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Kurzzusammenfassung

Proteine aus der Klasse der Zytokine erfullen &lttfe essentielle Funktionen im
Korper. Sie beeinflussen u.a. die Immunabwehr Vdiendheilung und die Hamato-
poese (Blutbildung), sowie einige Ablaufe in detafen Entwicklung. Anwendung
finden Zytokine sowohl in der Therapie bestimmtearkheiten als auch in vielen
Bereichen der Forschung.

Durch seine Wirkung auf verschiedene Zellprozesse hamatopoetischen Stamm-
zellen und weiteren Vorlauferzellen geh@tem Cell Factorzu den wichtigsten
Zytokinen im Bereich der Blutbildung. Biotechnolegh wird Stem Cell Factor
rekombinant vorrangig inEscherichia coli produziert, wobei bisher stets eine
Renaturierung des Zytokins aus inaktiven Proteireggien Iclusion Bodiep
erfolgen musste. In der vorliegenden Arbeit wurdstmealig ein Prozess etabliert,
der die Herstellung von l6slichem, murinegstem Cell Factoin Escherichia coli
unter Vermeidung voinclusion Bodiesermoglicht. Kernpunkt dieses Ansatzes war
die Synthese eines loslichen Fusionsproteins, wadlb@redoxin erfolgreich als
sogenannter Ldslichkeifag flr das Zytokin eingesetzt wurde.

Im ersten Prozessschritt zur Herstellung von lésim murinemStem Cell Factor
wurden die Kultivierungsbedingungen der rekombieanBakterien optimiert. Der
Einfluss von Temperatur und Medium auf die Produkiles I6slichen Fusionspro-
teins wurde dabei gezielt untersucht. Die Kultiviey konnte unter den fiir den
Schittelkolben optimierten Bedingungen erfolgreacti einen 2 L-Bioreaktor tber-
tragen werden.

Nach der Aufreinigung des His-getaggten Fusiongmmet mittels immobilisierter
Metall-Affinitatschromatographie basierend auf Meartadsorber-Technik erfolgte
die Spaltung des Proteins riibbacco Etch Viru®rotease. Der dadurch freigesetzte
murine Stem Cell Factoikonnte auch nach der Ablésung von Thioredoxin esein
I6sliche Form beibehalten. Die abschlieRende Isolig des Zielproteins konnte
durch eine weitere immobilisierte Metall-Affinitétsromatographie  und
Membranadsorber-Technik erzielt werden. Unter Vedumg der megakaryo-
zytischen Zelllinie M-07e wurde die biologische At des l6slich inEscherichia

coli hergestellten murinegtem Cell Factar nachgewiesen.

SchlagworteStem Cell FactqrFusionsproteininclusion BodiesThioredoxin



Abstract

Proteins belonging to the class of cytokines fulfilanifold essential functions
throughout the body. They influence the immune dedfe wound healing,
hematopoiesis and some processes in fetal develgp@gokines are employed for
the treatment of certain diseases as well as fowymesearch purposes.

Because of its impact on several cell processéewiatopoietic stem cells and other
progenitor cells, stem cell factor accounts for oot the most important
hematopoietic cytokines. In the field of biotectomy, production of stem cell factor
is generally performed using recombindgcherichia coli Thereby, the current
strategy is based exclusively on the renaturatibninactive protein aggregates
known as inclusion bodies.

Within this thesis, for the very first time, a pess enabling the production of soluble
murine stem cell factor ifEscherichia coliin avoidance of inclusion bodies was
established. The key issue of this approach inebtihie formation of a soluble fusion
protein, whereby thioredoxin was successfully agphks solubility tag for the target
cytokine.

As an initial step in the production process olubt#¢ murine stem cell factor, the
cultivation conditions of the recombinant bactexare optimized. The influence of
temperature and culture medium on the formatiorsaéible fusion protein was
investigated. Applying the optimized conditions elleyed for the shake flask, the
cultivation was successfully adapted to a 2 L-lacter.

After purification of the His-tagged fusion proteira immobilized metal ion affinity
chromatography based on membrane adsorber techndlog fusion protein was
subsequently cleaved witfiobacco Etch Virugprotease. This cleavage thereby
released the murine stem cell factor, which mametaiits solubility even in the
absence of thioredoxin. The final polishing of tiaeget protein was achieved by
another immobilized metal ion affinity chromatogngpusing membrane adsorber
technology. Utilizing the megakaryocytic cell lind-07e, the bioactivity of soluble
murine stem cell factor producedkscherichia colwas proven.

Key words: stem cell factor, fusion protein, inchursbodies, thioredoxin
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Die Proteine aus der Superfamilie der Zytokine wirksich regulatorisch auf das
Wachstum und die Differenzierung verschiedenstdie@Zeaus. Zytokine spielen eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr, in der Hamatagm€BIlutbildung), bei der
Wundheilung, sowie bei der Regulation der spezifisc Zelldifferenzierung
wéahrend der fetalen Entwicklung. Auf Basis von ktugellen Eigenschaften,
gemeinsamen Rezeptor-Typen oder &hnlichen Wirkwergsihen werden Zytokine
in mehrere Proteinklassen wie Interferone, Intdilee, Chemokine oder Wachs-
tumsfaktoren eingeteilt.

Zytokine werden sowohl direkt fur therapeutischeegle verwendet als auch in
verschiedenen Forschungsbereichen eingesetzt. gkgichhe Anwendung finden
Zytokine bereits in der Therapie von Krebstumordrei der Behandlung
verschiedener Andmien und Darmerkrankungen, in Stammzelltransplantation,
sowie bei der Regeneration von Blutstammzellen neicer Chemotherapie. Im
Bereich der Forschung werden Zytokine ruwitro-Expansion verschiedener Zell-
typen bendtigt. Beispielsweise ermdglichen Zytokine Tissue Engineeringlie
Besiedelung einer dreidimensionalen Matrix mit &)l die im Anschluss als
Knochenersatzmaterial zum Einsatz kommt.

Auf Grund ihrer vielfaltigen Anwendungsmdoglichkeitbesteht ein groRer Bedarf an
Zytokinen. Dieser kann nur durch die Produktionomakinanter Proteine gedeckt
werden, was die Entwicklung geeigneter biotechnetdger Prozesse fir die Her-
stellung der einzelnen Zytokine erforderlich macht.

Eines der wichtigsten Zytokine im Bereich der H&awpakese stellt der zu den
Wachstumsfaktoren zahlen@em Cell Facto(SCF) dar. Dieses Protein spielt eine
wichtige Rolle in der Blutbildung, da es das Ubkele, die Proliferation, die Mobili-
sation und die Adh&sion von hamatopoetischen Staftenz und weiteren
Vorlauferzellen fordert. Darlber hinaus beeinflusSCF die Funktion und
Entwicklung weiterer Zelltypen wie Melanozyten ukdimzellen. Auf Grund dieser
biologischen Funktionen wird SCF daher sowohl inikthen Bereichen wie z.B. in
der Behandlung spezieller Anamien als auch in demmatopoetischen
Stammzellforschung eingesetzt.
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Fur die biotechnologische Herstellung von SCF bieseeh das Bakterium
Escherichia coli(E. col)) als Wirtssystem an. Obwohl SCF in seiner natiFenm
stark glykosyliert vorliegt, ist diese posttranglaale Modifikation fir die
biologische Aktivitat des Zytokins nicht essentiell

Die Produktion von rekombinantem SCF En coli wurde in der Literatur bereits
beschrieben. Die Herstellung des Zytokins erfolgbad ausschliel3lich tber die
Renaturierung unléslicher, inaktivémclusion BodiesDie Bildung dieser Protein-
aggregate stellt ein haufiges Problem bei der ESgwe bakterienfremder Gene in
E. colidar.

Die Aufgabenstellung im Rahmen dieser Dissertatiear die Herstellung von
murinem, loslichem SCF (mSCF) ih coli, wobei die Bildung voinclusion Bodies
vermieden werden sollte. Da murines SCF eine kpmmBsche Aktivitdt auf
humane Zellen besitzt, ist es in einem potentigditeren Feld von Anwendungen
einsetzbar als humanes SCF, welches nicht kreufispbzaktiv ist.

Ein Ansatz zur Produktion I8slicher Proteine Bncoli nutzt sogenannte Loslich-
keits-Tags, um das Target zunachst als Fusionsprotein hetlars Nach der
Abtrennung des Fusionspartners kann schlieBlichld@&lEhe Zielprotein erhalten
werden. Um diesen Ansatz auf die Herstellung voiCm3u Ubertragen, sollte das
Zytokin als losliches Protein in Fusion mit Thioogth produziert werden. Zu
diesem Zweck war die Konstruktion eines geeign@asmidvektors mit den erfor-
derlichen genetischen Informationen notwendig. ffasamten Prozessbedingungen
zur Produktion von loslichem mSCF (Kultivierung dBakterien, Spaltung des
Fusionsproteins, verschiedene Aufreinigungsschratditen erarbeitet und optimiert
werden. Abschlieend sollte die Testung der bisldgen Aktivitdt des Zytokins

erfolgen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Stem Cell Factor

Zytokine sind hormonéhnliche, regulatorische Praedie meist eine Grél3e von 5-
100 kDa aufweisen. Die hochaktiven Polypeptide I@gsch wirksam in Konzen-
trationen von pg/mL bis ng/mL) werden von zahlreiclZelltypen produziert und
besitzen vielfaltige Funktionen. Diese schlieRer #ioordination von Immun-
reaktionen, die Regulation der Ha&matopoese (Bhltipd), die Foérderung der
Wundheilung sowie die Regulation der spezifischehddferenzierung wahrend der
fetalen Entwicklung ein. lhre biologische Wirksantlentfalten Zytokine durch die
hochaffine Bindung an ihre spezifischen Rezeptareth die dadurch eingeleiteten
Signalkaskaden [1, 2].

Die Superfamilie der Zytokine wird in mehrere Pnokéassen wie Interferone,
Interleukine oder Wachstumsfaktoren eingeteilt [1dtztere spielen besonders im
Bereich der Hamatopoese eine entscheidende Ra#eBIDtbildung ist ein lebens-
langer Prozess, der die Bereitstellung von hamatigehen Vorlauferzellen und voll
entwickelten Blutzellen aus einem Pool von plurgrdén hAmatopoetischen Stamm-
zellen umfasst. Die Steuerung der Ablaufe erfolgt Hiilfe einer Reihe von
stimulierenden oder inhibierenden Wachstumsfaktad@ndas Uberleben, die Proli-
feration und die Differenzierung von hamatopoegsciZellen fordern [3-5]. Zu
diesen Wachstumsfaktoren zahlt astam Cell Facto(SCF).

Die Entdeckung und Charakterisierung von SCF edol$990 parallel durch
mehrere Forschungsgruppen [6-13]. Experimente ngitidén, die dhnliche Phano-
typen und Defekte in der Hadmatopoese, der Game¢sgeund der Melanogenese
aufwiesen, zeigten tbereinstimmend Genmutationéaem Sl- und demwW-Locus.
Die dort codierten Proteine wurden als SCF undetes®zeptoc-Kit identifiziert.
Die Erforschung des neuen Zytokins SCF, ageKit-Ligand (KL), Mast Cell
Growth Factor (MGF) oder Steel Factor(SLF) genannt, fiuhrte zum allgemein
vertieften Verstandnis der Mechanismen der Hamasepdl4]. Die verschiedenen
Namen des Wachstumsfaktors werden nebeneinanderenaet und reflektieren
dessen vielfaltige Funktionen [15].
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2.1.1 SCF in der Hamatopoese

Der hamatopoetische Wachstumsfaktor SCF beeinflisgt fast untuberschaubare
Fulle von essentiellen Funktionen in der Embryomacklung und im adulten
Organismus [5, 16]. So werden das Uberleben [1]7,di& Proliferation [19, 20], die
Aktivierung [21], die Mobilisierung [22], die Migteon [23] und die Adhasion [24,
25] von hamatopoetischen Stammzellen und weitererlauferzellen sowie
zusatzlicher Zelltypen gesteuert.

Zellen der lymphatischen Linie wie Erythrozyten, dd&aryozyten, Granulozyten
und insbesondere Mastzellen [26, 27], sowie auclmédan und Melanozyten
unterliegen dem Einfluss d&em Cell Factar [8, 28]. Dabei wirkt dieser meist in
Synergien mit anderen Zytokinen zusammen. Beispigdtr sind Interleukin 1, 3
oder 6 (IL-1, IL-3, IL-6) [29, 30], Interleukin 71-7) [9] und Interleukin 9 (IL-9)
[31], sowie Granulocyte Colony-Stimulating Facto{G-CSF) [32], Granulozyte-
MacrophageColony-Stimulating Facto{GM-CSF) [9, 32],Erythropoietin (EPO)
[29], Thrombopoietin(TPO) [33, 34] und_eukemia Inhibitory Facto(LIF) [35].
Eine optimale Mastzell-Proliferation und -Differéezing kann beispielsweise nur
durch eine Kombination von SCF mit IL-3, IL-4 odéc-10 erfolgen [30].
Mastzellen spielen eine Rolle bei der Immunabwélkei, der Angiogenese und in
Zellreparaturmechanismen [26, 36].

SCF wirkt sich mit EPO synergetisch auf die Bilduran Erythroid-Kolonien aus
und nimmt damit in sehr frihen Phasen der Hamat®peatscheidenden Einfluss
[37]. SCF allein wirkt oft nur als Faktor zum Ubssen von hamatopoetischen
Stammzellen, indem es die Apoptose unterdrtickt. [D#§ Proliferation der Zellen
wird jedoch nur schwach unterstutzt [38-40].

Aufgrund der physiologischen Rolle von SCF und seirRezeptoc-Kit sind Muta-
tionen der entsprechend codierenden Gene UrsachédidiEntstehung diverser
Krankheiten und Fehlfunktionen. Neben verschiedeAer@mieformen [8] wie
Leukdmien [41] und Mastozytose [41, 42] wurden Asi43], Hyperpigmentation
[44], verringerte Fruchtbarkeit [14], sowie pathngelTumore beobachtet [42]. Je
nach Grad der Auspragung der genetischen Verangenusterben die Embryonen
bereits im Uterus oder tUberleben mit schweren Aaéroder anderen Defiziten [8].
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Stem Cell Factorwird in vielen Bereichen des Kdrpers im Wesendichdurch
Fibroblasten und Endothelzellen gebildet [45, B&r Wachstumsfaktor konnte z.B.
in der Haut [47], im Darm [48], in den Atemwege®]4im Thymus [50] und in den
Blutgefal3en [23, 51] nachgewiesen werden. Die duotuhittliche Konzentration von
SCF im Blutkreislauf ist eher gering (3,3 ng/mLuamanserum) [52].

2.1.2 Isoformen von humanem SCF

Die genetische Codierung von humanem SCF befindetasif Chromosom 12q22-
12924 [53]. Die strukturelle Organisation des SGf&und die Primarstruktur des
Proteins wurden eingehend beschrieben [6, 7, 11,06 Gen umfasst eine Lange
von Uber 50 kb, die in 8 Exons eingeteilt sind [58ernatives SpleiRen der mMRNA
fuhrt zu zwei verschiedenen mRNA-Formen, die jesvéilr ein Protein mit 248
(SCFE*®) bzw. 220 Aminosauren (SE¥® codieren. Nach proteolytischer Spaltung
des Proteins aus S€Ean Exon 6 (nach Al&) wird die die I8sliche Isoform des
Wachstumsfaktors mit einer Lange von 165 Aminosaureigesetzt [56]. Bedingt
durch den SpleiRvorgang an der mRNA fehlt Exoni6S&F2°, sodass hier folglich
keine Proteolyse wie bei SE erfolgen kann. Das Protein aus $€Rwird als
transmembrane Isoform von SCF bezeichnet und gtiedeh in eine 157
Aminosauren lange extrazellulare Doméne, eine 27inAsduren lange trans-
membrane und eine 36 Aminosauren umfassende zgtoatssche Region [11, 25,
53, 55].

Das mRNA-Verhéltnis von SGf zu SCE?* im adulten Organismus variiert stark
zwischen 10:1 im Gehirn, 4:1 im Knochenmark undi#n Hoden [16, 57] und
lasst somit auf eine gewebespezifische Steuerusgaiernativen Spleil3vorgangs
schlieBen [57]. Zudem sind die vorliegenden SCFaemtrationen von der
jeweiligen Entwicklungsphase (embryonal oder acalif)angig [15].

Sowohl die I6sliche als auch die transmembrane R@amSCF besitzen biologische
Relevanz und sind fur die uneingeschrankte Erfgllatter Funktionen essentiell [16,
54, 58]. In Zellkulturversuchen konnte gezeigt verddass die transmembrane
Form (SCE?) die Proliferation hamatopoetischer Stammzelldakeizer und tber
einen langeren Zeitraum unterstitzt als die l6sliEbrm von SCF [15, 57, 59, 60].
Desweiteren ist SCF in der Lage, die Zell-Zell-Adhasion in bestimmteallen zu
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steuern [57, 61]. Die losliche Form von SCF hingegaterstiutzt Zell-Migrationen
[60] und induziert im Vergleich zum membrangebureteisCE? eine schnellere
Herabregulierung der Aktivitdt des SCF-Rezepto83.[6

Struktur des I6slichen SCF

Natives, losliches SCF ist ein stark glykosyliefgstein mit bis zu 30 Gewichtspro-
zent Zuckeranteil [63]. Das Molekulargewicht lieghhangig von der inhomogen
Auspragung der moglichen O- und N-Glykosylierungiszhen 28-40 kDa [64, 65].
Experimente mit rekombinantem SCF als coli haben gezeigt, dass die
Glykosylierung fur die vollstandige biologische Aktat nicht erforderlich ist [6,
66].

Die ersten 141 der insgesamt 165 Aminosauren uptiden Sequenz des Wachs-
tumsfaktors konnten als funktioneller Kern der Ruistruktur festgelegt werden.
Dieser Abschnitt ist von entscheidender Bedeutumgdfe Bindungsfahigkeit von
SCF an seinen Rezepta-Kit und damit fir die Erfullung der biologischen
Funktionen des Zytokins [67, 68].

Als strukturelle Einheiten in der Sekundarstruktannten viera-Helices (paarweise
antiparallel ausgerichtet) und zwkFaltblatter gefunden werden [65, 68]. Zwischen
Cys-4 und Cys-89 sowie Cys-43 und Cys-138 befinsieh zwei intramolekulare
Disulfidbriicken [68], die essentiell fur die bioalt Konformation von SCF sind
[69] (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1 Modell der humanen SCF-Struktur (I6sliche Isofornipie Positionen der
intramolekularen Disulfidbriicken sind in orange oegehoben. Die Helixgrenzen sind durch die

jeweiligen Aminoséauren, abgekirzt im Einbuchstabde¢ gekennzeichnet [70].

In physiologischer Umgebung existiert die I6slidfeem von SCF als Homo-Dimer
[65]. Die Verbrickung ist nicht kovalent, sodass iasLdsung zu spontaner
Dissoziation und Reassoziation kommt. Die groRet&ktfiache [59] zwischen den
beiden SCF-Monomeren begriindet sich auf elektisstegn und hydrophoben
Wechselwirkungen, van-der-Waals-Kraften und Wass#bsiickenbindungen. Die
Glykosylierung des Proteins hat keinen EinflusscaefDimerisierung [68, 71].
Obwohl sich durch Versuche zur Faltung und Oxidation l6slichem SCIn vitro
disulfidverbrickte, also kovalent gebundene Dimeodieren lie3en, gibt es bisher
keine Erkenntnisse, dass diese aumchivo eine Rolle spielen [72].

SCEF teilt trotz starker Abweichungen in den Prirtrésiguren eine Reihe von Eigen-
schaften mit anderen Zytokinen. Ahnlichkeiten odech Ubereinstimmungen im
Bereich der Exonstrukturen, der Isoformen, der 8d&u und Tertiarstrukturen
(Dimerisierung, Lage der intramolekularen Disulfidtken) und der biologischen
Funktionen finden sich vorrangig miilacrophage Colony-Stimulating FactgM-
CSF) [68, 73-76] undFIt-3 Ligand [75, 77, 78]. Besonders auffallend ist die
Ubereinstimmung des Rezeptor-Typs (siehe AbscBnitt3) fir SCF, M-CSF und
Flt-3 Ligand sowie auch fuPlatelet Derived Growth FactofPDGF) [60, 65], was
auf eine gemeinsame evolutionare Vergangenheiehied [74, 75, 79].
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2.1.3 Rezeptorbindung

Bereits vor der Entdeckung von SCF und seinem RerepKit wurde 1979 auf
Grund von Untersuchungen an Mausen postuliert, @asssich bei den beiden
Proteinen um ein Rezeptor-Ligand-Paar handeln lb{8@]. Der c-Kit-Rezeptor,
auch als CD117 bezeichnet, gehort zur Familie dgrosSin-Kinase Typ llI-
Rezeptoren [79, 81, 82].

Humaner c-Kit, der durch alternatives RNA-Splei3en in mehrersnfdrmen
existiert, ist ein Glykoprotein mit einem Moleku@wicht von 145-150 kDa [43].
Der Rezeptor wird auf Chromosom 4 in der Regionl484 codiert und umfasst eine
Lange von 976 Aminosauren [79, 81, 83-85]. Die [Expion des Rezeptors erfolgt
insbesondere durch hAmatopoetische Zelltypen wst2dlen, Megakaryozyten und
Erythrozyten [5, 26]. Auch nicht hamatopoetischdlete wie Melanozyten oder
vaskulare Endothelzellen produzieeKit [86, 87].

Die Struktur der Tyrosin-Kinase Typ lllI-Rezeptor@mfasst eine extrazellulare, eine
transmembrane und eine zytoplasmatische RegioniltAily 2.2). Bestehend aus
funf Immunglobulin-&hnlichen Domanen Ubernimmt e@igrazellulare Region die
Funktion der Erkennung und Bindung des spezifisdhiganden. Die Zellmembran
durchspannende Region, ein kurzer hydrophober &eraus funf Aminosauren,
verankert den Rezeptor in der Plasmamembran. Inzgeplasmatischen Region
liegt die fur die Signaltransduktion wichtige TymoKinase-Aktivitat begrindet. Ein
Kinase-Insert trennt den Bereich in eine ATP-birdeand eine Phosphotransferase-
Domane auf [55, 81, 88].
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung de&it Rezeptors [25].

Die spezifische Bindung von SCF erfolgt an denegrstrei N-terminale®omanen
der extrazellularen Region varKit [55, 89], wobei an dieser Komplexbildung zwei
Molektile des Rezeptors beteiligt sind [90, 91].dei¢ igandenbindung initiiert eine
Homodimerisierung des Rezeptors. Die Annahme, di@sgerte Doméane der extra-
zellularen Region vor-Kit ebenfalls flr die Homodimerisierung essentiell [88i
92], wurde widerlegt [91]. Die funktionelle Bedeamskeit der flinften Doméane
konnte bisher noch nicht geklart werden [55].

Die Homodimerisierung des SCF-Rezeptors bewirkt dMtivierung der
intrinsischen Tyrosin Kinase-Aktivitat in der zylapmatischen Region voerKit.
Unter ATP-Verbrauch erfolgt die intermolekulare aphosphorylierung mehrerer
Tyrosinreste, sodass an diese Reste Proteine nfit[®ihanen binden koénnen.
Diese Bindung fihrt ihrerseits zu eindeiterleitungskaskade und zu einer Verstar-
kung des Signals [15, 41, 93].

Sowohl die transmembrane als auch die l6sliche RanmSCF binden als Dimer an
c-Kit, wobei die jeweilige Geschwindigkeit der nachfoiden Ablaufe durch die

beiden Isoformen des Wachstumsfaktors variiert.[62]
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2.1.4 Klinische Anwendungen von SCF

Die Mehrzahl der potentiellen klinischen Anwendumdér SCF basiert auf dessen
Wirkung auf primitive hdmatopoetische Zellen. DeadNstumsfaktor wird daher in
drei grol3en klinischen Bereichen eingeseiztvivo- und ex vive Expansion von
hamatopoetischen Stammzellen, Mobilisation von hépwetischen Stammzellen
und in der Behandlung von aplastischer Anamie [55].

Durch kontinuierliche Gaben von SCF (zusatzlichamgleren Zytokinen) konnia
vivo z.B. die dosisabhangige Vermehrung von verschexadiypen der koloniebil-
denden ZellenGolony-Forming CellsCFC) im Blut und im Knochenmark erreicht
werden [94, 95].Ex vivo expandierte hamatopoetische Stammzellen und weiter
Vorlauferzellen konnten durch eine Transplantatidrebspatienten nach einer
Chemotherapie effizient bei der vorlaufigen Ausineg ihrer Krankheit helfen [5,
96, 97]. Desweiteren ist SCF in der Lage, Stamraaétl vivo zu mobilisieren und
sie damit fur die Gentherapie zugénglich zu macke8-100]. Die fur den
Gentransfer eingesetzten Retroviren transfizien@nmobile Zellen und bendtigen
damit geeignete Zytokine zur Stimulation unbewdgdicZellen [101].

Im Bereich der Behandlung von aplastischer Ananagtleine weitere klinische
Anwendung von SCF. Das Zytokin ist in der Lage, dliech die Krankheit vermin-
derte Bildung von hamatopoetischen Stammzell-K@oniermehrt anzuregen. Eine
vollige Heilung der aplastischen Anamie ist derzair durch ein Spendertrans-
plantat moglich [102, 103].

Im Verlauf der ersten klinischen Studien (Phasemd Il) traten bei etwa 10-20 %
der Patienten unter Behandlung mit SCF starke Enabimit Anaphylaxie auf. Diese
akute pathologische Reaktion des Immunsystemsfibelen gesamten Organismus
und reicht von leichten Hautreaktionen tber Stéemngon Organfunktionen bis zum
todlichen Kreislaufversagen, dem anaphylaktischeimo&k [101, 104, 105]. Diese
Nebenwirkungen von SCF konnten jedoch durch einspeechende Dosierung des
Wachstumsfaktors auf 20 pg/kg/Tag und eine Antmish-Prophylaxe kontrolliert
werden [55, 95, 106].

Resultierend daraus, dass S@Fvivo meist in Synergie mit einer Fille weiterer
Zytokine seine biologischen Aufgaben erfiillt, komed# auch in therapeutischen
Anwendungen zumeist in Kombination (z.B. mit EPQ;3] GM-CSF) [60, 107,
108] zum Einsatz [5, 109].
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2.1.5 Vergleich von humanem und murinem SCF

Das Gen fur murines SCF (auf d&hLocus des Chromosoms 10 der Maus codiert
[12, 13]) zeigt 83 % Homologie zu humanem SCF [1M#rschiedene Merkmale
wie z.B. die Existenz mehrerer Isoformen, bedingtct alternatives RNA-Spleil3en
[111], oder Proteinstrukturen wie die intramolekalaDisulfidbriicken [63] sind bei
murinem und humanem SCF &hnlich oder sogar idéntisc

Es konnte gezeigt werden, dass murines und hum@@és gegentber humanen
Zellen eine vergleichbare Aktivitat besitzen. Imgekehrten Fall hingegen verfugt
murines SCF Uber eine 800-fach starkere Wirkung raufine Zellen als das
artremde humane SCF [11]. Hinsichtlich der Anwemgkbreite macht diese
kreuzspezifische Aktivitat von murinem SCF die Rrkttbn von rekombinantem
murinen SCF (neben humanen SCF) fur Forschungsansesonders interessant.

2.1.6 Produktion von rekombinantem SCF

Erste Klonierungen der cDNA von murinem und humar@f, gefolgt von der
Produktion des rekombinanten Wachstumsfaktor&scherichia coli(E. coli), in
CHO- und COS-7-Zellen, gelangen bereits in den eéniti990ern. Nach der
Isolierung von nativem SCF aus entsprechend pretemlen Zelllinien wie
Fibroblasten oder Stromazellen wurde die RNA vonFSeéxtrahiert, in die
entsprechende cDNA Uberfiihrt und tber die TechaikRblymerase-Kettenreaktion
(PCR,Polymerase Chain Reactipwervielfaltigt [11, 63, 65, 66].

Sowohl das im eukaryontischen als auch im prokdryomen System produzierte
I6sliche SCF wies unabhangig von der Glykosylierutig Konformation und
Struktur des nativen Zytokins auf [63, 65]. Entghende Untersuchungen zur
Stimulierung der Proliferation von humanen Megakaggen bestétigten die voll-
standige biologische Wirksamkeit der rekombinamiesteine [63, 64].

Ein groRes Problem bei der Produktion von SCFEircoli stellt die Bildung
sogenanntefnclusion Bodies unldslicher Proteinaggregate mit stark vermingfert
oder fehlender biologischer Aktivitdt dar [112]. rZGewinnung des l6slichen,
aktiven Proteins werden dimclusion Bodieszundchst mittels harnstoffhaltigen
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Puffern in Loésung gebracht, um anschlieRend nealtgéfund oxidiert zu werden
[11, 56, 63, 72]. Bis heute wurde die Herstellumg Voslichem SCF ausschliel3lich
Uber diesen Prozess beschrieben.

Diverse Forschungsgruppen haben sich bereits ntérschiedlichen bzw. weiter
fuhrenden Fragestellungen im Bereich der Produkt@amSCF inE. coli beschétftigt.
So wurde von einer Renaturierung mit simultanerrénfgung von zuvor geldsten
Inclusion Bodiesberichtet [113]. Der Einfluss des pH-Wertes und Harnstoff-
Konzentration auf die Solubilisierung vémclusion Bodiesvurde untersucht [112].
Desweiteren wurden Fusionsproteine mit humanem $@Febenfalls in Form von
Inclusion Bodiesgebildet wurden, produziert (Diphtheria Toxin-SCR4], TPO-
SCF [115], TPO-SCF-Thioredoxin [116]). Die Prodokti eines loslichen
Fusionsproteins gelang bisher nur fir die Komboradus murinem SCF mit Thio-
redoxin. Die Spaltung des Fusionsproteins wurdeli@sem Ansatz jedoch nicht
beschrieben [117].

