflen gut fiir die
Oberflichenbeschichtung eignet wie das kommerziell erwerbliche Fibrinogen und méog-
licherweise eine sichere und reproduzierbare Alternative zu Fibrinogen als Biomaterial

darstellt.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei rekombinante Biopolymere hergestellt, die eine
Alternative zu tierisch hergestellten Biopolymeren darstellen. Zum einen wurde eine re-
kombinante Fibrinogen-Gamma-Kette (FGG) im Expressionssytem E. coli produziert
und zum anderen ein Gelatine mimetisches Protein (GelMP) in K. phaffii. Beide Proteine
wurden in vorherigen Arbeiten bereits designt und in kleinem Mafistab produziert. Ziel
dieser Arbeit war es, FGG und GelMP im groéfieren Mafistab zu produzieren und die
Ausbeute und Reinheit zu erhéhen. Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass beide Proteine biokompatibel sind und in der Zellkultur als Oberflichenbeschichtung

eingesetzt werden kénnen.

Biopolymer GelMP

Im ersten Teil der Arbeit wurde das GelMP im TechnikumsmafBstab (30 L) in K. phaffii
(methylotrophe Hefe) produziert. In die 30 L Fed-Batch-Kultivierung wurde ein Metha-
nolsensor mit Feedback-Loop integriert, der fiir eine gleichméfige GelMP Produktion
sorgte und womit eine Biotrockenmasse von 131,3 g/L und ~3 g/L GelMP extrazellular

produziert wurden.

Das beobachtete Proteinbandenmuster, das wihrend der Kultivierung im Uberstand
nachgewiesen wurde, konnte mittels N-terminaler Sequenzierung analysiert werden. Es
stellte sich heraus, dass es sich bei den kleineren Proteinbanden ebenfalls um Fragmente
des GelMP handelt, diese aber keine negative Auswirkung in der Anwendung als Bioma-
terial zeigen. Auflerdem zeigte sich in der SDS-PAGE-Analyse, dass das GelMP im Gel
nicht mit dem theoretischen Molekulargewicht iibereinstimmt (40,2 kDa). Es konnte ge-
zeigt werden, dass dieser zusatzliche Effekt speziell auf die Hydrophilitat des GelMP
zurtickzufithren ist [30] und damit auf eine schlechte Bindung von SDS-Molekiilen, da die
Wechselwirkung von SDS mit Proteinen hauptséchlich hydrophober Natur ist [115]. Bei
den meisten Proteinen verleiht die Bindung von SDS an die Polypeptidkette eine feste
Anzahl von Ladungen pro Masseneinheit des Proteins. Als Folge davon ist die Migration
und Trennung der Proteine wahrend der Elektrophorese groflenabhéngig. Im Gegensatz
zu den meisten Proteinen sind fibrillire Proteine wie Seide, Elastin und Kollagen reich
an Aminosduren mit kleinen Seitengruppen, wie Glycin und Alanin. Die geringe durch-

schnittliche Masse pro Aminoséurerest dieser Proteine impliziert, dass ihre Kettenldnge
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und die Anzahl der Reste hoher ist als bei kugelférmigen Proteinen mit gleicher Moleku-
larmasse [116], [117]. Folglich wandern Kollagene in der SDS-PAGE bei einem Moleku-

largewicht, das hoher ist als das wahre Molekulargewicht.

Dieser Effekt wurde nachgewiesen, indem die Carbonsiure-Seitenketten des GelMPs
verestert wurden und dadurch die Hydrophobizitat des GelMP erhéht wurde, sodass es

schneller durch das Gel wanderte als das unbehandelte GelMP.

Das extrazellular produzierte Protein konnte durch die Verwendung der Cross-Flow-Filt-
ration (Sartocon, Hydrosart®) von unerwiinschten Medienbestandteilen und Nebenpro-
dukten <30 kDa getrennt und anschlieend lyophilisiert werden. Die einfache und kos-
tengiinstige Aufarbeitung des GelMP macht es interessant fiir die Verwendung als Bio-

material.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Eigenschaften des GelMP hinsichtlich der
Proteinstabilitdt und der Strukturcharakterisierung zu untersuchen. Das Konstrukt des
GelMP besteht aus einem Abschnitt des humanen Kollagen I sowie endstdndigen Domé-
nen aus Pro-Gly-Pro-Wiederholungen. Die PGP-Doménen sollten fiir eine Helixbildung
und somit fiir eine Vernetzung der einzelnen Molekiile sorgen. Rheologische Untersu-
chungen ergaben, dass das rekombinante GelMP sich dhnlich wie ein Gelatinemimetikum
verhélt. Bei langerer Inkubationszeit und Temperaturen unter 37°C bildet das Protein
ein sehr schwaches Gel aus. Es konnte ein maximaler Wert von 9 Pa nach 20 h erreicht
werden. Die Strukturaufkliarung mittels CD-Spektroskopie hat gezeigt, dass das GelMP
eine dhnliche Sekundarstruktur wie kommerziell erhiltliche Gelatine aufweist. Die PGP-
Wiederholungen und der nicht-hydroxylierte Kollagenmittelblock fithren zu einer zufélli-

gen random-coil-Konformation des Proteins.

Zuletzt wurde der Einsatz des GelMPs in der Zellkultur als Alternative zu tierischer
Gelatine untersucht. Durch einen CTB-Assay konnte gezeigt werden, dass das GelMP
und die zugehorigen Fragmente des GelMPs biokompatibel sind. Das GelMP enthélt wie
kommerzielle Gelatine Integrin-Bindestellen (RGD-Sequenz), an die adhirente Stamm-
zellen binden. In einem Zelladhésionsassay konnte gezeigt werden, dass die Zellen gleich-
ermaflen auf einer GelMP- sowie Gelatine-Oberflache adhérieren und eine Standard-

wachstumskurve bis zu 100 % Zellkonfluenz nach 60 h zeigen.
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Mit den erzielten Resultaten dieser Arbeit wurde eine Basis geschaffen, um das GelMP
in vielen Bereichen der Biomedizin anwenden zu kénnen. Hauptsachlich kann das Protein
als Oberflachenbeschichtung in der 2D-Zellkultur eingesetzt werden. Fiir die Weiterent-
wicklung des Produktes soll das GelMP mit Methacrylsdureanhydrid derivatisiert wer-
den, um ein Netzwerk zu erzeugen und das Produkt in der 3D Zellkultur anwenden zu
konnen. Dabei werden die Lysin- und Hydroxylreste mit Methacrylat- und Methac-
rylamid-Seitengruppen modifiziert. Neben den biologisch férdernden FEigenschaften er-
moglicht die Modifikation mit Methacryloyl-Seitengruppen eine schnelle Polymerisation
des GelMP-MA Molekiils in Gegenwart von UV-Licht und einem Photoinitiator (PI) und
damit einer kovalenten Vernetzung. Neueste Untersuchungen ergaben, dass mit N,N'-
Methylenbisacrylamid (Crosslinker) vernetzte Gelatine als Bioink eingesetzt werden
konnte [118]. Diese Funktionalisierungen konnten ebenfalls auf das GelMP iibertragen
werden, um die Eigenschaften des Proteins entsprechend fiir die Anwendung als Bioink
anzupassen. In diesem Bereich gibt es zahlreiche Moglichkeiten, um das GelMP zu ver-
netzen und ein starkes Hydrogel auszubilden und um die mechanische Figenschaft des
Hydrogels anzupassen. Zum einen kénnten interpenetrating polymer networks (IPNs)
verwendet werden, wobei das GelMP mit anderen natiirlichen Polymeren wie z.B. Fibrin,
Hyaluronséure oder Chitosan vermischt wird [119]-[121]. Natiirliche Komponenten sind
vorteilhaft, wenn weitere Proteinbindesequenzen eingebracht oder die Biokompatibilitat
erhalten bleiben soll. Nachteilig ist, dass sie haufig nur schwache Gele ausbilden und
somit im Bereich Bioprinting schwer einzusetzen sind. In diesem Zusammenhang wéren
synthetische Kopolymere vorteilhaft, da sie dem Gel mechanische Stabilitdt verleihen
konnten. Mit den Kopolymeren Polyethylenglykol (PEG) und Polyvinylalkohol (PVA)
konnten bereits IPNs mit Kollagen hergestellt werden [122], [123]. In diesem Bereich gibt

es viele Kombinationsméglichkeiten, um die Festigkeit des GelMPs zu erhdhen.

Biopolymer FGG

Das Ziel war die Herstellung einer rekombinanten Fibrinogen-Gamma-Kette (FGG), die
nach Aufreinigung aufgrund ihrer Reinheit und Biokompatibilitdt fiir biomedizinische
Anwendungen verwendet werden kann. Fibrinogen besteht aus drei Proteinketten, die in
einem komplexen Zusammenspiel mit Chaperonen und mikrosomalen Membranen zu ei-
nem Hexamer angeordnet sind. Diese Art von Struktur ist fiir einfache Mikroorganismen

zu komplex. Daher wurde FGG in E. coli hergestellt, um einfach und kostengiinstig pro-
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duzieren zu konnen. Die Gammakette enthélt wichtige Bindestellen fiir verschiedene Zell-
typen, sodass FGG fiir die Anwendung als Biomaterial geniigt. Auf Grundlage von Med-
ved et al. [124] konnte bereits in vorherigen Arbeiten das rekombinante FGG designt und
in E. coli als Expressionssystem als IBs produziert werden. Zusétzlich wurde eine His-
Tag-Sequenz eingebracht, um die Aufreinigung des Proteins zu erleichtern. Neben der
Expression im bakteriellen System und der Solubilisierung der IBs konnte das FGG in
einer vorherigen Arbeit mittels IMAC aufgereinigt werden. In diesem Zusammenhang
wurde ein on-column-Refolding integriert, mit dem das FGG vom Harnstoff befreit wer-
den sollte. Durch die Entfernung des Harnstoffs fiel das Protein auf der Saule aus,

wodurch es zu groflen Verlusten kam.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das FGG in gréflerem Mafistab produziert und die Auf-
reinigungsstrategie verbessert. Der Fokus wurde dabei auf eine héhere Ausbeute und
Reinheit des FGG gelegt. Auflerdem wurde das Protein auf Funktionalitit getestet und
in der Zellkultur als Oberflachenbeschichtung angewandt und mit nativem Fibrinogen

verglichen.

Beim Scale-Up in eine 10 L-Batch-Kultivierung konnten &hnliche Ausbeuten
(110 mg/mL) wie in vorherigen Arbeiten im 2 L-Mafistab mit 10 g/L Glucose als Sub-
strat erreicht werden und die Produktionskapazitat erhoht werden. Zusétzlich wurde der
Prozess auf eine 10 L-Fedbatch-Kultivierung tibertragen, sodass eine 10-fach héhere Bi-
otrockenmasse und dementsprechend eine Produktausbeute von 1,3 g/L erreicht wurde.
Durch eine verbesserte Steuerung der Fed-Batch-Regelung kénnte die Produktausbeute

in zukiinftigen Arbeiten weiter erhéht werden.

Um die IBs zu isolieren wurden die Zellen nach der Kultivierung mittels Hochdruck-
Homogenisator aufgeschlossen. Die IBs wurden durch mehrere Waschschritte von Zell-
resten befreit. Durch eine freeze-thaw-Methode konnten die IBs mit 5 M Harnstoff solu-

bilisiert und die Reinheit des FGG auf 56 % gesteigert werden.