2.2 Produktion rekombinanter Proteine in E. coli

Auf Grund einer Vielzahl von Vorteilen eignet sidas Bakteriunt. coli in beson-
derem MalRe fur die Herstellung rekombinanter PmeteiDie Kultivierung von
E. coliist einfach, schnell, kostengtinstig und ermogliatte ZelldichtenHigh Cell
Density Culture,HCDC) und damit hohe Ausbeuten [118, 119]. Die rkolare
Genetik und Physiologie des Gram-negativen Baktesiuwurden umfassend
erforscht und ermdglichen damit die Entwicklung tweller biotechnologischer
Werkzeuge wie verschiedene Expressionssysteme akigiiienstamme [119-122].
Die Nachteile vonE. coli hingegen liegen in der Limitierung der Synthese vo
groBen und komplexen Proteinen mit Disulfidbrickeder Proteinen, die
posttranslationale Modifizierungen erfordern. Baikiée Proteasen konnen zudem
die Stabilitdt von rekombinanten Proteinen durchgiadation stark herabsetzen
[119]. Eines der grof3ten technischen Problemet stidl Bildung von unléslichen
Proteinaggregaternclusion Bodiesdar [123, 124].
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2.2.1 Inclusion Bodies

Bildung

Aggregate von falsch gefalteten und daher bioldgisektiven Proteinen im Zyto-
plasma oder Periplasma vdh coli werden alsinclusion Bodiesbezeichnet. Die
Bildung dieser unléslichen Einschlusskorper erfatgt Konsequenz der Produktion
von rekombinanten Proteinen, die ihre native Komiation nicht einnehmen kdnnen
[125]. Durch den ausgepragten metabolischen Strées, die Uberexpression
fremder Gene fir den bakteriellen Wirt bedeutetdwdas nattrliche Gleichgewicht
zwischen Proteinsynthese, Proteinfaltung und Agaiegsreaktionen inE. coli
gestort [122, 126]. Das Bakterium reagiert auf @i&stuation mit einer zellularen
Stressantwort und produziert vermehrt Hitzeschodkdihe wie DnaK und DnaJ,
sowie GroEL und GroES [123]. Diese zu den Chaperogehdrenden Proteine
verhindern im Wildtyp vork. coli die Aggregation von Proteinen oder begtinstigen
die Renaturierung von bereits gebildeten AggregqieY, 128]. Da jedoch die
Verfluigbarkeit dieser molekularen Chaperone begretzkommt es besonders bei
hohen Syntheseraten rekombinanter Proteine zureheten Bildung vorinclusion
Bodies[123].

Auf Grund von kinetischen Barrieren verlauft dieltthlag von Proteinen uUber
mehrere Zwischenstufen. Bei diesen Faltungsintelatexad konnen die bei nativen
Proteinen meist im Inneren verborgenen hydrophd®eiche stark exponiert sein.
Kommt es zu Wechselwirkungen dieser hydrophobendReg, akkumulieren die
teilgefalteten Proteine zlnclusion Bodieqd126, 128, 129]. Der Beitrag ionischer
Interaktionen zur Bildung der Proteinaggregate wuabenfalls diskutiert [130].
Anhand von Proteineigenschaften wie Grol3e, Struklewr Untereinheiten oder
relative Hydrophobizitat sind keine generellen \@&dagen uber die Ausbildung von
Inclusion Bodiesndglich, da die jeweiligen Faltungsabléaufe prote@mfisch sind.
Jedoch zeigen besonders Proteine, deren Struksulfidbriicken beinhaltet, die
Neigung im Zytoplasma voR. coli zu aggregieren [119, 126]. Diese Beobachtung
l&sst sich durch die in diesem Zellkompartiment Blakteriums herrschenden, stark
reduzierenden Bedingungen verstehen [131, 132].
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Inclusion Bodiesin der Biotechnologie

Wird ein Zielprotein inE. coli biologisch inaktiv in Form vorinclusion Bodies
gebildet, so ergeben sich fur die biotechnologiddbestellung des nativen Zielpro-
teins zwei mdgliche Herangehensweisen. Entwededewvedie unldslichen Protein-
aggregate aufwandig renaturiert oder es wird vértsutas native Protein direkt in
I6slicher Form inE. coli zu produzieren, d.h. die Bildung vdnclusion Bodieszu
vermeiden.

Der Grol3teil der industriell i&. coli hergestellten rekombinanten Proteine wird tber
die Aufarbeitung voninclusion Bodiesdurchgefuhrt. Nur etwa 13-23 % aller
heterologen Proteine werden direkt in loslicher nroproduziert [118]. Zur
Renaturierung voinclusion Bodiesverden diese zunéchst in Losung gebracht und
oxidiert. Unter geeigneten Bedingungen erfolgt aheBend die neue Faltung der
Proteine gemal ihrer nativen Konformation [130]. dd&a vielen Prozessschritte zur
Aufarbeitung vonlInclusion Bodieszeitintensiv sind und oft nur in geringen
Ausbeuten resultieren, ist d&ownstreamingmal3gebend fur die hohen Gesamt-
kosten der Proteinherstellung [130]. Zudem bestdibt Gefahr, dass die aus
Inclusion Bodiessolierten Proteine nicht erfolgreich in ihre natiStruktur Gberfuhrt
oder durch die Ruckfaltung beschéadigt werden kohh2a, 130].

Die Vorteile von Inclusion Bodieshingegen sind die hohe Konzentration des
Produkts in den Aggregaten und die einfache |aahigrderinclusion Bodiediber
Zentrifugation. Desweiteren sinthclusion Bodiessehr stabil, auch gegeniber
Proteasenin vivo, und durch ihre biologische Inaktivitat nicht tesh flr den
bakteriellen Wirt [119, 126].

Zur Gewinnung loslicher Proteine ik&. coli und damit zur Vermeidung von
Inclusion Bodieshaben sich verschiedene Methoden, die im folgendleschnitt
naher erlautert wurden, bewahrt. Alle Bedingungdie, die korrekte Faltung der
rekombinanten Proteine begunstigen, wirken dabiektider Bildung von inaktiven
Proteinaggregaten entgegen. Da es keine allgemeweralbare Methode zur
Synthese loslicher Proteine im Zytoplasma ¥orcoli gibt, muss die Herangehens-

weise fur ein jeweiliges Zielprotein individuellreittelt werden [122].
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2.2.2 Losliche Proteine im Zytoplasma vork. coli

Die korrekte Faltung eines Proteins ist esseriielldessen uneingeschréankte biolo-
gische Aktivitat, wobei die gesamte die Konformatlmestimmende und die Faltung
lenkende Information bereits durch die Aminosauyasez festgelegt ist [131]. Ein
wichtiges stabilisierendes Element der Tertidrdtnuksind kovalente Disulfid-
bricken, welche durch die Verknupfung von benadkbaCystein-SH-Gruppen der
Polypeptidkette entstehen [133]. Bei der Synthese nekombinanten Proteinen in
Wildtyp-Stammen vorEk. coli ist die Bildung von Disulfidbriicken im Zytoplasma
des Bakteriums auf Grund der dort herrschendenziedinden Bedingungen stark
beungtinstigt [131, 132]. Das geringe Redoxpotemntéd Zytoplasmas wird durch
das Thioredoxin/Thioredoxin Reduktase-System unsl @autathion/Glutaredoxin-
System verursacht [134, 135]. Bakterienstamme, fdiedie Gene der Enzyme
Thioredoxin Reduktasetr§B) und Glutathion Oxidoreduktasegdr) eine Null-
mutation tragen, sorgen fur die Generierung einaedierenden Zytoplasmas. Die
nun oxidiert vorliegenden Formen der Thioredoximel Glutaredoxine sind in der
Lage, die Bildung von Disulfidbriicken in Polypemdaktiv zu katalysieren [121,
131].

Eine andere Strategie, die Bildung l6slicher Pritam Zytoplasma voi. coli zu
beglnstigen, beinhaltet die Co-Expression der Geswschiedener faltungsfor-
dernder Proteine. Anwendung finden hierb&. colrChaperone wie das
GroEL/GroES-System, das DnaK/DnaJ/GrpE-System uasl @lp-System [129].
Auf Grund seiner Eigenschaft, aktiv die Bildung vDmsulfidbricken geeigneter
Substratmolektle zu unterstitzen, wird auch baMtesi Thioredoxin eingesetzt
[136]. Desweiteren werden die Gene von Foldasen dee Protein-Disulfid-
Isomerase (PDI) und der Peptidyl-Proty$-trans-lsomerase (PPI) co-exprimiert, da
diese Enzyme ebenfalls Teil der natirlichen Préaéimgsmechanismen ia. coli
sind [129]. PDI katalysiert die korrekte BildungrvDisulfidbriicken; PPI die gegen-
seitige Umwandlung voais- undtransisomeren von Prolin-Peptidbindungen [128].

Ferner werden verschiedene Herangehensweisen dukfte der Proteinbildungs-
rate genutzt, um eine zu schnelle Anhaufung votuRgsintermediaten und damit
deren potentielle Aggregation zu vermeiden [129].diesen Methoden zahlt insbe-
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sondere die Erniedrigung der Kultivierungstempearatii37]. Hydrophobe
Wechselwirkungen, die die Bildung voimclusion Bodiesbeglnstigen, werden
zudem durch geringere Temperaturen reduziert, sqekentiell denaturierende
Hitzeschock-Proteasen teilweise eliminiert [122]e erwendung von schwachen
Promotoren oder die partielle Induktion von starkeéromotoren durch geringe
Induktorkonzentrationen [126, 138], kann neben dé&imsatz von speziell
ausgewahlten Kulturmedien [139] ebenfalls zur lah#leit von zulnclusion Body
Bildung neigenden Proteinen fuhren.

Fusionsproteine

Die erfolgreichste Methode zur Generierung loslkicReoteine inE. coli stellt die
Verwendung von Fusionsproteinen dar [118]. Ein geeter Fusion3-ag wird
hierbei mit dem Zielprotein gemeinsam produzieryy die korrekte Faltung und
damit die Loslichkeit des Proteins zu unterstitz&is. Fusionspartner werden gut
I6sliche Proteine gewahlt, die nach Austritt aus B#bosomen vorkt. coli schnell
ihre native Konformation erlangen. Das Zielprotaimd durch denTag ebenfalls
Uber die naturlichen Faltungsmechanismen Eonoli, die verschiedene Chaperone
und Isomerasen beinhalten, in seine native Strigelemkt [121, 124].

Tabelle 2.1 Ubersicht einiger gebrauchlicher Loslichkéitsgs.

Tag Protein Herkunfts-Organismus  Referenz
MBP Maltose-Binding Protein E. coli [140, 141]
NusA N-Utilisations-Substanz E. coli [142]
GST GlutathionS Transferase Schistosoma japonicum [143]
TRX Thioredoxin E. coli [117]
BLA AmpC-Typ-f-Lactamase Chromohalobacter [144]
SET Solubility-Enhancing Tag synthetisch [145]
SUMO  Small Ubiquitin-Modifier Homo sapiens [146]
DsbC Disulfide Bond C E. coli [147]
T7PK Phage T7 Protein Kinase Bacteriophage T7 [118]

ZZ Protein A IgG Repeat Domain  Staphylococcus aureug148]
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Eine Ubersicht tiber haufig verwendete Fusi®ags, die auf Grund ihrer robusten
Faltungseigenschaften auch als molekulare Chapdmreichnet werden [117, 122],
gibt Tabelle 2.1. Neben ihrer guten Loslichkeititzes diese Proteine z.T. weitere
wertvolle Eigenschaften. Beispielsweise lasst siohFusionsprotein mit MBP durch
dessen Funktion als AffinitafBag leicht aufreinigen [149]. Kleine Loslichkeif&ags
wie TRX (14 kDa) [150]haben gegenuber groR&ags wie MBP (40 kDa) [120]
und NusA (54,8 kDa) [120] den Vorteil, dass ihrentByese den Metabolismus des
bakteriellen Wirts nicht so stark belastet und aig¢ diese Weise zusatzlich einer
Aggregation von Proteinen entgegenwirken konnendeBu weisen kleinere
Fusionspartner eine geringere sterische Hinderuhgwas sich auf die Faltung des
Zielproteins sowie auf die spatere Spaltung desoRsproteins auswirken kann
[117, 122].Die tatséachliche Eignung eines Fusidrags fur ein jeweiliges Zielpro-
tein kann jedoch nich& priori vorausgesagt werden, sondern muss experimentell
Uberpruft werden [118].

Um nach erfolgreicher Synthese eines loslichendfggiroteins schliel3lich das Ziel-
protein zu isolieren, mussen Fusionsproteine (ingghsatz zu co-exprimierten
Faltungshelfern [151]) wieder gespalten werden. ddelSchwierigkeiten bei der
Spaltung selbst ist das wesentliche Problem hiathsiAuftreten von sogenannten
J0slichen Aggregaten“. Nach der Spaltung verlidds Zielprotein hierbei seine
Loslichkeit und aggregiert, da es nicht in nativesrm vorlag, sondern durch
Wechselwirkungen mit derfiag nur als ,l6sliches Aggregat” in Losung gehalten
wurde [118, 122].
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3 Experimenteller Tell
3.1 Konzeptvorstellung

Ein grol3es Problem bei der Herstellung ®iam Cell Facto(SCF) inEscherichia
coli (E. coli) stellt die Bildung vorinclusion Bodiegdar. Bisher wurde die Gewin-
nung von bioaktivem, l6slichem SCF in der Literatamsschlie3lich tber die
Renaturierung dieser unloslichen Proteinaggrega&schrieben (siehe Abschnitt
2.1.6). Um die aufwandige und zeitintensive Auférbey vonlinclusion Bodieszu
umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Proto&oiwickelt, welches die
direkte Produktion von loslichem, murinem SCF (mpQRiter Vermeidung von
Inclusion Bodieserlaubt. Der zentrale Ansatzpunkt beinhaltet daleiProduktion
eines l6slichen, proteolytisch spaltbaren Fusiostgims aus mSCF und bakteriellem
Thioredoxin (TRX).

TRX begunstigt als Fusionspartner durch verschiedggenschaften die Loslichkeit
von eukaryontischen Proteinen im Zytoplasma f#oroli [132, 149]. TRX ist ein
gut lsliches Protein mit ausgepréagter, stabilduugdar- und Tertiarstruktur [117].
Als Fusionspartner uUbertragt es seine robustenumgdeigenschaften auf das
Partnerprotein und agiert damit als kovalent gebuad, molekulares Chaperon
[152]. Zuséatzlich besitzt TRX weitere Vorteile, dis als potenten Fusionspartner fur
zu Inclusion BodyBildung neigenden Proteinen qualifizieren. Das &gdotein ist
klein (14 kDa [150]), durch seine tertiare Strukeowohl am C- als auch am N-
Terminus fur Fusionen zuganglich, thermisch stabd erreicht auch in Fusion mit
anderen Proteinen hohe Expressionsraten von bi#0A4 des totalen zellularen
Proteingehalts [117]. Eine Reihe von Zytokinen Kenrbereits in l6slicher,
bioaktiver Form in Fusion mit TRX im Zytoplasma v&n coli produziert werden.
Dabei konnten auch heterologe Proteine, deren endbitruktur Disulfidbriicken
beinhaltet, bei physiologischen Temperaturen alickie TRX-Fusionsproteine
produziert werden [117]. Diese Eigenschaft von TiBXbesonders bemerkenswert,
da disulfidverbrtickte Proteine durch die reduzidesnBedingungen im Zytoplasma
von E. coli leicht zuInclusion Bodiesaggregieren (siehe Abschnitt 2.2.1). Da die
native Struktur der I8slichen Isoform von SCF zwéiamolekulare Disulfidbriicken
enthalt, erschien das Konzept eines TRX-Fusionsm®tzur Gewinnung von
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bioaktivem, I6slichem mSCF i&. coli besonders vielversprechend. Zudem wurde
bereits die Produktion eines I6slichen Fusionsmmetaus murinem SCF und TRX in
der Literatur beschrieben [117]. Das dort verweadexpressionssystem (Typ des
Plasmid-Vektors undE. colirStamm) unterscheidet sich jedoch von jenem, das in
dieser Arbeit verwendet wurde. Desweiteren wurdefeweiligen Plasmid Gene fur
Erkennungssequenzen verschiedener Proteasen cobedtere sind fir eine
potentielle Spaltung der Fusionsproteine notwendigas in der Literatur
beschriebene Fusionsprotein wurde Uberdies nichemarozessiert, d.h. es erfolgte
kein proteolytischer Verdau zur Freisetzung von f/aSC

Aus der Entscheidung heraus, die Methode der Fsgsioteine zur Gewinnung eines
I6slichen Proteins auk. coli zu verwenden, resultieren mehrere Prozessschritte.
Zunachst muss ein geeigneter Expressionsvektortrkogrs werden. Dieser muss
neben den genetischen Informationen fiur das Tampgktden Fusionspartner auch die
Moglichkeit zur Spaltung des Fusionsproteins dwette geeignete Protease bieten.
Nach der Synthese des Fusionsproteins mittels reka@mter Bakterien muss das
I6sliche Fusionsprotein zunachst aufgereinigt werdem dann proteolytisch
gespalten zu werden. Das dadurch freigesetzterdteip muss im Anschluss daran
isoliert und abschlie3end hinsichtlich seiner bygidohen Aktivitat getestet werden
[118].

In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen stéititte dieses allgemeinen
Konzepts auf die Herstellung von mSCF . coli Ubertragen. Die dabei
aufgetretenen Probleme und Schwierigkeiten sowe ehtwickelten Losungs-
strategien werden vorgestellt und diskutiert. Distaie Beschreibungen der
Versuchsdurchfuhrungen befinden sich im Anhandhéskeapitel 5).
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3.2 Herstellung des Expressionssystems

3.2.1 Konstruktion des Expressionsvektors

PET-Expressionssysteme

Plasmide werden in der Biotechnologie haufig al&t¥een fir die Ubertragung und
Expression fremder Gene und damit zur Synthesemmbk@nter Proteine u.a. in
E. coli eingesetzt. Breite Anwendung finden hierbei Ve&toaus dem pET-System
(Plasmid Expression by T7-RNA-PolymejasBie bakteriellen Plasmide dieses
Systems ermdglichen die schnelle Produktion grddengen des gewlnschten
rekombinanten Proteins unter Kontrolle des starkérPromotors [153]. Die aus
dem Bakteriophagen T7 stammende Expressionsemgielinet sich durch eine sehr
hohe Transkriptionseffizienz aus, da der T7-Promotor durch die phageneigene
T7-RNA-Polymerase erkannt wird [154]. Wird eine Qadur T7-RNA-Polymerase,
z.B. Uber ein entsprechend kloniertes Gen in deAREs Wirtsstammes bereitge-
stellt, erfolgt die Transkription der durch den FPi@motor kontrollierten Gene
(sofern der Operator des Systems nicht reprimist}. iUber die Klonierung
entsprechender Gene in den pET-Vektor an die Basstromabwaérts des T7-
Promotors kann schliel3lich mit Hilfe eines passandértsstammes die Synthese
eines rekombinanten Zielproteins erreicht werdé&b][1

Die wesentlichen Elemente eines pET-Vektors sind Té-Promotor, derlac-
Operator, eine Multi-Klonierungsstelle (MCBlultiple Cloning Sit¢, der T7-Trans-
kriptions-Terminator, dadacl-Gen, das Gen fir eine Antibiotikum-Resistenz
(Selektionsmarker) und der Replikationsursprung d®XA (ori, Origin of
Replicatior) [156] (Abbildung 3.1). In Abwesenheit eines Intluls wird derlac-
Operator durch das votacl-Gen codiertdacl-Repressor-Protein reprimiert, sodass
der T7-Promotor auch in Anwesenheit von T7-RNA-Rwdyase die Transkription
nicht einleiten kann. Erst durch Zugabe von Isopkd$D-thiogalactopyranosid
(IPTG), einem Strukturanalogon der Laktose, wird Bepressor vorntac-Operator
abgelost und damit die Gen-Expression induzierf. dhese Weise wird eine basale
Transkription, d.h. die Transkriptionsrate der statbwarts von einem Promotor

liegenden Gene ohne Induktionsstimulus, minimigs3], 155].
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| T?-Promotor> lac-Operator H MCsS H T7-Terminator

lacl
Selektionsmarker

ori

Abbildung 3.1 Schematischer Aufbau eines pET-Vektors. Die Komatddm aus T7-Promotor und
lac-Operator wird auch als Tat-Promotor bezeichnet [156].

Zur Komplettierung eines pET-Expressionssystemsl wer pET-Vektor mit einem
geeigneterk. colrWirtsstamm kombiniert. Einer der gebréauchlichsggamme fir
diese Anwendung ist ddon- und ompr-Protease-defiziente Stamm BL21(DE3)
[157]. Das Genom dieses lysogerencoliStamms enthalt ein Gen fur T7-RNA-
Polymerase, welches in Wildtypen vén coli nicht vorkommt. Dieses Gen wird
vom lacUV5-Promotor, einer mutierten Version das-Promotors mit geringer
Neigung zur Basalexpression [158] kontrolliert [L58nalog zum pET-Vektor wird
das ebenfalls im Chromosom von BL21(DE3) enthaltlmeOperon durch eine
Induktion mit IPTG vom seinem Repressor (codierctudadacl-Gen) getrennt und
damit die Transkription von T7-RNA-Polymerase eieget. IPTG erfullt damit im
pPET-Expressionssystem eine wichtige Doppelfunkti&s. sorgt sowohl fiur die
Bereitstellung von T7-RNA-Polymerase durch den ¥¢iamm, als auch fur die
Derepression dekc-Operons im pET-Vektor. Die gebildete T7-RNA-Polyase
initilert schlieBBlich die Expression des Zielgensrah die Erkennung des T7-
Promotors im pET-Vektor. Die Synthese eines rekowntien Zielproteins durch ein
pPET-Expressionssystem kann somit durch die ZugalbelRTG eindeutig gesteuert
werden [153, 158].
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Konstruktion von pET-32b-trx-his-tev-mSCF

Der in dieser Arbeit verwendete Expressionsvekiar Rroduktion von loslichem
mMSCF in rekombinanteB. coli wurde auf Basis eines pET-32b-Vektors konstruiert.
Die zusatzlichen, zur Produktion des gewlnschtesiolRgproteins benétigten Gene
wurden durch Klonierung in den pET-32b-Vektor infeg.

Neben den fur pET-Vektoren charakteristischen Elgere (siehe Abschnitt 4.2.1)
enthalt pET-32b stromabwérts des T7-Promotors, alserhalb der MCS, ein
codierendes Gen fur TRX. Auf Grund dieser Eigenficegnet sich pET-32b in
besonderem Mal3e als Basis fur die Konstruktionselepressionsvektors fur ein
Fusionsprotein mit einem TRX-LOslichkeifag Als Selektionsmarker tragt pET-
32b ein Gen fur eine Ampicillin-Resistenz.

Im Rahmen der Technik der Polymerase-KettenreakfititR, Polymerase Chain
Reaction wurde ein cDNA-Templat von murinem SCF benutzh das codierende
Gen fur die 165 Aminoséuren umfassende Idslichéotso von mSCHn vitro zu
amplifizieren. Zeitgleich wurden dabei durch dieRRErimer Erkennungssequenzen
fir geeignete Restriktionsenzyme, die ebenfallslen MCS des pET-32b-Vektors
vorkommen, in das mSCF-Gen eingefihrt. Im folgendé&mierungsschritt wurde
das mSCF-Gen 3’ zum Gen des THAgs unter Einsatz der passenden Restriktions-
enzyme in den pET-32b-Vektor eingefigt.

Beim spatererbownstreamingmuss das Fusionsprotein zunéchst aufgereinigt und
schlieBlich das Zielprotein mSCF von seinem Fugartser TRX durch eine
proteolytische Spaltung getrennt werden. Zu dieZemeck wurde ein zweites DNA-
Fragment in das Vektorkonstrukt integriert. Diesksert besteht aus dem
codierenden Abschnitt fir einen Hexahistidiag (His-Tag) und einem codierenden
Abschnitt fur eine Erkennungssequenz fimbacco Etch VirugTEV)-Protease.
Obwohl es eine Vielzahl an potenziell verwendbalReateasen zur Spaltung von
Fusionsproteinen gibt, wird die TEV-Protease anfigaten verwendet, da sie hoch-
spezifisch und relativ einfach in der Herstellusg [118, 159]. Der oftmals in der
Biotechnologie eingesetzte Hi&g dient als effizienter Affinitat§-ag fur eine
Aufreinigung des  Fusionsproteins Uber eine immsielie Metall-
Affinitatschromatographie (IMACImmobilized Metal lon Affinity Chromatography
[160]. In analoger Vorgehensweise zur Klonierung de(SCF-Gens in die MCS des
pPET-32b-Vektors wurde das zweite DNA-Fragment ShzsmSCF-Gen positioniert.
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Der codierende Bereich fur den Higg liegt dabei stromaufwarts zu jenem der
Erkennungssequenz der TEV-Protease. Zusatzlich evavdschen dem Gen von
MSCF und dem codierenden Bereich der TEV-Erkenrssagenz eine Codierung
fir einen Serin-Rest als Linker eingefugt. Die Eegsionsregion des resultierenden
Vektors, der pET-32b-trx-his-tev-mSCF genannt wurdst schematisch in
Abbildung 3.2 gezeigt. Die vollstandige Plasmidkason pET-32b-trx-his-tev-
MSCF sowie die genaue Nukleotidsequenz des vdligién Vektorinserts werden
im Anhang dargestellt; siehe Abschnitt 5.2.1.

5' | T7lac-Promotor ‘ TRX H His H TEV H mSCF H T7-Terminator ‘ 3'

Abbildung 3.2 Vereinfachte Darstellung der Expressionsregion pam-32b-trx-his-tev-mSCF mit
den wichtigsten Elementen. His, codierender Ber&ictden HisTag TEV, codierender Bereich fir

die Erkennungssequenz der TEV-Protease.

Die Positionen der einzelnen codierenden Abschimttéer Expressionsregion des
PET-32b-trx-his-tev-mSCF-Vektors sind von entschaakr Bedeutung, da sie den
Aufbau des Fusionsproteins bestimmen. Korrespoenderzur Leserichtung von
DNA und RNA vom 5’-Ende zum 3’-Ende erfolgt die $lyese des Proteins bei der
Translation vom N-Terminus zum C-Terminus. Folglieird TRX als erster
Abschnitt des Fusionsproteins gebildet und istnrsder Lage, die korrekte Faltung
seines C-terminalen Fusionspartners mSCF direktdéssen Austritt aus den Ribo-
somen vork. coli zu vermitteln. Obwohl die genaue Natur dieserrakgon nicht
bekannt ist, wird TRX als molekulares Chaperon wligkt, welches ahnlich wie
»=hormale“ Chaperone der Bildung vaémclusion Bodiegntgegenwirken kann [117].
Die Lage des codierenden Gens fur die TEV-Erkensseguenz direkt 5 zum
MSCF-Gen ermdglicht die definierte Spaltung desiofasproteins, welches auf
Basis dieser Genabfolge gebildet wird. Die Spaltiiftgt sowohl zur Freisetzung
des Zielproteins mSCF als auch zu einem Proteinfeary aus TRX und Hi$ag
(Abbildung 3.3).

His-Tags werden Uublicherweise C- oder N-terminal posiBoni um bei einer
Affinitatschromatographie den HiBag nicht durch mdgliche sterische Hinderungen
in seiner Funktion einzuschranken [160]. Abweichdadu wurde jedoch innerhalb

des pET-32b-trx-his-tev-mSCF-Konstrukts eine andeosition fur den Hig-ag
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gewahlt. Der kommerzielle pET-32b-Vektor mit demmuttelbar stromabwaérts des
T7-Promotors liegenden Gens fur TRX hat sich beneit Einsatz zur Generierung
I6slicher Fusionsproteine bewéhrt (siehe Abscihit). Um eine potentielle Beein-
trachtigung der Funktion von TRX als Ldslichkeltag zu vermeiden, wurde die
urspringliche Lage des TRX-Gens im Plasmid bewumssit modifiziert. Eine
mogliche C-terminale Positionierung des Hsgs im Fusionsprotein wurde eben-
falls nicht realisiert, um die Sequenz von mSCF danhit die biologische Aktivitat
des Proteins nicht zu verdndern. Aus den erfoterh Positionen von TRX, der
TEV-Spaltstelle und mSCF ergab sich folglich digéales HisFags innerhalb des
Proteins. Der Aufbau des gesamten Fusionsprote®ishes im Folgenden als TRX-
MSCF bezeichnet wird, ist schematisch in Abbild8r&ydargestelit.

¥

N— - = - c

| I | |
TRX His-Tag TEV- mSCF

Erkennungssequenz

Abbildung 3.3 Schematische Darstellung des Fusionsproteins TR mit einer berechneten
GrolRe von 32 kDa. Die Position, an der die SpalttorgTRX-mSCF durch TEV-Protease erfolgt, ist
durch das Zackensymbol markiert.

Die resultierende Grol3e des Fusionsproteins, diedassen Masse korreliert, lasst
sich aus der Summe der einzelnen Elemente absohdDze der HisFag (sechs
Aminosauren) und die TEV-Erkennungssequenz (sid&mimosauren) im Vergleich
zu TRX (116 Aminosauren) und mSCF (165 Aminosauraum) relativ klein sind,
wird ihr Beitrag zur Gesamtmasse vernachlassigtglieb ergibt sich aus den
Einzelmassen von TRX (14 kDa) [150] und mSCF (K83; Berechnung uber die
Nukleotidsequert} eine GesamtgréRe fiir das Fusionsprotein von i2a3

Als abschlieRender Schritt der Vektorkonstruktiourde die korrekte Nukleotidse-
quenz in pET-32b-trx-his-tev-mSCF durch eine Segigeang des Inserts (Durch-
fuhrung Gber Eurofins MWG Operon, Ebersberg) veiefi.

! Verwendung der SoftwaiRroteomic Toolson Expasy (http://www.expasy.ch/tools/#proteome)
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3.2.2 Transformation von BL21(DE3)

Um die genetische Information der Plasmid-DNA in eekombinantes Protein zu
Ubersetzen, bedarf es der Translationsmechanisines geeigneteki. colFWirts-
stammes. Da sich fiir das pET-Expressionssystenstdenm BL21(DE3) bewéhrt
hat (siehe Abschnitt 3.2.1), wurde dieser in deti@genden Arbeit verwendet. Fur
die Transformation der Bakterien wurden diese zhsiac mittels TSS
(Transformation and Storage Solut)eMlethode chemisch kompetent gemacht
(siehe Anhang, Abschnitt 5.2.2). Durch den folgenkierzen Hitzeschock auf 42 °C
wurde der pET-32b-trx-his-tev-mSCF-Vektor in dienkgetenten Bakterien trans-
formiert (siehe Anhang, Abschnitt 5.2.2).

Zur Kontrolle der Transformation wurden die Bakderiauf ampicillinhaltigen
Agarplatten ausgestrichen und inkubiert. Da dasverdete Plasmid pET-32b-trx-
his-tev-mSCF ein Gen fur eine Ampicillin-Resistetmagt, wurde dieses bei der
Transformation von BL21(DE3) auf die Bakterien ubmyen. Das Antibiotikum
wirkt damit als Selektionsmarker und fiihrte zursaidie3lichen Besiedelung der

Agarplatten mit den plasmidtragenden Bakterien.

Restriktionsverdau

Zur Uberprifung der Transformation wurde ein ansdyter Restriktionsverdau des
Plasmids durchgefuhrt (Durchfihrung siehe Anhanigschnitt 5.2.4). Dazu wurde
PET-32b-trx-his-tev-mSCF zunachst isoliert, d.h.e diPlasmid-DNA von der
chromosomalen DNA des Bakteriums und den Proteuen Zelle abgetrennt.
Anhand der bekannten Nukleotidsequenz des Plasamidsder Schnittstellen der
verwendeten RestriktionsendonukleadgcoRl und Pst wurde ein theoretisch zu
erwartendes Bandenmuster ermifteBei der Prozesssierung von pET-32b-trx-his-
tev-mSCF mitEcoRI schneidet die Restriktionsendonuklease das Riasimmal (an
Position 314 bp) und uberfuhrt die DNA damit ineeimearisierte Form. Die Grol3e
des linearen Plasmids liegt, wie die der zirkulabdA, bei 6268 bp. Werden die
Enzyme EcdaRl und Pst in Kombination eingesetzt, so ergeben sich zwei

2 Verwendung der Softwar®erial Cloner 2.1
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theoretische Fragmente mit einer Grol3e von 14584810 bp EcaRl schneidet
an Position 314 bp urdst an Position 5124 bp). Abbildung 3.4 zeigt die &ygisse
des Restriktionsverdaus von pET-32b-trx-his-tev-maSfit EcoRl bzw. mit EcaRl
undPst.

EcoRl  EcoRI+Pstl M

6268 bp ;
4810 bp:’ m —_— - -

1458 bp—>

Abbildung 3.4 Analytischer Restriktionsverdau des Plasmids pEB-8x-his-tev-mSCF. Gezeigt
sind Proben des Einzelverdaus fdoRI| (Spur 1) und des Doppelverdaus iRl undPstl (Spur
2). Die Visualisierung der Banden auf dem Agarokéfyd % ig, Farbung mit Ethidiumbromid)
erfolgte durch UV-Licht. M; DNA-Marker (100-1000@h

Die erhaltenen Fragmentmuster stimmen sowohl firiafachverdau (Spur 1), als
auch fur den Doppelverdau (Spur 2) in guter Nahgnonit den erwarteten Grol3en
der Nukleinsauren Uberein. Im oberen Bereich dels Gegen die Markerbanden
sehr eng und erschweren damit eine exakte Zuweidan@®anden zu den Groél3en
der korrespondierenden DNA-Fragmente. Aus diesean@skann die obere Bande
aus Spur 2 dennoch dem grolBeren Fragment des Depgeals (4810 bp)

zugeordnet werden.

Das Ergebnis des analytischen Restriktionsverdalis durch die Ubereinstimmung
der erwarteten und der tatsachlich detektierten Bl¥&gmente eine Bestatigung fur
die erfolgreich durchgefiihrte Transformation dar.
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Produktion des Fusionsproteins

Um die Transformation auch auf Proteinebene nacbkmem, wurde der
plasmidtragende Stamm im Schuttelkolben bei 37n°CB-Medium kultiviert. Die
Induktion der Genexpression erfolgte bei einersmbien Dichte (OD) von 0,6 durch
die Zugabe von 0,1 mmol/L IPTG. Die Ernte der Bakte erfolgte drei Stunden
nach der Induktion (genaue Versuchsdurchfihrunigesfnhang, Abschnitt 5.2.4).
Da das Zielprotein TRX-mSCF im Zytoplasma véncoli gebildet und nicht ins
Medium ausgeschleust wird, musste ein Aufschlus8dkterien mittels Ultraschall
erfolgen (siehe Anhang, Abschnitt 5.5). Uber eineatrNmdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE,Sodium  Dodecyl  Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophore$is erfolgte die Analytik der Proben
(Durchfuhrung der Elektrophorese siehe Anhang, Abit5.6). Untersucht wurden
die totalen Fraktionen des Zelllysats vor der Irteuk und drei Stunden nach der
Induktion. Als totale Fraktion wird im FolgendemeiMischung aus den Igslichen
und den unloslichen Anteilen eines Zelllysats bez®et. In Abbildung 3.5 zeigt der
Vergleich zwischen den Proben vor (Spur 1) und réehinduktion (Spur 2) eine
eindeutige Proteinsynthese. Anhand des GroRRennsatéisst sich das produzierte
Protein dem Fusionsprotein TRX-mSCF zuordnen. Dieadete Grol3e von TRX-
mSCF von 32 kDa konnte durch dieses Experimentabgstwerden. Weiterhin
zeigte die erfolgte Produktion des rekombinantestdins die gelungene Transfor-
mation des Vektors pET-32b-trx-his-tev-mSCF in B(2E3).
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Abbildung 3.5 Uberpriifung der Transformation durch die Proteitisgse. Gezeigt sind jeweils die
totalen Fraktionen des Zelllysats vor (Spur 1) @¢n&tunden nach der Induktion (Spur 2). Das
rekombinante Fusionsprotein TRX-mSCF (32 kDa) ustl einen Pfeil gekennzeichnet. Die Analyse
erfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges Ga&bomassie Blu€arbung). M; Proteinmarker (10-
200 kDa); vor, totale Fraktion vor der Induktion;Stunden.

3.2.3 Fazit des Kapitels

Die Konstruktion eines Expressionsvektors zur Sys¢hdes rekombinanten TRX-
mSCF-Fusionsproteins konnte erfolgreich realisiererden. Das resultierende
Plasmid pET-32b-trx-his-tev-mSCF enthalt neben G@enen fir mSCF und dessen
Fusionspartner TRX eine Erkennungssequenz fur TEWeBse zur Spaltung des
Fusionsproteins sowie einen Hisgzur Aufreinigung von TRX-mSCF.

Die Transformation von pET-32b-trx-his-tev-mSCF themisch kompetente
BL21(DES3)-Zellen wurde durch die Proteinsynthese Y&RX-mSCF sowie einem
analytischen Restriktionsverdau des Plasmids ubtrpviit dem plasmidtragenden
BL21(DE3)-Stamm konnte damit ein Expressionssystémdie Herstellung von
TRX-mSCF inE. colizur Verfigung gestellt werden.
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3.3 Produktion von Ioslichem TRX-mSCF

3.3.1 Einfluss der Kultivierungsbedingungen

Bei der Produktion von SCF . colitreten hadufig Probleme durch die Bildung von
Inclusion Bodiesauf (siehe Abschnitt 2.1.6). Zur Vermeidung diesggregate
erfolgte die Synthese des Zytokins als Fusionspratét TRX. Zusétzlich zu dieser
Herangehensweise auf genetischer Ebene kann diekker-altung eines rekombi-
nanten Zielproteins durch geeignete Kultivierungsbgungen unterstutzt werden.
Besonderen Einfluss kbnnen hierbei die Temperatier Medienzusammensetzung
oder auch die Induktorkonzentration austiben (sfddsehnitt 2.2.2).

Eine weit verbreitete Methode zur Vermeidung \taplusion Bodiesst die Ver-
ringerung der Kultivierungstemperatur der rekomhbtea Bakterien auf unter 37 °C
[122, 137]. Hydrophobe Wechselwirkungen, die Hatgsahe der Bildung von
Inclusion Bodieszeigen eine starke Temperaturabhéngigkeit undievebei hohen
Temperaturen begunstigt [161]. Eine weitere direldensequenz aus einer
Temperaturreduktion ist die partielle Eliminierungpon Hitzeschock-Proteasen,
welche in rekombinantek&. coli unter Uberexprimierenden Bedingungen induziert
werden [162]. Die Anwendbarkeit der Temperatur-Nelh zur Unterstitzung der
korrekten Faltung von Proteinen ist jedoch limitié&tiedrige Temperaturen wahrend
der Kultivierung bewirken sowohl eine vermindertepikation der Bakterien als
auch eine Drosselung von Transkriptions- und Tedimsisvorgéngen [163].

Die qualitative und quantitative Zusammensetzumg®iKulturmediums kann den
Metabolismus voie. coliund damit auch die Synthese eines rekombinantzteiRs
maf3geblich beeinflussen [164, 165]. Grundsatzlizhnen komplexe und definierte
Medien unterschieden werden. Proteine, die wie Ba¥nfalls eine starke Tendenz
zur Aggregation in Form voimclusion Bodieszeigen, konnten bereits sowohl in
komplexen [139] als auch in definierten [166] Med&folgreich in l6slicher Form
in E. coli produziert werden. Der Einfluss des Mediums aef ldislichkeit eines
Proteins hangt dabei von der Natur des Proteifisisab, sodass eine experimentelle
Evaluierung fur jedes Protein individuell notwendity

Eine weitere Einflussgrof3e, die die Bildung Voclusion Bodiegeduzieren kann,
ist die Induktorkonzentration. Liegt ein starkerofotor, wie der in pET-
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Expressionssystemen verwendete T7-Promotor vowirg@n sich geringe Konzen-
trationen an IPTG positiv auf die Loslichkeit rekoimant produzierter Proteine aus
[138]. Grund fir diese Beobachtung ist die geriegeroduktbildungsrate, die die
regulare Prozesssierung der Proteinfaltungeircoli begunstigt und damit einer
Aggregation der Proteine entgegenwirkt.

Auf Grund dieser Kenntnisse zur externen Beeinflngsder Faltungsvorgange
wurde im folgenden Kapitel die Bildung von I6slichd RX-mSCF in Abhangigkeit
unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen untelnsudNeben einem definierten
Medium wurden zwei komplexe Medien, LB-Medium un&-Medium, getestet.
Die Kultivierungen wurden fur jedes Medium bei dverschiedenen Temperaturen
(37 °C, 30 °C und 23 °C) durchgefuhrt. Die Indukterfolgte im Bereich der expo-
nentiellen Wachstumsphase der BL21(DE3)-Baktefi#mn.das LB-Medium und das
definierte Medium wurde bei einer OD von 0,6 in@uiziin TB-Medium erfolgte die
Induktion bei einer OD von 1,0. Die IPTG-Konzeniat wurde nicht variiert,
sondern mit einem niedrigen Wert von 0,1 mmol/L #ant gehalten (genaue
Versuchsdurchfuhrungen und Medienzusammensetzusigae Anhang, Abschnitt
5.3). Die Produktbildung wurde innerhalb der ersteshn Stunden nach der
Induktion verfolgt. Daflr wurden die Proben nacfolgtem Ultraschall-Aufschluss
(siehe Anhang, Abschnitt 5.5) mittels SDS-PAGE wsialt. Um die jeweiligen
Proben auf dem Polyacrylamid-Gel direkt miteinangergleichen zu kénnen, wurde
bei der Probenpraparation eine Normierung auf eganeinsamen OD-Wert vorge-
nommen. Fur den Zellaufschluss der Bakterien wuddgch entsprechende
Volumenwahl fir die Resuspension der Zellen stetsgiteiche OD-Wert eingestellt
(siehe Anhang, Abschnitt 5.5).

Ziel dieser Untersuchung sollte es sein, geeigKeiievierungsparameter fur eine
maximale Ausbeute an loslichem TRX-mSCF unter dsgebenen Bedingungen zu
finden. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte i8chuttelkolben, da sich dieses
einfache System zufcreeningverschiedener Bedingungen besonders eignet.

Detektion von loslichem TRX-mSCF

Im Rahmen der Transformationsiberprifung (siehecidigt 3.2.2) konnte bereits
gezeigt werden, dass die Expression des rekomlginaGens fir TRX-mSCF
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induziert werden konnte. Untersucht wurden dal#ogé nur die totalen Fraktionen
des Zelllysats. Um Aussagen zur Loslichkeit desdfisproteins treffen zu kénnen,
muss eine Trennung der loslichen und der unlostidestandteile des Lysats sowie
deren separate Analytik erfolgen. Diese Auftrennuieg Zelllysats wurde durch
einen einfachen Zentrifugationsschritt erreich¢lfsi Anhang, Abschnitt 5.5).

3.3.2 LB-Medium

Kultivierung bei 37 °C

In Abbildung 3.6 lasst sich der zeitliche VerlawdrdBildung von loslichem TRX-
mMSCF in LB-Medium bei 37 °C beobachten.

vor 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 10h M

kDa
—150

Abbildung 3.6 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in LB-Medium bei 37 °C. Gezeigt sind jeweils Probam der Induktion (Spur 1) sowie 1-7 Stunden
(Spuren 2-8) und 10 Stunden (Spur 9) nach der bimtukDie Analyse erfolgte durch eine SDS-
PAGE (12 % iges GelCoomassie Blu€arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, i¢ise

Fraktion vor der Induktion; h, Stunde(n).

Der direkte Vergleich zwischen der Probe vor déduktion (Spur 1) und den Proben
nach der Induktion (Spuren 2-9) zeigt deutlich Breduktion von loslichem TRX-
mMSCF. Bereits eine Stunde nach der Induktion re pragnante Bande zu erkennen,

die dem Fusionsprotein mit einer Grol3e von etw&32 zuzuordnen ist. Die
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Bandenintensitat nimmt jedoch ungefahr sieben Sméich der Induktion (Spur 8)
kontinuierlich wieder ab. Die intensivsten Bandew wWamit die hdchsten relativen
Konzentrationen an léslichem Zielprotein liegen &tim den ersten drei Stunden
nach der Induktion (Spuren 2-4) vor.

Die Produktion von rekombinanten Proteinen stélitden Metabolismus vada. coli
eine grolRe Belastung dar. Rekombinante Proteieenatiurgemal nicht zum Stoff-
wechsel des bakteriellen Wirts gehdren, kdnnen sbevie unzweckmallige Poly-
peptide (fehlerhaft gefaltete oder unvollstdndiget&éine) durchkE. coli-Proteasen
wieder abgebaut werden [167]. Durch Zugabe von IP#& am viralen T7-
Promotor eines pET-Vektors eine ausgepragte Trgmgkisaktivitat induziert
(siehe Abschnitt 3.2.1), sodass das rekombinanteeiRr zur starksten Protein-
fraktion akkumuliert [153] (Abbildung 3.6). Obwolmhit BL21(DE3) ein Stamm
vorliegt, der eine Deletion bezlglich einiger Pesten besitzt (siehe Abschnitt
3.2.1), ist dennoch ein Abbau von TRX-mSCF zu bebten. Ein mdglicher
Verdiinnungseffekt durch das Uberwachsen der preckraien Bakterien mit nicht
produzierenden Bakterien kann ausgeschlossen weddeteine deutliche Erhéhung
der OD-Werte in zeitlicher Korrelation zum beob&téh Rickgang der Banden-
intensitdten von TRX-mSCF zu messen war (Datert igekeigt).

Zur Bestimmung des relativen Anteils von I6slichéi®@X-mSCF am gesamt
gebildeten TRX-mSCF wurden alle Fraktionen der jegen Zelllysate lber eine
SDS-PAGE untersucht. Durch die Probenvorbereitungrden alle Proteine
denaturiert und dadurch in L6sung gebracht. Exensgla sind in Abbildung 3.7 die
totale, die l6sliche und die unldsliche Fraktiones typischen Zelllysats gezeigt.
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Abbildung 3.7 Vergleich von totaler, I6slicher und unléslichealion eines typischen Zelllysats.
Gezeigt sind jeweils Proben der totalen Fraktion der Induktion (Spur 1), sowie der totalen
Fraktion (Spur 2), der l6slichen Fraktion (SpuruBd der unléslichen Fraktion (Spur 4) 3 Stunden
nach der Induktion (LB-Medium, 37 °C). Die Analyadolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges Gel,
Coomassie Blu€éarbung). M, Protein-Marker (10-200 kDa); vor aletFraktion vor der Induktion; T,

total; L, I6slich; U, unléslich; omp, Proteine dauReren MembranOuter Membrane Prote)n

Wird das Zielprotein TRX-mSCF wie gewinscht in idisér Form gebildet, befindet
es sich neben den bakterieneigenen Proteinen recBheshtrifugation zur Zellfrak-
tionierung im Uberstand (der loslichen Fraktion dgslllysats). Die unlosliche
Fraktion kann neben Zelltrimmern, Zellkernen undt&nen der dulReref. colr
Membran (ompQOuter Membrane Prote)nauch aggregierte Proteine wigclusion
Bodiesbeinhalten [168]. Tritt eine solche Aggregatiors d@isionsproteins auf, kann
dies durch die Untersuchung der verschiedenen ibret des Zelllysats detektiert
werden. Der Vergleich mit der totalen Fraktion, diech l6sliche und unlosliche
Bestandteile enthalt, erlaubt eine Aussage UberAdigile von loslichem TRX-
MSCF und unl6slichem TRX-mSCF am gesamt gebildBtesionsprotein. Demzu-
folge lasst sich in Abbildung 3.7 erkennen, dass daelprotein hier fast
ausschlieBlich in loslicher Form (Spur 3) gebileetrde. Der Anteil arinclusion
Bodies (Spur 4) an der Gesamtmenge des gebildeten Fpsaiams (Spur 2)
hingegen ist nur sehr gering. Da die Synthese o i8 E. coliohne gentechnische
Hilfsmittel wie z.B. Fusiongags mit der Bildung unléslicher Proteinaggregate
einher geht (siehe Abschnitt 2.1.6), ist die Ldsteit des Fusionsproteins hier
eindeutig auf die Anwesenheit des Fusionspartn®&X Zurtckzufuhren. Auch die
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Bildung von loslichem TRX-mSCF bei einer relativhem Temperatur von 37 °C,
die die Bildung vorinclusion Bodiedbegunstigen sollte, zeigt die Eignung von TRX
als LoslichkeitsFag fur mSCF (Abbildung 3.6).

Die in Abbildung 3.7 gezeigten Ergebnisse sindesoficht gesondert vermerkt,
reprasentativ fur alle Proben, die im Rahmen diesdieit untersucht wurden.
Sowohl die Verteilung an gebildetem TRX-mSCF aw Braktionen des Zelllysats
sowie die gute Qualitat der Aufschlisse haben swdderkehrend beobachten
lassen. Charakteristisch fur eine effektive Lysesiie fast géanzlich Gbereinstim-
menden Banden von totaler und loslicher Fraktiopu(&n 2 und 3). Ein weiteres
Gutezeichen fur einen vollstandigen Zellaufschiwsg die Separation der verschie-
denen Fraktionen des Zelllysats ist das FehlereneziBanden (neben Proteinen der
aulBeren Membran voik. coli (um 40 kDa) und etwaig irinclusion Bodies
gebildetem TRX-mSCF) in der unldslichen Fraktiopy64).

Kultivierungen bei 30 °C und 23 °C

Die zeitabhéangige Bildung von l6slichem TRX-mSCH.B-Medium bei 30 °C und

bei 23 °C sind in Abbildung 3.8 und in Abbildung 3largestellt. Im Wesentlichen
zeigen sich fur beide Temperaturen analoge Ergebmise bei der Kultivierung in

LB-Medium bei 37 °C (Abbildung 3.6). Der Beginn deroteinsynthese sowie der
weitere Verlauf der Produktbildung sind dabei al®lgé der geringeren

Temperaturen zeitlich nach hinten verschoben. Emeingerung der Bandeninten-
sitaten von TRX-mSCF ist bei 30 °C etwa zehn Stondech der Induktion

(Abbildung 3.8, Spur 8) zu sehen. Fur 23 °C karesdin untersuchten Zeitfenster
nicht beobachtet werden (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.8 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in LB-Medium bei 30 °C. Gezeigt sind jeweils Probam der Induktion (Spur 1) sowie 1-6 Stunden
(Spuren 2-7) und 10 Stunden (Spur 8) nach der kmtukDie Analyse erfolgte durch eine SDS-
PAGE (12 % iges GelCoomassie Blu&arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, i¢ise
Fraktion vor der Induktion; h, Stunde(n).
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Abbildung 3.9 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in LB-Medium bei 23 °C. Gezeigt sind jeweils Probam der Induktion (Spur 1) sowie 1-7 Stunden
(Spuren 2-8) und 10 Stunden (Spur 9) nach der kmtukDie Analyse erfolgte durch eine SDS-
PAGE (12 % iges GelCoomassie Blu&arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, i¢ise
Fraktion vor der Induktion; h, Stunde(n).
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Vergleich der Ergebnisse flur alle Temperaturen in IB-Medium

Die Bildung von Idslichem TRX-mSCF in LB-Medium kate bei allen drei unter-
suchten Temperaturen beobachtet werden. Der BedpnrProteinsynthese wurde
dabei korrelierend zum verlangsamten Bakterienwaaomsdurch die sinkenden
Temperaturen zeitlich nach hinten verschoben. Dudah Analyse der OD-
normierten Proben mittels SDS-PAGE lassen sich mltiven Mengen an
gebildetem Fusionsprotein in guter Naherung mitediea vergleichen. Entgegen der
Erwartung hat die Kultivierungstemperatur keinemflass auf die Bildung von
I6slichem TRX-mSCF gezeigt. Vermutlich ist die férdde Wirkung des Fusions-
partners TRX auf die Loslichkeit des gesamten Fsgiooteins so ausgepragt, dass
sich ein potentieller Temperatureinfluss nicht eig

3.3.3 TB-Medium

Als zweites komplexes Medium wurde TB-Medium zumitlung des Einflusses
der Kultivierungsbedingungen auf die Bildung vonslighem TRX-mSCF
verwendet Als Kohlenhydratquellevurde Glycerin verwendet; die genaue Zusam-
mensetzung des Nahrmediums ist im Anhang beschri¢biehe Abschnitt 5.3).
Uberraschenderweise wurde fiir dieses Medium betnalfemperaturen das
Fusionsprotein ausschlief3lich in Form Joklusion Bodiegproduziert (Daten nicht
gezeigt). TB-Medium ist ein extrem reichhaltigesdlen, welches zu hohen Zell-
zahlen fuhrt [169]. Der gesamte Metabolismus ¥ortoli wird stark angeregt und
alle Prozesse in der Zelle auf Grund der guten $éfiversorgung beschleunigt.
Durch hohe Proteinbildungsraten kann es daher&ar&tstur Bildung vorinclusion
Bodieskommen (siehe Abschnitt 2.2.2).

3.3.4 Definiertes Medium

Im Bereich der definierten (oder auch als synthatisezeichneten) Medien gibt es

eine Vielzahl an verschiedenen Zusammensetzungerne dhach Zielsetzung einer
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Kultivierung variieren kdénnen. Durch den EinsatZimderter Medien kann ein
kontrolliertes Wachstum der Bakterien und damitbuedener Prozesse erzielt
werden. Vor dem Hintergrund démclusion BodyBildung ist diese Medieneigen-
schaft besonders erstrebenswert.

Fur diese Arbeit wurde ein Glukose/Mineralsalz-Medigewahlt, das sich bereits
im Bereich der Hochzelldichte-Kultivierungen (HCDBigh Cell Density Culturg
von E. coli fir verschiedene rekombinante Proteine bewahrfli@&, 170-172]. Die
genaue Zusammensetzung des Mediums ist dem Anhangntnehmen (siehe
Abschnitt 5.3).

Kultivierung bei 37 °C

In Abbildung 3.10 ist der zeitliche Verlauf der &ilng von lo6slichem TRX-mSCF in
definiertem Medium bei 37 °C gezeigt. Die Produktaes I6slichen Zielproteins ist
am deutlichsten zwischen drei und acht Stunden dachnduktion (Spuren 4-9) zu
beobachten. Der anschlie3ende Abbau von TRX-mS@kesab etwa neun Stunden
nach der Induktion (Spur 10) ein.

vor 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h M
J kDa

B B e el o s e e s it e B —150

Abbildung 3.10 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in definiertem Medium bei 37 °C. Gezeigt sind jdwétroben vor der Induktion (Spur 1) sowie 1-10
Stunden (Spuren 2-11) nach der Induktion. Die Asmlgrfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges
Gel; Coomassie Blu&arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, idsé Fraktion vor der
Induktion; h, Stunde(n).
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Kultivierungen bei 30 °C und 23 °C

Die zeitabhangige Bildung von loslichem TRX-mSCFdefiniertem Medium bei
30 °C und 23 °C ist in Abbildung 3.11 und in Ablifdy 3.12 zu verfolgen. Bei
30 °C wurde das Iosliche Fusionsprotein vermehrt vedy Stunden nach der
Induktion gebildet (Abbildung 3.11, Spur 5). Einesichte Abnahme der
Bandenintensitat ist nach neun Stunden nach deliGiRdgabe zu erkennen
(Abbildung 3.11, Spur 10).

Auf Grund der niedrigen Temperatur verlief die Bitldy des rekombinanten Ziel-
proteins bei 23 °C (Abbildung 3.12) insgesamt delitlangsamer als bei den beiden
hoheren Temperaturen (Abbildung 3.10 und Abbilduddl). Die maximal
beobachteten Bandenintensitaten, die in guter Nalgemit den relativen Protein-
konzentrationen korrelieren, sind daher bei 23 é@dnger als bei 37 °C und 30 °C.
Ein Abbau von TRX-mSCF konnte im untersuchten Zein bei 23 °C nicht
detektiert werden.

M vor 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h 10h

Abbildung 3.11 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in definiertem Medium bei 30 °C. Gezeigt sind jdwétroben vor der Induktion (Spur 1) sowie 1-10
Stunden (Spuren 2-11) nach der Induktion. Die Asmlgrfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges
Gel; Coomassie Blu&arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, idsé Fraktion vor der
Induktion; h, Stunde(n).
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Abbildung 3.12 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
in definiertem Medium bei 23 °C. Gezeigt sind jdwétroben vor der Induktion (Spur 1) sowie 1-10
Stunden (Spuren 2-11) nach der Induktion. Die Asmlgrfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges
Gel; Coomassie Blu&éarbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, idsé Fraktion vor der
Induktion; h, Stunde(n).

Vergleich der Ergebnisse flr definiertes Medium und_B-Medium

Im Wesentlichen stimmen die fur das definierte Medibestimmten Produktbil-
dungsverlaufe mit den Ergebnissen der KultivierummgeLB-Medium Utberein (siehe
Abschnitt 3.3.2). Die Synthese des loslichen Fuspoateins setzte in definiertem
Medium jedoch zeitlich versetzt ein, wohingegen Liaufe der Kultivierung auch
hohere Produktmengen gebildet wurden. Tabelle 8igt zine Ubersicht fir die
erreichten Proteinmengen fur die Kultivierungen BéfC fir beide Medien. Der
optimale Erntezeitpunkt wurde als jener Zeitpunéfirdert, bei dem bei moglichst
hoher Biotrockenmasse (BTM) die grof3ten Mengen @lichem TRX-mSCF
erreicht wurden (Bestimmung der BTM siehe Anhandyschnitt 5.4). Der
Gesamtproteingehalt wurde Uber das Bradford-Assayittelt (siehe Anhang,
Abschnitt 5.7); die Konzentrationsbestimmung vonXTRSCF in der I6slichen
Fraktion des Zelllysats erfolgte Uber eine dens#tmische Auswertung (siehe
Anhang, Abschnitt 5.12). Dafir wurde ein mit Coosies Blue gefarbtes
Polyacrylamid-Gel einer SDS-PAGE iiber eine geeigr@aftward analysiert. Die

3 Verwendung der Softwat@el-Pro Analyzer 6.0
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Konzentration des gebildeten Fusionsproteins kohasterend auf einer Kalibration
mit einem Standard anhand der zugehérigen Bandarsinét auf dem Gel berechnet

werden.

Tabelle 3.1 Vergleich der Kultivierungen in LB-Medium und gtefiniertem Medium bei 37 °C.
Analysiert wurden jeweils die l6slichen Fraktiordes Zelllysats.

LB- Definiertes

Medium Medium
Optimaler Erntezeitpunkt nach der Induktion [h] 3 8
Menge losliches Gesamtprotein [mg/L] 98 175
Menge l6sliches TRX-mSCF [mg/L] 26 63
Anteil 16sliches TRX-mSCF am Gesamt-
proteingehalt [%] 27 36
OD-Wert beim optimalen Erntezeitpunkt 1,8 4.8
BTM beim optimalen Erntezeitpunkt [g/L] 0,8 1,8
Menge I6sliches TRX-mSCF in Relation zur
BTM [mg/g] 33 35

Der Anteil an loslichem TRX-mSCF am léslichen Gegaotein liegt fur das
definierte Medium mit 36 % hoher als beim LB-Mediunit 27 %. Die gebildeten
Mengen an loslichem Fusionsprotein anteilig an BEM sind fiur beide Medien
ahnlich (33 mg/g fir LB-Medium und 35 mg/g fur déefinierte Medium). Obwohl
beim Vergleich dieser Daten die Fehleranfalligkist verwendeten Messmethoden
(s.0.) berticksichtigt werden muss, sind die erhalteWerte als relative Grél3en in
guter Naherung miteinander vergleichbar.

Abbildung 3.13 zeigt exemplarisch den Verlauf deradhstumskurven der
induzierten Bakterienkulturen in definiertem Mediwmd in LB-Medium bei 37 °C.
Das Wachstum der Bakterien in definiertem Mediumietdeutlich langsamer und
damit kontrollierter als in dem reichhaltigerem Kaexmedium. Damit verbunden
wurden fur das definierte Medium auch hoéhere Prodekgen an I6slichem
Fusionsprotein erhalten (siehe Abbildung 3.6 undiliong 3.10, sowie Tabelle
3.1) [172]. Eine vermehrte Bildung vamclusion Bodiegrfolgte bei beiden Medien
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trotz der ausgepragten Produktion an rekombina/gsionsprotein nicht (Daten
nicht gezeigt), was dem Einfluss von TRX als Fusgantner zugeschrieben werden
kann. Die beschriebenen Beobachtungen fur die Rtbitllung und der Verlauf der
Wachstumskurven konnen ebenso wie die hoheren,nmadxdrreichten Zelldichten
in definiertem Medium [173] durch die verschiedenémsammensetzungen der

beiden Nahrmedien erklart werden.

o DEDD

. l l -®-definiertes Medium
—i-LB-Medium

0 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20

Zeit [h]

Abbildung 3.13 Wachstumskurven der induzierten Bakterienkulturemefiniertem Medium und
LB-Medium bei 37 °C. Die Induktion bei einer OD vdh6 ist jeweils durch einen Pfeil

gekennzeichnet.

3.3.5 Fazit des Kapitels

Die Untersuchung von Medium- und Temperatureinflagg die Bildung des
Fusionsproteins TRX-mSCF in der l6slichen Form teeignehrere wiederkehrende
Ergebnisse. Das rekombinante Zielprotein konntédagig von Temperatur und
Medium, in einem gewissen Zeitfenster nach der ktido detektiert werden. Der zu
beobachtende Abbau von TRX-mSCF kann der Aktiwt E. col-Proteasen im
Zytoplasma des Bakteriums zugeschrieben werdere Bivgliche Verdinnung des
Fusionsproteins in den OD-normierten Proben der-BBGE-Analyse durch ein
vermehrtes Wachstum nicht produzierender Baktéswam ausgeschlossen werden.
Losliches TRX-mSCF wurde nur in LB- und definiertdmedium, nicht aber in TB-

Medium erhalten. Basierend auf den Daten flr diejikgen Anteile von gebildetem
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I6slichem Fusionsprotein an der Gesamtmenge l@sliBinoteine lasst sich ableiten,
dass unter den gegebenen Bedingungen eine Kulthgerder Bakterien in
definiertem Medium die grof3te Menge an loslichemiésprotein liefert.