Es folgte eine Zwei-Schritt-Chromatographie, bei der zunéchst der His-Tag des FGG
genutzt wurde um das Protein mit einer IMAC aufzureinigen. In diesem Zusammenhang
konnte die Reinheit des FGG durch Verdnderung der Umgebungstemperatur, Harnstoff-
konzentration, Imidazolkonzentration, Puffersystem und Wahl der Metall-Ionen nicht
signifikant erhoht werden (64 %). Teile des Proteins scheinen nicht die nétige Affinitét

zur Séule aufzuweisen, da das Protein im Durchbruch anteilig nachgewiesen wurde. Ein
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Grund koénnte sein, dass der HisTag nicht frei zugéinglich ist oder ein Anteil des FGGs
kein HisTag enthélt. Als zweiter Schritt wurde eine Gréflenausschlusschromatographie
verwendet um niedermolekulare Proteine zu entfernen und somit die Reinheit auf > 90 %

zu erhohen. Eine hohe Produktreinheit geht jedoch mit hohem Produktverlust einher.

Es konnte die Biokompatibilidt des FGG nachgewiesen werden und die biologische Akti-
vitit des Proteins in der Zellkultur getestet werden. Dafiir wurden hAD-MSCs verwen-
det, die fiir ein uneingeschranktes Wachstum und interzellulare Interaktionen an eine
Matrix binden miissen. Als Beschichtungsmaterial wurde neben dem FGG, Fibrinogen
als Positiv- und BSA als Negativkontrolle verwendet und in gleichen Konzentrationen
auf Oberflichen beschichtet. Auf den verschiedenen Beschichtungen wurden die hAD-
MSCs ausgesit und die Adhésion, Konfluenz und Morphologie der Zellen betrachtet. Es
stellte sich heraus, dass sich die Wirkung des FGG als Beschichtungsmaterial nicht vom
nativen Fibrinogen unterscheidet. Die hAD-MSCs konnten sowohl auf FGG als auf Fib-
rinogen gleichermafien wachsen und zeigten auf beiden Beschichtungen eine fiir MSCs
typische spindelartige Form. Eine weitere wichtige Erkenntnis fiir die Verwendung als
Biomaterial ist, dass das FGG bereits nach der Solubilisierung der IBs bioaktiv ist. An-
dere Forschungsgruppen konnten bereits zeigen, dass Enzyme, Wachstumsfaktoren und
auch fluoreszierende Proteine als IBs aktiv sind [125]-[127]. Somit kénnte fiir Beschich-
tungen in der Zellkultur die direkte Verwendung der IBs getestet werden. Damit kénnten
die Kosten fiir die Aufreinigung des FGGs deutlich gesenkt und die Ausbeute erheblich

gesteigert werden.

Wie im nativen Fibrinogen, befinden sich im FGG Vernetzungsstellen (GIn398 und
Lys406), durch die das FGG mit Thrombin und Faktor XIII polymerisieren soll. Die
SDS-PAGE-Analysen ergaben, dass das FGG durch Zugabe dieser Komponenten Dimere
und héhere Strukturen ausbildet und somit nachgewiesen wurde, dass die Vernetzungs-

stellen fiir Faktor XIII frei zugénglich sind, was mit einer intakten Struktur einhergeht.

Um Kontrolle {iber die mechanischen Eigenschaften des FGG zu erhalten sind weitere
Modifikationen erforderlich. Die Vernetzung kénnte durch chemische Modifikation mit
einem synthetischen Polymer, z. B. PEG, erreicht werden. PEG ist ein Polymer, das
biologisch inert ist und mit dem die mechanischen Eigenschaften von FGG durch Kon-
trolle der Polymer-Kettenldnge und des Vernetzungsgrades beeinflusst werden kénnen

[128], [129]. Erste Untersuchungen zur Herstellung eines PEG-FGG Hybridgels konnten
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bereits durchgefithrt werden und zeigten vielversprechende Ergebnisse [130]. Das PEG-
FGG konnte mit Zusatz eines Photoinitiators und durch UV-Belichtung ein Hydrogel
ausbilden und somit im Bereich Bioprinting, Stereolithographie und in der Zellkultur
eingesetzt werden [131], [132]. Das FGG liefert dabei die biologische Aktivitit des
Biohybridmaterials, wédhrend das synthetische Polymer die gewiinschten physikalisch-

chemischen Eigenschaften beisteuert.

Bis heute stellt die regenerative Medizin hohe Anforderungen an die Forschung, die der-
zeit nicht in allen Bereichen erfiillt werden kénnen. Aus diesem Grund wird weiter an
natiirlichen Materialien geforscht, um geeignete Strukturen zu erhalten, die die komplexe
Umgebung des menschlichen Kérpers vollstandig nachahmen kénnen. Das GelMP und
das FGG konnten Teil dieser innovativen Produkte werden und natiirliche Materialien
tierischen Ursprungs ersetzen. Die fermentationsbasierten Gelatine- und Fibrinogen-Pro-
zesse bieten eine sichere, nachhaltige und kommerziell skalierbare Alternative, wéhrend
tierische Gelatine mit Schwankungen von Charge zu Charge, potenzieller Ubertragung
von Krankheitserregern und mit nicht nachhaltigen Beschaffungsmethoden in Verbin-

dung gebracht wird.
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A Materialien

A.1 Chemikalien

Tabelle 13: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller, Land

B-Mercaptoethanol

a-MEM Basalmedium

Accutase

Aceton

Ammoniak (25%)

APS (Ammoniumperoxisulfat)

Ammoniumsulfat

Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

Calcein-AM

Calciumchlorid

Carbenicillin

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Cobaltchlorid-Hexahydrat

Coomassie Brilliant Blau G250

Merck KGaA, Deutschland

a-MEM Basalmedium

Merck KgaA, Deutschland

Kost Alkohole & Produkte aus Alkohol
KG, Deutschland

AppliChem GmbH, Deutschland

Sigma-Aldrich-Coorperation, USA

AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich-Cooperation, USA

Sigma-Aldrich-Cooperation, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich Coorperation, USA

Promega, Deutschland

Fluka- Chemie (Sigma-Aldrich), USA

Fluka-Chemie (Sigma-Aldrich), USA
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Chemikalie

Hersteller, Land

Diammoniumhydrogenphosphat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat

Dinatriumhydrogenphosphat- Dihydrat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

EDTA

Eisencitrat

Essigsaure

Ethanol

Fibrinogen (aus bovinem Plasma)

Faktor XIII

Fotales Kélber Serum (FKS)

Gentamycin

Gibco DMEM Basalmedium

Glycerin

Glycin

Glucose-Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Honeywell Specialty Chemicals Seelze
GmbH, Deutschland

Riedel-de Haén AG, Deutschland
Sigma-Aldrich-Cooperation, USA
AppliChem GmbH, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich-Cooperation, USA
CoaChrom Diagnostica, Osterreich
PAA Laboratories

Merck KgaA, Deutschland
Thermofisher Scientific Inc., USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Fluka-Chemie (Sigma-Aldrich), USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

85



A Materialien

Chemikalie Hersteller, Land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Harnstoff

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Hefeextrakt

Humanserum (HS)

Imidazol

InstandBlue™

Isopropanol

Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

Kanamycin

Kupferchlorid

Magnesiumchlorid

Manganchlorid-Dihydrat

Methycrylsaureanhydrid

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid

land

CC-pro, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Expedeon, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, USA

Sigma-Aldrich Corporation, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich Coorperation, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Merck KGaA, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land
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Chemikalie Hersteller, Land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Natriumhydroxid

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Natriummolybdat

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Nickelsulfat

Phosphidium Iodid (PI)

Phosphorsaure

Protein Plus Prestained Standard

Quick Start Bradford-Test Dye Reagenz

Rotiphorese, Polyacrylamid/Bisacrylamid-Mischung
(37,5:1), 40%-ig

Salzsadure

Salzsiure 37-%ig

Schwefelsdure

SDS / Natriumlaurylsulfat

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)

Tego® Antifoam KS 911

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Thrombin

land

Sigma-Aldrich-Cooperation, USA
Merck KgaA, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland

BioRad, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Fluka (Sigma-Aldrich), USA
AppliChem GmbH, Deutschland
Merck KgaA, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Evonic Industries AG, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

CoaChrom Diagnostica, Osterreich
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Chemikalie Hersteller, Land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Tris-HCI

land

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutsch-
Triton

land
Trypsin Merck KgaA, Deutschland

Zinkacetat-Dihydrat

Zitronensadure-Monohydrat

Fluka- Chemie (Sigma-Aldrich), USA

AppliChem GmbH, Deutschland

A .2 Laborgerite

Tabelle 14: Laborgerate

Geratebezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Abgassensor, BlueInOne Ferm

Akta pure chromatography system
Autoklav Systec V-150

Bioreaktor Biostat® Cplus (30 L)

Bioreaktor Biostat® C (10 L)

Cleanbench

Cross-flow-Anlage, Sartoflow® Smart

BlueSens gas sensor GmbH, Herten,

Deutschland

GE Healthcare Life Science, Schweden

Systec GmbH, Deutschland

Sartorius  Stedium Biotech ~ GmbH,
Deutschland

Sartorius  Stedium Biotech ~ GmbH,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Géttingen, Deutschland
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Geratebezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Cross-flow-Kassette, Sartocon® Slice Hydrosart®

Cassette (30 kDa)

Cytation 5 Imaging Reader

DO-Messsonde OxyFerm FDA

Durchflusszytometer BD Accuri™ C6

Eismaschine
Eismaschine AF 103

Endotoxin-Kartusche, Endosafe®-PTSTM 10 —
0,1 EU/mL

Endotoxin-Messsystem, Endosafe®-PTS™, Car-

tridge Reader
Feinwaage

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX 50
FPLC-System AktaPure
French Press M-110 L Microfluidizer® Processor

Gefriertrocknungsanlage

Gefriertrocknungsanlage, Alpha 1-4 LSC

Glucosemessgerat, YSI 2900

Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Géttingen, Deutschland

Biotek Instruments Inc., USA

Hamilton Company, GB

Becton Dickinson (BD) Biosciences,

Franklin Lakes, USA

Ziegra, Isernhagen, DE

Scotsman Ice Systems, USA

Charles River Laboratories, USA

Charles River., Laboratories, USA

Sartorius AG, Deutschland

VWR international GmbH, Darmstadt,
DE

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

GE Healthcare, Life Science, Uppsala, SE

Microfluidics, USA

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen

GmbH, Deutschland

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen

GmbH, DE

YSI Incorporated, USA
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Geratebezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Heraeus Megafuge 10

HiLoad 16/600 Superdex 75

HisTrap™ HP 5mL

IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System

Inkubationsschrank Hera cell 240, Heraeus

Kontrolleinheit Biostat C

Kryobehélter MVE

Magnetrithrer C-MAG HS 7

Magnetrithrer mit Heizung MR Hei-Standard

Methanolsensor

Microplate-Reader Multiskan Go

Neubauer Zahlkammer

Peristaltikpumpe Reglo ICC

pH Messsonde, EasyFerm Plus

pH Meter HI 221

Photometer Libra S80

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

GE Healthcare Life Science, Schweden

GE Healthcare Life Science, Schweden

Essen BioScience, Sartorius Brand, Got-

tingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

B. Braun Biotech International, Melsun-

gen, Deutschland

MVE Cryogenics

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
DE

Heidolph  Instruments, Schwabach,
Deutschland

Raven Biotech Inc, Vancouver, CA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Assistent®, Sondheim, Deutschland

Ismatec, Wertheim, Deutschland

Hamilton Company, GB

HANNA Instruments,
Deutschland

Vohringen,

Biochrom GmbH, Deutschland
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Geratebezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Proteingelstation Mini PROTEAN Tetra Cell

Reinstwasseranlage arium pro VF

Rithrkesselreaktor (10L) Biostat® C

Riihrkesselreaktor (30L) Biostat® Cplus

Scanner Perfection V750 Pro

Schiittelkolben (500 mL)