Ein Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die@@uktion von I6slichem Zielpro-
tein war fur keines der untersuchten Medien zu eielmen. Bedingt durch die
allgemein gedrosselte Wachstumsrate \¥oncoli bei niedrigeren Temperaturen
verschob sich die stattfindende Bildung von TRX-r&BSGnit sinkenden
Temperaturen lediglich zeitlich nach hinten.

Vor dem Hintergrund einer kurzen Prozessdauer asted eine Kultivierung der
Bakterien bei 37 °C in definiertem Medium fir eimeaximale Ausbeute an
[6slichem TRX-mSCF zielfihrend. Unter diesen Rahibegingungen sollte fur hohe
Biomassenertrage die Ernte der Bakterien erst aabhStunden nach der Induktion
angestrebt werden. Zu diesem Zeitpunkt wurde eifl Bon etwa 1,8 g/L erreicht.
Der Anteil des loslichen Fusionsproteins am Gesestggehalt betragt dabei etwa
36 %.

3.4 Aufreinigung von TRX-mSCF

In der weiteren Prozesssierung von TRX-mSCF zurstddung des Zielproteins
MSCF musste das Fusionsprotein zundchst aufgereweiglen. Zur Isolierung des
rekombinanten Proteins aus der komplexen Mischueg Lelllysats musste eine
effektive Separation von den Kontaminanten (ba&terigene Proteine von
BL21(DE3)) erfolgen. Eine potentiell dafiir geeigneind fur solche Anwendungen
zunehmend in der Biotechnologie verwendete Methstddie immobilisierte Metall-
Affinitatschromatographie (IMAC,Immobilized Metal lon Affinity Chromato-
graphy). Auf einer Matrix kovalent gebundene Chelatbild(@ganische Substanzen
mit  Lewis-Base-Charakter) immobilisieren Metallione welche als
Affinitatsliganden fur His-getaggte Proteine dienBas dadurch selektiv gebundene
Target-Protein kann unter milden Elutionsbedingungeeder von der Affinitats-
matrix gelést und somit schlie3lich in einem Reitdgrad von meist Uber 90 %
isoliert werden [160].

Anstelle von konventionell gepackten Chromatogregdulen wurden in dieser
Arbeit Membranadsorber als Matrix verwendet. Dieknmporése Struktur von
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Membranadsorbern erlaubt hohe Flussraten ohne 3Sé&mhung eines starken
Gegendrucks, da kaum Diffusionshemmung auftrittptimadliche Proteinstrukturen
werden daher keinem Scherstress ausgesetzt, so@asstive Konformation des
Proteins konserviert werden kann. Die Membranadseflechnik bietet folglich im
Rahmen einer IMAC eine schnelle und schonende Mikgiit desDownstreaming
fur rekombinante Proteine mit einem Hiag[174].

Fur die Aufreinigung des His-getaggten FusionspneteTRX-mSCF wurden
Membranadsorber eingesetzt, deren Zellulose-basi®drtobind™Matrix eine
PorengrofRe von 45 um besitzt mit dem dreizahniggariden Iminodiessigsaure
(IDA, Iminodiacetic Acidl funktionalisiert ist.

Im Folgenden wurde die Erarbeitung eines Protokfills die Aufreinigung von
TRX-mSCF mittels IMAC und Membranadsorber-Technisdhrieben. Zunachst
wurde einScreeninggeeigneter Bedingungen im Analysenmaf3stab duriéhgeDie
dafiir eingesetzteNivawell 8-Stripssind mit 4,8 crh Membranoberflache auf den
Analysenmafstab angepdsddie Durchfilhrung deBcreeningExperimente konnte
mit Hilfe einer Zentrifuge erfolgen.Dafir wurden die acht nebeneinander
angeordneten Einheiten déivawell 8-Stripanit einem Lochrahmen sowie einer 96-
well-Platte kombiniert.

Zur Aufreinigung des Fusionsproteins im Labormaf@starde die Affinitatschro-
matographie mit eineéBartobind™ MA IDA 7&Einheit (75 crh Membranoberflache,
15 Membranlagef)realisiert. Zu diesem Zweck wurde der Membrandusoan
eine FPLC Fast Performance Liquid Chromatograpkbinlage angeschlossen. Das
fur die Vivawell 8-Strig erstellte Protokoll wurde fur dafpscalingan der FPLC-
Anlage adaptiert und an erforderlicher Stelle Ulm¥get. Die Analyse der
jeweiligen Fraktionen der Chromatographie erfolgittels SDS-PAGE.

3.4.1 Screeningmit Vivawell 8-Strips

Die Durchfuhrung aller IMAC-Experimente folgte stedem gleichen Schema und
gliedert sich in mehrere Schritte. Zunachst wurele embranadsorber mit Metall-
ionen beladen und die Probe aufgebracht. Nach mehr&/aschschritten zur

* Herstellerangaben (Sartorius Stedim Biotech, Ggitn)
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Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wue His-getaggte Zielprotein
durch kompetetive Verdrangung mit Imidazol von déembran eluiert. Um die
optimalen Bedingungen flur eine effiziente Aufreumg von TRX-mSCF zu finden,
wurde auf Grundlage eines Basisprotokolls fur Wigawell 8-Strips[175] eine
geeignete Vorschrift entwickelt.

Verschiedene divalente Ubergangsmetallionen*{CNi**, CU*, zrt*, F&*, Cd)
wurden hinsichtlich ihrer Eignung zur Bindung voiRX-mSCF getestet (Daten
nicht gezeigt). Die besten Ergebnisse wurden mft' @ad Zrf* erreicht, wobei im
weiteren Verlauf auf Grund der toxischen Eigensemfvon C&" mit Zré*
gearbeitet wurde.

Um eine moglichst vollstandige Bindung von TRX-mS@R die Membran zu
erreichen, wurden diverse Parameter eruiert. Eiagation der Probenauftragskon-
zentration (Verdunnung der I6slichen Fraktion delllysats von 1:2 bis 1:10), sowie
der Zentrifugalkraft (300-150¢) in Kombination mit verschieden langen
Zentrifugationszyklen (3 min-8 min) zeigte keinemfluss (Daten nicht gezeigt).
Desweiteren wurde der Probendurchlauf wiederholgdeMrneut auf die Membran
aufgegeben (ein bis zwei Wiederholungen), jedo@ntils ohne Verbesserung der
Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Fur die Ablosung unspezifisch gebundener Proteare der Affinitatsmatrix wurde
die Membran zunachst mit Probenpuffer (PBS, erstsdMraktion) und anschlie-
Bend mit dem Basis-Elutionspuffer ohne Imidazol f&@ol/L Tris-HCI, pH 8,0,
100 mmol/L NaCl, zweite Waschfraktion) gewascheniesBr Puffer wurde
verwendet, um die Membran auf das Puffersystenddaeklution zu equilibrieren.
Die Elution des gebundenen Fusionsproteins erfalgt@rei Fraktionen tber zwei
verschiedene Imidazolkonzentrationen (100 mmol/ld @50 mmol/L) im Basis-
Elutionspuffer (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 100 miioNacCl). Die erste Elution
wurde mit 100 mmol/L Imidazol erreicht; fir die ziteeund dritte Elution wurden
jeweils 250 mmol/L Imidazol verwendet. Der BasisHiitinspuffer wurde bereits im
Hinblick auf den néchsten Prozessschritt zur Hiusig von mSCF gewahlt. Der fir
die proteolytische Spaltung des Fusionsproteinghdiliobacco Etch VirugTEV)-
Protease zu verwendende Puffer war durch den Hlerster Proteaseempfohlen.
Um einen Dialyseschritt nach der Isolierung von FR®CF zu vermeiden, wurden

® Herstellerangaben (Invitrogen, Darmstadt)
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daher die gleichen Pufferbedingungen bereits fér Elution von TRX-mSCF im
IMAC-Aufreinigungsschritt gewahlt.

Das Ergebnis fur die optimierten Bedingungen zufrédinigung von TRX-mSCF
aus der l6slichen Fraktion des Zelllysats (Mmawell 8-Stripsst in Abbildung 3.14
dargestellt. Die mit Zfi-funktionalisierte Membran wurde mit der 1:2 verdtem
I6slichen Fraktion des Zelllysats beladen. Die \ardeten Waschpuffer sowie die
Elutionsbedingungen wurden bereits weiter oben Hyedwen. Eine detaillierte
Versuchsdurchfiihrung befindet sich im Anhang (si@bschnitt 5.8.1).

Abbildung 3.14 Ergebnis der optimierten IMAC-Aufreinigung von TRXSCF im Analysen-
mafistab. Gezeigt sind eine Probe vor der Aufrengg{Spur 1) sowie Proben aus den jeweiligen
Fraktionen der verschiedenen Schritte der Chromapbie (Spuren 2-7). Die Analyse erfolgte durch
eine SDS-PAGE (12 % iges Gel; Silberfarbung). Motem-Marker (10-200 kDa); Lysat,
I6sliche Fraktion des Zelllysats vor der Aufreimigu(Ausgangsprobe); DL, Durchlauf; W1, erste
Waschfraktion; W2, zweite Waschfraktion; E1, erstation; E2, zweite Elution; E3, dritte Elution.

Die mit denVivawell 8-Stripsdurchgefiihrte IMAC-Aufreinigung von TRX-mSCF
fuhrte zur nahezu vollstandigen Separation desoRsproteins (Abbildung 3.14
Spur 7). Die Kontaminanten aus der Ausgangs-Pnoischung konnten zu einem
grol3en Teil bereits tUiber verschiedene Waschscl{Bperen 3-4) entfernt werden.
Eine weitere Optimierung der Elutionsbedingungendsuim Rahmen der Durch-
fuhrung der IMAC im Labormal3stab erreicht (siehesé&imitt 3.4.2). Die mit den
Vivawell 8-Strips zu erkennende unvollstdndige Bindung des His-ggésg
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Zielproteins an die Affinitdtsmembran (Spur 2) ktim grof3eren Mal3stab eben-

falls deutlich verbessert werden (siehe AbschntZ3.

3.4.2 Durchfuhrung der IMAC an der FPLC-Anlage

Auf Grundlage der fir den Analysenmal3stab entwiekeMorschrift wurde die
IMAC mit einemSartobind™ MA IDA75-Modul und einer FPLC-Anlage durchge-
fuhrt. Verschiedene Pufferzusammensetzungen flredieelnen Schritte wurden
eingehend untersucht, sowie geeignete Elutionsgadgen entwickelt.

Zur Entfernung unspezifisch an die Membran gebuad®noteine wurden verschie-
dene Pufferzusammensetzungen getestet. Auf Grunalages Basis-Waschpuffers
(50 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0) wurden unterschiedkchviengen an Imidazol
(0 mmol/L-100 mmol/L) und an NaCl (O mmol/L-500 mithg getestet (Daten nicht
gezeigt). Die besten Ergebnisse wurden durch daesaEa von vier verschiedenen
Waschpuffern erzielt. Zunachst erfolgte der Zusgé&inger Mengen Imidazol
(20 mmol/L  bzw. 40 mmol/L); gefolgt von einer Erhiify der lonenstarke
(500 mmol/L NaCl) in Kombination mit Imidazol (106mol/L). Diese Wasch-
schritte fuhrten zur Elution jener Proteine, di¢ @und von schwachen Wechsel-
wirkungen mit derSartobind¥-Membran an diese gebunden wurden (SDS-PAGE-
Analyse siehe Anhang, Abschnitt 5.8.3). Solche arsigchen Interaktionen kdnnen
ionischer Natur sein (Elution mit erhéhter lonenistd oder auch durch Wechselwir-
kungen der natdrlich in Proteinen vorkommendenitiistReste mit dem immobili-
sierten Metall (Elution mit geringen Imidazolkongetionen) hervorgerufen
werden. Der vierte Waschpuffer (50 mmol/L Tris-HGIH 8,0, 100 mmol/L
Imidazol, 100 mmol/L NaCl) diente zur Equilibriegialer Membran auf die in der
Elution verwendete lonenstarke.

Eine gezielte Elution des His-getaggten Fusiongmstin Kombination mit hohen
Produktkonzentrationen in den Fraktionen konnte cldurdie Untersuchung
verschiedener Elutionsbedingungen erreicht werdenSowohl die
Imidazolkonzentration (100 mmol/L-400 mmol/L) im  $sElutionspuffer
(50 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 100 mmol/L NaCl), aluch die Elutionsstrategie
(isokratisch oder Gradient) und das ElutionsvolurfighmL-25 mL) wurden variiert

(Daten nicht gezeigt). Als Ergebnis dieser Untehsmgen wurden folgende
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optimierte Bedingungen gefunden: linearer Gradiemn 150 mmol/L auf

175 mmol/L Imidazol tber 6 mL; isokratische Elutiomt 400 mmol/L Imidazol

Uber 12 mL. Die Ergebnisse der optimierten Aufgimg von TRX-mSCF im

Labormal3stab sind in Abbildung 3.15 und Abbildun@jé3dargestellt. Das genaue
Versuchsprotokoll fur die Aufreinigung ist im Antgnsiehe Abschnitt 5.8.2
beschrieben.
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Abbildung 3.15 Chromatogramm der optimierten IMAC-Aufreinigungnvd RX-mSCF im Labor-
mafistab. Gezeigt sind die Verlaufe der Leitfahigk®iS/cm] und der UV-Absorption bei 280 nm
[AU]. Der Pfeil kennzeichnet den Elutionspeak voRXFmSCF; die schwarze Linie deutet die
Elutionsstrategie an (Gradientenelution gefolgt ismkratischer Elution).
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Abbildung 3.16 Ergebnis der optimierten IMAC-Aufreinigung von TRXSCF im Labormalstab.
Das Sartobind™ MA IDA 78Modul wurde mit ZA* funktionalisiert und anschlieRend mit der
Proteinmischung (I6sliche Fraktion des Zelllysata verdinnt) beladen. Gezeigt sind eine Probe vor
der Aufreinigung (Spur 1) sowie eine Probe des bland’s (Spur 2) und Proben aller Elutions-
fraktionen (Spuren 3-21). Die Analyse erfolgte duete SDS-PAGE (12 % iges Gel; Silberfarbung).
M, Protein-Marker (10-200 kDa); Lysat, l6sliche Kian des Zelllysats vor der Aufreinigung
(Ausgangsprobe); F, Fraktion. Die Nummern der Foakin beziehen sich auf jene des zugehdrigen
Chromatogramms aus Abbildung 3.15.

Im Gegensatz zu deWivawell 8-Strips (Abbildung 3.14, Spur 2) ist in der
Durchlauffraktion an der FPLC-Anlage nur eine sctiaBande von TRX-mSCF
zu erkennen (Abbildung 3.16, Spur 2). Diese Beohaxh belegt die nahezu
vollstandige Bindung des His-getaggten Fusionsprei@n die Zfi-funktionalisierte
Membrander Sartobind® MA IDA 75Einheit. Fir die verwendete Probenauftrags-

konzentration wurde die I6sliche Fraktion des Zelks 1:2 verdinnt.

3.4.3 Degradation von TRX-mSCF

Bei der Betrachtung der Elutionsfraktionen von TRISCF fallt auf, dass in nahezu
allen Fraktionen eine zweite Bande, zusétzlich ammmarteten Signal des Fusions-
proteins bei 32 kDa, zu erkennen ist (Abbildung63.%puren 6-19). Diese Bande
zeigte sich durchgangig in allen Versuchen zur IMAreinigung von TRX-mSCF

(siehe auch Ergebnisse deivawell 8-Strips Abbildung 3.14, Spuren 5-7). Ein
genauer Vergleich der Proteinbanden in den logslidh@ktionen des Zelllysats vor
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und nach der Induktion zeigt in der SDS-PAGE-Analydass dieses zusatzliche
Protein ebenfalls erst nach der Induktion aufigbbildung 3.17 A). Die Bande
dieses etwa 29 kDa grofR3en Proteins (Abbildung 8,13pur 2) liegt direkt tber der
Bande eines bakterieneigenen Proteins mit einerB&rion etwa 27-28 kDa
(Abbildung 3.17 A, Spur 1). In der Probe nach detuktion erscheinen die beiden
beschriebenen Proteine folglich als zwei direkt rélmander liegende Banden
(Abbildung 3.17 A, Spur 2).

Uberdies wurde zur Untersuchung der Identitat desrwarteten Proteins in den
IMAC-Elutionen ein Western Blot durchgefiihrt (Vecbsprotokoll siehe Anhang,
Abschnitt 5.9). Mittels HisFag-spezifischem Antikorper konnte der immunologische
Nachweis eines Hi$ags fur beide Proteine der Elutionsfraktionen (TRX@#Sund
29 kDa-Protein) erfolgen (Abbildung 3.17 B).

kDa M vor 3h kDa M EF
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Abbildung 3.17 Untersuchungen zur ldentitdt des unerwarteteneRr®tin den IMAC-Elutions-
fraktionen. Die Bande, die dem etwa 29 kDa grof¥eneih zugeordnet werden kann, ist jeweils mit
einem Pfeil gekennzeichnet. (A) SDS-PAGE-AnalytiR 06 iges GelCoomassie BluegFarbung) der
I6slichen Fraktionen des Zelllysats vor (Spur 1§ uhStunden nach der Induktion (Spur 2). M,
Protein-Marker (10-200 kDa); vor, l6sliche Fraktigor der Induktion; h, Stunde. (B) Western
Blot-Analytik einer Elutionsfraktion aus der IMACwfreinigung von TRX-mSCF mittels HiBag
spezifischem Antikdrper (Spur 1). Als Probe wurdakion 31 aus der in 3.4.2 dokumentierten
Aufreinigung verwendet (Abbildung 3.16, Spur 17), Rtoteinmarker (10-170 kDa); EF, Elutions-
fraktion.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse (Abbildung 3.AY deuten unter
Beriicksichtigung des Western Blots (Abbildung 3B)Marauf hin, dass das in den
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Elutionsfraktionen der IMAC aufgetretene zweite tBio ein Teilfragment von
TRX-mSCF ist. Dieses Fragment tragt wie TRX-mSCheri HisTag was die

gleichermal3en affine Bindung beider Proteine arAffmitatsmembran erklart. Zur
gezielten Untersuchung der Fragmentierung von TRSGH wurde ein weiteres
Experiment durchgefuhrt. In Abhangigkeit von deiitZed der Temperatur wurde
die Veradnderung der Zusammensetzung der I6slicheaktién eines frischen
Zelllysats Uber eine SDS-PAGE-Analyse verfolgt (Addng 3.18). Dieses
Experiment erlaubt Aussagen zur Stabilitdt von idem TRX-mSCF im

unaufgereinigten Zelllysat.

M to 1d 4d 7d 14d1d 4d 7d 14d1d 4d 7d 14d
150— =

7 8 9 10 11 12 13

Abbildung 3.18 Zeitlicher Verlauf des TRX-mSCF-Abbaus in der iéiseén Fraktion des Zelllysats.
Untersucht wurden eine Probe unmittelbar nach deltaaschluss (Spur 1), sowie Proben bei 4 °C
(Spuren 2-5), 21 °C (Spuren 6-9) und 37 °C (Spd@i3) Uber einen Zeitraum von 14 Tagen. Das
Proteolyse-Fragment von TRX-mSCF (etwa 29 kDaisteinem Pfeil gekennzeichnet. Die Analyse
erfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges Gabtomassie Blu&éarbung). M, Protein-Marker (10-
200 kDa); §, l6sliche Fraktion des Zelllysats unmittelbar ndeim Aufschluss; d, Tag(e).

Abbildung 3.18 zeigt fir alle untersuchten Tempart (4 °C, 21 °C, 37 °C) den
vollstandigen, zeitabhédngigen Abbau von TRX-mSCEen I6slichen Fraktion des
Zelllysats. Der Abbau des Fusionsproteins erfolgteso schneller, je hoher die
Umgebungstemperaturen der Proben waren. So sin@1b&C und 37 °C bereits
nach einem Tag (Spuren 6 und 10) deutlich schwéacReoteinbanden fur TRX-
mSCF (32 kDa) im Vergleich zur Ausgangsprobe (Spuizu erkennen. Fir die

Proben nach vier Tagen kann bei beiden Temperaka&iaenFusionsprotein mehr auf
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dem Gel detektiert werden (Spuren 7 und 11). B® 4ind &ahnliche, jedoch auf
Grund der geringeren Temperatur zeitlich verzodanawvicklungen zu beobachten
(Spuren 2-5). Besonders pragnant zeigt sich beedi®roben nach einem Tag (Spur
2) und nach vier Tagen (Spur 3) im Vergleich zusgangsprobe (Spur 1), dass mit
abnehmender Intensitat der TRX-mSCF-Bande die tledelnunter liegende Bande
(etwa 29 kDa) an Intensitat gewinnt. Als Interptieta dieser Ergebnisse lasst sich
ein Abbau des Fusionsproteins durch bakterienei@eateasen von BL21(DE3) im
unaufgereinigten Zelllysat vermuten. Diese Thesel wuch durch die Stabilitat des
Fusionsproteins in den Elutionsfraktionen der IMAGHeinigung (Abbildung 3.16)
bestatigt. Uber einen Zeitraum von zwei Wochen wulmi der Lagerung des
Gemisches aus TRX-mSCF und seinem etwa 29 kDa gro8éragment bei 4 °C
keine Veranderung der Zusammensetzung festge®alien nicht gezeigt).

Zur Vermeidung der Proteolyse von TRX-mSCF wurderei dverschiedene
kommerzielle Gemische von Protease-InhibitorerEiicol-Lysate eingesetzt (siehe
Anhang, Abschnitt 5.10). Dafur wurde die Bakterigspension vor dem Aufschluss
in separaten Experimenten mit den jeweiligen Mefgéer Protease-Inhibitoren
versetzt. Untersucht wurden Inhibitoren mit und ®&hnZusatz von
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTEthylenediaminetetraacetic Agidetztere auf
Grund ihrer speziellen Eignung fir His-getaggtetéine [176]. Die jeweiligen
Protein-Mischungen inhibieren ein breites SpektramSerin-, Cystein-, Metallo-
und Aspartatproteaseén

Eine Uberprifung der Ergebnisse erfolgte durch e3i2S-PAGE-Analyse der
I6slichen Fraktionen der Zelllysate direkt nach dgse bzw. nach einer IMAC-
Aufreinigung via Vivawell 8-Strips(Daten nicht gezeigt). Da jedoch keines der
untersuchten Protease-Inhibitoren-Gemische dieeBlte von TRX-mSCF verhin-
dern konnte, wurde auf den Einsatz von Proteaséilaren verzichtet. Zur
Minimierung des zeitabhéngigen Abbaus von TRX-m3@FZelllysat wurde das
Fusionsprotein daher stets unmittelbar nach dee dgs Bakterien aufgereinigt.

® Herstellerangaben (Sigma Aldrich, Steinheim bzacte, Mannheim)
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3.4.4 Fazit des Kapitels

Die Aufreinigung von TRX-mSCF aus der I6slichenkiEi@n des Zelllysats konnte
erfolgreich mit Hilfe einer IMAC realisiert werdenDie dabei eingesetzten
Membranadsorber-Einheiten ermdglichten eine nahedistdndige Isolierung des
rekombinanten Fusionsproteins in nur einem Aufgeingsschritt. Zunachst wurde
im Analysenmal3stabV(vawell 8-Strip} eine geeignete Vorschrift entwickelt und
dann auf den Labormafistab an einer FPLC-AnI&getgbind™ MA IDA 7puber-
tragen und optimiert.

Fur den Aufreinigungserfolg von TRX-mSCF uber eiMAC erwies sich die
unkonventionelle Positionierung des Hiags innerhalb des Fusionsproteins (siehe
Abschnitt 3.2.1) nicht als hinderlich. Obwohl deisHag zwischen den beiden
sterisch anspruchsvollen Proteinteilen TRX und m3i€§t, konnte das Fusions-
protein aus der komplexen Proteinmischung des yZellt erfolgreich abgetrennt
werden. Entscheidend fur den Erfolg einer IMACds raumliche Zugénglichkeit
des HisTags [160]. Diese kann auf Grund der spezifischenuRglteines Proteins
sowohl fir terminal als auch fur nicht-terminal posiierte His-Tags innerhalb eines

rekombinanten Proteins gegeben sein.

Die Untersuchung der Elutionsfraktionen aus der MAAufreinigung zeigte, dass
neben dem Zielprotein TRX-mSCF ein weiteres Proteinvergleichbarer Affinitat
an die ZA*-funktionalisierte Membran gebunden wurde. Auf Gtuzusétzlicher
Analysen konnte dieses Protein als Zwischenproéikr TRX-mSCF-Proteolyse
identifiziert werden. Das etwa 29 kDa grol3e Pretgimgment ist nur etwas kleiner
als TRX-mSCF (32kDa) und umfasst daher den intakidis-Tag des
Fusionsproteins (siehe Abschnitt 3.2.1). Verscmedeommerzielle Gemische von
Protease-Inhibitoren wurden zur Vermeidung der dedgse von TRX-mSCF im
Zelllysat getestet. Der Abbau des Fusionsproteornte jedoch auf diesem Weg
nicht verhindert werden. Auf Basis dieser Ergelmig®nnen Serin-, Cystein-,
Metallo- und Aspartatproteasen als Ursache fir deabachteten Abbau ausge-
schlossen werden. Ebenfalls auszuschlieRen sinGraund des verwendetén colr
Stamms BL21(DE3) die Proteaden- undomprl (siehe Abschnitt 3.2.1).
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Da das His-getaggte Proteinfragment von dem Fugiotein tUber eine IMAC-
Aufreinigung nicht getrennt werden konnte, wurdedar weiteren Prozesssierung
von TRX-mSCF das Gemisch der beiden Proteine veteten

3.5 Spaltung des Fusionsproteins

3.5.1 Verdau mit AcTEV™-Protease

Zur Freisetzung des Zielproteins mSCF wurde im s#éch Prozessschritt das
aufgereinigte Fusionsprotein gespalten. Dabeiesoltowohl der Loslichkeit$ag
TRX als auch der Hi3agin einem gemeinsamen Fragment, im Folgenden a6 TR
His bezeichnet, von mSCF getrennt werden (siehel#bg 3.2.1).

Die definierte Spaltung von TRX-mSCF erfolgte miilfél von TEV-Protease.
Dieses zu den Cystein-Proteinasen gehtérende Engsltetsein geeignetes Substrat
hochspezifisch und wird daher haufig in der Progiessng von Fusionsproteinen
eingesetzt [118, 177]. Die Erkennungssequenz dev-Fibtease innerhalb des
Fusionsproteins TRX-mSCF umfasst eine Abfolge aebess Aminosauren (Glu-
Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly), die N-terminal zur Amirlagesequenz von mSCF liegt.
Die Spaltung erfolgt zwischen dem Glutamin- und d&iycin-Rest, sodass durch
die Hydrolyse dieser Peptidbindung ein zusatzlicheutraler Glycin-Rest am N-
Terminus von mSCF verbleibt [159].

TEV-Protease ist in einem breiten Bereich chemisBleelingungen stabil und aktiv,
sodass das Enzym u.a. mit verschiedenen Puffern lonenstarken verwendet
werden kann [178, 179]. pH-Werte zwischen pH =@ pH = 8,5 werden ebenso
wie zahlreiche Protease-Inhibitoren toleriert [1290]. Das Enzym zeigt seine
spezifische Aktivitat bei Temperaturen zwischerCAuhd 34 °C, wobei die optimale
Temperatur bei 30 °C liegt [178]. Im Rahmen diesdreit wurde die rekombinante
ACTEV"-Protease eingeset&AcTEV"-Protease ist hochaktiv, stabiler als natiirliche

TEV-Protease und firr Aufreinigungszwecke mit eirtdisr Tag ausgestattét

" Herstellerangaben (Invitrogen, Darmstadt)
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Zur Spaltung des Fusionsproteins mifTEV"-Protease wurde der Verdau auf Basis
des Herstellerprotokofs durchgefiihrt. Abweichend zu dieser Vorschrift weird
jedoch auf den empfohlenen Zusatz von Dithiothtg®T T) verzichtet, um die
Reduktion der essentiellen, intramolekularen DidbHicken von mSCF zu
vermeiden (siehe Abschnitt 2.1.2). Als Substrat dear die vereinigten
Elutionsfraktionen der IMAC-Aufreinigung von TRX-r@F eingesetzt (siehe
Abschnitt 3.4.2). FUr die Berechnung der bendétigEemymmenge wurde die
Konzentration von TRX-mSCF densitometrisch bestinfsirehe Anhang, Abschnitt
5.12).

Zur Ermittlung der optimalen Bedingungen fur derrdéal des Fusionsproteins mit
AcCTEV'-Protease wurden Parameter wie die Temperatur unds d
Enzym/Substratverhéltnis variiert. Fur die Untelsuwy des Temperatureinflusses
auf die Spaltung wurde das Experiment bei 4 °C,24€iC und bei 30 °C durchge-
fuhrt. Eine Beschleunigung des Reaktionsablaufs a@fund erhdhter
Proteaseaktivitat bei steigenden Temperaturen komitht beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). Vielmehr stellte sich mit heéen Temperaturen eine
beschleunigte Degradation samtlicher Proteine [@ar. Verdau des Fusionsproteins
bei 4 °C lieferte daher die besten Ergebnisse.

Zur Ermittlung der benétigten Menge #cTEVM-Protease fur den Verdau von
TRX-mSCF wurden ausgehend von den Herstelleran§almschiedene Verhalt-
nisse von Fusionsprotein zu Enzym getestet. DeisdEin von Uberschussiger
Protease (zweifache bzw. dreifache Menge bezuglehHerstellerangaben) zeigte
keine Verbesserung im Vergleich zur empfohlenemfaehen Menge aAcTEVM-
Protease (Daten nicht gezeigt). Hingegen konntehdiferwendung einer, auf die
Herstellerangaben bezogenen halbierten Menge egieiehbares Ergebnis wie bei
der empfohlenen Konzentration erzielt werden (Datemt gezeigt). Zur Senkung
der Prozesskosten kann daher mit der geringereng®em AcTEVM-Protease
gearbeitet werden.

Das Ergebnis der optimierten Bedingungen ist in ildbing 3.19 dargestellt; das
genaue Versuchsprotokoll ist im Anhang beschrie(s@®he Abschnitt 5.11). Der
zeitabhangige Verlauf der Spaltung von TRX-mSCFdeuiiber eine SDS-PAGE-
Analyse Uberwacht; besonders engmaschig wurdenPdiben zu Beginn der
Reaktion untersucht.