Schiittelkolbeninkubator

Sterilbank HERA safe

Sterilbank Tecnoflow

Thermomixer comfort

Trokenschrank

Ultraschallsonde LABSonic®

Ultraschallsonde, Labsonic® M

Vakuumfiltrationsanlage

Vortexer Analog Vortex Mischer

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim,
DE

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,

Deutschland

Sartorius  Stedium Biotech ~ GmbH,
Deutschland

Sartorius  Stedium  Biotech GmbH,

Deutschland

Epson, Suwa, JP

Corning, Inc., New York, USA

Sartorius Stedim Biotech, Goéttingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

INTEGRA Biosciences, Hudson, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Memmert GmbH + Co KG, Schwabach,
Deutschland

Sartorius  Stedium Biotech ~ GmbH,
Deutschland

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,

Deutschland

Sartorius AG, Deutschland

VWR international GmbH, Darmstadt,
Deutschland

91



A Materialien

Geratebezeichnung

Hersteller, Stadt, Land

Wasserbad WNB

Zahlkammer Blaubrand nach Neubauer

Zentrifuge Centrifuge 5702

Zentrifuge Heraeus™ Fresco 21

Zentrifuge Heraeus™ Megafuge 10

Zentrifuge Heraeus™ Multifuge X5 FR

Zentrifuge Micro Star 17 R

Zentrifuge miniSpin Plus

Zentrifugenrotor Fiberlite F15-8x50cy

Zentrifugenrotor TX-750

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Brand GmbH und Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,

USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,

USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,

USA

VWR International, Darmstadt,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,

USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,

USA

A.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller, Ort, Land

Dispenser Multipipette® E3

Dispenser-Spitzen, 5 und 10 mL Combitips

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Material

Hersteller, Ort, Land

Einwegpipette 50 mL

Einwegpipetten Costar® Stripette (2; 5; 10 und 25

mL)

Einwegspritzen (1 mL-10 mL)

Kaniilen Sterican

Kimtech Science Kimwipes

Kryorohrchen CryoPure Gefafl 1,6 mL

Kivetten

Mikrotiterplatte 24 well, TC Platte

Mikrotiterplatte 24 well, untreated

Mikrotiterplatte 24 well, untreated

Mikrotiterplatten 48 well, untreated

Mikrotiterplatten 96 well

Mikrotiterplatten 96 well, TC-Platte

Nitrilhandschuhe Rotiprotect®-Nitril light

Pipettenspitzen (versch. Groflen)

Sarstedt AG & Co. KG, Num-
brecht, DE

Corning, Inc., New York, USA

B. Braun Melsungen AG, Deutsch-
land

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Kimberly-Clark Professional, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Nim-
brecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nim-
brecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nium-
brecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nium-
brecht, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutsch-
land
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Material Hersteller, Ort, Land

Reaktionsgefiafie (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Deutsch-
land

Skalpell B. Braun Melsungen, Deutschland

Spritzen Norm-Ject Henke  SassWolf,  Tuttlingen,
Deutschland

Spritzenvorsatzfilter Minisart 0,2um Sartorius Stedim Biotech, Gottin-

gen, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech, Gottin-
Sterilfilter 0,2 pm

gen, Deutschland

T-Flaschen, T 25, T75,T175 Sarstedt AG & Co. KG, Deutsch-
land
Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 mL) Corning Inc., USA

A .4 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 16: Puffer, Losungen und Medien

Loésung Zusammensetzung

Medien fiir die Kultivierung von Komatagaella phaffii

BMG 2,12 % Kaliumphosphat, 1,34 % YNB, 4 % Biotin, 1 % Glycerol
BMM 2,12 % Kaliumphosphat, 1,34 % YNB, 4 % Biotin, 0,5 % Methanol
BMGY 2 % Pepton, 1 % Hefeextrakt, 2,12 % Kaliumphosphat, 1,34 % YNB,
4 % Biotin, 1 % Glycerol
2 % Pepton, 1 % Hefeextrakt, 2,12 % Kaliumphosphat, 1,34 % YNB,
BMMY

4 % Biotin, 0,5 % Methanol
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Losung Zusammensetzung
Hexametaphosphat 150 g
Hexametaphosphat
Zugabe von 1 L des. H,O
Trace-Element Solution H-0 970 ml
(PTl\’L)
CUSO4(H20)5 5,99 g
10xNal stock solution 58 ml
(0.4 g Nal per 40 ml Wasser)
MnSO.* H,0 308
Nagl\/IOO4(H20)2 072 g
CoCly(H,0)q 058
ZnCL(H,0); 2004 g
FeSO,(H,0) 0505 ¢
100xH;BO; Stocklosung 7800 ml
(1.0 g H3BO; per 40 ml Wasser)
19,2 ml
96.2 % H,SO,
04¢g

D-Biotin
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Losung Zusammensetzung

Fermentationsmedium Glycerol 50 mL

(pro L)
Dest. Wasser 833 mL
CaSO, 09¢g
K,SOy 14,67 g
MgSO,*7H,O 11,67 g
(NH,4)»SO. 9¢g
Hexametaphosphat 167 mL
(Zugabe nach Autoklavieren des Bioreaktors)
trace elements 4 ml
(Zugabe nach Autoklavieren des Bioreaktors)

Medien fiir die Kultivierung von E. coli

LB-Miller-Medium Hefeextrakt 5g/L
Carbenicillin 50 pg/mL
NaCl 10 g/L
Trypton 10 g/L
pH7
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Losung Zusammensetzung

LB-Agar Hefeextrakt 5g/L
NaCl 10 g/L
Trypton 10 g/L
Carbenicillin 50 pg/mL
Agar 15 g/L
pH 7

Batch Medium Gruppe A Glucose*H,O 11 g/L
MgSO*7H,0 1,2 g/L
H;BO; 3 mg/L
MnCL*2H,0 12,3 mg/L
CuCl, 1,2 mg/L
CoCL*6H,O 2,5 mg/L
Zn(CH;COO0),*2H,0 33,8 mg/L
EDTA 14,1 mg/L

Batch Medium Gruppe B (NH,),HPO, 2,5 ¢g/L
KH,PO, 13,3 g/L
Zitronensaure*H,O 1,86 g/L
Eisencitrat 0,1 g/L
Na;MoO4*2H,0 2,1 mg/L
pH 6,8
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Losung Zusammensetzung

Feeding-Losung Glucose*H,O 649,45 g/L
MgSO,*7H,O 14,85 g/L
H;BO; 3,47 mg/L
MnClL,*2H,0 14,18 mg/L
CuCl, 1,34 mg/L
CoCL*6H,0O 2,95 mg/L
Zn(CH;COO0),*2H,0 15,24 mg/L
EDTA 9,59 mg/L
Na,MoO,*2H,0 2,95 mg/L
Eisencitrat 29,52 mg/L

Zyp-Medium Glucose 11 g/L
KH,PO, 6,8 g/L
Na,HPO/*2H,O 8,99 g/L
(NH,)»SO, 33¢g/L
MgSO, 5 mL/L
FeCl; 0,5 mL/L
NaMoO, 0,5 mL/L
Tracer-Losung 1000x 1 mL/L
Carbenicillin 50 pg/mL
pH 7.5
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Losung Zusammensetzung
Tracer-Losung 1000x; ZnCl, 65,4 mg/L
Zyp-Medium
MnCl,*4H,0 89 mg/L
FeSO,*7TH,0 4g/L
CoCl*6H,0O 50 mg/L
CuSO4*5H,0 100 mg/L
Carbenicillin-Stocklosung 5 mg/mL
Natriummolybdat-Loésung Na2MoO4*2H20 10,5 g/L
5000x; DNB-Medium
Traceelement-Stocklo- CoCly 28 g/L
sung 2000x; DNB-Medium
MnCl,*2H,0 24,6 g/L
CuCl, 24 ¢/L
H3BO; 6 g/L
TitriplexIII (EDTA-Na,) 28,2 g/L

Losungen fiir die SDS-PAGE
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Losung

Zusammensetzung

SDS Trenngel 12%ig Rotiphorese Gel 40 1,5 mL
SDS 1% 0,5 mL
Tris/HCI (1,5M), pH 8,8 1,4 mL
ddH,O 1,6 mL
TEMED 10 pL
APS (25% ig) 10 pL

SDS Sammelgel 6% Rotiphorese Gel 40 0,75 mL
SDS 1% 0,3 mL
Tris/HCI (1,5M), pH 6,8 0,63 mL
ddH,O 3,77 mL
TEMED 10 uL
APS (25% ig) 10 nL

10x TGS-Puffer Tris 3g/L
Glycin 140 g/L
SDS 5g/L
pH 8,3

Lammli Puffer SDS-Probenpuffer 800 pL
Glycerin (55%-ig) 140 pL
2-Mercaptoethanol 100 pL
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Losung Zusammensetzung
Coomassie-Brilliant-Blue- dd H,O 1750 mL
Farbelosung
H3PO, (85%-ig) 250 mL
(NH4)2504 250 g
Coomassie G-250 25¢g
Methanol 500 mL
Puffer und Farbelosungen fiir die Stammzellkultivierung
Standard Proliferations- HS 10%
medium
Gentamycin 0,5%
(MSCs)
o-MEM
DMEM-Basalmedium DMEM 13,5 ¢
NazCOz 377 g
ad 1L H,0
MEM + MEM ohne Phenolrot, fliissig 1%
nicht-essentielle Aminosauren
P/S 1%
FKS 10%
L-Glutamin 2%
Calcein-AM/PI- Farbelo- oMEM 998 uL
sung
Calcein-AM 2 pL
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Losung

Zusammensetzung

DAPI-Férbelosung DAPI-Puffer 999 pL
DAPI-Stocklosung 1 uL
Kryomedium oMEM-Medium,
Humanserum 10%
DMSO 10 %,
Gentamycin 0,5%
Fixierlosung Paraformaldehyd 1x PBS 4%
Natriumboratpuffer, 10 Borséaure 10 mM
mM
Mit NaOH auf
(SBBI)
pH 7.4
Natriumboratpuffer, 50 Borséaure 50 mM
mM
Mit NaOH auf
(SBB II)
pH 8,3
Phosphat-Saline  Puffer Natriumchlorid 0,8 g/1
(PBS)
Kaliumchlorid 0,2 g/1
Natriumhydrogenphosphat 1,44 g/1
Kaliumhydrogenphosphat 0,24 g/1
Kaliumchlorid 0,0201 g/L
pH 74
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Losung Zusammensetzung

Tris-Acetat-EDTA Puffer Tris-Base 40 mM

(TAE)
Eisessig 20 mM
Ethylendiamintetraessigsaure 1 mM
pH 8,0

Medium fiir CTB-Assay o-MEM-Basalmedium
CTB-Reagenz 10%

Pulffer fiir den Zellaufschluss von E. coli

Lysepuffer MOPS 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM

Waschpuffer Tris-HCl 50 mM
NaCl 100 mM
Harnstoff 1M
EDTA 1 mM
Triton 1% (v/v)
pH 8

Solubilisierungspuffer Tris- HC1 50 mM
NaCl 150 mM
Harnstoff 0-8 M
pH 8

Puffer fiir die IMAC
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Losung Zusammensetzung

Bindepuffer Tris-HCl 50 mM
NaCl 150 mM
Imidazol 20 mM
Harnstoff 0 M-8 M
pH 8

Elutionspuffer Tris-HCl 50 mM
NaCl 150 mM
Imidazol 250 mM
Harnstoff 2M-5 M

Puffer fiir die SEC

Equilibrierungspuffer Tris-HCI 10 mM

Laufpuffer Tris-HCl 50 mM
NaCl 150 mM
Harnstoff 2 M
pH 8

Lagerungspuffer NaCH3;COOH 200 mM
Ethanol 20% (v/v)
pH 8
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A.5 Verwendete Kits

Kit Hersteller, Land
CellTiter-Blue® Promega Corporation, USA
CytoTox-ONE™ Promega Corporation, USA
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.