8 Herstellerangaben (Invitrogen, Darmstadt)
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Abbildung 3.19 Zeitlicher Verlauf der Fusionsproteinspaltung At TEV'™-Protease bei 4 °C.
Untersucht wurden eine Probe vor dem Verdau (Spusdwie Proben 1, 2, 4, 7, 24, 40 und 72
Stunden nach Zugabe d&cTEV'-Protease (Spuren 2-8). Als Substrat wurde TRX-m$®@F
Gemisch mit dessen Proteolyse-Fragment (etwa 29 klbayesetzt. Die verwendete Menge an
AcTEV'-Protease entsprach dem halben Wert der Herstaldelung. Die Analyse erfolgte durch
eine SDS-PAGE (12 % iges Gel; Silberfarbung). Mpt&n-Marker (10-200 kDa); S, Substrat; h,
Stunde(n).

In Abbildung 3.19 kann die mit der Zeit fortschegitte Umsetzung des Substrats gut
verfolgt werden. Die Intensitat der Fusionsprotamie der Ausgangsprobe (Spur 1)
nimmt im Verlauf des Experiments deutlich ab. Kberend zu der zunehmend
schwéacher erscheinenden Bande des Substrats niedntensitat der beiden neuen
Proteinbanden, die erst nach ZugabeAteFrEV/M-Protease zu erkennen sind, zu (ab
Spur 2). Die GrofRe der zugehotrigen Proteine emfsjpridenen der erwarteten
Produkte aus der Spaltung von TRX-mSCF (siehe AbtcB.2.1). Folglich kann
die Bande bei 18 kDa dem Zielprotein mSCF zugedrdmeden. Das Fragment aus
TRX und HisTag (TRX-His) besitzt eine Grbél3e von etwa 14 kDa uaark eben-
falls an passender Position auf dem Gel lokalisitden. DieAcTEVM-Protease
(29 kDa) [182] konnte auf Grund ihrer geringen Kemzation trotz der hohen
Empfindlichkeit der Silberfarbung nicht Uber dierchgefihrte SDS-PAGE-Analyse
detektiert werden.

Der zeitliche Verlauf der Reaktion zeigt, dass 8maltung des Substrats (Spur 1)
nicht vollstandig ablief, sondern nach etwa 40 8&mzum Erliegen kam (Spuren 7-
8). Diese Beobachtung wurde auch durch eine Veelamg der Reaktionszeit auf



3 Experimenteller Teil 58

bis zu sechs Tage bestatigt (Daten nicht gezdiyje).anfanglich hohe Reaktions-
geschwindigkeit (Spuren 2-5) sank vermutlich au@i@@r der reduzierten Substrat-
konzentration im Verlauf des Experiments ab, bishnd0 Stunden kein Reaktions-
fortschritt mehr detektiert werden konnte (Spureg).7

Bei Betrachtung der zeitabhangigen VerdnderungSadastratbanden fallt auf, dass
sowohl die Menge des Fusionsproteins (32 kDa) alsh adie des Proteolyse-
Fragments von TRX-mSCF (etwa 29 kDa) mit fortsdkreler Reaktionsdauer
abnimmt. Im Gegensatz zum Fusionsprotein ist deBseteolyse-Fragment nach 24
Stunden (Spur 6) nicht mehr zu detektieren gewd3ardieses etwa 29 kDa grol3e
Protein auf Grund seiner Grof3e die vollstandige IEkennungssequenz beinhaltet
(siehe Abschnitt 3.2.1), wurde es ebenfalls vonABIrEVM-Protease gespalten. Die
in Spuren 7 und 8 schwach zu erkennende Bande &aem aus diesem Verdau
resultierenden Protein mit einer GrofRe von etwal3d®Da zugeordnet werden

(siehe dazu auch Diskussion in Abschnitt 3.6).

3.5.2 Fazit des Kapitels

Der Verdau des Fusionsproteins mAitTEV/M-Protease flhrte zur gewinschten
Spaltung von TRX-mSCF und damit zur Freisetzung die$proteins mSCF. Als
Substrat fur die enzymatische Reaktion wurden digidhsfraktionen der vorange-
gangenen IMAC-Aufreinigung, die sowohl das Fusioasgin als auch dessen
Proteolyse-Fragment enthielten, verwendet.

Ein vollstdndiger Verdau des Fusionsproteins konmé den untersuchten
Bedingungen nicht erreicht werden. Da die Reaktanh etwa 40 Stunden zum
Erliegen kam, wurden die besten Ergebnisse nackedi®eaktionszeit erzielt.
Sowohl eine Verlangerung der Reaktionsdauer als dac Einsatz erhéhter Mengen
anAcTEVM-Protease fiihrten nicht zu einem vollstandigerdser

Infolge der Elutionsbedingungen der IMAC wurde dagstrat fir den Verdau in
einem imidazolhaltigen Puffer (siehe Abschnitt 3)4eingesetzt. Da TEV-Protease
allgemein eine hohe Toleranz gegenuber verschiedeRefferbedingungen
einschliel3lich Imidazol zeigt [179], scheint eineehflussung des Reaktionsverlaufs
auf Grund der gegebenen Pufferzusammensetzung diavahrscheinlich.
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Die Abspaltung des LoéslichkeifBags ist oft der kritische Schritt in der Aufarbeitung
von Fusionsproteinen (siehe Abschnitt 2.2.2). Oislichkeit des Zielproteins mSCF
blieb jedoch auch nach der Abspaltung von TRX éehal Diese essentielle
Beobachtung ist Voraussetzung fur eine erfolgreiefeestellung von loslichem,
bioaktivem mSCF iit. coli

3.6 Isolierung von mSCF

3.6.1 IMAC

Zur Isolierung des Zielproteins mSCF musste einéavheitung aus dem Gemisch
des proteolytischen Verdaus (siehe Abschnitt 3ri)lgen. Dieser Prozessschritt
wurde ebenfalls mit Hilfe einer IMAC realisiert. Bln den Verdau von TRX-mSCF
wurde das Fusionsprotein in ein TRX-Fragment undChgespalten; der Hisag
von TRX-mSCF befindet sich nach dieser ReaktionT&X-Fragment (TRX-His).
Letzteres sollte daher, ebenso wie die His-getadgt€EVM-Protease und das
unverdaute Substrat aus dem Protease-Verdau (Adoigil@.19, Spur 8) bei einer
IMAC an die Affinitatsmatrix binden. Das Target mS®esitzt als einziges Protein
des Gemisches keinen Hisg und sollte daher bei einer IMAC-Aufreinigung keine
spezifischen Wechselwirkungen mit dem immobiligarMetall eingehen kdnnen.
Auf Grund der Pufferzusammensetzung des Proteirggdi®s aus dem Verdau
musste vor der Durchfihrung einer erneuten IMAC Rurfferaustausch stattfinden.
Sowohl Imidazol, das aus der Elution der ersten @iAIr Aufreinigung von TRX-
MSCF stammt (siehe Abschnitt 3.4), als auch EDWelches im Puffer der
ACTEVM-Protease enthalten st mussten entfernt werden. EDTA ist ein
chelatisierendes Agens und wird, wie auch Imidazok Elution His-getaggter
Proteine im Rahmen einer IMAC eingesetzt [176].gkoh wirden sich beide
genannten Substanzen im Puffer des aufzutrenne@derisches nachteilig auf die
gewulnschte Proteinseparation auswirken. Der enfictle Pufferwechsel wurde
mittels Dialyse gegen PBS-Puffer durchgefuhrt @i@éhhang, Abschnitt 5.13.1).

° Herstellerangaben (Invitrogen, Darmstadt)
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Wie bereits in Kapitel 3.4 vorgestellt, wurden Mearadsorber-Einheitei{vawell
8-Strips und Sartobind™ MA IDA 7p zur Durchfiihrung der IMAC verwendet.
Analog zur Entwicklung des Protokolls der IMAC-Aeiinigung des Fusionsproteins
TRX-mSCF wurden zunachst im Analysenmal3stdivawell 8-Strip$ geeignete
Bedingungen zur Separation des Zielproteins mSQGe€sg (Daten nicht gezeigt).
Die Funktionalisierung deSartobind™Membran erfolgte mit Z#; die grund-
séatzlichen Schritte zur Realisierung der Affinihi®matographie wurden bereits in
Abschnitt 3.4 beschrieben.

Da sich die fur dieVivawell 8-Stripsermittelten Bedingungen ohne Anderung der
Ergebnisse direkt auf den Labormal3st8ar{obind™ MA IDA 7ban der FPLC-
Anlage Ubertragen lie3en, wurden im Folgenden muEdyebnisse der Aufreinigung
von mSCF mittels FPLC vorgestellt und diskutiertie DAnalyse der jeweiligen
Fraktionen der IMAC-Aufreinigung erfolgte durch ei8DS-PAGE.
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Abbildung 3.20 Chromatogramm der IMAC-Aufreinigung von mSCF m&tEPLC-Anlage. Gezeigt
sind die Verlaufe der Leitfahigkeit [mS/cm] und dd¥-Absorption bei 280 nm [AU]. Das Signal
von mSCF im Durchlauf ist durch eine Kastenumragdugrvorgehoben. Der Pfeil kennzeichnet den
Elutionspeak des His-getaggten TRX-Fragments; digvarze Linie deutet die Elutionsstrategie an
(Gradientenelution gefolgt von isokratischer ElnjioDie SDS-PAGE-Analyse der Waschfraktionen
(Fraktionen 18-31) zeigte trotz der hohen UV-Absiamp nur geringe Mengen an detektierbaren
Proteinen (exemplarisch: Fraktionen 20 und 27 shdii#ldung 3.21).
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Abbildung 3.21 Ergebnis der IMAC-Aufreinigung von mSCF mittels LERAnlage. Gezeigt sind
Proben des Substrats fiir den Verdau des FusioegpscfSpur 1), die Proteinmischung nach 40-
stiindigem Verdau (Spur 2), die Durchlauffraktion@puren 3-11), sowie die Waschfraktionen
(Spuren 12-13) und die Elutionsfraktionen (Spurdrl®) der IMAC-Aufreinigung. Die Analyse
erfolgte durch eine SDS-PAGE (12 % iges Gel; Sfivbung). M, Protein-Marker (10-200 kDa); S,
Substrat; V, Verdau (Ausgangsprobe fir IMAC); Faktion. Die Nummern der Fraktionen beziehen
sich auf jene des zugehdorigen Chromatogramms abidéhg 3.20.

In Abbildung 3.20 ist das Chromatogramm und in Adimg 3.21 die zugehdrige
SDS-PAGE-Analyse der IMAC-Aufreinigung von mSCF gkestellt. Wie erwartet
wurde mSCF (18 kDa) auf Grund des fehlendenTéigs als einziges Protein des
Ausgangsgemisches nicht an die AffinitAtsmembrabugden. Obwohl sich das
Target-Protein mSCF im Durchlauf befand (Abbilduh@l1, Spuren 4-10), wurde
zur Wiederfindung der tbrigen Proteine des Ausggegssches eine Elution durch-
gefuhrt. Diese erfolgte durch verschiedene Konagiotnen an Imidazol in einem
Basis-Elutionspuffer (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8,00 mmol/L NaCl). Nach einem
Waschschritt (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 40 mmollinidazol; Abbildung 3.21,
Spuren 12-13) erfolgte eine Elution bei erhdohterdamnolkonzentration im Basis-
Elutionspuffer (linearer Gradient von 150 mmol/L faB50 mmol/L Imidazol;
isokratische Elution mit 250 mmol/L Imidazol; Abting 3.21, Spuren 14-16). Das
genaue Versuchsprotokoll zur Durchfiihrung dieserA@YAufreinigung ist im
Anhang beschrieben (siehe Abschnitt 5.13.2).
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Die His-getaggten Proteine konnten an &artobind™Membran gebunden und
durch geeignete Bedingungen wieder eluiert werddrbi{dung 3.21, Spuren 12-
16). Spur 12 zeigt eine schwache Proteinbande dgsspaltenen TRX-mSCFs
(32 kDa) aus dem\cTEVM-Verdau; Spuren 14-16 Banden des TRX-His-Proteins
(etwa 14 kDa). Zusatzlich ist in den Spuren 13ut8 16 die Elution eines weiteren
Proteins aus der Ausgangsprobe fur die IMAC-Aufrring (Spur 2) zu sehen. Wie
schon in Abschnitt 3.5 postuliert, wird dieses Bioteinem Spaltprodukt aus dem
Verdau des etwa 29 kDa grof3en Proteolyse-FragnagsFusionsproteins TRX-
MSCF zugeordnet.

TR;X His-ITag TI|EV mS|CF

N— I -C TRX-mSCF (32 kDa)
A I

TRX-His (14 kDa) mSCF (18 kDa)
TR|X HiS-'II'ag TE|V mS|CF
B N N, -C TRX-mSCF* (~29 kDa)
i A —
TRX-His* mSCF (18 kDa)
TR|X HiS-ITag TIEV mSCF
|
C N— I i —c  TRX-mSCF* (~29 kDa)
I
TRX-His (14 kDa) mSCF*

Abbildung 3.22 Schematische Darstellung der méglichen Spaltumiyeoh AcCTEVM-Protease. (A)
Spaltung des intakten Fusionsproteins TRX-mSCFS®)ltung des etwa 29 kDa groRen Proteolyse-
Fragments von TRX-mSCF (TRX-mSCF*), das am N-Termiheschadigt ist. (C) Spaltung des etwa
29 kDa groRen Proteolyse- Fragments von TRX-mSCRX(MSCF*), das am C- Terminus
beschadigt ist. Die jeweiligen beschadigten unduddd verkirzten Proteine wurden in ihrer
Bezeichnung durch einen Stern (*) markiert. Diddalen Proteinteile sind durch einen gestrichelten

Kasten angedeutet. TEV, Erkennungssequenz der Thiédze.

In Abbildung 3.22 sind die die beiden mdglichen daten zur Spaltung des
Proteolyse-Fragments von TRX-mSCF duAdTEVM-Protease schematisch darge-
stellt. Bei einer Beschadigung am TRX-Teil des &unsproteins (N-Terminus),
verursacht durch dessen proteolytischen Abbau ihlityZat (siehe Abschnitt 3.4.3),
wurde der Verdau zu einem intakten mSCF und einé¥ygetaggten Fragment von
TRX-His, im Folgenden als TRX-His* bezeichnet, féhr(Abbildung 3.22 B). Aus
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einer moglichen Beschadigung des Fusionsproteinsm&8geF-Teil (C-Terminus)
wurden hingegen ein unbeschadigtes TRX-His-Prateth eine verkirzte Version
von mMSCF (mSCF*) resultieren (Abbildung 3.22 C).pEBsimentell konnte beim
Verdau des Proteolyse-Fragments von TRX-mSCF stetetwa 12-13 kDa grol3es
Protein detektiert werden, wie auch in Abbildun@93.Spuren 7-8 und Abbildung
3.21, Spur 2 zu erkennen ist. Auf Grund der Ergedmnider IMAC-Aufreinigung
(Abbildung 3.21) kann dieses Protein dem His-gdmggrRX-His* zugeordnet
werden. In Analogie zum unbeschéadigten TRX-His kenfRX-His* ebenfalls
mittels IMAC-Aufreinigung von mSCF abgetrennt wand@bbildung 3.21, Spuren
13, 15 und 16). Als zweites Spaltprodukt aus demd®e des Proteolyse-Fragments
von TRX-mSCF (Abbildung 3.22 B) geht das ZielprateaSCF hervor. Die Frei-
setzung des Zytokins erfolgte folglich sowohl duden Verdau des unbeschadigten
Fusionsproteins, als auch durch den Verdau desdlyse-Fragments von TRX-
mMSCF (Abbildung 3.21, Spuren 4-10). Dementspreclefalgte durch die nicht zu
vermeidende Proteolyse des Fusionsproteins (siddsehhitt 3.4.3) letztlich kein
Verlust an mSCF.

Die mogliche Spaltung des Proteolyse-FragmentsiRX{-mSCF, die in Abbildung
3.22 C dargestellt ist, erscheint vor dem Hintengruwer vorliegenden Daten
unwahrscheinlich. In diesem Fall hétte kein zusgéiek, sich bei der IMAC-

Aufreinigung analog zu TRX-His verhaltendes Prottektiert werden kdnnen.

Wie bereits in Abschnitt 3.5 angesprochen, konmeAd TEVM-Protease aus dem
Verdau des Fusionsproteins trotz der hohen Sem&itider Silber-Farbung nicht
Uber eine SDS-PAGE detektiert werden. Da die Psetesbenfalls einen Hikag
besitzt’, wird jedoch angenommen, dass das Protein wie dieranderen His-
getaggten Proteine mittels der durchgefiuhrten IMA@ MSCF abgetrennt werden
konnte.

19 Herstellerangaben (Invitrogen, Darmstadt)
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3.6.2 Qualitative und quantitative Analyse

Das durch die IMAC in hoher Reinheit isolierte Rint(Abbildung 3.21, Spuren 4-
10) wurde mittels eines enzymgekoppelten Immungdsmstests (ELISAEnzyme
Linked Immunosorbent As9awnalysiert. Durch die Verwendung eines mSCF-
spezifischen Antikérpers konnte die Identitat desaliten eindeutig bestatigt
werden. Uber eine Kalibration des im ELISA-Kit emtenen Standards fiir murines
SCF wurde die Konzentration des Zytokins in derewegten Durchlauffraktionen
der IMAC-Aufreinigung (Abbildung 3.21, Spuren 4-1fBstimmt.

Zur weiteren Charakterisierung von mSCF wurde delnaB an Endotoxinen mittels
LAL-Test zu einem Wert <14 EU/ug bestimmt. Endotexi sind
Lipopolysaccharide, die u.a. in der aul3eren Zellbram Gram-negativer Bakterien
wie E. coli vorkommen und bei Uberschreitung zellspezifisckenzentrationen

toxisch auf eukaryontische Zellen wirken knnenl[18

Tabelle 3.2 Ubersicht der Ausbeute an mSCF in den verschad®rozessschritten. Fur die Pro-
duktion und die 1.Aufreinigung sind jeweils die Ait¢ von mSCF am Fusionsprotein angegeben
(56 %).

Prozessschritt (Anteil) l6sliches mSCF [mg] Ausbeet (%)
Produktion 35 100

1.Aufreinigung 10 29

2.Aufreinigung 2,5 7

Die Ausbeute an mSCF aus dem Gesamtprozess kobetedie ELISA-Daten zu
2,5 mg pro Liter bakterieller Kulturbrithe ermittelerden. Fur die Zwischenschritte
des Prozesses wurden 63 mg losliches TRX-mSCF iitysa¢ sowie 18 mg TRX-
mSCF nach der Aufreinigung des Fusionsproteind/AQ) berechnet. Die Angaben
beziehen sich ebenfalls auf einen Liter Kulturbriiber Bestimmung der jeweiligen
Konzentrationen von TRX-mSCF wurden densitometaséimalysen durchgefihrt
(siehe Anhang, Abschnitt 5.12). Bei den Ausbeutsti@nungen muss jedoch
beachtet werden, dass sich die Masse des Fusidesigraus den Einzelmassen von
TRX (14 kDa) und mSCF (18 kDa) zusammensetzt. Dangibt sich ein mSCF-
Anteil von etwa 56 % an der Gesamtmasse von TRXd30lglich kbnnen aus
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63 mg Fusionsprotein theoretisch maximal 35 mg mS@®wonnen werden; bei
18 mg TRX-mSCF sind es entsprechend 10 mg. Deswritatissen beim Vergleich
der berechneten Ausbeuten an TRX-mSCF und der Ebdate von mSCF die
verschiedenen Analysemethoden bericksichtigt werdddie Ergebnisse
densitometrischer Auswertungen sind auf Grund deutldh unspezifischeren
Messmethode mit potentiell gré3eren Fehlern behafseErgebnisse, die auf Basis

eines ELISAs gewonnen wurden.

3.6.3 Fazit des Kapitels

In einem abschlielenden Aufreinigungsschriolishing konnte das Zielprotein
mSCF erfolgreich mit Hilfe einer IMAC separiert wen. Zur Vorbereitung wurde
dafir zunachst eine Dialyse fur den erforderlicRefferaustausch durchgefiihrt. Die
eingesetzten Membranadsorber-Einheiten ermoglicimeRahmen der IMAC eine
vollstandige Abtrennung der His-getaggten Kontamiea aus dem vorange-
gangenerAcTEVM-Protease-Verdau. Die zundchst im Analysenmal(afawell
8-Strip9 durchgefiihrte IMAC konnte direkt auf den Laborsi@® an einer FPLC-
Anlage Gartobind™ MA IDA 7hubertragen werden. Wie erwartet wurde mSCF als
einziges Protein in den Durchlauf-Fraktionen derAlMdetektiert. Auf Grund der
vorliegenden Ergebnisse der IMAC-Aufreinigung kanigiezeigt werden, dass aus
dem Verdau des Proteolyse-Fragments von TRX-mS@FRveiteres His-getaggtes
Protein hervorgegangen ist. Das Zielprotein mSCFdedolglich als zweites Spalt-
produkt dieses Verdaus freigesetzt. Die Proteadiese Fusionsproteins TRX-mSCF,
die mit den untersuchten Bedingungen nicht verhinderden konnte, fuhrte somit
letztlich zu keinem Verlust von mSCF.

Die Reinheit des isolierten Zytokins wurde mitt8IBS-PAGE-Analyse und Silber-
farbung gezeigt. Eine qualitative und quantitathaalyse erfolgte durch einen fur
MSCF spezifischen ELISA und fuhrte damit zur eingdgun Identifikation des
Zytokins. Die Gesamtausbeute an mSCF aus dem Gesmass wurde zu 2,5 mg
pro Liter bakterieller Kulturbriihe (Schittelkolb&uHtivierung) bestimmt.
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3.7 Biologische Testung

3.7.1 M-07e-Zellen als Testsystem

Zur Beurteilung der biologischen Aktivitat deskn coli I6slich produzierten mSCF
wurde das Zytokin mit Hilfe eines geeigneten biidogen Systems untersucht. Auf
Grund der Kenntnisse der physiologischen Funktiomen SCFin vivo (siehe
Abschnitt 2.1.1) sind neben einer Reihe weiteragemieller Zelltypen auch mega-
karyozytische Zellen als vitro-Test-System zweckméal3ig. Megakaryozyten werden
aus hamatopoetischen Stammzellen gebildet und el Vorlaufer von
Thromboyzten [182].

Die humane megakaryozytische Zelllinie M-07e hah dereits in der Testung der
biologischen Aktivitat von SCF bewahrt [115, 183].8Die Proliferation von M-
O7e-Zellen steht in starker Abhangigkeit von bestian Zytokinen. Sowohl das
Zusammenspiel verschiedener Zytokin-Cocktails [1& auch die Gegenwart
einzelner Zytokine, einschlie3lich SCF [185], bdwin die Proliferation dieser
Megakaryozyten. Die Signaltransduktion erfolgt daderch die Bindung der
Wachstumsfaktoren an ihre entsprechenden Rezepfafes); im Fall von SCF
erfolgt die Bindung ae-Kit (siehe Abschnitt 2.1.3).

Da murines SCF eine kreuzspezifische Aktivitat taégsiehe Abschnitt 2.1.5), ist
die humane M-07e-Zelllinie sowohl zur Testung voammlanem als auch von
murinem SCF geeignet. Zur Uberpriifung der biolduscAktivitat des produzierten
MSCF ausE. coli wurden daher M-07e-Zellen als Test-System einges&as
Zytokin wurde zunachst uber einen Kurzzeit-Prosifems-Assay untersucht und der
ECso-Wert bestimmt. Nachfolgend wurde in einem weiteExperiment die Lang-
zeit-Proliferation der M-07e-Zellen in GegenwarhvaSCF eruiert.
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3.7.2 Kurzzeit-Proliferations-Assay und EGse-Bestimmung

Kurzzeit-Proliferation

Im ersten Experiment zur Uberpriifung der biologistiktivitat von mSCF wurde
die Kurzzeit-Proliferation der M-07e-Zellen in Gegeart des Zytokins untersucht.
Als Zell-Proliferationsassay wurde deZellTiter96" AQieous One SolutionCell
Proliferation Assayverwendet. Dieser Assay basiert auf einer kolatrisEhen
Methode zur Detektion metabolisch aktiver Zellem. Gegensatz zum MTT-Assay
[186] ist der entstehende farbige Komplex 6stickodasEellTiter96” AQ.eousOne
SolutionCell Proliferation Assayauch fur Suspensionszellen wie M-07e eingesetzt
werden kann (siehe Anhang, Abschnitt 5.14.2).

Als Standard wurde kommerziell erhéltliches murire€F, im Folgenden als
MSCRomm bezeichnet, verwendet. Das Zytokin wurde ebentalls rekombinanten
E. coli gewonnen und ist folglich nicht glykosyli&it Parallel zur Testung von
mSCF wurde auch das ungespaltene Fusionsproteinm&F (im Gemisch mit
dessen Proteolyse-Fragment, siehe Abschnitt 3auB)seine biologische Aktivitat
untersucht. Die Durchfiihrung des Kurzzeit-Prolifenas-Assays erfolgte gemaf
dem Herstellerprotokdft, wobei die M-07e-Zellen mit identischen Konzeritagn
der jeweiligen Zytokine (MSCF, TRX-mSCF und mSQ&#k) Uber einen Zeitraum
von 36 Stunden inkubiert wurden (genaues Versuokskoll siehe Anhang,
Abschnitt 5.14.2).

Die Konzentrationsbestimmung der Zytokin-Stammi@®m auf dessen Basis die
Berechnung der einzusetzenden Mengen fur dieseayAsfolgte, wurde Uber unter-
schiedliche Methoden erreicht. mSCF und m&Fwurden parallel in einem fir
murines SCF spezifischen ELISA (siehe Anhang, Abgth.13.3) untersucht. Die
guantitative Analyse des Fusionsproteins musster #wee weniger sensitive
Methode erfolgen, da kein geeigneter ELISA fur TR&CF verflugbar ist. Um die
Konzentration des Fusionsproteins selektiv aus @emisch mit dessen Proteolyse-
Fragment zu bestimmen, wurde ein @domassie Blugefarbtes Polyacrylamid-Gel
eine SDS-PAGE densitometrisch ausgewertet (sietmadgy Abschnitt 5.12).

1 Herstellerangaben (Promega, Mannheim)

12 Herstellerangaben (PeproTech, Hamburg)
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Die Ergebnisse der Kurzzeit-Proliferation der M-&&dlen unter Verwendung von
CellTiter96” AQ,eous One SolutiorCell Proliferation Assaysind in Abbildung 3.23
dargestellt. Als Maf3 fur die Anzahl der metabolisattiven, vitalen Zellen und
damit der Proliferation ist die gemessene Absomptier verschiedenen Proben
gezeigt.

0.7

Absorption 490 nm

mSCF.omm mSCF TRX-mSCF Negativkontrolle

Abbildung 3.23 Ergebnis des Kurzzeit-Proliferations-Assays zuwldgischen Testung von mSCF
und TRX-mSCF. Die Proliferation der M-07e-Zellen ndes sowohl in Gegenwart der Zytokine als
auch in einer Negativkontrolle ohne Zytokine unietg.

Abbildung 3.23 zeigt durch den Vergleich mit der gdgvkontrolle, dass alle

getesteten Zytokine eine gesteigerte Proliferataar M-07e-Zellen bewirken

konnten. Die Ergebnisse von mSCF und m&fF belegen eine vergleichbare
biologische Aktivitat des I0slich ifE. coli hergestellten Zytokins in Relation zur
kommerziellen Kontrolle. Obwohl auf Grundlage dereehten Absorptionen nur

etwa halb so aktiv wie mSCF, zeigte das FusionsproiRX-mSCF dennoch eine
bemerkenswerte Auswirkung auf die Proliferation dexgakaryozytischen Zellen.
Beim Vergleich von mSCF und TRX-mSCF ist jedoch ai#¢ verschiedenen

Methoden zur Konzentrationsbestimmung der beideteire (s.0.) und den daraus
moglicherweise resultierenden Fehlern bei der Bereog der benétigten

Zytokinmengen fir diesen Assay hinzuweisen. Deempiille Einfluss des Proteo-
lyse-Fragments von TRX-mSCF auf die Zellprolifevatikonnte nicht evaluiert

werden, da eine Separation dieses Proteins von MBKF nicht erreicht werden
konnte (siehe Abschnitt 3.4.3).



3 Experimenteller Teil 69

Eine Wiederholung des Kurzzeit-Proliferations-Assdyr mSCF und mSGhm

nach einer dreimonatigen Lagerung des hergesteliygokins (42 pg/mL in PBS-
Puffer, -20 °C, siehe Anhang, Abschnitt 5.13.2)abrgeine Reproduktion der in
Abbildung 3.23 gezeigten Ergebnisse. Damit konnee Stabilitdt von I6slich in
E. coli hergestelltem mSCF flr einen Zeitraum von mindestérei Monaten nach

der Herstellung bestatigt werden.

ECso-Bestimmung

Als Mal3 fur die biologische Aktivitat des i&. coli l6slich produzierten mSCF
wurde der EG-Wert des Zytokins im Vergleich zu mSgRm bestimmt. Der E€-
Wert ist eine spezifische Grol3e, die jene DosigreBubstanz beschreibt, mit der
eine halbmaximale Wirkung auf ein geeignetes Tettsy erzielt werden kann.
Untersucht wurde in diesem Fall die Proliferatimnw-07e-Zellen in Gegenwart
von verschiedenen Konzentrationen an mSCF bzw. ma&FDie Durchfuhrung
des Experiments erfolgte in Analogie zum KurzzetHRerations-Assay unter
Verwendung vorCellTiter96” AQ.eousOne SolutiorCell Proliferation Assaysiehe
Anhang, Abschnitt 5.14.3). Beide Zytokine, mSCF um$CFRonm wurden in
Konzentrationen im Bereich von 20 ng/mL-1000 ng/eihgesetzt. Die Berechnung
der dafur bendtigten Volumina an Zytokin-Stammiagsuerfolgte auf Basis der
ELISA-Ergebnisse (siehe Anhang, Abschnitt 5.13.3).
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Abbildung 3.24 ECso-Bestimmung von mSCF und mSgFR, im Rahmen einer Kurzzeit-

Proliferation von M-07e-Zellen. Die jeweiligen E&Nerte sind durch Pfeile markiert.
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Abbildung 3.24 zeigt fir beide Zytokine den typisnhsigmoiden Verlauf einer
sogenannten Dosis-Antwortkurve. Werden identisclomzéntrationen von mSCF
und mSCEk,mm Miteinander verglichen, so fallt auf, dass fur r&Sélne stéarkere
Proliferation der Zellen (entspricht hoheren Absiomswerten) als fur mSCGeinm
erreicht werden konnte. Diese Beobachtung wurdéd aluzch die auf Basis der
Messdaten berechneten &®Verte bestatigt (siehe Anhang, Abschnitt 5.14C8s
[6slich in E. coli hergestellte mSCF besitzt mit einem s&®@/ert von 168 ng/mL
folglich eine hdhere biologische Aktivitat auf dié-07e-Zellen als mSCEmnm mit
einem EGg-Wert von 241 ng/mL.

3.7.3 Langzeit-Proliferations-Assay

Zellzahl-Bestimmung

Um die biologische Aktivitat von mSCF im Vergleichr kommerziellen Kontrolle
MSCFRomm Weiter zu charakterisieren, wurde ein Langzeithf@m@ations-Assay
durchgefiihrt. Uber einen Zeitraum von 30 Tagen wutié Proliferation der M-07e-
Zellen in Gegenwart von mSCF bzw. mS6:m beobachtet. Beide Zytokine wurden
in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt undemir Negativkontrolle ohne
Zytokine verglichen. Die Proliferation der Zellem den jeweiligen Kulturen wurde
alle zwei bis drei Tage mittels Zellzdhlungen ankidskop Uberwacht.

mSCF wurde in Konzentrationen von 417 ng/mL, 84mglnd 42 ng/mL einge-
setzt; fur mSCkmmwurden 520 ng/mL und 260 ng/mL verwendet. Die Beneing
der dafur jeweilig benottigten Mengen an ZytokinfBmalosung erfolgte auf Basis
der Konzentrationsbestimmungen via ELISA (siehe akg) Abschnitt 5.13.3). Auf
Grund der geringen Halbwertszeit der Zytokine unillkultur-Bedingungen
(87 °C) wurden mSCF und mSg&FRmalle zwei bis drei Tage in den oben definierten
Konzentrationen erneut zugegeben. Die Umsetzun¢lakuren in frisches Medium
erfolgte in Abhangigkeit von den jeweilig erreichtBelldichten ebenfalls alle zwei
bis drei Tage, wobei die Neu-Ausplattierung dededelmmer mit der gleichen Zell-
dichte erfolgte. Das Versuchsprotokoll ist im Anbasiehe 5.14.4 beschrieben. Die
Ergebnisse des Langzeit-Proliferations-Assays sirAbbildung 3.25 gezeigt.
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45 - - MSCF ;,m 520 ng/mL
mSCF m 260 ng/mL
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Abbildung 3.25 Ergebnis des Langzeit-Proliferations-Assays zotogischen Testung von mSCF.
Die Proliferation der M-07e-Zellen in Gegenwart warschiedenen Konzentrationen an mSCF bzw.

MSCFRommWurde anhand von Zellzahlbestimmungen tUberwachiag(e).

Wie in Abbildung 3.25 zu erkennen ist, zeigten naater kurzen Adaptionsphase
alle Kulturen mit Zytokin-Zusatz ein kontinuierlies Wachstum. Die starke
Abhangigkeit der M-07e-Zellen vom untersuchten Véagimsfaktor wird anhand der
Negativkontrolle deutlich. Bereits nach zwei biidfagen ohne Zytokin-Zusatz
konnten in dieser Kultur nahezu keine lebenderedethehr detektiert werden.

Am starksten proliferierten die M-07e-Zellen beiesi Konzentration von 417 ng/mL
des inE. coli I6slich produzierten mSCF. Die Zellzahlen der Kulmit 520 ng/mL
MSCRomm lagen trotz der h6heren Konzentration an eingematZytokin darunter.
Diese Beobachtung zeigt deutlich die hdhere bistdgg Aktivitdt von mSCF im
Vergleich zur kommerziellen Kontrolle. Bestatigt e dieses Ergebnis auch durch
die bereits im Rahmen einer Kurzzeit-Proliferatimastimmten E¢-Werte (siehe
Abschnitt 3.7.2).

Alle weiteren Proliferations-Verlaufe, die unterMendung beider Zytokine in den
Kulturen erhalten wurden, zeigten die entsprechendarteten Ergebnisse. Je
geringer der Gehalt des Zytokins im Medium war, taleschwacher wurde die
Proliferation der M-07e-Zellen gefordert. Infolgeden zeigten tUber den gesamten
Verlauf des Experiments die Kulturen mit 84 ng/mhdu42 ng/mL mSCF den

geringsten Zellzahlzuwachs.
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Morphologie der M-07e-Zellen

Als weiteres Kriterium zur Beurteilung der biologi®en Aktivitat des loslich in
E. coli hergesteliten mSCF wurde die Zell-Morphologie d&07e-Zellen unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurden nach 30 Tagen Zallsnallen Kulturen des Lang-
zeit-Proliferations-Assays entnommen. Die M-O7defelwurden mittels Zytospin-
Zentrifugation auf einem Objekttrager immobilisiemd gemafld der Pappenheim-
Methode (siehe Anhang, Abschnitt 5.14.5) angefarbt,eine Kontrasterhbhung zu
erzielen. Zellkerne erscheinen bei dieser Farbemdettblaulich-violett; das Zyto-
plasma wird blau angefarbt. Die Analyse der Prapaeafolgte durch ein hoch-
auflosendes Mikroskop; eine Auswahl der erhalteBéder ist in Abbildung 3.26
gezeigt.

Abbildung 3.26 Zell-Morphologie der M-07e-Zellen nach der Landg#®ioliferation. Die Zellen
wurden mittels Pappenheim-Methode angefarbt. (A imL mSCkmm (B) 417 ng/mL mSCF,
(C) 42 ng/mL mSCF.

Die Morphologie der M-07e-Zellen nach der mehrwgehni Kultivierung unter
417 ng/mL mSCF (Abbildung 3.26, B) entsprach derphologie jener Zellen, die
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unter 520 ng/mL mSCGhmnm (Abbildung 3.26, A) bzw. 260 ng/mL mSEkm (Daten
nicht gezeigt) kultiviert wurden. Die Zellen besafl@@ne reguldre Form mit intakter
Zellmembran und zeigten verschiedene Mitosestadigse Beobachtungen lassen
auf vitale, proliferierende Zellen schliel3en.

Die in der Gegenwart deutlich geringer Zytokin-Kenrationen kultivierten Mega-
karyozyten wiesen eine abweichende Morphologig42iing/mL mSCF: Abbildung
3.26 C; 84 ng/mL mSCF: Daten nicht gezeigt). Didlefezeigten eine unregelma-
Bige Form und Grof3e; zudem waren viele Zellbrudkstizu erkennen. Im Gegen-
satz zu den in Abbildung 3.26 A und B gezeigtealgit Zellpopulationen konnten
nur vereinzelt Zellen im Mitosevorgang beobachtetden. Wie sich bereits durch
die geringen Zellzahlen im Langzeit-Proliferatiohssay (Abbildung 3.25)
vermuten liel3, liegt bei 42 ng/mL mSCF und 84 ng/m&CF ein Zytokin-Mangel
vor. Die Zellen konnten zwar Uuberleben, nicht almgtimal wachsen und

proliferieren.

3.7.4 Fazit des Kapitels

Die biologische Aktivitat des I6slich i. coli hergesteliten mSCF konnte durch eine
Reihe verschiedener Experimente eindeutig belegtieve Als Test-System wurde
die stark zytokinabhangige megakaryozytische M-B&Winie gewahlt. Die
Proliferation der M-07e-Zellen in Gegenwart von nkiSkbnnte lber verschiedene
Zeitrdume erfolgreich gezeigt werden. Im Vergleiohit dem kommerziellen
Standard mSCkmnm zeigte mSCF sowohl durch Bestimmung ders@E@Werte als
auch dber die Ergebnisse der Langzeit-Proliferat@ne stéarkere biologische
Aktivitat.

Fur das Fusionsprotein TRX-mSCF konnte im Rahmenkigzzeit-Proliferations-
Assays ebenfalls, wenn auch deutlich schwéacheffialsnSCF, eine biologische
Aktivitat nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis etedarauf hin, dass mSCF
innerhalb des Fusionsproteins zumindest eingeskhranmlich zuganglich ist und

damit vom Rezeptor gebunden werden kann.
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Durch die Ergebnisse der biologischen Testung leomdirekt die korrekte, native
Konformation von mSCF nachgewiesen werden. Derofgsinsatz mit TRX fuhrte
folglich nicht nur zur Produktion eines Idslicheondern auch biologisch wirksamen
Zytokins. Trotz der reduzierenden Umgebung im Zigsma vonE. coli (siehe
Abschnitt 2.2.2) konnte mSCF durch die Fusionieramgdem LdslichkeitsFag in
I6slicher Form hergestellt werden. Die native, midbricken beinhaltende raum-
liche Struktur des Zytokins (siehe Abschnitt 2.1.Rpnnte mit grol3er
Wahrscheinlichkeit jedoch erst wahrend der Aufdtrg eingenommen werden.
Der LoslichkeitsTag TRX hat vermutlich in Analogie zu ,echten* Chapeen
innerhalb der Zelle, also im Zytoplasma vancoli dafiir gesorgt, dass ungefaltete
Intermediate von mSCF nicht koclusion Bodiegggregieren.

Die beiden zusatzlichen nicht-nativen, neutraleninsauren am N-Terminus von
mSCF haben keinen Einfluss auf die biologische A&t des Zytokins gezeigt.
Neben dem als Linker eingefugten Serin-Rests zwiscmSCF und der TEV-
Erkennungssequenz (siehe Abschnitt 3.2.1) ist d&@mhltung des Fusionsproteins
mit ACTEVM-Protease zusétzlich ein Glycin-Rest am N-Termivasn mSCF
verblieben (siehe Abschnitt 3.5).

3.8 Upscalingauf den Bioreaktor

In der Biotechnologie werden zur Herstellung rekorahter Proteine im
technischen Mal3stab Bioreaktoren eingesetzt. VigiehBrofRen wie die Sauerstoff-
zufuhr, die Temperatur, der pH-Wert und die Zusamsa&zung des Nahrmediums
kénnenonline tberwacht und geregelt werden. Auf Grund diesattrkdierbaren
Bedingungen fiihren Kultivierungen im Bioreaktor der Regel zu deutlichen
héheren OD-Werten und damit auch zu héheren Bioamaats im Schuttelkolben.
Infolgedessen werden hohere Produktausbeuten saméegleichbleibende Produkt-
qualitat erzielt.

Die Kultivierungsbedingungen zur Produktion dedidd&n Fusionsproteins TRX-
mSCF wurden bereits im Schuttelkolben optimiergé besten Ergebnisse, auch im
Hinblick auf eine kurze Prozessdauer, wurden fifindetes Medium und 37 °C
erhalten (siehe Abschnitt 3.3). Fur eWpscaling wurde die Kultivierung der
plasmidtragenden Bakterien in einem 2 L-Bioreaktorchgefihrt. Es sollte geprift
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werden, ob die fur den Schuttelkolben etabliertediBgungen zur Gewinnung des
Zielproteins auf den Bioreaktor Ubertragbar singe Prozessfuhrung erfolgte dabei
im Batch Ansatz, d.h. alle fur das Bakterienwachstum beténi Nahrstoffe wurden
zu Beginn der Kultivierung einmalig zugegeben.

Die Zusammensetzung des definierten Mediums wundé®g zu den Versuchen im
Schittelkolben gewahlt (siehe Anhang, Abschnit).3.B8n einer vorzeitigen Wachs-
tumslimitierung der Bakterien im Reaktor durch &rigge Glukosemengen entge-
genzuwirken, wurde die Anfangskonzentration derkGée abweichend zum Schiit-
telkolben von 10 g/L auf 20 g/L erhoht. Der pH-Wentrde wahrend der gesamten
Kulitivierung konstant auf pH = 6,9 gehalten. Zuedgadsung des Systems wurde
Druckluft verwendet, wobei die Sauerstoffsattigudgs Mediums Uber eine
Koppelung an die Ruhrgeschwindigkeit auf 80 % daximalen Sauerstoffsattigung
geregelt wurde. Die Temperatur wahrend der Kultivigg wurde durch einen Regler
konstant auf 37 °C gehalten.

Neben diesen genannten Prozessgrof3en wurde, dbdiifal eineonline-Analytik,
der Gehalt von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid Albgas des Reaktors gemessen.
Die offline bestimmten Grél3en waren der OD-Wert und die Badeomasse
(BTM), sowie die Acetat- und Glukosekonzentratianen

Zur Bestimmung eines geeigneten Induktionszeitmimkirde zunéchst das Wachs-
tumsverhalten der Bakterien im Reaktor ohne Inadwktintersucht (siehe Abschnitt
3.8.2, Abbildung 3.31). Auf Basis dieser Wachstuungk konnte ein passender
Induktionszeitpunkt innerhalb der exponentiellendW&umsphase gewahlt werden.
Die Induktion erfolgte analog zum Schittelkolbematiudie Zugabe von 0,1 mmol/L
IPTG; die Produktbildung wurde anhand einer SDS-EA&halyse verfolgt. Die
genaue Versuchsdurchfihrung der Reaktorkultivieeangst im Anhang, siehe
Abschnitt 5.15, beschrieben.

3.8.1 Reaktormessdaten

In Abbildung 3.27, Abbildung 3.28 und Abbildung 9.8ind die gemessenen Daten
der Reaktorkultivierung mit Induktion der rekomhit@n Proteinproduktion darge-

stellt. Die Verlaufe der Reaktormessdaten fur dialtidierung mit Induktion
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entsprachen dabei im Wesentlichen denen, die &ikKditivierung ohne Induktion

aufgenommen wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.27 Reaktormessdaten der Kultivierung mit Induktiorr dekombinanten Protein-
produktion (). Dargestellt sind die zeitabhéangigéerlaufe der OD, der Sauerstoffsattigung im
Medium, der Rihrgeschwindigkeit, sowie des GehaftsCQ und Q im Abgas. Der Induktions-
zeitpunkt (bei OD = 6) ist durch einen Pfeil marki@, Stunde(n).

In Abbildung 3.27 kdnnen verschiedene Reaktorméenda Relation zu den OD-
Werten verfolgt werden. Die Sauerstoffsattigung Medium konnte trotz des
steigenden Sauerstoffbedarfs der Bakterien wahdardersten funf Stunden auf
Grund der Kompensation durch erhohte Ruhrgeschghkeiten nahezu konstant
gehalten werden. Durch das Erreichen der maximB@hrerleistung (1350 rpm)
nahm die Sauerstoffsattigung im Medium kontinu@rlab und erreichte nach etwa
sechseinhalb Stunden ein Minimum von 63 %. AnsBeliel stieg der Sauerstoffge-
halt wieder an, da die Bakterien infolge eines arggbamten Zellwachstums bzw.
eines verlangsamten Gesamtstoffwechsels einenggeein Sauerstoffbedarf zeigten.
Schliel3lich wurde mit dem Eintreten der Bakterilie stationare Wachstumsphase
ein anndhernd konstanter Wert fiur die Sauerstoifisdig im Medium erreicht (nach
etwa neun bis zehn Stunden).

Die gemessenen Verlaufe fur Sauerstoff und Kohtéfisbxid im Abgas des
Reaktors zeigen auf Grund der Rolle der beiden Gas&ellmetabolismus der
Bakterien ein anndhernd spiegelbildliches Verhali@ar Kohlenstoffdioxidgehalt
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stieg parallel mit den OD-Werten an und fiel emsit Brreichen der stationaren Phase

wieder ab; fir den Sauerstoffgehalt liel3 sich eamay umgekehrtes Verhalten

beobachten.
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Abbildung 3.28 Reaktormessdaten der Kultivierung mit Induktiorr dekombinanten Protein-
produktion (II). Dargestellt sind die zeitabh&ngig¥erlaufe der OD sowie der Acetat- und
Glukosekonzentrationen. Der Induktionszeitpunkti @® = 6) ist durch einen Pfeil markiert. h,
Stunde(n).

In Abbildung 3.28 sind die zeitabhé&ngigen Verlawder Glukose sowie des
gebildeten Acetats in Relation zu den OD-Wertergestellt. Der Verbrauch der
Glukose stand dabei in direktem Zusammenhang min d&achstum der
Organismen. Besonders gut lasst sich dies wahrenBlthse des starksten exponen-
tiellen Wachstums, welches zwischen funf- und seichslb Stunden nach
Animpfen des Reaktors erfolgte, anhand der jewaligsteigungen der Kurven
erkennen.

Auf Grund der Stoffwechselvorgange ifE. coli (Glykolyse, Zitratzyklus,
Zellatmung) werden verschiedene Metabolite prodtzigie Bildung von sauren
Nebenprodukten wie insbesondere Acetat kann durch ¥erringerung des pH-
Wertes zu einer Wachstumsinhibierung der Bakterféhren [187]. In der
untersuchten Reaktorkultivierung wurde Acetat jédowr in geringen Mengen
produziert, sodass sich dieser Metabolit vermutligbht inhibierend auswirkte
[188].
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Abbildung 3.29 Reaktormessdaten der Kultivierung mit Induktiorr dekombinanten Protein-
produktion (l11). Dargestellt sind die zeitabhangyigverlaufe der OD, der BTM, sowie der Sauerstoff-

transferrate. Der Induktionszeitpunkt (bei OD sg8)durch einen Pfeil markiert. h, Stunde(n).

Abbildung 3.29 zeigt die Biotrockenmasse und dieetlenete Sauerstofftransferrate
(siehe Anhang, Abschnitt 5.15.3) wéahrend der Kidtivng in Relation zu den OD-

Werten. Die Sauerstofftransferrate ist eine Kenf3grodie den physiologischen
Zustand und die Aktivitdt einer Kultur aerober Qiigaen charakterisiert und

quantifiziert. Durch den annahernd parallelen Mdrtzer Sauerstofftransferrate zum
Zellwachstum (OD-Werte) wird der durchgangig anéeverlaufende Stoffwechsel

der Bakterien verdeutlicht.

3.8.2 Produktbildung

Abbildung 3.30 zeigt den zeitlichen Verlauf derligisen TRX-mSCF-Bildung bei
der Reaktorkultivierung der Bakterien in definientdedium bei 37 °C. Durch den
Vergleich mit der Probe vor der Induktion (Spurist)deutlich zu erkennen, dass das
rekombinante Fusionsprotein (32 kDa) etwa eine @&urach der Induktion verstarkt
produziert wurde (Spur 3). Der zeitliche Beginn Beoteinproduktion lasst sich mit
dem Verlauf der entsprechenden Wachstumskurve lievae. Die in Abbildung
3.31 dargestellten OD-Verlaufe zeigen, dass etwa $tunde nach der Induktion ein



3 Experimenteller Teil 79

vermindertes Bakterienwachstum der induzierten @ngiéich zur nicht induzierten
Kultur auftrat.

Die grofiten Produktkonzentrationen wurden zwei tiei Stunden nach der
Induktion erhalten (Abbildung 3.30, Spuren 4-5) bepsich die Bakterien zu dieser
Zeit in der exponentiellen Wachstumsphase befa(@ehildung 3.31). Bereits nach
etwa dreieinhalb Stunden nach der Induktion zedt durch die leicht verminderte
Bandenintensitat auf dem Gel der SDS-PAGE ein lemder Abbau von TRX-
mSCF (Abbildung 3.30, Spur 6). Dieser Abbau wurde dem Erreichen der
stationaren Wachstumsphase der Bakterien sichtébilflung 3.31). Der
vermutlich durchE. coli-Proteasen bedingte Abbau des Fusionsproteins &@uth
bei den Kultivierungen im Schittelkolben beobachtetden (siehe Abschnitt 3.3).

Abbildung 3.30 Zeitlicher Verlauf der TRX-mSCF-Bildung in der lighen Fraktion des Zelllysats
bei der Bioreaktorkultivierung. Gezeigt sind jewelroben vor der Induktion (Spur 1) sowie 0,5-3,5
Stunden nach der Induktion (Spuren 2-6). Die ODrNerung der Proben erfolgte analog zu den
Schuttelkolben-Versuchen (siehe Anhang, AbschnB).5Die Analyse erfolgte durch eine SDS-
PAGE (12 % iges GelCoomassie Blu&arbung). M; Proteinmarker (10-200 kDa); vor, i¢isé
Fraktion vor der Induktion; h, Stunde(n).
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Abbildung 3.31 Vergleich der Wachstumskurven aus der Bioreaktitiskerung mit und ohne
Induktion. Der Induktionszeitpunkt (bei OD = 6) dkirch einen Pfeil markiert. h, Stunde(n).

3.8.3 Fazit des Kapitels

DasUpscalingder Schuttelkolben-Kultivierung auf den 2 L-Malbstan Bioreaktor
konnte erfolgreich realisiert werden. Die in defmém Medium bei 37 °C
kultivierten Bakterien produzierten sowohl im Sdkikolben (Abbildung 3.10) als
auch im Bioreaktor (Abbildung 3.30) das Fusionspirof RX-mSCF in der I6slichen
Form. In Tabelle 3.3 sind die erreichten Proteingegnbeider Kultivierungen im
Vergleich zueinander dargestellt. Der optimale &zattpunkt wurde als jener
Zeitpunkt definiert, bei dem bei moglichst hoher BTdie grof3ten Mengen an
I6slichem TRX-mSCF erreicht wurden (Bestimmung d&FM siehe Anhang,
Abschnitt 5.4). Der Gesamtproteingehalt wurde Uies Bradford-Assay ermittelt
(siehe Anhang, Abschnitt 5.7); die Konzentratiossioemung von TRX-mSCF in
der l6slichen Fraktion des Zelllysats erfolgte Ubme densitometrische Auswertung
(siehe Anhang, Abschnitt 5.12).
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Tabelle 3.3 Vergleich der Kultivierungen im Schiittelkolbemdum Reaktor. Beide Kultivierungen
wurden in definiertem Medium bei 37 °C durchgefubkhalysiert wurden jeweils die Idslichen
Fraktionen des Zelllysats.

Schuttelkolben Reaktor

Optimaler Erntezeitpunkt nach der Induktion [h] 8 3
Menge l6sliches Gesamtprotein [mg/L] 175 463
Menge losliches TRX-mSCF [mg/L] 63 153
Anteil 16sliches TRX-mSCF am Gesamt-

proteingehalt [%] 36 33
OD-Wert beim optimalen Erntezeitpunkt 4.8 15,5
BTM beim optimalen Erntezeitpunkt [g/L] 1,8 6,0

Menge I6sliches TRX-mSCF in Relation zur
BTM [mg/g] 35 26

Fur beide Kultivierungen wurden vergleichbare Aletain I6slichem TRX-mSCF am
I6slichen Gesamtprotein erhalten (Schuttelkolbea3@Reaktor 33 %). Im Reaktor
wurde der geeignete Erntezeitpunkt jedoch weséntiichneller erreicht als im
Schittelkolben. Die unter diesen Bedingungen dmtei@iomasse liegt mit 6,0 g/L
deutlich hoher als die fur den optimalen Erntezeiigh im Schuittelkolben mit

1,8 g/L. Auf Grund dieser hdheren Zelldichten imaRer wurde insgesamt eine
entsprechend hohere Ausbeute (bezogen auf das ¥nlder Kultursuspension) an
I6slichem Fusionsprotein erhalten. Obwohl beim \&ohy dieser Daten die Fehler-
anfalligkeit der verwendeten Messmethoden (Bradfssgay und Densitometrie)
bertcksichtigt werden muss, sind die erhaltenent&Vais relative Grof3en in guter
Néaherung miteinander vergleichbar.
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4  Zusammenfassung und Ausblick

Die Produktion von loslichem, murine®tem Cell Facto(mSCF) inEscherichia
coli (E. col) konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich reatiswerden. Die
Bildung voninclusion Bodiesvurde durch die Produktion eines léslichen Fusions-
proteins aus mMSCF und Thioredoxin (TRX) nahezustétidig verhindert. TRX
erfullte dabei die Rolle eines sogenannten Loskdskiags und wurde in einem
spateren Schritt durcliobacco Etch VirugTEV)-Protease wieder entfernt. Die
Herstellung des erforderlichen Expressionsvektirsdie Produktion des rekombi-
nanten Fusionsproteins, welches als TRX-mSCF blezeiovurde, erfolgte in einem
ersten Prozessschritt. Zusatzlich zum Gen fur m&Gflen codierende Abschnitte
fur eine TEV-Erkennungssequenz sowie fir einenTrigin einen Plasmid-Vektor
integriert. Als Basis fur die Klonierung diente qe#tT-32b-Vektor; welcher bereits
eine Codierung fur TRX enthalt. Als bakterieller WWwurde derE. coliStamm
BL21(DE3) verwendet.

Der Einfluss von verschiedenen Medien und Tempezatwauf die Bildung des
I6slichen Fusionsproteins TRX-mSCF wurde durch é&néivierung der plasmid-
tragenden BL21(DE3)-Bakterien im Schuttelkolbeneusiicht. Getestet wurden die
beiden komplexen Medien LB und TB sowie ein defimg (synthetisches) Medium
bei Temperaturen von jeweils 37 °C, 30 °C und 23Dt Produktion von léslichem
TRX-mSCF konnte nur fur LB-Medium und das defirmeMedium, nicht aber fir
TB-Medium beobachtet werden. Das Fusionsproteirde/aiabei fast ausschlief3lich
in der l6slichen Form produziert, d.mclusion Bodieskonnten nahezu ganzlich
vermieden werden.

Entgegen der Vielzahl von Literaturbeispielen, diee Verbesserung der Protein-
I6slichkeit mit sinkenden Temperaturen beschretatfolgte die Bildung von
I6slichem TRX-mSCF temperaturunabhangig. Die gnof¥idengen an Fusions-
protein (36 % Anteil am Gesamtproteingehalt) konrderch eine Kultivierung der

Bakterien in definiertem Medium erhalten werden.

Zur Separation des His-getaggten Fusionsproteinsdenm Wirtszellproteinen wurde
eine immobilisierte Metall-Affinitatschromatograph{IMAC, Immobilized Metal

lon Affinity Chromatographydurchgefuhrt. Die IMAC-Aufreinigung erfolgte umte
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Verwendung von Membranadsorber-Technik und wurd&eaist im Analysenmal3-
stab optimiert. Im Anschluss wurden die ermittelBedingungen fir die Aufreini-
gung auf die Durchfihrung an einer FPLOa$t Performance Liquid
Chromatography)Anlage Ubertragen. Durch Variation verschiederemafeter wie
der Zusammensetzung der jeweiligen Puffer oderEdgiionsstrategie wurde eine
Optimierung der Vorschrift fir die Durchfiihrung der FPLC-Anlage erreicht.

Die Untersuchung der Elutionsfraktionen zeigte sdasben dem Zielprotein TRX-
MSCF stets ein weiteres His-getaggtes Protein emtlinitatsmembran gebunden
wurde. Dieses Protein konnte als proteolytischess@wenprodukt und damit als
Teilfragment von TRX-mSCF identifiziert werden. DEnsatz von verschiedenen
Gemischen an Protease-Inhibitoren konnte die plarti2egradation des Fusions-
proteins jedoch nicht verhindern. Fur die weiterez@sssierung des Fusionsproteins
wurde dieses daher im Gemisch mit seinem Protedly@gment eingesetzt.

Zur Freisetzung von mSCF aus dem Fusionsprotein-mfSCF wurde letzteres mit
Hilfe von ACTEVM-Protease gespalten. Der Ldslichkdiesy TRX wurde dabei in
einem gemeinsamen Fragment mit dem Hag (als TRX-His bezeichnet) von
MSCF getrennt. Die Ldslichkeit des Zielproteins rRSklieb auch nach diesem
Schritt erhalten. Der Verdau des Fusionsproteirfslgte mit den untersuchten
Bedingungen zwar quantitativ, jedoch nicht vollstign

Die Spaltung des Proteolyse-Fragments von TRX-m&Qide ebenfalls beobachtet.
Basierend auf den Ergebnissen der nachfolgenden CHAAfreinigung (s.u.),
erfolgte dieser Verdau zu den beiden Spaltprodukt&SCF sowie einem His-
getaggten Fragment von TRX-His. Somit fluhrte diet®slyse des Fusionsproteins
TRX-mSCF letztlich zu keinem Verlust an ZielprotensSCF.

Die abschlieRende Aufreinigung von mSCF wurde gréath mit Hilfe einer
weiteren IMAC realisiert. Zur Vorbereitung wurdefidlazunéchst eine Dialyse fur
den erforderlichen Pufferaustausch durchgefiihrt. Hilfe von Membranadsorbern
konnten alle Kontaminanten des vorangegangen Verdatch ihren HisFag von
MSCF abgetrennt werden. Gemald der Erwartung katageZytokin als einziges
Protein in den Durchlauffraktionen der Chromatograpsoliert werden. Die Durch-
fuhrung der IMAC konnte vom Analysenmal3stab auf dabhormal3stab an einer
FPLC-Anlage Ubertragen werden.
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Das in hoher Reinheit isolierte Zytokin (95 % Raihh auf Basis einer
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektroph@esSDS-PAGE) und Silber-
farbung) wurde qualitativ und quantitativ durchegirfiir mSCF spezifischen ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Agsaryalysiert und damit die Identitdt von mSCF
bestatigt.

Die biologische Aktivitat von mSCF konnte anhandnwveerschiedenen Proli-
ferations-Assays der megakaryozytischen Zelllink®®é nachgewiesen werden. Im
Rahmen der durchgefuihrten Aktivitatstests zeigte Idalich inE. coli hergestellte
Zytokin sogar bessere Ergebnisse als der kommierziStandard. Fir das
Fusionsprotein TRX-mSCF konnte im Rahmen eines #air£roliferations-Assays
ebenfalls, wenn auch deutlich schwécher als fur mSfine biologische Aktivitat
nachgewiesen werden.

TRX hat sich damit im Fall von mSCF als potentesllahkeitsTag bewéahrt. Das
isolierte Zytokin konnte nicht nur in der loslichéorm, sondern auch in seiner

nativen Konformation hergestellt werden.

In Abbildung 4.1 ist eine Ubersicht aller Prozessite zur Herstellung von
I6slichem mSCF ifke. coli dargestellt. Die Gesamtausbeute an mSCF aus eiitem
bakterieller Kulturbrihe (Kultivierung im Schuttellkben) betragt 2,5 mg.
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Konstruktion des
Expressionsvektors pET-
32b-trx-his-tev-mSCF

¥

Transformation pET-32b-
trx-his-tev-mSCF in
E. coliBL21(DE3)

Kulti\,(fijfl'tilwge;lgzdgi:ge{lngen SR e il U Sy

fur lésliches TRX-mSCF Zelllysat (~35 mg mSCF)

Aufreinigung TRX-mSCF — ~18 mg TRX-mSCF
tber IMAC (~10 mg mSCF)

Spaltung TRX-mSCF mit
AcTEV™-Protease

¥

Aufreinigung mSCF aber | ___
IMAG >| ~2,5mg mSCF

\

‘ Biologische Testung |

Abbildung 4.1 Ubersicht der einzelnen Prozessschritte zur Harst von I6slichem mSCF in
E. coli. Die angegebenen Proteinmassen beziehen sichingmf kiter Kulturbriihe (Kultivierung im
Schittelkolben). Die Zahlen in Klammern geben a@svejligen Anteil an mSCF an der Gesamtmasse

des Fusionsproteins an (56 %).