A.6 Software

Software Hersteller, Ort, Land

Fiji ImagelJ Wayne Rasband (National Institute of
Health), USA

GelAnalyzer Microsoft Corporation, USA

Genb™ BioTek Instruments Inc., USA

GraphPad Prism Graphpad Software, Inc

Image J Wayne Rasband (National Institute of

Health) USA

Microsoft Office Microsoft Corporation, USA

Microsoft Visio Microsoft Corporation, USA
OriginLab 2019b OriginLab Corporation, USA
Reaktoriiberwachung MFCS Sartorius Stedim Biotech, DE

Unicorn 6 GE Healthcare Life Sciences, Schweden
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A.7 Zelllinien

Tabelle 17: Verwendete Zellen zur Charakterisierung des FGG und GelMP.

Zelltyp Bezeichnung Passagennummer
hAD-MSC AD27J P5 - P11
hAD-MSC AD44-GFP P15 - P18

B Methoden

B.1 Arbeiten mit Komatagaella phaffii
B.1.2 Kultivierungsarbeiten-GelMP

B.1.2.1 Stammbhaltung

Fiir die Kultivierungsarbeiten zur Produktion von GelMP wird der Stamm Komatagaella
phalffii verwendet. Fiir die Anlegung von Dauerkulturen (Klon 4) werden diese mit 15 %
Glycerol bei -80°C gelagert. Die Dauerkulturen haben eine ODgyop=50 und werden in
Schiittelkolben angesetzt.

B.1.2.2 Ansetzen von Vor- Vorkulturen

Die Vorkultur wurde in einem 500 mL Schiittelkolben mit Schikanen angesetzt. Dafiir
werden 50 mL YPD-Medium in den Kolben gegeben und mit einer ODggo 0,1 angeimpft.
Die Vor-Vorkulturen wurden fiir 16 h bei 150 rpm kultiviert, um eine ODg zwischen 10-

14 zu erreichen.

B.1.2.3 GelMP Kultivierungen im Riihrkesselreaktor: Fed-Batch-Betrieb

Die Fed-Batch-Kultivierung wurde im 30 L. Edelstahlreaktor (Biostat® Cplus, Sartorius
Stedim Biotech GmbH) durchgefithrt. Dazu wurden 250 mL Vorkultur tiber Nacht bei
30°C und 150 rpm kultiviert. Die Reaktorsysteme bestehen aus einem Reaktorbehélter
und einer Steuereinheit. Die im Deckel und an den Auflenwénden integrierten Ports

(25 mm) wurden verwendet, um Messsonden in den Prozess zu integrieren. Der Riihrer
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ist ebenfalls iiber den Deckel eingebaut und die Temperierung erfolgt iiber den Reaktor-
mantel. Mit dem Sensor BlueInOne Ferm (BlueSens gas sensor GmbH) kann das Abgas
analysiert werden. Die Online Messsonden dienen fiir die Uberwachung des pH-Werts
(EasyFerm Plus, Hamilton Company) und des pO-Werts (OxyFerm, FDA, Hamilton
Company). Uber einen weiteren Port wird der Methanol-Sensor integriert, um die Zugabe
von Methanol steuern zu konnen. Das Fermentationsmedium (10 Liter) mit 5 % Glycerol
wurde fiir 30 Minuten bei 122°C sterilisiert. Danach werden die Hefezellen aus einer

Startkultur in Fermentationsmedium aseptisch in den Bioreaktor gegeben.

B.1.2.4 Methanol-Sensor Setup

Der Methanolsensor wird iiber einen 25 mm Port in den Bioreaktor eingefithrt. Anschlie-
Bend werden Luftschlauche fiir die Luftversorgung an den Sensor angeschlossen. Ein Ein-
platinen-Computer wird ebenfalls an den Sensor angeschlossen. Dieser besitzt eine serielle
RS232-Schnittstelle, die zusétzlich mit einer peristaltischen Pumpe verbunden ist. Zu-
sitzlich ist eine Kontrollsoftware installiert, die zur Uberwachung der Sollwerte genutzt
wird. AuBlerdem wurde eine peristaltische Pumpe (Ismatec) fiir die Methanolzugabe an

den Reaktor angeschlossen.

B.1.2.5 Offline Analytik wiahrend der GelMP-Kultivierungen

Fiir die Offline Analytik wurden 5 mL Kulturvolumen zu den jeweiligen Zeitpunkten

entnommen und fiir die nachfolgenden Analysen verwendet.

Bestimmung der optischen Dichte

Die Analyse der optischen Dichte im Prozess erfolgt iiber eine photometrische Messung
bei einer Wellenldnge von 600 nm (Libra S80, Biochrom GmbH). Als Referenz wurde
eine 0,9 %ige Salinelosung verwendet. Sobald der Wert ODg=0,5 tiberschritten wird,

muss die Probe mit der 0,9 %igen Salinelosung verdiinnt werden.

Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Fiir die Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) wurde 1 mL Kultivierungsprobe in ein
trockenes 1,5 mL. Reaktionsgefaf iiberfiihrt und fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Heraeus™ Biofuge™ pico, Thermo Fisher Scientific). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet fiir 48 h bei 80°C getrocknet. Anschliefend wurde das getrocknete Pellet

gewogen und daraus die Biotrockenmasse bestimmt.
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B.2 Downstream Processing-GelMP
B.2.1 Umpufferung mittels GréB8enausschlusschromatographie

Das im Uberstand befindliche GelMP wird direkt aus der Fermentationsbrithe mit dem
AKTA pure System aufgereinigt. Dazu werden 15 mL des Uberstandes auf eine Sephadex
G-25 Saule (HiPrep 26/10 Desalting, GE Healthcare) geladen. Diese wird zuvor mit PBS-
Puffer (pH 7,4) nach Protokoll geméafi GE &quilibriert. Die Fermenationbrithe mit dem
GelMP wird mit einer Flussrate von 5 mL/min mit PBS-Puffer 40 min eluiert und mit
einem UV- und Leitfihigkeitssensor iiberwacht. Die detektierten Peaks werden mittels
SDS-PAGE analysiert. 8 mLL Fraktionen wurden pro Durchlauf gesammelt und anschlie-

Bend gefriergetrocknet.
B.2.2 Dialyse und Aufkonzentrierung mit Cross-Flow Filtration

Um groere Mengen des Kulturiiberstandes zu dialysieren, wird die Cross-Flow Anlage
(Sartoflow Smart, Sartorius Stedim Biotech GmbH) verwendet. Fiir die Abtrennung von
kleineren Bestandteilen wird eine Membran-Kassette mit einem cut off von 30 kDa in die
Apparatur eingebaut. Das System wird zunéchst mit zwei Liter destilliertem Wasser
gespiilt. Das Wasser wird abgelassen und der Vorgang wiederholt. Anschlieend wird der
Behilter mit dem Kulturiiberstand befiillt und solange dialysiert, bis das Konduktivi-
tatssignal einen konstanten Wert (unter 1 mS/cm) erreicht. Im Anschluss wird der dia-
lysierte Uberstand auf ein zehntel des Volumens aufkonzentriert und geerntet. Das Sys-
tem wird mit 100 mL destilliertem Wasser gespiilt um Riicksténde aus dem System zu
losen. Die Riickstdnde werden ebenfalls geerntet. Am Ende wird das System mit 3 M
Natronlauge und anschlieBend mit Wasser gespiilt. Die Membran-Kassette wird aus dem

System gebaut und in 3 M Natronlauge gelagert.
B.2.3 Trocknung von GelMP

Nach der Dialyse mittels Groenausschlusschromatographie oder Cross-Flow-Filtration
wird das aufgereinigte GelMP gefriergetrocknet. Die Probelosung wird erst eingefroren (-
80°C) und im Anschluss bei -20°C und einem Druck von 0,03 mbar bis zur vollstdndigen

Trocknung gefriergetrocknet. -

108



B Methoden

B.3 Arbeiten in der Zellkultur - GelMP
B.3.1 Zelladhasions Experimente-GelMP

Das lyophilisierte GelMP wurde im PBS-Puffer (pH 7,4) in einer Konzentration von 2
mg/mL gelost. 400 pL dieser GelMP-Losung wurden in jedes Well gegeben und 12 h bei
4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Wells mit 500 nl. PBS-Puffer gespiilt, um iiber-
schiissiges Protein zu entfernen. Als Kontrolle fiir das Adhésionsexperiment wurden eine
Reihe von Wells mit Rinderserumalbumin (BSA) und Gelatine (Sigma Aldrich, Gelatine
Typ A, USA) mit gleicher Konzentration und nach dem gleichen Verfahren wie bei
GelMP beschichtet.

Fiir Adhésionsexperimente wurden hAD-MSCs auf eine beschichtete 48-Well-Platte (Ep-
pendorf, Deutschland) mit einer Dichte von 15.000 Zellen/cm? mit 300 pL. Medium pro
Well gesetzt. Nach der Aussaat wurden die Zellen fiir 60 h in alpha-MEM mit 10 %
fetalem Rinderserum (FBS) und 50 pg/mL Gentamicin in einer befeuchteten Atmosphére
mit 5 % CO2 und 21 % O, bei 37°C kultiviert. Wéahrend der Kultivierung wurden alle
2 h mikroskopische Aufnahmen (vier Felder pro Well) mit einem IncuCyte® Live-Cell
Imaging System (Sartorius, Deutschland) gemacht. Die Daten wurden mit der IncuCyte®
Confluence Software (IncuCyte® S3 2018 A) analysiert, die die Konfluenz der Zellen

analysiert.
B.3.2 Biokompatibilitdt von GeIMP durch quantitativen Assay - GelMP

Die hAD-MSCs wurden in 48 Wellplatten mit einer Dichte von 15.000 Zellen/Well in
300 pL. Kulturmedium (alpha-MEM mit 10 % FBS, 50 pg/mlL Gentamicin, 0,5 ptM
IncuCyte® Caspase-3/7 Reagenz) gesetzt. Das Medium wurde zuvor mit GelMP, Gela-
tine und BSA gemischt, was zu einer Endkonzentration von 5 mg/mL fithrte. Eine quan-
titative Analyse der Apoptose von hAD-MSCs tiber die Zeit wurde wihrend der Kulti-
vierung im behandelten Medium (GelMP, BSA, Gelatine) und mit regulédrem Zellkultur-
medium als Kontrolle durchgefiithrt. Nach der Behandlung wurden die Zellen sofort in
das IncuCyte® Live-Cell Analysesystem (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland)
mit einem 10X-Objektiv in einem Standard-Zellkulturinkubator eingesetzt und alle 2 h

sowohl Phasenkontrast- als auch Fluoreszenzbilder aufgenommen.
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IncuCyte™ Lebendzellanalyse

Zur weiteren morphologischen Untersuchung sowie Nekrose- und Apoptose-Testung wur-
den die Zellen {iber einen Zeitraum von 12-48 h mit dem Lebenzell-Imaging-System
IncuCyte™ (Essen BioScience, jetzt Sartorius) beobachtet und optisch analysiert. Das
IncuCyte™ nimmt zu vorher festgelegten Zeitpunkten selbststindig Bilder von Kultur-
gefaflen im Phasenkontrast, griinem oder rotem Fluoreszenzspektrum auf und ermoglicht
eine Komplexe Bildanalyse mit zugehdriger Software. Fiir die Analyse der Apoptose und
Nekrose wurden Fluoreszenzmarker fiir Caspase 3/7 Aktivitat (IncuCyte™ Caspase 3/7
green reagent), Phosphatidylserin-Delokalisierung (IncuCyte™ Annexin V green reagent)

und Membranintegritéit (IncuCyte™ Cytotox red reagent) verwendet.

Die Auswertung erfolgte iiber die zugehorige Bildanalyse-Software, mit der individuelle
Masken je nach Kultivierungsbedingung selbststindig erstellt wurden. So war es moglich,
die Fluoreszenzsignale der einzelnen Zellen zu quantifizieren. Die Erkennung der Signale
wurde fiir verschiedene Zeitpunkte kontrolliert und die Gréflenfilter und Fluoreszenzsig-
nal-Grenzwerte dementsprechend angepasst, dass fiir die Zellen nur einzelne Signale de-
tektiert und zufillig angefirbte Storobjekte ausgefiltert wurden. Fiir die Auswertung
wurden nur Bilder mit dhnlicher Konfluenz der Zellen verwendet, um den Standardfehler
zu minimieren. s wurden fiir die selektierten Bilder der Wells mit identischen Kultivie-
rungsbedingungen Mittelwerte und Standardabweichung der ermittelten Fluoreszenzsig-

nale berechnet.
B.4 Arbeiten mit Escherichia coli
B.4.1 Kultivierungsarbeiten-FGG

Die Anzucht der E. coli Tuner Kulturen und Stammkulturen erfolgt in LB-Medium (Ta-
belle 16) auf einem Schiittler (150 rpm, 37°C). Die Kultur enthélt eine Carbenicillin-
Resistenz, sodass dem Medium 50 pg/mL Carbenicillin hinzugefiigt wird. Die Kultivie-
rungen des E. coli Tuner Stammes erfolgte in einem 10 L Edelstahl-Bioreaktor (Sartorius,
Gottingen). Die Instrumente zur Messung von pH, pO2 und Temperatur sind im Kopf-
raum des Reaktors angebracht. Durch die Zugabe von Ammoniak (25 %) erfolgt die
Regelung des pH-Wertes auf 6,5. Der pO2-Gehalt im Medium wird konstant auf einen

Wert von 30 % durch eine Riithrerkaskade reguliert.
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B.4.1.1 Fermentationsvorbereitung und Durchfiihrung

Die in Kapitel 3.1 beschriebenen Kultivierungsarbeiten erfolgten in einem Bioreaktor
Biostat C (Sartorius Stedim Biotech GmbH). Die Vorbereitungen zur Fermentation sind
am Vortag durchzufithren. Die Vor-Vorkultur, die in 500 mL. Schiittelkolben mit LB-
Medium angesetzt wurde, wurde fiir 12 Stunden bis zum Erreichen einer ODgyp=12 bei
37°C und 150 rpm kultiviert. Aulerdem wurden zusétzlich das nadelfreie Zugabeventil
(SACOVA-Ventil) und ein Animpfbehélter mit Inokulationsnadel fiir die Kultivierung
im Edelstahl-Bioreaktor autoklaviert (21 min, 121°C). Nach Kalibrierung der pH-Sonde
im Bereich zwischen pH 4 und pH 7, wird das eingebaute SACOVA-Ventil mit der Am-
moniak-Losung (25 %) verbunden. Je nach Prozessmafistab wird das entsprechende Me-

dienvolumen vorgelegt.

B.4.1.2 Offline Analytik wiahrend der FGG-Kultivierungen

Fiir die Offline Analytik wurden pro Kultivierung 5 mL Kulturvolumen genommen und

fiir die nachfolgenden Analysen verwendet.

Bestimmung der optischen Dichte

Die Analyse der optischen Dichte im Prozess erfolgt iiber eine photometrische Messung
bei einer Wellenlénge von 600 nm (Libra S80, Biochrom GmbH). Als Referenz wird eine
0,9 %ige Salinelosung verwendet. Sobald der Wert ODgyo=0,5 iiberschritten wird, muss

die Probe mit der 0,9 %igen Salinelosung verdiinnt werden.

Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration

Fiir die Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) wird 1 mL Kultivierungsprobe in ein
trockenes 1,5 mL. Reaktionsgefaf iiberfiihrt und fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Heraeus™ Biofuge™ pico, Thermo Fisher Scientific). Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet fiir 48 h bei 80°C getrocknet. Anschliefend wird das getrocknete Pellet gewo-

gen und daraus die Biotrockenmasse bestimmt.

Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Glucosebestimmung wihrend der Kultivierung geschieht vollautomatisch mittels YSI
2900 (YSI Incorporated). Diese Methode basiert auf einer enzymatischen Nachweisme-
thode. Dazu wird der zellfreie Uberstand der Kultivierung vermessen, wobei der Gluko-

sekonzentrationsbereich zwischen 0 und 10 g/L liegen sollte.
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B.5 Downstream Processing-FGG
B.5.1 Zellernte und Isolierung von Inclusion Bodies

Die Zellernte von E. coli erfolgte durch Zentrifugation (10.000xg, 4°C, 1h). Das pelletierte
Zellmaterial wurde aliquotiert und eingefroren (-20°C). Fiir den Zellaufschluss wurden
die Zellen in Lysepuffer resuspendiert. Die Zusammensetzung des Lysepuffers ist in Ta-
belle 16 ersichtlich. Zur Resuspension wird fiir 1 g Feuchtpellet 20 mL Lysepuffer einge-
setzt. Fiir 10 min wird das Pellet im Puffer homogenisiert und anschlieflend abzentrifu-
giert (15.000xg, 30 min). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet erneut in Lyse-
puffer resuspendiert. Es folgt der Zellaufschluss mittels Hochdruck-Homogenisator (M-
110 L Microfluidizer® Processor). Um eine Warmeentwicklung zu vermeiden wurde das
System kontinuierlich mit Eis gekiihlt. Der Aufschluss erfolgte bei 9 psi und die Losung
wird 8mal durch das System gepresst. Im Anschluss wird die Losung zentrifugiert
(15.000xg, 30 min) um die Zelltritmmer von den IBs zu trennen. Das entstandene Pellet
wird erneut in Waschpuffer (siehe Tabelle 16) resuspendiert und zentrifugiert. Dieser
Schritt wird dreimal wiederholt. Der Uberstand wird in jedem Schritt dekantiert, sodass
nach dem dritten Waschschritt die IBs eingefroren werden und fiir weitere Anwendungen

bei -20°C aufbewahrt werden.

Zellaufschluss mittels Ultraschall

Fiir den analytischen Mafistab wurde der Zellaufschluss mittels Ultraschall durchgefiihrt.
Zellproben wurden aufgetaut und bei 13.000 rpm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet erneut zentrifugiert (13.000 rpm, 4°C, 5 min).
Im Anschluss wurde das Pellet in 500 pL. 1x PBS-Lysepuffer resuspendiert. Fiir den Zel-
laufschluss mittels Ultraschall wurde jede Probe dreimal fiir 30 sec beschallt (100 %
Amplitude, Cycle 0,6). Zum Abkiihlen der Sonde wurde die Probe zwischen jeder Be-
schallung fiir 1 min auf Eis gestellt. Das Lysat wurde anschlieend bei 13.300 rpm und
4°C fiir 15 min zentrifugiert und fiir 10 min auf Eis gekiihlt. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefafl iiberfithrt und das Prézipitat in 500 uL 1x PBS-Lysepuffer resus-

pendiert.
B.5.2 Solubilisierung von Inclusion Bodies

Das Pellet nach Zellaufschluss wird in Solubilisierungspuffer resuspendiert und anschlie-

Bend bei — 20 °C mindestens {iber Nacht eingefroren. Die Probe wird nach 12 h bei
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Raumtemperatur aufgetaut. Im Anschluss werden die Proben fiir 1 h bei 4 °C zentrifu-

giert. Der Uberstand wird in ein neues Gefif iiberfiihrt. Das Pellet wird verworfen.
B.5.3 Metallchelat-Affinitatschromatographie (HiTrap Column 5 mL)

Die Aufreinigung mittels FPLC erfolgten voll automatisch mit dem Akta pure-System
(GE Healthcare). An das System sind sowohl ein Leitfahigkeitsdetektor, als auch ein UV-
Detektor (280 nm) angeschlossen. Fiir die Affinitdtschromatographie wurde eine HiT-

rap™ Séule, 5 mL von GE verwendet. Der Ablauf ist in Tabelle 18 aufgelistet.

Tabelle 18: Prozessablauf der Affinitdtschromatographie zur Aufreinigung von FGG mit-
tels HisTrap™-Saule.

Phase Volumen Flussrate Puffer
TBS-Puffer,
Equilibrierung 25 mL 5 mL/min
5 M Harnstoff
TBS-Puffer,
Probenaufgabe 10 mL 2,5 mL/min
5 M Harnstoff
TBS-Puffer,
Waschen 25 mL 5 mL/min
5 M Harnstoff
TBS-Puffer,
Elution 25 mL 5 mL/min 5 M Harnstoff,

250 mM Imidazol

TBS-Puffer,
5 M Harnstoff

Equilibrieren 25 mL 5 mL/min

Weitere Parameter

Temperatur 20°C

Metall-Ionen Nickel-lonen
Puffersystem TBS Puffer, pH 8
Saule HiTrap™HP-Séule
Imidazol 250 mM

Harnstoff 5M
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B.5.4 Gré8enausschlusschromatographie

Die Groflenausschlusschromatographie (SEC) wurde mit einer HiLoad Superdex 75 pg
(GE Healthcare) durchgefiihrt, die ein Sdulenvolumen von 120 mL besitzt. Folgende Me-

thode wurde zur weiteren Aufreinigung des FGG Proteins mit SEC verwendet:

Volumen [mL] Flussrate [ml/min] Puffer®

Equilibrierung 240 1 Equilibrierungspuffer
Probenaufgabe 5 1 Laufpuffer
Elution 180 0,8 Laufpuffer
Regeneration 120 1 Equilibrierungspuffer

*Zusammensetzung siehe Tabelle 16
Zur Lagerung der Saule wurde mit 2 CV Lagerungspuffer gespiilt.
B.5.5 Umpufferung und Aufkonzentrierung

Die Elutionsfraktionen, die FGG enthalten, werden mittels Vivaspin Diafiltrationseinheit
umgepuffert und aufkonzentriert. Dazu wurde eine Fraktion (2 mL) in die Einheit gege-
ben und mit 12 mL: PBS-Puffer aufgefiillt und fiir 3x 20 min bei 4.000 xg zentrifugiert.
Zwischen den Zentrifugationsschritten wird die Diafiltrationseinheit wieder auf 12 mL

PBS-Puffer aufgefiillt. Nach der Umpufferung wird die Probe sterilfiltriert (0,2 pm).
B.6 Arbeiten in der Zellkultur - FGG

Zur Charakterisierung von FGG wurden Untersuchungen in der Zellkultur durchgefiihrt.
Alle Arbeitsschritte erfolgten (wenn nicht anders angegeben) unter sterilen Vorausset-

zungen.
B.6.1 Beschichtung der Zellkulturplatten mit Proteinlosung

Fiir die Proteinbeschichtung wurden 500 pg/mL FGG in PBS-Puffer (pH 7,4) gelost
und 150 pL auf unbeschichtete 48-Well-Platen (Eppendorf) gegeben. Die Proteinlosungen
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wurden fiir 12 h bei 4°C auf der Oberflache inkubiert. Zusatzlich wurden Wells mit Fib-
rinogen und BSA beschichtet und gleichermafien behandelt. Im Anschluss wurde die Pro-
teinlésung entnommen und die Oberflichen mit PBS-Lésung gewaschen. Fiir den Adhé-
sionsassay (siehe Kapitel 3.4.3) wurden unbeschichtete 6-Well-Platten (Eppendorf) ver-
wendet und mit 750 pL. Proteinlésung beschichtet.