Die Kultivierung der plasmidtragenden Bakterien ki@nerfolgreich im Bioreaktor
(2 L, BatchProzess) durchgefiihrt werden. Die dafur verwemdBedingungen aus
der Optimierung der Schiittelkolben-Kultivierung fidertes Medium, 37 °C)
konnten imUpscalingdirekt tbertragen werden. Das Iosliche Fusionsprddennte
dabei mit vergleichbaren Ergebnissen bezuglich Alggils am loslichen Gesamt-
protein sowohl im Schuttelkolben als auch im Bidteaproduziert werden.

Der Mal3stab des etablierten Prozesses fir die éllersg von l6slichem mSCF ist
fur die Verwendung des Zytokins in der hadmatopobs Stammzellforschung
geeignet. Fur die Produktion grof3erer Mengen aickisn mSCF kdnnte die Kulti-
vierung der Bakterien in einerfedBatchProzess durchgefihrt werden. Diese
Prozessfiihrung erlaubt die definierte Substratzegedbhrend der Kultivierung und
somit die verstarkte Kontrolle des Bakterienwachstusowie damit verbundener

Prozesse zur Produktion rekombinanter Proteine.

Zur moglichen Verkirzung des Gesamtprozesses zustéleng von loslichem
MSCF konnte eine Co-Expression des TRX-Gens mit de&CF-Gen inE. coli
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untersucht werden. Die notwendige Spaltung einesoRsproteins, wie in dieser
Arbeit beschrieben, wirde folglich entfallen. Dule damit verbundene potentiell
geringe Gesamtanzahl der Prozessschritte konnteliaimégveise eine hodhere
Ausbeute an léslichem mSCF erzielt werden.
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5 Anhang

Im Folgenden sind die Methoden fur die durchgethréxperimentellen Arbeiten
zur Herstellung von I6slichem murinéstem Cell Facto(mSCF) in chronologischer
Reihenfolge angegeben. Ein Verzeichnis der verwtiend®aterialien und Gerate
sowie noch nicht im Methodenteil aufgefiihrter Chaahen ist im Anschluss (siehe
Abschnitt 5.16) gegeben.

5.1 Allgemeines

Reinstwasser

Zum Ansetzen aller Losungen, fir Waschschritte wiide Reinstwasser aus einem
Arium 611 Reinstwassersystef8artorius Stedim Biotech, Gottingen) mit einer
spezifischen Leitfahigkeit von 18,2Mx cm verwendet.

Sterilisation

Samtliche Kultivierungsgefal3e (Schuittelkolben, Baktor), Medien, 1,5 mL- und
2 mL-Reaktionsgefal3e, Pipettenspitzen o0.4. wurdan alle Arbeiten, die mit
lebenden Organismen durchgefuhrt wurden, zuvoR@imin bei 121 °C in einem
Autoklaven sterilisiert. Kleinere Volumina oder hicautoklavierbare Lésungen
wurden durch entsprechende Sterilfilter mit einereAgro3e von 0,2 um sterilisiert.

Antibiotikum (Ampicillin)

Ampicillin wurde in einer Stammlésung mit 25 mg/rabgesetzt, aliquotiert und bei
einer Temperatur von -20°C gelagert. Alle Volumegaben fir Ampicillin
beziehen sich im Folgenden auf diese Losung. Dieitgkonzentration in Flissig-
medien betrug 75 pg/mL.
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Herstellung von Agarplatten

7,5 g Agar wurden mit LB-Medium (Zusammensetzunghsi Abschnitt 5.3) auf
500 mL aufgefullt und sterilisiert. Die noch warrhésung wurde in Petrischalen
(90 x 14 mm; VWR, Darmstadt) gegossen und die éHattach Erkalten bei 4 °C
gelagert. Die Zugabe von Ampicillin erfolgte jeveeilerst unmittelbar vor
Verwendung der Platte. Dazu wurden 100 pL der AitipiStammldsung gleich-
mafig auf der Agarplatte verteilt und etwa 10 mawartet, bis die Losung voll-

standig eingezogen war.

Schuttelkolben

Fur Vorkulturen (20 mL) wurden 100 mL-Kolben mit dhverschluss (leicht
geoffnet) und vier Schikanen verwendet; fur Haufpthken (100 mL-200 mL)
wurden 500 mL-Kolben mit Aludeckel und zwei Schigarverwendet.

OD-Messung

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD) einer fedpension wurde die
Absorption bei einer Wellenlange von 600 nm gemesBée Kulturproben wurden
mit 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung so verdunnt, dass Messgv zwischen 0,05 und 0,8
erhalten wurden (entspricht Verdinnungen zwischd0 iind 1:20). Zum Nullab-

gleich wurde 0,9 % (w/v) NaCl-Lésung verwendet.

Verdinnungen

Eine 1:2-Verdinnung entsprach einer Mischung vorizubsungen zu gleichen

Teilen. Mit einer 1:10-Verdinnung ist die Mischumngn einem Teil Losung A zu

neun Teilen Lésung B gemeint und so fort.
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5.2 Herstellung des Expressionssystems

Zur Bereitstellung des Expressionssystems aus RIE3MA und Escherichia coli
(E. col))-Wirt erfolgten zwei Schritte. Zunéchst wurde @etsprechende Vektor mit
den genetischen Informationen fur das FusionspratBX-mSCF hergestellt (siehe
Abschnitt 5.2.1). Durch Transformation von BL21(DEakterien (siehe Abschnitt
5.2.2) wurde das Plasmid in das Bakterium eingesshlund damit das Expressions-

system zusammengefulgt.

5.2.1 Herstellung des Vektors

Das Templat einer murinen cDNA der I6slichen Formm 6CF (imaGenes, Berlin)
wurde Uber eine Polymerase-Kettenreaktion (PEBlymerase Chain Reactipn
vervielfaltigt. Die dafur eingesetzten Primer warBhmSCF BamHI| 5’-
AGGGATCCATGAAGGAGATCTGCGGGAATCC-3' sowie 3' mSCKhad 5'-
TGCTCGAGITGCAACAGGGGGTAACATAAATGGTTT-3' (Eurofins MWG
Operon, Ebersberg; die Restriktionsstellen sindejésvunterstrichen). Die
amplifizierte Nukleotidsequenz wurde 3’ zur codeten Sequenz von Thioredoxin
(TRX) in einen pET-32b-Plasmidvektor (Novagen, Dstadt) alsBanmHl/Xhd-
Fragment eingefiigt. In analoger Vorgehensweise amrgowohl ein HisFag
(Codierung fur sechs Histidin-Reste) als auch &nennungssequenz flliobacco
Etch Virus (TEV)-Protease als gemeinsamigisd/BanHI-Fragment eingefigt.
Dieses Fragment wurde durch folgende UberlappendeePerstellt: 5' His-TEV 5'-
GCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTGAGAATCTT
TA-3' und 3' His-TEV 5-GAGCTACGGGGCTGGATGITGAAAATAAAGA
TTCTCACCAGAAGAATGA-3' (Eurofins MWG Operon; die Regtionsstellen
sind jeweils unterstrichen). Aus diesen beiden Bnmwurde in einer PCR-Reaktion
unter Zuhilfenahme vonTaq Polymerase ein doppelstrangiges Oligonukleotid
erstellt, dieses in einen Zwischenvektor klonieptlgt, Fermentas) und durch
Sequenzierung verifiziert. Aus diesem Zwischenvektourde das TEV-His-

Fragment durciMsd- und BanHI- Verdau freigesetzt und ebenfalls in das pET-32b
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Plasmid eingefugt. Fur die Ligation wurden in ein2thulL-Ansatz 4 puL (400 ng)
PET-32b und 12 pL Insert (400 ng) verwendet.

Das fertige Plasmid (Abbildung 5.1) wurde mittelsradsformation und
anschlieBender Kultivierung vda. coliBakterien des Stammes XL1 vervielfaltigt.
Die Isolation des Plasmids erfolgte Uber eine Nfrdparation (siehe Abschnitt

5.2.4).
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Abbildung 5.1 Plasmidkarte von pET-32b-trx-his-tev-mSCF. Dasgeiitigte Gesamt-Insert
befindet sich zwischen den Schnittstellen ¥sd und BanHI und ist in hellblau hervorgehoben.

Die codierende Sequenz des gesamten FusionsprafedsnSCF ist im Folgenden
als Abfolge der entsprechenden Basen angegebenzugehdrigen Aminoséuren
sind im Einbuchstaben-Code ebenfalls dargesteditbi§ hervorgehoben sind die
codierenden Bereiche fur den Higg (hellgrin), die TEV-Erkennungssequenz

(orange) sowie fir mSCF (violett).

atgagcgataaaattattcacctgactgacgacagttttgacacgresgtagcggacggggegatcctegtcgat
ttctgggcagagtggtgcggtecgtgcaaaatgatcgecccgattgaaatcgctgacgaatatcagggcaaact
gaccgttgcaaaactgaacatcgatcaaaaccctggcactgcgcetgaeatecgtggtatcccgactctgetge
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tgttcaaaaacggtgaagtggcggcaaccaaagtgggtgcactguteagtigaaagagttcctcgacgcetaac
ctggccggttctggttctggecataig tettctggt tcc

taa

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQ G
KLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEF L
DANLAGSGSGHM SSG S

5.2.2 Transformation

Herstellung kompetenter Zellen mittels TSS-Methode

Fiur die Einschleusung einer fremden DNA in ein Graagatives Bakterium ist es
notwendig, die Zellmembran des Wirts flr den Vektorchlassig zu machen. Daher
wurden fur die Transformation der BL21(DE3)-BakeeriNovagen) diese zunachst
Uber die TSSTransformation and Storage Solut)elethode chemisch kompetent

gemacht.

Fur eine Vorkultur wurden 100 pL einer Gefrierkuliigsiehe Abschnitt 5.2.3) von
BL21(DE3) in 20 mL LB-Medium tber Nacht bei 37 °@du130 rpm inkubiert. Die
Hauptkultur (100 mL LB-Medium) wurde mit 1 mL deo¥kultur inokuliert und bis
zum Erreichen einer OD von 0,7 bei 37 °C und 150 dultiviert. 40 mL der
Kultursuspension wurden bei 50Q0fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
maoglichst quantitativ entfernt. Das erhaltene Bagteellet wurde in 2 mL eiskalter
TSS-LAsung resuspendiert und fur 1,5 h auf Eis brekt. Nach Aliquotierung (je
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300 pL) in 1,5 mL Reaktionsgefal3e wurden die koepen Zellen in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

TSS-Ldsung 10 % (w/v) PEG 6000
30 mmol/L MgCJ
5 % (v/v) DMSO
mit LB-Medium auffillen

Transformation mittels Hitzeschock

250 pL der kompetenten Zellen wurden auf Eis aafgietind mit 15 pL Vektor
(0,1 pg/uL in TE-Puffer) 1 h auf Eis inkubiert. Afdie3end wurden die Zellen fir
2 min einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt urdirektem Anschluss 5 min auf
Eis gelagert. Nach der Zugabe von 800 pL LB-Medearfolgte eine Inkubation bei
37 °C und 300 rpm fur 1 h. Nachfolgend wurden dedlen fir 1 min bei 1009
sedimentiert und der Uberstand bis auf 300 uL veilemo Im verbleibenden
Volumen wurden die Bakterien resuspendiert, auf iaitiphaltigen Agarplatten
ausgestrichen und tUber Nacht bei 37 °C inkubieatdBs verwendete Plasmid pET-
32b-trx-his-tev-mSCF ein Gen fur eine Ampicillingtgtenz tragt, wurde dieses bei
der Transformation von BL21(DE3) auf die Bakteriéertragen. Auf den
Agarplatten konnten daher nur jene Bakterien wathde durch die erfolgreiche
Aufnahme des Plasmids die Antibiotikum-ResisteszS#lektionsmarker besal3en.

TE-Puffer 100 mmol/L Tris-HCI

10 mmol/L EDTA
pH auf 8,0 einstellen

5.2.3 Anlegen von Gefrierkulturen

Die folgende Vorschrift bezieht sich sowohl auf demiransformierten, als auch auf
den transformierten BL21(DE3)-Stamm. Fur alle Sthmit den untransformierten
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Bakterien wurde kein Antibiotikum verwendet; denafglatten und den Kultursus-
pensionen des plasmidtragenden Stammes wurdeAsbgisillin zugesetzt.

Fur die Herstellung einer Gefrierkultur wurde eiB@ézelkolonie einer frischen
Agarplatte (maximal 2 Tage alt) zur Inokulation exifvorkultur aus 20 mL LB-
Medium (und ggf. 60 uL Ampicillin-Stammlésung) veemdet. Nach der Inkubation
tber Nacht bei 30 °C und 130 rpm wurden 1 mL derkulbur zum Animpfen einer
Hauptkultur aus 100 mL LB-Medium (und ggf. 300 plmpicillin-Stammlésung)
verwendet. Die Bakterien wurden bei 37 °C und 150 bis zum Erreichen einer
OD zwischen 0,5 und 0,7 kultiviert. 10 mL der Kuffuspension wurden mit dem
aquivalentem Volumen an Glycerin vermischt (kurx&srtexen), aliquotiert (je
500 pL) und bei -80 °C gelagert.

5.2.4 Uberpriifung der Transformation

Plasmid-Praparation

Zur lIsolierung des Plasmids pET-32b-trx-his-tev-iS&us den transformierten
BL21(DE3)-Bakterien wurde daBPeq-GOLD Plasmid Miniprep Kit ll(PegLab
GmbH, Erlangen) verwendet. 10 mL einer Ubernachtufun LB-Medium wurden
bei 5000g fur 10 min zentrifugiert und der Kulturiberstanegrworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 500 pL Losung I/RNaseAdiuiortexen resuspendiert.
Nach der Zugabe von 500 pL Lésung Il und Invertieder Losung wurden 700 pL
LAsung Il dazugegeben und erneut invertiert. Fiie endglichst quantitative Prézi-
pitation wurde die Plasmidpréaparation fir 2 min &ig inkubiert und anschlie3end
fur 10 min bei 1000@ zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde irhragen
Schritten mit maximal 750 pL vollstdndig auf die Kit enthaltenen Saulen aufge-
geben und bei 100G fir 1 min zentrifugiert. Nachfolgend wurde ein Waschritt
mit 500 uL HB-Puffer sowie zwei identische Waschgtdhmit 750 uL Waschpuffer
Il (Waschpuffer mit Ethanol) durchgefuhrt. Zwischden Waschschritten wurde
jeweils 1 min bei 1000Q zentrifugiert. Zur Entfernung von Ruckstanden amaol
wurde die S&aule zusatzlich nach dem letzten Wahcitisélir 1 min bei 1000@
zentrifugiert. Fur die Elution der Plasmid-DNA valer Saule wurde TE-Puffer
verwendet. Der erste Elutionsschritt erfolgte nt 8. TE-Puffer; der zweite mit
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25 puL. Die Konzentration und die Reinheit der Miraparation wurden

photometrisch bestimmt. Die Lagerung der PlasmidAxfolgte bei -20 °C.

Restriktionsverdau

Fur die verschiedenen Ansatze wurden je 1,5 ugniaBNA aus der Mini-
Praparation, je 1 puL jedes Restriktionsenzyms sowiglL Restriktionspuffer
(10 fach-konzentriert) mit ¥ auf 40 pL aufgefullt. Die Inkubation bei 37 °C
erfolgte Uber Nacht. Fir die Linearisierung desiids wurdeEcoRI (Fermentas,
St. Leon-Rot) verwendet; fir den Doppelverdau wargeoR| und Pst (Fermentas)
in Kombination eingesetzt. Die jeweiligen Puffer rden zusammen mit den

Enzymen vom Hersteller bereitgestelit.

Agarosegelelektrophorese

Fur die Analyse der DNA-Fragmente aus dem Resinktierdau wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Zur Herstglleines 1,5 % igen Agarose-
gels wurden 1,5 g Agarose mit TAE-Puffer auf 100 aulfgefillt und bei 80 W fiir
ca. 1,5 min in der Mikrowelle aufgekocht, bis sdib Agarose gelost hatte. Nach der
Zugabe von 5 pL Ethidiumbromid wurde die gesamtsulng zur Abkihlung etwas
stehen lassen und im Anschluss zum Giel3en desy@&isndet.

TAE-Puffer 40 mmol/L Tris-HCI
19 mmol/L Essigséaure
1 mmol/L ETDA
pH auf 8,0 einstellen

Je 10 puL Probe wurden mit 10 pL Auftragspuffer veaoint und auf das Gel aufge-
tragen. Die Elektrophorese wurde 5 min bei 50 Vriebeén und dann weitere
1,5 Stunden bei 125 V. Die Visualisierung der DNArABen erfolgte mittels UV-
Licht.
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Auftragspuffer 9,5 mL Formamid
25 pL 10 % iges SDS
2,5 mg Bromphenolblau

2,5 mg Xylencyanol
10 pL 0,5 mmol/L EDTA
auffillen auf 10 mL mit HO

Produktion des Fusionsproteins

Zur Uberpriifung der Transformation auf Proteinebeoede eine Einzelkolonie von
der Transformations-Agarplatte entnommen und danme Vorkultur angeimpft.
Die Durchfihrung der Kultivierung erfolgte in LB-M&im und bei 37 °C; das
Protokoll ist Abschnitt 5.3 zu entnehmen. Die Erdier Bakterien erfolgte drei
Stunden nach der Induktion. Nach der Lyse der #Aelle Ultraschall (siehe
Abschnitt 5.5) wurden die Proben tber eine SDS-PAGErsucht (siehe Abschnitt
5.6).

5.3 Kultivierungen im Schiittelkolben

In umfassenden Vorversuchen konnte gezeigt werdass fur die erfolgreiche
Produktion des Fusionsproteins TRX-mSCF in BL21(pE& Einhaltung eines
bestimmten Protokolls entscheidend ist. Es wurdeb&ehtet, dass die direkte
Inokulation einer Vorkultur aus der Gefrierkultucint zur spateren Produktion des
Fusionsproteins fuhrte. Daher wurde zunachst eigar@latte (frisch mit 100 pL
Ampicillin-Stammlésung versehen) aus der Gefrigikul angeimpft. Durch
Eintauchen einer sterilen Impfése in die Gefrietliulwurden Bakterien auf die
Agarplatte transferiert und dort durch einen Vermlingsausstrich ausplattiert. Nach
Inkubation der Platte bei 37 °C lber Nacht wurdefalgenden Tag eine Vorkultur
mit einer Einzelkolonie von der Agarplatte inokulieDie Platte mit den Ubrigen
Kolonien wurde fur maximal vier Wochen bei 4 °C agdrt, um sie ggf. zur
Animpfung weiterer Agarplatten zu verwenden. Varegineuen Kultivierung wurde

stets eine frische Agarplatte auf die beschrieDéfeése zur Anzucht von Einzel-
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kolonien verwendet. Ob die zum Ausplattieren aufeeiAgarplatte verwendeten
Bakterien aus der Gefrierkultur oder einer andergnEinzelkolonien besiedelten
Agarplatte stammten, hatte keinen Einfluss aufRteduktion von TRX-mSCF.

Fiur eine Vorkultur wurden 20 mL Medium, 60 pL Amilin-Stammlésung, sowie
eine Einzelkolonie des plasmidtragenden BL21(DB3)¥nes tber Nacht bei 30 °C
und 130 rpm inkubiert. Die Hauptkultur (200 mL Meunh, 600 puL Ampicillin-
Stammlésung) wurde mit der entsprechend bendtigidenge an Vorkultur
angeimpft, um eine Start-OD in der Hauptkultur vOril zu erreichen. Die
Kultivierung der Hauptkultur erfolgte je nach urstechter Temperatur bei 37 °C,
30 °C oder 23 °C und 150 rpm. Die Induktion der €&gmession wurde durch die
Zugabe von 0,1 mmol/L Isoprop@HD-Thiogalactopyranosid (IPTG) bei einer OD
von 0,6 (LB- und definiertes Medium); bzw. bei eir@D von 1,0 (TB-Medium)
erreicht. Fur die Probennahme wurde Kultursuspensmtnommen und die
Bakterien durch Zentrifugation (50@Q0 10 min) vom Kulturiberstand getrennt. Die
Bakterienpellets wurden entweder direkt aufgesaalogsiehe Abschnitt 5.5) oder
bei -20 °C gelagert. Fur ein jeweilig untersuchtésdium (LB, TB oder definiert;
Zusammensetzungen s.u.) wurden sowohl die Vorkalsiauch die Hauptkultur mit

diesem Medium angesetzt.

LB-Medium 10 g/L Tryptone Plus
5 g/L Hefextrakt
10 g/L NaCl
TB-Medium 12 g Tryptone Plus

24 g Hefeextrakt
4 mL Glycerin
auffillen auf 900 mL mit kO (L6sung 1)

2,31 g KHPO,
12,54 g KHPQ,
auffillen auf 100 mL mit kO (L6sung 2)



5 Anhang 97

Beide Losungen wurden separat angesetzt und auteklaDirekt vor Benutzung
des Mediums wurden beide Lésungen im Verhaltnisangeile Losung 1 zu einem
Teil L6sung 2 zusammengegeben.

Definiertes Medium 10 g/L Glukose

1,2 g/L MgSQ-7 H,O

4,5 mg/L ThiamirHCI

2,5 mg/L CoCJ6 H,O

12,8 mg/L MnS@QH,0

2,2 mg/L CuS@5 H;O

3,0 mg/L HBO3

2,1 mg/L NaMoO42 H,O

33,8 mg/L Zn(CHCOO)-2 H,0O
100,8 mg/L Fe(lIl)Citrat

13,3 g/L KHPO,

4,0 g/L (NH):HPQ,
1,7 g/L Zitronenséaure
14,1 mg EDTA

pH auf 6,9 einstellen

Alle Lésungen (Glukose, MgSQThiamin, Spurenelemente und der Phosphatpuffer)
wurden separat hergestellt und sterilisiert (bi§ Buamin kdnnen alle Losungen
autoklaviert werden). Dabei wurden verschieden katrzerte Stammlésungen ange-
setzt (Glukose: 50-fach; MgQQL00-fach; Thiamin: 100-fach, Spurenelemente: 100-
fach; Phosphatpuffer: einfach) und unmittelbar Wamrwendung des Mediums in

entsprechenden Mengen zusammengegeben.
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5.4 Bestimmung der Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse (BTM) wurdenjéitte Probe in Doppelbe-
stimmung je 2 mL der Kultursuspension entnommen umein 2 mL-Reaktions-
gefal3 gefullt. Die Bakterien wurden bei 50§0fir 10 min pelletiert und
anschlieBend bei 80 °C fur zwei Tage in einem Teooken getrocknet. Zur
Abkihlung wurden die Proben fur 30 min im Exsikkatmufbewahrt. Aus der
Differenz der beiden Massen fur das Reaktionsgeddtind nach der Befillung mit
Probe konnte die BTM ermittelt werden.

Fiur die Kultivierungen im Schittelkolben wurde fédes Medium (LB, TB und
definiert) bei 30 °C eine Kalibration fur den Zusaenhang aus OD-Wert und zuge-
horiger BTM durchgefilhrt. Uber eine lineare Regoass wurde eine
Geradengleichung berechnet und mit dieser die BliiMlie weiteren Temperaturen
(23 °C und 37 °C) rechnerisch bestimmit.

5.5 Zellaufschluss

Der Zellaufschluss erfolgte fur aufzuschlieRendduxona bis 500 pL durch Ultra-
schall; ab 500 uL wurde die Lyse chemisch BitgBuster™ Protein Extraction
ReagentiNovagen) durchgefuhrt. Aufschliisse fir Volumirs0& pL mittels Ultra-
schall fuhrten unter allen untersuchten Bedingungénzere Intervalle und langere
Pausen zwischen den Ultraschall-Einheiten) stets Aggregation des Fusions-
proteins. Unabhéngig von der verwendeten Methodedevu die pelletierten
Bakterien in der entsprechenden Menge Lysepufferresuspendiert, dass der
Aufschluss bei einer OD von 20 erfolgte. Damit fég alle Aufschliisse stets eine
konstante Anzahl an Zellen zugrunde, sodass dieiljgen Proteinbanden aus der
SDS-PAGE-Analyse direkt miteinander verglichen vegréonnten. Die Berechnung

fir das benotigte Volumen an Lysepuffer erfolgteméolgender Formel:

20
0D bei Probenentnahme

=X
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Kulturvolumen der Probe [mL]

= Volumen Lysepuf fer [mlL]
X

Die OD bei Probenentnahme bezieht sich auf die geeme OD der Kultursuspen-
sion zum Zeitpunkt der Probenentnahme bzw. ErnteB#kterien. Das Kultur-
volumen der Probe beschreibt jenes Volumen an Kaugpension, das dem aufzu-
schlieenden Bakterienpellet zu Grunde lag.

FUr eine mechanische Lyse der Zellen mit Hilfe \ditraschall wurden die

Bakterienpellets zundchst in PBS-Puffer (Lysepuffér Ultraschall-Aufschluss)

resuspendiert. Durch Vorversuche wurden versche&dBedingungen wie die

Leistung und Pulsdauer der Ultraschall-Sonde salegd yse-Dauer untersucht und
optimiert. Die besten Ergebnisse wurden fur diggdatden Bedingungen erhalten.
Unter Eiswasserkiihlung der Probe wurde diese fiamébei 100 W und einer Puls-
dauer von 0,6 s lysiert.

PBS-Puffer 137 mmol/L NaCl
2,7 mmol/L KCI
10 mmol/L NaHPOy-2 H,O
2 mmol/L KRPO,
pH auf 7,4 einstellen

Fur den chemischen Aufschluss BiigBuster™ Protein Extraction Reagamter

Zusatz von Lysozym und Benzonase wurden ebenfallvérsuche zur Ermittlung
der optimalen Bedingungen (erforderliche Mengen llmden Enzyme) durchge-
fuhrt. Die benétigte Menge an Aufschluss-Reagenyaépuffer fir chemischen Auf-

schluss) wurde jeweils frisch nach folgendem Grenept hergestellit:

Aufschluss-Reagenz 1 mLBugBuster™ Protein Extraction Reagent

0,6 uL Benzonase

1,0 pL Lysozym-LOsung

Die Lysozym-Ldsung wurde ebenfalls stets frischemagzt, wobei 50 mg Lysozym
in 500 pL Lysozym-Puffer geldst wurden.



5 Anhang 100

Lysozym-Puffer 50 mmol/L Tris-HCI
100 mmol/L NacCl
0,1 mmol/L ETDA
0,1 % (v/v) Triton X-100

pH auf 8,0 einstellen

Das Bakterienpellet wurde in der entsprechendeng@léufschluss-Reagenz aufge-
nommen und fur 20 min bei 350 rpm und Raumtempenakubiert.

Bei beiden Aufschluss-Methoden wurde das erhal@slysat fur je 20 min bei
17000g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der derlidhen Fraktion des
Zelllysats entspricht, wurde mdglichst quantitasaibgenommen. Fir die unlésliche
Fraktion des Zelllysats wurde der Rickstand ermewder entsprechenden Menge
Lysepuffer durch kraftiges Auf- und Abpipettiereasuspendiert.

5.6 SDS-PAGE

Zur Durchfuhrung einer Natriumdodecylsulfat-Polydamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurden die Proben mit der aquivalenteene Laemmli-Auftrags-

puffer versetzt und fir 10 min bei 95 °C denaturiBa die Lyse der Bakterienpellets
stets bei einer OD von 20 erfolgte (siehe Abschni), wurden alle Proben durch
die Vorbereitung fur die SDS-PAGE auf eine thesmte OD von 10 verdinnt.
Durch diese einheitliche Vorgehensweise wurde ailgemeine Normierung der
Proben erreicht, sodass diese direkt auf dem Geimander verglichen werden

konnten.

Laemmli-Auftragspuffer 80 % (v/v) SDS-Probenpuffer
10 % (v/v) Glycerin (55 % ig (v/v))
10 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
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SDS-Probenpuffer 20 mmol/L Tris-HCI
2 mmol/L EDTA
5 % SDS (w/v)
0,02 % Bromphenolblau
auffillen auf 90 mL mit HO

SDS-Laufpuffer(“1x TGS”) 25 mmol/L Tris-Base
192 mmol/L Glycin
0,1 % SDS (w/v)
pH auf 8,3 einstellen

Tabelle 5.1 Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele (Angdloenwei Gele).

Substanz Sammelgel (6 % ig) Trenngel (12 % ig)
Polyacrylamid/Bisacrylamid- 750 pL 3,0 mL
Mischung (37,5:1); 40 % ig
SDS (1 % ig) 300 pL 1,0 mL
Tris-HCI (1,5 mol/L), pH 8,8 - 2,8 mL
Tris-HCI (1,5 mol/L), pH 6,8 630 pL -

H-0 3,770 mL 3,2 mL
TEMED 10 pL 20 pL

APS (25 % ig)

10 pL 20 pL

Die Elektrophorese wurde zunachst fir 30 min beeeiSpannung von 100 V und
anschlieBend fir 60-90 min bei 200 V betrieben. Bé&bung der Gele erfolgte
mittels Silberfarbung (Empfindlichkeit <1 ng Protegpro Bande) odeCoomassie
Blue-Farbung (Empfindlichkeit 0,1-0,2y Protein pro Bande).

Silber-Farbung

Das Gel wurde nach der Elektrophorese m©Hyespult und dann fir mindestens

30 min im Entfarber/Fixierer (80 mL Essigsaure, 4al0 Ethanol und 400 mL D)
inkubiert. Nach zweimaligem, kurzem Waschen m©Hvurde das Gel fir 2,5 min
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in Farmers Reduce(l Spatelspitze {Fe(CN)] sowie 1 Spatelspitze N&,0; in
100 mL HO) gelegt. AnschlielRend wurde das Gel bis zur té@idigen Entfarbung
mit H,O gewaschen (Wechsel des Waschwassers nach j&wmils). Im folgenden
Schritt wurde das Gel fir 30 min in einer 0,1 %ovMwgen AgNQ-L6sung inkubiert
und im Anschluss zweimal fur je 30 s mg®igewaschen. Ein weiterer Waschschritt
erfolgte fir 30 s mit einer 2,5 % (w/v) igen M&s-Losung. Zur Entwicklung der
Proteinbanden wurde das Gel in 100 mL einer Loésang 300 uL Formaldehyd
(36,5 % ig) in 2,5 % (w/v) iger N&EOs-L6sung inkubiert. Zum Stoppen der Farbung
wurde das Gel fur 10 min in einer 5 % (v/v) igensigsaure geschwenkt. Alle
genannten Schritte erfolgten auf einer Ruttelplatie homogenen Verteilung der
Ldsungen auf dem Gel.