B.6.2 Kultivierung und Passagieren der hAD-MSCs

Die adhérent wachsenden hAD-MSCs wurden bei 37°C in T75-Kulturflaschen mit o-
MEM Standardproliferationsmedium (o-MEM + 10 % HS und 1 % Gentamycin) kulti-
viert. Die Zellen wurden bei Erreichen der Konfluenz >80 % passagiert. Das Medium
wurde dazu abgesaugt und die Zellen in vorgewdrmtem PBS-Puffer gewaschen. Die Ab-
losung der Zellen erfolgte mittels Accutase (4 mL, 10-15 min inkubieren bei 37°C. An-
schlieBend wurden die Zellen mit 4 mL Medium durch mehrmaliges Abspiilen von der
Oberfliache entfernt und in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen iiberfithrt. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation vom Medium getrennt (300 xg, 5 min) und in neues Medium (5 mL)
resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauer-Zéhlkammer. Dazu
wurden 20 mL Zellsuspension in 20 pL Trypanblau-Losung resuspendiert. 10 pL. davon
wurden in die Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und die Zellen in den Quadraten mit-
tels Miksokop gezihlt. Durch Mittelwertbildung und Beriicksichtigung der Verdiinnung
lasst sich die Gesamtzellzahl in den 5 mL Medium ermitteln. Die Zellen wurden fiir eine
weitere Passage in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt und bei 37°C im Brutschrank kul-
tiviert oder fiir die Beschichtungsexperimente auf den unterschiedlich beschichteten

Oberflachen kultiviert.
B.6.3 CTB-Assay (CellTiter-Blue® Cell Viability Assay)

Der CTB-Assay dient der Beurteilung der Viabilitédt der Zellen und beruht darauf, dass
lebende Zellen die Redox-Substanz Resazurin in den Fluorophor Resorufin umwandeln
kénnen. Der CTB-Assay wurde sowohl mit FGG im Medium als auch mit FGG-beschich-
teten Oberflichen durchgefithrt. Fiir die Untersuchung der Biokompatibilitdt von FGG
wurden die nicht-markierten hAD-MSCs ( 8.000 Zellen/Well) auf herkémmlichen Zell-
kulturplatten (96-Well von Sarstedt) ausplattiert und nach ca. 24 Stunden Kultivierung
bei 37°C das Medium gewechselt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und das neue
Standardproliferationsmedium wurde mit FGG (gelést in PBS; Verhéltnis 1:2, 1:4, 1:8)

auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden anschlieflend fiir 24 Stunden bei 37°C kultiviert.
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Das Medium wurde erneut gewechselt und die Zellen fiir 2 Stunden mit 10 %-tiger CTB-
Losung inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Fluoreszenzmessung bei 560 nm (Anregung)

und 590 nm (Emission).

Fiir die Untersuchung, ob die FGG-Beschichtung biokompatibel ist, wurden 15.000 hAD-
MSCs/Well auf die beschichteten Oberflichen (48 Well von Eppendorf) ausplattiert.
Nach 1, 3 und 7 Tagen wurde das Medium abgenommen und die Zellen fiir 1 Stunde mit
10 %-tiger CTB-Losung inkubiert. Es erfolgte die Uberfiihrung des Uberstandes in 96-

Wellplatten und die Fluoreszenzmessung bei 560 nm (Anregung) und 590 nm (Emission).

Zur Auswertung wurde der Blank-Wert der CTB-Losung von den jeweiligen Messwerten
abgezogen und Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die Viabilitat der Zel-

len wurde stets in Bezug auf die Dunkel-Kontrolle der jeweiligen Wellplatte berechnet.
B.6.4 FGG-Beschichtungsversuche mit hAD-MSCs

Zur Analyse des Adhiésionsverhaltens wurden nicht-markierte hAD-MSCs auf die be-
schichteten Oberfldchen gegeben. Fir die 48 Well Platte wurden 40.000 Zellen/Well, fiir
die 6 Well Platte 300.000 Zellen/Well ausgesit. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde das
Medium mit den nicht adhérierten Zellen abgenommen und mittels Neubauer-Zahlkam-

mer gezahlt (analog zu Kapitel 6.2.2.2).

Fiir die Wachstumsanalyse wurden sowohl die nicht-markierten hAD-MSCs — als auch
die GFP-markierte Zellen auf den beschichteten Oberflichen ausplattiert. Dabei wurde
die Zahl der ausplattierten Zellen variiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Auf-
nahmen des gesamten Wells mit dem Biotek® Cytation 5™ System gemacht. Dafiir wur-
den die Zellen ggf. mit Calcein-AM geférbt. (Kapitel 6.2.3.4) Fiir die anschlieBende Aus-

wertung in Fiji wurden die in Tabelle 19 aufgelisteten Makros verwendet.
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Tabelle 19: Makros zur quantitativen Auswertung des Wachstumsverhalten der AD-MSCs mittels Bildbe-
arbeitungsprogramm Fiji

AD-MSCs

run("8-bit");
run("Subtract Background...", "rolling=20 light");

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 normalize");

run('Remove Outliers...", "radius=30 threshold=80
which=Dark");

run("Threshold...");

setThreshold(0, 225);

setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask");

run("Despeckle"); 3x

run("Fill Holes");

run("Measure");

GFP-markierte
MSCs

AD-

run("8-bit");

run("Subtract Background...", "rolling=30");
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.1 normalize");
setThreshold(10, 255);

//run("Threshold...");

run("Convert to Mask");

makeOval(-128, -75, 1944, 1949);

run("Measure");
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AD-MSCs gefarbt mit | run("8-bit");
Calcein-AM
run("Subtract Background...", "rolling=50");
setThreshold(2, 255);

run("Convert to Mask");

makeOval(-126, -72, 1908, 1955);

run("Measure");

B.7 Proteinanalytik
B.7.1 N-terminale Sequenzierung-GelMP

Fiir die N-terminale Sequenzierung wird das GelMP auf ein SDS-Gel aufgetragen und
anschliefend auf eine PVDF-Membran geblottet und mit einer Ponceau Rot-Farbung
sichtbar gemacht. Die Probe wurde an das Helmholtz Zentrum in Braunschweig weiter-

geleitet und analysiert.
B.7.2 Bichinchoninic Acid Protein Assay-GelMP

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wird ein Bicinchoninsiure (BCA)-Assay
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwen-
det. Als Referenz wurde natives Kollagen I aus der menschlichen Plazenta (Santa Cruz

Biotech., Dallas, TX, USA) verwendet.
B.7.3 Chemische Modifizierung des GelMP

Die Veresterung der Carbonséure-Seitenketten des GelMP erfolgte durch die Zugabe von
500 pL. Methanol und 0,1 M Salzséure (pro 100 pg GelMP). Die Losung wurde bei 4°C
fiir 72 h inkubiert. Das Methanol wurde durch Diafiltration (3 kDa) gegen 1 M Salzsidure
ausgetauscht. Die Probe wurde mittels SDS-PAGE analysiert.
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B.7.4 SDS-PAGE

Proteinproben wurden mit SDS-PAGE mit 10 % Tris-HCI-Gelen und einem Mini Pro-
tean Tetra Cell System (BioRad, USA) analysiert. Der Kulturiiberstand wurde 1:1 mit
Laemmli-Puffer (2x) gemischt und 10 pL. wurden auf das Gel geladen. Fiir die Bestim-
mung des Molekulargewichts wurde ein Precision Plus Protein Standard (BioRad, USA)

verwendet. Proteine wurden mit der Coomassie Brilliant Blue G 250 Farbung visualisiert.
B.7.5 Coomassie-Farbung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel kurz in Wasser gewaschen und
im Anschluss mit Coomassie Brilliant Blue oder InstandBlue™ geféirbt. Dafiir wurde das
Gel in der Farbelosung unter Schiitteln bei Raumtemperatur tiber Nacht (Coomassie
Brilliant Blue) oder fiir eine Stunde (InstantBlue™) inkubiert. Die Entfirbung erfolgte
durch Abnahme der Farbelosung und durch Waschen des Gels mit Wasser bis der Hin-

tergrund des Gels farblos war.
B.7.6 Bradford-Test Assay

Zur Quantifizierung des FGG wurde der Bradford-Test verwendet. Das FGG wurde mit-
tels Dreifachbestimmung in eine Mikrotiterplatte gegeben und mit einem Bradford-Test-
Reagenz (BioRad) 1:5 verdiinnt (Endvolumen: 250 pL). Zur Quantifizierung wurde BSA
als Standard verwendet und eine Standardreihe von 0-1000 pg/mL mit dest. Wasser ver-
wendet. Das Bradford-Test-Reagenz enthélt den Farbstoff Coomassie Brilliant Blau-
G250, der an die kationischen und unpolaren Seitenketten der Proteine bindet. In Ge-
genwart einer sauren Losung kommt es zu einer Uberfithrung des Farbstoffes vom katio-
nischen in den anionischen Zustand sowie zu einer Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums von 470 nm nach 595 nm. Dies kann photometrisch bestimmt werden und ist pro-

portional zur Proteinkonzentration.

Um die Konzentration zu ermitteln, wird der Messwert der Messung bei 470 nm vom
Messwert der Messung bei 595 nm subtrahiert und zwischen den identischen Proben der
Mittelwert gebildet. Die Absorption der Standard-Reihe wird gegen die Konzentration
aufgetragen und eine lineare Regression gebildet. Mittels der Geradengleichung kann aus

der Absorption der zu vermessenden Proben die Konzentration bestimmt werden.

119



B Methoden

B.7.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Densitometrie

Die densitometrische Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt mit der Software Ge-
lAnalyzer. Dafiir wurden die angefertigten SDS-Gele mit Coomassie-Losung gefarbt und
anschlieffend eingescannt. Die Probenspuren werden iiber die relative Farbdichte der ge-
samten Probenspur und der zu analysierenden Proteinbande bestimmt. Neben der Pro-
teinkonzentration wird mit dieser Methode die Reinheit der zu analysierenden Protein-

proben bestimmt.
B.7.8 Rheologie

Die Gelbildung einer 2,5 mM GelMP-Lo6sung in PBS (pH=7,4) wurde bei 15 °C mit einem
modularen Rheometer MCR 302, Anton Paar, Osterreich) mit einer Plattengeometrie
(20 mm Durchmesser, 1 mm Spaltweite) untersucht. Die Trimerisierung wurde mit einem
Zeitraffer-Oszillationstest unter konstanter Dehnungsamplitude von 0,1 % und bei einer
konstanten Frequenz von 1 Hz fiir einen Zeitraum von 20 h aufgezeichnet. Eine Lésungs-

mittelfalle wurde verwendet, um den Probenverlust durch Verdampfung zu verhindern.
B.7.9 CD-Spektrometrie

Zirkuldre Dichroismus-(CD)-Spektren wurden mit einem Spektropolarimeter J-815
(Jasco, USA) aufgenommen. Das aufgereinigte GelMP und die Gelatine A (Sigma Ald-
rich, USA) wurden im PBS-Puffer in einer Konzentration von 1 mg/ml gelost. Das
menschliche Kollagen I (Biotechnology Inc., USA) wurde in Essigsdure (1 mg/ml) gelost
und ebenfalls fiir 10 min bei 90 °C zur thermischen Denaturierung behandelt. Die Test-
lésungen wurden in eine Kiivette mit einer Schichtdicke von 1 mm eingebracht und die
Spektren im Bereich von 190-240 nm aufgenommen. Die Spektren wurden mit einer Scan-
geschwindigkeit von 50 nm/min bei einer Auflésung von 0,5 nm erhalten. Schmelzkurven
von 10 bis 60°C wurden durch Erhéhen der Temperatur in Schritten von 10°C abgeleitet.
Die Messungen wurden 5 mal durchgefithrt und die gemittelten Werte wurden aufge-

zeichnet.
B.7.10 Differential-Scanning-Fluorometry (DSF)
Die Thermostabilitit wurde mittels Nano Differential-Scanning-Fluorometry (DSF) mit

dem Tycho NT.6-Gerét (NanoTemper Technologies, Miinchen, DE) gemessen. Die Mes-
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sung erfolgte im Bereich von 20-95°C mit einer Aufheizrate von 30°C/min. Die Protei-
nentfaltung wurde durch das Fluoreszenzsignal von aromatischen Aminoséuren bei einer
Intensitat von 330 nm und 350 nm detektiert. Die Schmelztemperatur (Tm) wurde durch

das Maximum der ersten Ableitung der Fluoresezenz-Ratio (F350/F330) ermittelt.

C Zusatzliche experimentelle Daten

Gensequenz des Gelatine mimetischen Proteins (GelMP)

gaattcceeggteegectggtecacctggtecacctggtecaccaggaccaccaggtecacctggaccaccggg
tecteceggaccaactagtactggttetecaggttetectggtecagatggtaaaactggacctecaggaccetg
ctggacaagatggtagaccaggtcctccaggtccaccaggtgetagaggtcaagetggtgttatgggtttteca
ggtcctaaaggtgetgetggtgaacctggtaaagetggtgaaagaggtgttcctggacctectggtgetgtigg
tectgetggtaaggatggtgaggctggtgetcaaggaccacctggtectgetggtecagetggtgagagaggtg
aacaaggtccagetggttctectggttttcaaggtttgecaggtecagetggtecaccaggtgaagetggtaaa
ccaggtgagcaaggtgttccaggtgatttgggtgctecaggtectictggtgectagaggtgaaagaggattcee
tggagagagaggtgticagggtcctectggtccagetggtccaagaggtgetaatggtgetectggaaatgatg
gtgctaagggtgatgetggtgetecaggtgetectggatctecaaggtgetecaggattgeaaggtatgecaggt
gaaagaggtgctgetggtttgectggtecaaaaggtgatagaggtgacgetggaccaaagggtgetgatggate
tccaggtaaagatggtgttagaggtttgactggaccaateggtectectggacctgetggtgetecaggtgata
agggtgaatctggtecatecggtectgetggtectacaggtgetagaggtgeteccaggtgacagaggtgaacca
ggacctccaggtecagetggtittgetggtecacctggtgetgatggtecaaccaggtgetaaaggtgagecagg
tgacgctggtgetaaaggtgacgetggtecaccaggtectgetggacctgetggtecacctggtectattggta
atgttggtgcteccaggtgctaaaggtgetagaggttctgetggacctecaggtgetactggtttteccaggtget
gctggaagagttggtecteccaggaccatetggtaatgetggacctectggtectecaggtectgetggtaaaga
aggtggtaaaggtccaagaggtgaaactggtccagetggtagacctggtgaagttggacctccaggtecacctg
gtccagetggtgaaaaaggttctecaggtgetgacttaattaacceeggteegectggtecacctggtecacct

ggteccaccaggaccaccaggtecacctggaccacegggtecteecggaccata
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Proteinsequenz des Gelatine mimetischen Protein (GelMP)

1 YVEFPGPPGP PGPPGPPGPP GPPGPPGPPG PTSTGSPGSP
41 GPDGKTGPPG PAGQDGRPGP PGPPGARGQA GVMGFPGPKG
81 AAGEPGKAGE RGVPGPPGAV GPAGKDGEAG AQGPPGPAGP
121 AGERGEQGPA GSPGFQGLPG PAGPPGEAGK PGEQGVPGDL
161 GAPGPSGARG ERGFPGERGV QGPPGPAGPR GANGAPGNDG
201 AKGDAGAPGA PGSQGAPGLQ GMPGERGAAG LPGPKGDRGD
241 AGPKGADGSP GKDGVRGLTG PIGPPGPAGA  PGDKGESGPS
281 GPAGPTGARG APGDRGEPGP PGPAGFAGPP GADGQPGAKG
321 EPGDAGAKGD AGPPGPAGPA GPPGPIGNVG APGAKGARGS
361 AGPPGATGFP GAAGRVGPPG PSGNAGPPGP PGPAGKEGGK
401 GPRGETGPAG RPGEVGPPGP PGPAGEKGSP  GADLINPGPP
441 GPPGPPGPPG PPGPPGPPGP PGP

Gensequenz der Fibrinoge Gamma Kette (FGG)

CTCGAGGATATCATGTATGTTGCAACCCGTGATAATTGCTGCATTCTGGATGAACGTTTTG-
TAGCTATTGTCCGACCACCTGTGGTATTGCAGATTTTCTGAGCACCTATCAGACCAAAGTTGA
TAAAGATCTGCAGAGCCTGGAAGATATTCTGCATCAGGTTGAAAACAAAACCA-
GCGAAGTTAAACAGCTGATTAAAGCAATTCAGCTGACCTATAATCCGGATGAAAGCAGCAAAC
CGAATATGATTGATGCAGCAACCCTGAAAAGCCGTAAAATGCTGGAAGAGATCATGAAATAT-
GAAGCCAGCATTCTGACCCATGATAGCAGCATTCGTTATCTGCAAGAAATCTACAATAGCAAT
AATCAGAAAATTGTGAATCTGAAAGAAAAAGTGGCACAGCTGGAAGCACAGTGTCAAGAAC-
CGTGTAAAGATACCGTTCAGATTCATGATATCACCGGTAAAGATTGTCAGGATATTGCAAACA
AAGGTGCAAAACAGAGCGGTCTGTATTTTATCAAACCGCTGAAAGCAAATCAGCAGTTT-
CTGGTGTATTGCGAAATTGATGGTAGCGGTAATGGTTGGACCGTTTTTCAGAAACGTCTGGAT
GGTAGCGTGGACTTCAAAAAAAACTGGATTCAGTATAAAGAAGGCTTTGGTCATCT-
GAGCCCGACCGGCACCACCGAATTTTGGCTGGGTAATGAAAAAATTCATCTGATTAGCACCCA
GAGCGCAATTCCGTATGCACTGCGTGTTGAACTGGAAGATTGGAATGGTCGTACCAGCAC-
CGCAGATTATGCAATGTTTAAAGTTGGTCCGGAAGCCGATAAATATCGTCTGACCTATGCATA
TTTTGCCGGTGGGATGCCGGTGATGCATTTGATGGTTTTGATTTTGGTGAT-
GATCCGAGCGATAAATTCTTTACCAGCCATAATGGTATGCAGTTTAGCACCTGGGATAACGAT
AACGATAAATTTGAAGGCAATTGTGCCGAACAGGATGGTAGTGGTTGGTGGATGAATAAAT-
GTCATGCAGGTCATCTGAACGGCGTTTATTATCAGGGTGGCACCTATAGCAAAGCAAGCACCC
CGAATGGTTATGATAATGGTATTATTTGGGCAACCTGGAAAACCCGTTGGTACAGCAT-
GAAAAAAACCACCATGAAAATCATCCCGTTTAACCGTCTGACCATTGGTGAAGGTCAGCAGCA
TCATCTGGGTGGTGCAAAACAAGCCGGTGATGTGTAATAAAAGGATCCGTCGAC

Proteinsequenz FGG (FASTA):

MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRHMLEDIMY VATRDNCCILDERFGSYCPTTCGIAD-
FLSTYQTKVDKDLQSLEDILHQVENKTSEVKQLIKAIQLTYNPDESSKPNMIDAATLKSRKMLEEIMK
YEASILTHDSSIRYLQEIYNSNNQKIVNLKEKVAQLEAQCQEPCKDTVQIHDITGKDCQDI-
ANKGAKQSGLYFIKPLKANQQFLVYCEIDGSGNGWTVFQKRLDGSVDFKKNWIQYKEGFGHLSPT
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GTTEFWLGNEKIHLISTQSAIPYALRVELEDWNGRTSTADYAMFKVGPEADKYRLTYAYFA-
GGDAGDAFDGFDFGDDPSDKFFTSHNGMQFSTWDNDNDKFEGNCAEQDGSGWWMNKCHAGHLN
GVYYQGGTYSKASTPNGYDNGIWATWKTRWYSMKKTTMKIIPFNRLTIGEGQQHHLGGAK-
QAGDV
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tiber fiinf Tage (1-5) bei 21°C (RT). toovviiiiiiiiiiiiiiiie et 32
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Abbildung 15: Loslichkeit des GelMP (500 pg/mL) in verschiedenen Puffersystemen. pH
5 und 5,5: Acetat Puffer; pH 6 und 6,5: MES Puffer; pH 7: MOPS Puffer; pH 7,5: PBS
Puffer; pH 8 und 8,5: Tris-HCIl Puffer — jeweils 50 mM........o.oooiiiii 33
Abbildung 16: Rheologische Messung von GelMP bei 15°C iiber 20 h. Das GelMP ist in
PBS-Puffer in einer 10%-igen LOSUNE ANZESETZE. «eeevveeiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiieeeee e 34
Abbildung 17: (A) CD-Spektrum von humanem Kollagen I, vom denaturierten Kollagen
und vom rekombinanten GelMP. (B) CD-Spektrum vom rekombinanten GelMP (10-
60°C), von Gelatine A und vom humanen Kollagen I. Es wurde ein UV-Spektrum (190-
240 nm) aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug 1 mg/mb...............ccooo. 35
Abbildung 18: (A) Zeitliche Zellkonfluenz-Untersuchung mit einer hAD-MSC-Zelllinie.
Das Medium wurde mit verschiedenen Zusitzen (GelMP, BSA, Gelatine A und ohne
Zusatz) behandelt. (B) Die Anzahl der durch Caspase-3/7 gefirbten Zellen wurde tiber
die Zeit aufgenommen und als Fluoreszenzobjekt aufgetragen; n=3 Wells pro Datenpunkt
gezeigt; X= Kontrolle, 0hne ZusatZ........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Abbildung 19: Ablauf des Zelladhésionsassays mittels IncuCyte-Mikroskop. (1) Die
Proteinlosungen (GelMP, BSA, Gelatine A) werden in eine Well-Platte gegeben und 12 h
bei 4°C inkubiert. (2) Die Proteinlosung wird abgesaugt und hAD-MSCs werden mit
Medium auf die verschiedenen Beschichtungen ausplattiert und iiber 60 h bei 37°C,
5 % C0, mit einem IncuCyte-Mikroskop iiberwacht. (3) Jede Stunde werden pro Well 4
Bilder aufgenommen (10x Vergroferung). Von den aufgenommenen Bildern werden
mittels IncuCyte-Software Konfluenz- und Fluoreszenz-Analysen durchgefiihrt. ......... 38
Abbildung 20: Zellmorphologische Untersuchung auf GelMP, BSA, Gelatine A und
unbeschichteter Oberflaiche nach 0, 20, 48 und 60 h Kultivierungsdauer. Scale bar
500 pnm. Die Videos zum Zellwachstum und Adhésionsprozess konnen iiber die
beigefiigten QR Codes aufgerufen werden. . ... 39
Abbildung 21: (A) Echtzeit Konfluenz Untersuchung mit einer hAD-MSC Zelllinie.
Zellproliferation auf vier verschiedene Oberflachenbeschichtungen (GelMP, Gelatine A,
BSA und X=unbeschichtet). Die Zellproliferation wurde 60 h durch das IncuCyte System
in einem Inkubator (5 %CO,, und 37°C) beobachtet. (B) Agglomeratbildung der hAD-
MSCs auf den verschiedenen Oberflachenbeschichtungen...........ccccccoiiiiiiiiina.. 39
Abbildung 22: Prozess zur Herstellung von GelMP und die mogliche weitere
Modifizierung und Anwendung als BioinK. .........oooiiiiiiiiii e 40
Abbildung 23: Gesamtprozess der FGG-Herstellung und Anwendung in der Zellkultur.
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Abbildung 24: Optimierte Parameter einer 2L-Batch-Kultivierung aus vorhergehenden
Arbeiten [100]. Weitere Details befinden sich im Anhang.............ccccoooiiiiiinn. 43
Abbildung 25: Online- und Offline Daten einer 10 L Batch Kultivierung im
Edelstahlreaktor. Die Substratanfangskonzentration (Glucose) betriagt 10 g/L. pH-Wert:
6,5. Der Gelostsauerstoff (DO) nahm mit zunehmender Biomassenkonzentration (gezeigt
ODgw) ab. Durch die Stoffwechselaktivitiat verdnderte sich die COx-Konzentration im
Abgas. Die Glucose-Konzentration ist iiber den gesamten Kultivierungsverlauf gesunken.
Die Induktion mittels IPTG erfolgte nach 5 Stunden Kultivierungsdauer. .................. 44
Abbildung 26: Online- und Offline Daten einer E. coli Fed-Batch-Kultivierung fiir die
Produktion von FGG. Nach 13,5 h Kultivierungsdauer wurde mit IPTG induziert. Nach
weiteren 4 h wurde der Prozess beendet und die Zellen geerntet. Der Geldstsauerstoff
(DO) nahm mit zunehmender Biomasse ab. Durch die Stoffwechselaktivitit der
Bakterien veréinderte sich die O, und COxKonzentration im Abgas. ........ooovvveennnnnnn. 46
Abbildung 27: SDS-Gel der 10 L. Fed-Batch-Kultivierung. Proteinproduktion nach 4 h
Induktion mit IPTG. Bei ca. 55 kDa ist eine eindeutige Proteinbande zu erkennen. Das
FGG befindet sich in der unléslichen Fraktion und liegt als IB vor. ...........ccccviineniin. 47
Abbildung 28: Ablauf des DSP. Nach dem Zellaufschluss und der Solubilisierung der IBs
erfolgt eine Zwei-Schritt-Chromatographie, bei der zunéchst die IMAC angewandt wurde
und im Anschluss eine Grofienausschlusschromatographie durchgefiihrt wurde.
Abschliefend erfolgt die Umpufferung der aufgereinigten Probe zur Entfernung des
Harnstoffes und zur Uberfiihrung in einen physiologischen Puffer fiir die weitere
Anwendung in der ZellKUITUL. ... 49
Abbildung 29: Ablauf von Zellaufschluss und Solubilisierung der IBs nach der
Kultivierung mit E. coli. Die Zellen werden aufgeschlossen und die enthaltenen IBs
gereinigh Und SOLUDILSIErT. ...ttt e 50
Abbildung 30: SDS-PAGE der Zelllyse, der Waschschritte und der Solubilisierung nach
der Kultivierung von FGG mittels E. coli. ZL = Vor Zelllyse; ZA = Nach Zelllyse; W1-
3 = Waschschritte 1-3; S = Nach Solubilisierung; M= GroBenstandard (Thermofisher
Prestained Protein Ladder). 10 pL. Proben-, 5 nL. Grofenstandard. Die Banden im
Bereich des FGG (ca. 50 kDa) wurden hervorgehoben. .............cccoovuiiiiiniiiiiinniiiienns 51
Abbildung 31: Prozessparameter, die fiir die Aufreinigung mittels IMAC mit dem Akta-
Pure-System untersucht wurden [135]. ....ccccoviiiiiiiiiiiiiiii it 53
Abbildung 32: Chromatographische Aufreinigung von FGG mittels IMAC. (A)