Coomassie Blud-arbung

Zur Herstellung der Farbeldosung wurde ekteast Gel Blue Rablette in 80 mL

H>O und 120 mL Methanol gel6ést und die Losung fittridNach kurzem Waschen
des Gels mit O wurde dieses fur mindestens zwei Stunden mitGymassie

Blue-Losung gefarbt. Die Entfarbung erfolgte mit eingisung aus (30 % (v/v)
Methanol, 10 % (v/v) Eisessig und 60 % (v/vQj, wobei diese alle 30 min
gewechselt wurde. Zum Stoppen der Entfarbung wdadeGel in HO gelagert. Alle

genannten Schritte erfolgten auf einer Ruttelplatie homogenen Verteilung der
Losungen auf dem Gel.

5.7 Bradford-Assay

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts einer lggwrde das Bradford-Assay
durchgefuhrt [189]. In einer Mikrotiterplatte wurdge 10 pL einer Probe mit
300 pL Bradford-Reagenpomassie Plus (Bradford) Assay ,K#tierce, Rockford,
USA) versetzt und 30 s geschittelt. Nach einer bbakibon von 10 min bei
Raumtemperatur wurde die Absorption bei 570 nm gse® Als Standard wurde
eine Verduinnungsreihe von BSA verwendet und Uberedstellte Kalibration von
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Proteinkonzentration und gemessener AbsorptioPchéeinkonzentration der Probe

bestimmt.

5.8 Aufreinigung des Fusionsproteins mittels IMAC

5.8.1 Vivawell 8-Strips

Fur die Aufreinigung des Fusionsproteins mittelsnimbilisierter Metall-Affinitats-
chromatographie (IMACImmobilized Metal lon Affinity Chromatographwurden
im Analysenmal3stalivawell 8-Strips(Sartorius Stedim Biotech) verwendet. Fur
jeden Schritt wurden 300 pL der entsprechendenngisuf die Membran pipettiert
und anschlieBend zentrifugiert. Daftir wurden dibt aebeneinander angeordneten
Einheiten derVivawell 8-Stripsmit einem Lochrahmen sowie einer 96-well-Platte
kombiniert und somit die jeweiligen Fraktionen aaffgngen.

Fur dasScreeningder Metalle wurden neben Zns@uch NiSQ, CuSQ, CoC},
FeSQ und CdC{ (jeweils 0,5 mol/L in Equilibrierungspuffer) verweet.

Eine Ubersicht der verwendeten Puffer und der Zagationsbedingungen fir die
einzelnen Schritte gibt Tabelle 5.2. Der Zellaufssk der Bakterien erfolge mittels
Ultraschall (siehe Abschnitt 5.5), sodass als Ripb#er PBS verwendet wurde.



5 Anhang 104

Tabelle 5.2 Ubersicht der Puffer und ZentrifugationsbedirgemfiirVivawell 8-Strips.

Puffer Zusammensetzung Zentrifugation

Equilibrierungspuffer 100 mmol/L Natriumacetat 1500g, 1 min
500 mmol/L NaCl
pH auf 4,5 einstellen

Metalllbsung (ZA" 0,5 mol/L ZnSQin 1500g, 1 min
Equilibrierungspuffer

Waschpuffer 1 PBS-Puffer (siehe 15009, 3 min

(Probenpuffer) Abschnitt 5.5)

Waschpuffer 2 50 mmol/L Tris-HCI 15009, 3 min

(Basis-Elutionspuffer ohne 100 mmol/L NaCl

Imidazol) pH auf 8,0 einstellen

Elutionspuffer 1 50 mmol/L Tris-HCI 15009, 3 min

100 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl
pH auf 8,0 einstellen
Elutionspuffer 2 50 mmol/L Tris-HCI 15009, 3 min
250 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl

pH auf 8,0 einstellen

Vor der Funktionalisierung der Membran mit Zinkionevurde zweimal mit
Equilibrierungspuffer gewaschen und dann zweimal Metalllosung beladen. Zur
Entfernung von ungebundenen Metallionen wurde eérreveimal mit Equili-
brierungspuffer gewaschen.

Fur die Aufreinigung des Fusionsproteins wurde filiektionalisierte Membran
zunéchst zweimal mit Probenpuffer gesplilt, dannRi@be (losliche Fraktion des
Zelllysats 1:2 mit Probenpuffer verdiinnt und fétt) auf die Membran gegeben und
fur 8 min bei 30Q@ zentrifugiert. Die nachfolgenden Waschschrittelgten wie die
erste Elution mit Elutionspuffer 1 jeweils nur eiaimElutionspuffer 2 wurde sowohl

fur den zweiten als auch fur den dritten Elutiohssgtverwendet.
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5.8.2 Durchfihrung an der FPLC-Anlage

Fur die Aufreinigung des Fusionsproteins an der EREast Performance Liquid
Chromatography-Anlage wurde eineSartobind™ MA IDA 7&inheit (Sartorius
Stedim Biotech) benutzt. Der Zellaufschluss der tBa&n erfolge mittels
chemischer Lyse mBugBuster™ Protein Extraction Reagdstehe Abschnitt 5.5).
Auf Grund einer telefonischen Herstellerangabe @g@n) war bekannt, dass
BugBuster™ Protein Extraction Reagemif einem Tris-Puffer (100 mmol/L Tris-
HCI, pH = 7,5) basiert. Vereinfachend wurde dieges-Puffer ndherungsweise dem
Probenpuffer gleichgesetzt, da die genaue Zusanetrmmg) vonBugBuster™
Protein Extraction Reageninbekannt ist.

Eine Ubersicht der verwendeten Puffer sowie degesiatzten Volumina fiir die
einzelnen Schritte gibt Tabelle 5.3. Die Flussratede bis auf den Beladungsschritt
mit Metalllosung (5 min bei 1 mL/min; 10 min bei50nL/min) konstant bei

1 mL/min gehalten.
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Tabelle 5.3 Ubersicht der Puffer und Volumina fiir die Duiighfung an der FPLC.

Puffer

Zusammensetzung

Eingesetztes Volumen

[mL]

Equilibrierungspuffer

Metalllbsung (ZA"

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Waschpuffer 3

Waschpuffer 4

Elutionspuffer 1

Elutionspuffer 2

100 mmol/L Natriumacetat

500 mmol/L NacCl
pH auf 4,5 einstellen
0,5 mol/L ZnSQ in
Equilibrierungspuffer

50 mmol/L Tris-HCI
20 mmol/L Imidazol
pH 8,0 einstellen

50 mmol/L Tris-HCI
40 mmol/L Imidazol
pH 8,0 einstellen

50 mmol/L Tris-HCI
100 mmol/L Imidazol
500 mmol/L NaCl
pH 8,0 einstellen

50 mmol/L Tris-HCI
100 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl
pH 8,0 einstellen

50 mmol/L Tris-HCI
150 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl
pH auf 8,0 einstellen

50 mmol/L Tris-HCI
400 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl

pH auf 8,0 einstellen

10

10

10

10

Siehe Text

Siehe Text
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Die Probe (l6sliche Fraktion des Zelllysats) wukae ihrer Prozesssierung an der
FPLC-Anlage 1:2 mit Probenpuffer (s.0.) verdinnd dittriert. Fir einen Lauf an
der FPLC-Anlage wurden etwa 5 mL der so vorbereité&robe verwendet.

Fur die Elution wurde zunéchst ein linearer Gradieon 150 mmol/L auf
175 mmol/L Imidazol Uber 6 mL eingestellt. Die b#gten Mengen an
Elutionspuffer 1 und 2 wurden automatisch durch Bigmpen angesogen und
vermischt. Im Anschluss wurde isokratisch mit Edaspuffer 2 Gber 12 mL eluiert.
Zur Regeneration der Membran wurde das Metall d@ptilen mit 1 mol/L HSO,
(10 min) abgeldst. Die Membran wurde anschlie3eitdEthanol gespult und bei
4 °C gelagert.

5.8.3 Waschfraktionen der FPLC-Aufreinigung

In Abbildung 5.2 ist die SDS-PAGE-Analyse der Wdsalktionen der optimierten
Aufreinigung des Fusionsproteins an der FPLC-Anldgagestellt (siehe Abschnitt
3.4.2).

M W1 W1 w2 w2 w2 W2 w2 w3 w3
kDa

150—

—

85—

60—

50—

40— v

30— wd pr—
25—

20—

15—

10— -

Abbildung 5.2 Waschfraktionen der optimierten IMAC-Aufreinigumgn TRX-mSCF Uber eine
Zn*-funktionalisierteSartobind™ MA IDA 75Gezeigt sind Proben der jeweiligen Fraktionen mit
Waschpuffer 1 (Spuren 1-2), Waschpuffer 2 (Spuref) 8nd Waschpuffer 3 (Spuren 8-9). Die
Zusammensetzung der einzelnen Puffer ist AbscBrdt2 zu entnehmen. Die Analyse erfolgte durch
eine SDS-PAGE (12 % iges Gel; Silberfarbung). Myt€in-Marker (10-200 kDa); W1, Waschpuffer
1; W2, Waschpuffer 2; W3, Waschpuffer 3.
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5.9 Western Blot

Im ersten Schritt des Western Blots wurde eine $B&E durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 5.6), jedoch ohne Farbung des Gels. Zuamgfer der Proteine auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran wurde dieseurachst mit Ethanol
gewaschen und dann mit zusammen mit dem SDS-Geé stem Filterpapieren und
Filzsticken in Transferpuffer geschwenkt. Fir 6@ erfolgte der Proteintransfer bei
0,1 A pro Gel unter Eiskihlung in Transferpuffere PVDF-Membran wurde 5 min
mit H,O gewaschen und dann eine Stunde in Blockpuffenbm@tt. Im Anschluss
wurde die Membran eine Stunde in die priméare Ampedlosung KMouseAnti-His-
Tag Antikorper, Santa Cruz Biotechnology, HeidelbergliODO in Blockpuffer)
gelegt. Nach dreimaligem Waschen (je 5 min) mitcBfuffer wurde die Membran
fir eine Stunde in der sekundaren Antikorperlos(agat-Anti-Mouse 1gG-(H+L)-
Alkaline-Phosphatase-Conjugagaitikorper; BD Bioscience, Heidelberg; 1:3000 in
TBST-Puffer) inkubiert. Die Membran wurde in melenerSchritten gewaschen:
dreimal je 5 min mit TBST-Puffer; zweimal je 10 nmmt TBS-Puffer sowie einmal
5 min mit AP-Puffer. Zur Entwicklung der Banden wardie Membran in Farbent-
wicklungslosung (25 mL AP-Puffer und je 250 pL Fadgenz A und B aus deiP
Conjugate Substrate K[BioRad, Munchen; vorgemischte Losungen aus BGHP (
Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphat  p-Toluidin  Salzund NBT {itro-Blue
Tetrazolium Chlorig]) gegeben. Die Farbung wurde durch den Transfer d
Membran in HO beendet und die Membran an der Luft getrocknet.

Transferpuffer 25 mmol/L Tris-HCI
192 mmol/L Glycin
10 % (v/v) Ethanol

pH auf 8,3 einstellen

TBS-Puffer 25 mmol/L Tris-HCI
150 mmol/L NaCl

pH auf 7,4 einstellen
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TBST-Puffer 25 mmol/L Tris-HCI
150 mmol/L NaCl
0,5 % (v/iv) Tween 20
pH auf 7,4 einstellen

Blockpuffer 25 mmol/L Tris-HCI
150 mmol/L NaCl
2 % (w/v) BSA
0,5 % (v/v) Tween 20

pH auf 7,4 einstellen

AP-Puffer 100 mmol/L Tris-HCI
100 mmol/L NaCl
5 mmol/L MgC}-7 H,O
pH auf 9,5 einstellen

5.10 Protease-Inhibitoren

Zur Vermeidung der Proteolyse des Fusionsprotaieh¢ Abschnitt 3.4.3) wurden
drei verschiedene kommerzielle Gemische von Pretkdsbitoren gemald dem
Herstellerprotokoll eingesetzt. Es wurden folgemalabitoren untersuchtProtease
Inhibitor Cocktail for Use with Bacterial Cell Excts (P 8465, Sigma Aldrich,
Steinheim), Protease Inhibitor Cocktail for Purification of Hidine-Tagged
Proteins (P 8849, Sigma Aldrich) undComplete Mini, EDTA-freg(Cat. No.
11836170001, Roche, Mannheim). Da jedoch keinesgdtesteten Gemische den
gewulnschten Effekt erzielte, wurde in der weitelRenzesssierung auf den Einsatz

von Protease-Inhibitoren verzichtet.

5.11 Verdau des Fusionsproteins

Zur Spaltung von 46 pg Fusionsprotein TRX-mSCF ¢demetrische Konzentra-
tionsbestimmung; siehe Abschnitt 5.12) wurden 1AdTEVM-Protease (10 U/uL,
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Cat. No 12575-015, Invitrogen, Darmstadt) und 21AdTEV™ 20x-Puffer einge-
setzt. Der Verdau erfolgte bei 4 °C fur 40 Stundéts Substrat wurden die
vereinigten Elutionsfraktionen der IMAC-Aufreiniggiwvon TRX-mSCF verwendet.

5.12 Densitometrie

Die Konzentrationsbestimmung des Fusionsproteirisigte Uber eine densito-
metrische Auswertung [190]. Hierfir wurde neben dieuntersuchenden Probe ein
Proteinstandard (BSA) in verschiedenen Konzentnaticauf das Polyacrylamid-Gel
einer SDS-PAGE aufgetragen. Nach der Elektrophonesede das Gel mit
Coomassie Blugyefarbt (siehe Abschnitt 5.6), eingescannt undr iflie Software
Gel-Pro Analyzer 6.Gausgewertet. Uber die bekannten KonzentrationerB&e\-
Standardreihe und der von der Software bestimméensitaten der zugehdrigen
Proteinbanden auf dem Gel konnte eine Kalibratiersde erstellt werden. Uber
lineare Regression wurde die Geradengleichung beetaind somit die Proteinkon-

zentration des Fusionsproteins bestimmt.

5.13 IMAC-Aufreinigung zur Isolierung von mSCF

5.13.1Dialyse

Das Proteingemisch aus dem Verdau des Fusionsmsoteirde vor der IMAC fur
24 Stunden bei 7 °C gegen PBS-Puffer dialysiere @afiir verwendeten Dialyse-
schlauche Visking Tubing, Size 2, cut-off 12-14 kDHledicell International,
London, UK) wurden zuvor 30 min bei 80 °C in einedbsung aus 2 % (w/v)
NaHCG; und 1 mmol/L EDTA inkubiert. Der Schlauch wurde sehlieRend

grandlich mit HO gewaschen und zur Dialyse eingesetzt.
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5.13.2Durchfihrung der IMAC an der FPLC-Anlage

Fir die Isolierung von mSCF an der FPLC-Anlage wuetheSartobind™ MA IDA

75-Einheit (Sartorius Stedim Biotech) benutzt. Alsoll® wurde das filtrierte
Proteingemisch aus einem 40-stindigem Verdau desomsproteins (10 mL-
Ansatz) und nachfolgender Dialyse verwendet. Eirgerbicht der verwendeten
Puffer sowie der eingesetzten Volumina fir die elinen Schritte gibt Tabelle 5.4.
Die Flussrate wurde bis auf den Beladungsschritt Metalllosung (5 min bei

1 mL/min; 10 min bei 0,5 mL/min) und der Beladungt wher Probe (0,5 ml/min)
konstant bei 1 mL/min gehalten.

Tabelle 5.4 Ubersicht der Puffer und Volumina fiir die Isolieg von mSCF an der FPLC.

Puffer Zusammensetzung Eingesetztes Volumen
[mL]
Equilibrierungspuffer 100 mmol/L Natriumacetat 10

500 mmol/L NaCl
pH auf 4,5 einstellen

Metallldsung (ZA") 0,5 mol/L ZnSQin 10
Equilibrierungspuffer
Waschpuffer 50 mmol/L Tris-HCI 5

40 mmol/L Imidazol
pH 8,0 einstellen
Elutionspuffer 1 50 mmol/L Tris-HCI Siehe Text
150 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl
pH auf 8,0 einstellen
Elutionspuffer 2 50 mmol/L Tris-HCI Siehe Text
250 mmol/L Imidazol
100 mmol/L NaCl
pH auf 8,0 einstellen

Die Probe (dialysiertes Gemisch aus den Spaltptedudes Verdaus) wurde ohne

Verdunnung direkt zur Aufreinigung verwendet.



5 Anhang 112

Fur die Elution wurde zunéchst ein linearer Gradieon 150 mmol/L auf
250 mmol/L Imidazol tber 4 mL eingestellt. Die b&gten Mengen an Elutions-
puffer 1 und 2 wurden automatisch durch die Pungregesogen und vermischt. Im
Anschluss wurde isokratisch mit Elutionspuffer 26 mL eluiert.

Zur Regeneration der Membran wurde das Metall d@ptilen mit 1 mol/L HSO,
(10 min) abgeldst. Die Membran wurde anschlie3eitdEthanol gespult und bei
4 °C gelagert.

Isoliertes mSCF aus den Durchflussfraktionen wistil filtriert, aliquotiert und
bei -20 °C (42 pg/mL in PBS-Puffer; Zusammensetzdeg Puffers siehe Abschnitt
5.5) gelagert. Wiederholtes Auftauen und Einfriedes Zytokins wurden dabei

vermieden.

5.13.3ELISA

Fur die Durchfiuhrung des enzymgekoppelten Immungtsostests (ELISA,
Enzyme Linked Immunosorbent Agsayrde ein Kit (MouseSCF-ELISA Kit, Ray
Biotech, Kdln) gemal3 den Herstellerangaben verwerile wurden Proteinkon-
zentrationen sowohl fiir das I6slich i coli hergestellte mSCF als auch fir das
kommerziell erhaltliche mSGEk.m (PeproTech, Hamburg) bestimmt. mS&GHh
wurde ebenfalls aus rekombinantEncoli hergestellt (Uber die Aufarbeitung von
Inclusion Bodiesund als Standard fur die biologischen Aktivitatss eingesetzt.

5.13.4Bestimmung des Endotoxingehalts

Zur Detektion von Endotoxinen wurde die Probe rstteAL-Test Endosafe-
PTSTM Charles River Laboratories, Boston, MA, USA) g8mden Hersteller-
angaben untersucht.
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5.14 Biologische Testung von mSCF

5.14.1Zellkultur

Alle biologischen Tests wurden unter Verwendung kemanen Zelllinie M-07e
(DMSZ, Braunschweig) durchgefuhrt. Die Zellen wurdéen IMDM-Medium
(Biochrome AG, Berlin) mit 20 % (v/v) fetalem Kalkserum (PAA Laboratories
GmbH, Codlbe), 2 % (v/v) L-Glutamin (200 mmol/L Stammldésung; PAA
Laboratories GmbH) und 1 % (v/v) Penicillin/Strepicin (100x Stammldsung;
PAA Laboratories GmbH) kultiviert.

Zur Erhaltung der Zellen in der Suspensionskulturden die M-07e-Zellen alle
zwei bis drei Tage passagiert und mit einer Zeligicvon etwa 5 x FZellen/mL
und unter Zugabe von 520 ng/mL mSgf (PeproTech) neu ausplattiert. Die
Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C unter 530,/95 % Luft. Die Zellzahlen
wurden jeweils durch mikroskopische Zahlungen mitfeH einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt.

Alle Kultivierungsversuche wurden von mir in denbloaatorien der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH, Experimentelle HamataogiAbteilung Prof.
Christopher Baum) in den Gruppen von Dr. Johanne&vieynd von Dr. Dr. Axel
Schambach durchgefiihrt.

5.14.2Kurzzeit-Proliferations-Assay

Die biologische Aktivitat von mSCF und TRX-mSCF Mergleich zu mSCfmm
wurde anhand eines Zellproliferations-Assays nstidiiem FormazarQellTiter96®
AQueousOne Solution Cell Proliferation Assaromega, Mannheim) untersucht. Der
Assay basiert auf der enzymatischen Reduktion eifiegazolium basierten
Substratgemisches (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)&Be@rboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (,MTS") und Phenazinhésulfat (,PES oder Owen
Reagenz®)) durch vitale, proliferierende Zellen zweinem farbigen
Formazankomplex. Durch die Léslichkeit des entstdba Farbkomplexes ist dieses

Assay im Gegensatz zum MTT-Assay auch flr Suspesa@len geeignet. Eine
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Quantifizierung der metabolisch aktiven Zellen #&ffodurch Messung der
Absorption bei 490 nm.

Zur Durchfuhrung des Assays wurde gemald den Hinstegaben vorgegangen;
wobei alle Anséatze in Funffachbestimmung unterswaintden. Die Zellen wurden
zunachst dreimal mit PBS-Puffer (Dulbecco’s PBSeoBia/Mg, PAA Laboratories
GmbH) mittels Zentrifugation (31dg, 10 min)gewaschen. Anschlie3end wurden die
M-07e-Zellen in neuem Medium resuspendiert, in 9ddrotiterplatten (Greiner
Bio One, Frickenhausen) ausplattiert und separdt dan zu untersuchenden
Zytokinen fir 36 Stunden inkubiert. Dabei wurdee diytokine jeweils mit einer
Konzentration von 520 ng/mL eingesetzt. Vier Stundeach der Zugabe des
Tetrazolium basierten Substratgemisches wurde disoiption als Mafd fur die
Anzahl der proliferierenden Zellen gemessen.

5.14.3ECso-Bestimmung

Zur Bestimmung der E{Werte von loslich irkE. coli hergestelltem mSCF und dem
kommerziellen Standard mS¢km wurde der unter 5.14.2 beschriebene Kurzzeit-
Proliferations-Assay miCellTiter96® AQ.eousOne Solution Cell Proliferation Assay
durchgefuhrt. Beide Zytokine wurden in verschieaseKenzentrationen im Bereich
von 20 ng/mL-1000 ng/mL eingesetzt und die res@tiden Absorptionen
gemessen. Die Berechnung dersiE®/erte erfolgte auf Basis der erhaltenen Daten
[191].

5.14.4Langzeit-Proliferations-Assay

Die M-07e-Zellen wurden zunachst dreimal mit PB$fétuDulbecco’s PBS ohne
Ca/Mg, PAA Laboratories GmbH) mittels Zentrifugati(811g, 10 min)gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen in neuem Medium gpeadiert und mit einer
Konzentration von 4.5 x 2@ellen/mL in 12er-Mikrotiterplatten (Greiner Bion®)
ausplattiert. mSCgmnm wurde in Konzentrationen von 520 ng/mL und 260mig/
eingesetzt; fur das I6slich B. coli hergestelite mSCF wurden Konzentrationen von
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417 ng/mL, 84 ng/mL und 42 ng/mL verwendet. Dasaa#solumen in einem Well
betrug 1 mL und alle Ansatze wurden in Dreiffachipesiung untersucht.

Die M-07e-Zellen wurden Uber einen Zeitraum vorlra@en alle zwei bis drei Tage
passagiert. Dabei wurden die Zellen stets wiedet &iner Zellzahl von
4.5 x 16 Zellen/mL ausgesat und das jeweilige Zytokin im dden angegebenen
Konzentrationen zugegeben. Die Zellzahlen wurdentdAuszéhlen am Mikroskop
unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer bestinfitit die Ermittlung des
Verlaufs der Zellzahlen Uber den Zeitraum des gesargxperiments wurden die
jeweiligen Verdinnungen der Zellpopulationen dutek Passagieren berucksichtigt.

5.14.5Morphologische Untersuchungen der M-07e-Zellen

Nach Beendigung des Langzeit-Proliferations-Assaysien die Zellen Uber Zentri-
fugation (10 min, 72, Shandon Cytospin-Zentrifuge, Thermo Electron Goapon,
Pittsburgh, PA, USA) auf Objekttrager immobilisiddach Trocknung der Praparate
wurde eine Farbung nach der Pappenheim-Methodd [d@2hgefihrt. Zellkerne
erscheinen bei dieser Farbemethode blaulich-viadat Zytoplasma wird blau ange-
farbt.

Die Praparate wurden zunachst fur 5 min in unventBmMay-Grinwald-LAsung
inkubiert, grindlich mit HO gewaschen und 30 min in Giemsa Ldsung (5 % (v/v)
Giemsa Stamml6dsung) inkubiert. AnschlielBend wurden Objekttrager mit KD
gewaschen, getrocknet und zur Konservierung miereinfropfen Roti-Histokitt
versehen sowie mit einem Glasplattchen abgedeckichNder Trocknung der
Praparate konnten diese unter einem hochauflosevidkeoskop analysiert werden.

5.15 Kultivierung im Bioreaktor

5.15.1Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung erfolgte in einem 2 L-BioreaktoBipstat A Plus Sartorius Stedim
Biotech) bei 37 °C und in definiertem Medium (siedlschnitt 5.3; Verwendung
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von 20 g/L Glukose). Nach Vorlage des Kulturmediusspicillin (75 pg/mL) und

0,1 mL/L Antischaummittel wurde der Bioreaktor rdiéer Vorkultur angeimpft; das
Gesamtkulturvolumen lag bei 1,5 L. Die Induktiofoégte mit 0,1 mmol/L IPTG bei
einer OD von 6.

Fur die Vorkultur wurden mehrere SchuttelkolbenQ(hiL, vier Schikanen) in LB-
Medium wie unter Abschnitt 5.3 beschrieben vorliete(30 °C, 130 rpm). Die
Inokulation des Reaktors erfolgte bei einer OD vOy8. Dafur wurde die
entsprechend benétigte Menge an Vorkultur vereintgtnin auf Eis inkubiert,
zentrifugiert (400@®, 15 min, 4 °C) und in gekuhltem, definierten Mediu
resuspendiert.

Die Kultivierung wurde unter folgenden Bedingungkemchgefihrt:

Temperatur: 37 °C

pH-Wert: 6,9 (Regelung mit 1 mol/L NaOH und 1 mdiCl)
Sauerstoffsattigung: 80 %

Ruhrgeschwindigkeit: 200-1350 rpm (zur Regelung @elostsauerstoffs)
Begasung (Druckluft): 1,5 L/min

Der Prozessverlauf wurde sowohl tber &asstatSystem (Temperatur, pH-Wert,
Sauerstoffsattigung und Begasung) als auctRiigRSoftware (Abgas COund Q)
online verfolgt. Die offline-bestimmten Gré3en waren der OD-Wert und die BTM
(siehe Abschnitt 5.4), sowie die jeweiligen Acetand Glukosekonzentrationen
(Bestimmung Uber eine HPLC-Analyse, siehe Absclnitb.2). Die Produktbildung
wurde durch eine SDS-PAGE-Analyse ebenfaffine untersucht, wobei die Proben
wie in 5.5 beschrieben aufgeschlossen wurden.

5.15.2HPLC-Analytik

Die Konzentrationsbestimmung von Glukose und Acetfolgte mittels
Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (HPLBigh-Performance Liquid
Chromatography Zur Erstellung der jeweiligen Kalibration wurdear der Proben-
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analyse Standardreihen von Glukose und Acetat atgjasd vermessen. Es wurden

folgende Bedingungen verwendet:

Chromatographie-Saule: Aminex HPX-87h, 300 x 718 (BioRad)
Flussrate: 0,8 mL/min

Temperatur: 65 °C

Eluent: 5 mmol/L SOy

Detektion: Brechungsindex-Detektor
Analysenzeit: 20 min/Probe

5.15.3Berechnung der Sauerstofftransferrate

Zur Berechnung der Sauerstofftransferrate (OTRygen Transfer Ratewurde

folgende Formel verwendet:

“idgal *Reaktor 1o 100—Kgur 02 X our CO2

OTR = - Mﬂ:f Vin . (:‘::n If»‘:"."-:urﬂ:) ) ( 100=%n 02 =Xin €Oz )

e Xin Prozentualer Anteil der Gaskomponente am Reaikigang
o  Xout Prozentualer Anteil der Gaskomponente am Realk$sgang
e V Reaktorvolumen

Reaktor

° V.., Ideales Gasvolumen der Komponente bei Reakbpeeatur

e M Molmasse der Komponente

o TV Volumenstrom der Reaktorbegasung
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5.16 Chemikalien/Reagenzien, Materialien, Gerate

Chemikalie/Reagenz
2-Mecaptoethanol
Agar

Benzonase, 2,5 kU, Purity>90 %,
(Cat. No 70746-4)

Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)
Desmophen 390(Antischaummittel)
EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd (36,5 % ig)
Giemsa Losung

Glycerin

Hefe-Extrakt

Imidazol

Kaliumhexacyanoferrat(lll)

Lysozym (aus HUhnereiweis, 62971)

May-Grinwald-L6sung
Methanol

Natriumchlorid

Hersteller
Fluka Chemie AG, Seelze
Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe

Novagen/Merck KGaA, Darmstadt

Amersham Biosciences, Piscataway, USA
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GinBteinheim
Bayer AG, Leverkusen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe
Fluka Chemie AG, Seelze
Fluka Chemie AG, Seelze
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe
Fluka Chemie AG, Seelze
Fluka Chemie AG, Seelze
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH,iigteim
Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
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Natriumthiosulfat Fluka Chemie AG, Seelze

Chemikalie/Reagenz Hersteller

O’GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
100-10000 bgSM 1173)

PageRuler™ PrestainetiD-170 kDa  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
(SM 0671)

PageRuler™ Unstained 10-200 kDa Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
(SM 0661)

PhastGel Blue R'ablette (17-0518-01) Amersham Biosciences, Fascay, USA

Polyacrylamid/Bisacrylamid-Mischung Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe
(37,5:1); 40 % ig

Roti-Histokitt Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe

SDS Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Silbernitrat Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe
TEMED Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tris-HCI Merck kGaA, Darmstadt

Triton-X-100 Merck kGaA, Darmstadt

Tryptone Plus Fluka Chemie AG, Seelze

Material Hersteller

Eppendorf-Hutchen, Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

ReaktionsgefalRe 1,5 und 2,0 mL
Falcon Tubes, 15 mL und 50 mL Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
Pipettenspitzen, Spitzentyp A, B, D  Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Spritzenvorsatzfilter Minisart 0,2m Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen
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Gerat

Analysenwaage Analytik AC 210S
Autoklav Systec V-150
FPLC-Anlage BioLogic AVR7-3
HPLC-Anlage

pH-Elektrode
Photospektrometer ,Multiskan*
Pipetten Researth

Ruttelplatte

Thermomixer ,Compact”
Ultraschall-Sonde Labsonic M
Vortex-Mixer

Zeiss Axiolmager.M1
Zentrifuge ,Centrifuge 5415 C*

Zentrifuge ,Multifuge 3s*

Hersteller

Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen
Systec GmbH, Wettenberg

BioRad Laboratories InMinchen
Merck kGaA, Darmstadt; Hitachi Europe
GmbH, Minchen
Checkef Hanna Instruments Ltd, Leight
on Buzzard, UK
Thermolabsystems GmbH, Langenselbold
Eppendorf AG, Hamburg
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg
Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen
VM-300 NeolLab Migge GmbH,
Heidelberg

Carl Zeiss AG, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Han

Zweikanal-Spektralphotometer fur ODKontron Embedded Computers GmbH,

Messung (Uvicon 940)

Neufahrn
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