Chromatogramm der FGG-IMAC-Aufreinigung mit drei verschiedenen Puffersystemen
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(MOPS-, Natriumphosphat und Tris-HCl-Puffer). Elution erfolgt isokratisch mit 250 mM
Imidazol. (B) Analyse der Elutionsfraktionen durch SDS-PAGE und anschliefender
Coomassie-FATDUNG. «.oevviiiiiiiiei et 54
Abbildung 33: Inverse Assoziation von Affinitat/Kapazitit und Spezifitdt von
Metallionen fiir His-tags. In Anlehnung an [109]. .......cccooiiiiiiiiiiiiiii 55
Abbildung 34: (A) Chromatogramm der FGG-Aufreinigung mit vier unterschiedlich
immobilisierten Metall-Ionen (Nickel, Cobalt, Kupfer und Zink-Ionen). Die IMAC-
Durchldufe wurden mit der HiTrap™ IMAC HP-S&ule, 1 mL im TBS-Puffersystem
durchgefithrt. Probenauftragsvolumen: 1 mL. Flussrate: 1mL/min. Die Elution erfolgte
isokratisch mit 250 mM Imidazol. (B) Analyse der Elutionsfraktionen durch SDS-PAGE
und anschlieSender Coomassie-Farbung. A: Auftrag — aufgetragen sind Proben der
SOlUDILSIErten IBS. ...oouu e 56
Abbildung 35: Chromatogramme der Affinititschromatographie von FGG. (A)
Chromatographische Aufreinigung von FGG mit verschiedenen Umgebungstemperaturen
(10°C, 20°C). (B) Chromatographische Aufreinigung von FGG mit verschiedenen
Harnstoffkonzentrationen im Bindepuffer (0 M, 5 M, 8 M). (C) Chromatographische
Aufreinigung von FGG mit einem Imidazolgradienten wahrend der Elution. 100 %
Imidazoll entsprechen 500 mM Imidazol. .......cccoooiiiiiiiiii e a7
Abbildung 36: (A) Chromatogramm vom IMAC Lauf mit 5 mL HisTrap™-Saule.
Injektionsvolumen 10 mL (3,9 mg/mL), Imidazolkonzentration=250 mM. In Dunkelgrau
der Elutionspeak markiert. (B) Zugehoriges SDS-Gel. A= Auftrag, DB = Durchbruch,
1-5: Elutionsfraktionen (dunkelgrau) M= Marker (Thermofisher Prestained Protein
Ladder); 10 pl. Proben- und 5 ul. Markervolumen.............cocccviiiiiiiiiiinniiiiiiiieeces 59
Abbildung 37: (A) GroBenausschlusschromatographie (SEC, HiLoad® Superdex® 75 pg)
mit einem Auftragsvolumen von 5 ml. Flussrate: 0,8 mL/min. Probenauftrag:
Elutionsfraktion der Affinitédtschromatographie (siehe Seite 58). (B) VergroBerter
Ausschnitt des Chromatogramms (A). 1-8 entsprechen den Fraktionsnummern, die
mittels SDS PAGE (C) analysiert wurden. Die Reinheit des FGG wurde densitometrisch
DESTITIIMIT. 1.ttt e et et e e 61
Abbildung 38: Proteinausbeute nach der Umpufferung des FGG Proteins
(Elutionsfraktion der IMAC) mit Vivaspin® Ultrafiltrations-Einheiten in PBS Puffer (pH
7.4) mit L-Arginin, BSA oder MgCl,/CaCl,.  Ausbeuteberechnung iiber
Konzentrationsbestimmungen vor und nach der Umpufferung sowie densitometrische

Analyse der SDS-PAGE. .....oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 63
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Abbildung 39: Polymerisationstest des rekombinanten FGG mit FXIII. Die Proben
wurden nach direkter Zugabe von Thrombin und Faktor XIII (K) und nach 15-mintitiger
Inkubation bei 37 °C aufgetragen. ......cooiiiiiiiiii 65
Abbildung 40: Analyse der Lagerungsstabilitit von FGG in verschiedenen
Puffersystemen (Tris-HCl-Puffer mit Harnstoff (5 M) als Zusatz, PBS-Puffer ohne
Harnstoff, beides pH 8) bei Raumtemperatur nach 0, 2 und 4 Tagen. (A) Berechnung
der  Ausbeute iiber Konzentrationsberechnungen mit  Bradford-Test und
densitometrischen Analysen der SDS-PAGE (B) SDS-PAGE. 0=Tag 0; 2=Tag 1; 4=Tag
4 M= GroBenstandard (Thermofisher Prestained Protein Ladder). 10 pL. Proben-und
5 L MAarKervOlUmMen. ... . et 66
Abbildung 411: Schematische Darstellung der Beschichtungs- und
Biokompatibilitdtsuntersuchungen. Neben dem rekombinant produzierten FGG wurde
Fibrinogen als Positiv- und BSA als Negativkontrolle verwendet. ...........c..oooovveeinnnnnnn. 67
Abbildung 42: Kultivierung von AD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und BSA-
beschichteten bzw. unbeschichteten Oberflichen fiir 1, 3 und 7 Tage. Es wurden 15.000
Zellen/Well ausplattiert auf 48-Well Platten (Eppendorf). Die Ermittlung der Viabilitét
der Zellen erfolgte iiber den CTB-Viabilitatstest. .....coooiiiiiiiiiiiii e 69
Abbildung 43: Abhéngigkeit der Zellviabilitit von der Konzentration des aufgereinigten
FGG Proteins. Die Steigerung der Zellviabilitdt ergibt sich aus dem Verhaltnis der
Fluoreszenzsignale der CTB-Assays mit FGG und der Kontrolle (ohne Zugabe von FGG).

Abbildung 44: Untersuchung der Adhésion von hAD-MSCs auf FGG- und BSA-
beschichteten Oberflichen. Es wurden 300.000 Zellen/Well auf 6-Well Platten
(Eppendorf) ausplattiert. Gezéhlt wurde die Anzahl der nicht-adhérierten Zellen im
Uberstand mittels Neubauer-ZARIKAIIMIET. ........cc.ooviiriirtireieeeereereereesseseese e eseesse s 71
Abbildung 45: Wachstum von hAD-MSCs auf FGG-; Fibrinogen- und BSA-
beschichteten bzw. unbeschichteten Oberflichen nach 1, 3 und 7 Tagen Kultivierung.
Anschlieflende Farbung der Zellen mit Calcein-AM. Es wurden 15.000 Zellen/Well
ausplattiert (48-Well, Eppendorf). Fluoreszenzaufnahmen mit dem Biotek® Cytation 5™
System (4X VErgrOBEITIILE) ... ccoouuritiiriiiee ittt et e et e et e e e eiteeeeens 72
Abbildung 46: Auswertung des Wachstums von hAD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen- und
BSA-beschichteten bzw. unbeschichteten Wells. Es wurden 15.000 Zellen/Well
ausplattiert. Farbung der Zellen mit Calcein-AM. Fluoreszenzaufnahmen mit dem

Biotek® Cytation 5™ System (4x Vergroflerung). Auswertung iiber Fiji. ......cccccceens 73
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Abbildung 47: Aufnahmen nach 24h Inkubation von AD-MSCs auf FGG-, Fibrinogen-
und BSA-beschichteten bzw. unbeschichteten Oberflaichen. FGG: FGG gelost in PBS-
Puffer, FGG2: FGG nach Solubilisierung im Harnstoffpuffer. 15.000 Zellen / Well
ausplattiert (48-Well Platten, Eppendorf). Farbung der lebenden Zellen (Calcein-AM,
griin), des Zellkerns (DAPI, blau) sowie der abgestorbenen Zellen (Propidiumiodid, rot).
Fluoreszenzaufnahmen mit dem Biotek® Cytation 5™ System (links: 4x Vergrofierung,
rechts: 20X VErgroBertng). .....couuuiiiiiriiiie ettt et e e 75
Abbildung 48: Gesamtprozess der FGG-Herstellung und Anwendung in der Zellkultur.
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