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Kurzfassung

Der humane Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor-p3 (TGF-3) kommt im
embryonalen und adulten Korper vor. Unter anderem beeinflusst das Zytokin
in strukturgebendem Gewebe die Differenzierung von Zellen zu Chondrozyten.
Diese Eigenschaft soll im Rahmen der DFG-Forschergruppe , Gradierte Implanta-
te” in einem medizinischen Produkt zusammen mit anderen Wachstumsfaktoren
genutzt werden, um Verletzungen am Sehnen-Knochen-Ubergang in der Schulter

heilen zu konnen.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Ansédtze zur Produktion von rekombinan-
ten TGF-$3 evaluiert. Als Expressionsorganismen dienten das Bakterium Esche-
richia coli sowie die Sdugetierzelllinien CHO-K1 und HEK293. Auf Grundlage
der Aminosduresequenz des humanen TGF-$3 wurden verschiedene Plasmide

entwickelt und in die Organismen eingebracht.

In E. coli wurde das Zielprotein als Monomer in Proteinaggregaten exprimiert.
Mithilfe der statistischen Versuchsplanung wurde die Kultivierung im Schiit-
telkolbenmafsstab hinsichtlich einer moglichst hohen Proteinausbeute optimiert.
Nach Solubilisierungsversuchen konnte die Loslichkeit schliefslich mithilfe des
Fusionsproteins Thioredoxin A erhoht werden. Im Anschluss erfolgte die Opti-
mierung des Zellaufschlusspuffers und die Aufreinigung des Zielproteins tiber
eine Nickel-Affinitdtschromatographie. Fiir die Herstellung in CHO-K1-Zellen
wurde zunéchst eine geeignete Methode zur Polyethylenimin-vermittelten tran-
sienten Transfektion etabliert. Die Expression des Zielproteins TGF-$3 konnte
im Anschluss nicht nachgewiesen werden. In den HEK293-Zellen wurde mit-
tels transienter Transfektion die Expression von TGF-$3 erreicht. Das Zielprotein
liegt neben der monomeren auch in seiner dimeren Form vor. Insgesamt konn-
ten zwei vielversprechende Ansitze zur Produktion von rekombinanten TGF-$3

aufgezeigt werden.

Schlagworter: TGF-$3, E. coli, Thioredoxin A, CHO-K1, HEK293, PEI-vermittelte

transiente Transfektion

II



Abstract

The human cytokine Transforming Growth Factor-p3 (TGF-B3) occurs in many
areas of the embryonic and adult body. Among other effects, the cytokine in
structure-giving tissue influences the differentiation of cells into chondrocytes.
Within the context of the DFG research group ”"Gradierte Implantate”, this pro-
perty is to be used in a medical product together with other growth factors in
order to be able to heal injuries at the tendon-bone transition in the shoulder.

In this thesis different approaches for the production of recombinant TGF-p3 were
evaluated. The bacterium Escherichia coli and the mammalian cell lines CHO-K1
and HEK293 have been used as expression organisms. Based on the amino acid
sequence of human TGF-3 different plasmids were developed and transferred

into the organisms.

In E. coli the target protein was expressed as a monomer in protein aggrega-
tes. Using statistical design of experiments, the cultivation in shaking flask scale
was optimized to achieve the highest possible protein yield. After solubilization
experiments, the solubility could finally be increased with the fusion protein thio-
redoxin A. Subsequently, the cell disruption buffer was optimized and the target
protein was purified using nickel affinity chromatography. For the production
in CHO-K1 cells, a suitable method for polyethyleneimine-mediated transient
transfection was established. However, the expression of the target protein TGF-
B3 could not be detected in the following. In HEK293 cells the expression of TGF-$3
was achieved by transient transfection. The target protein could be detected in its
monomeric form as well as in its dimeric form. In total, two promising approaches

for the production of recombinant TGF-$3 were demonstrated.

Keywords: TGF-$3, E. coli, thioredoxin A, CHO-K1, HEK293, PEI-mediated tran-

sient transfection
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1 Einleitung

Trotz des in den letzten Jahrhunderten stetig wachsenden Wissens im Bereich der
operativen Medizin sind viele Krankheiten und Alterserscheinungen des Korpers
noch immer nicht zufriedenstellend zu heilen oder auszugleichen. Neben den
groflen gesundheitlichen Problemen der Menschheit, wie Krebs oder Alzheimer,
ist auch die Nachbildung verletzten oder iiberalterten Gewebes ein wichtiges
Thema.

Ein Beispiel dafiir sind Verletzungen des Sehnen-Knochen-Ubergangs in der
Schulter. Patienten, die einen kompletten Abriss der Supraspinatussehne in der
Rotatorenmanschette erleiden, konnen weder durch nicht-invasive noch opera-
tive Methoden ihren Arm wieder anndhernd vollstandig belasten. Die aktuelle
Technik, die abgerissene Sehne wieder an den Knochen zu nahen, fithrt zu sub-
optimalen Ergebnissen.

Im Rahmen der DFG-Forschergruppe 2180 soll ein gradiertes, zellfreies Implantat
entwickelt werden, welches den Ubergang zwischen verschiedenen Gewebear-
ten imitieren kann. Das Implantat soll mit Wachstumsfaktoren dekoriert sein,
die freigesetzt werden und zur Differenzierung von patienteneigenen Zellen in
Knochen-, Knorpel- und Sehnenzellen fiithren. Neben dem die Knochenbildung
beeinflussenden BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein) und dem intrazelluldren Sig-
nalmolekiil Smad8 ist der Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor-p (TGF-f)
im Implantat beteiligt. TGF-f hat neben vielen Einfliissen auf unterschiedliche
Zelltypen die Eigenschaft, Chondrogenese zu férdern. Von den drei Isoformen im
menschlichen Korper unterstiitzt das TGF-3 die reduzierte Narbenbildung am
starksten [1].



1.1 Zielsetzung

1.1 Zielsetzung

Im Zuge dieser Arbeit soll die Herstellung des rekombinanten humanen Wachs-
tumsfaktors Transforming Growth Factor-3 (TGF-p3) fiir den Einsatz in einem

medizinischen Implantat etabliert werden.

Um dieses Ziel zu erreichen, werden sowohl pro- als auch eukaryotische Mo-
dellsysteme getestet. Durch seinen hohen industriellen Stellenwert soll im ersten
Teil der Arbeit das Bakterium Escherichia coli (E. coli) als Produktionsorganismus
eingesetzt werden. Der Organismus zeichnet sich durch kurze Generationszeiten
und einfache, kostengiinstige Kultivierungsbedingungen sowie hohe Produkt-
ausbeuten aus. Fiir die Produktion eines rekombinanten Proteins muss eine ge-
netische Verdnderung von E. coli erfolgen. Dafiir sollen zunidchst zwei Plasmide
fiir die bakterielle Proteinexpression konstruiert werden. Die erste Variante soll
tiir das mature, monomere TGF-B3 codieren und keine zusitzlichen Modifikatio-
nen beinhalten. Diese Variante kommt dem natiirlich vorkommenden TGF-$3 am
ndchsten. Zusétzliche Verdanderungen konnen bei einer spéteren Zulassung in der
Anwendung im menschlichen Korper aufgrund von unbekannten Wechselwir-
kungen zu Problemen fiihren. Da es in Bakterien durch hohe Expressionsraten
zur Bildung unloslicher Proteinaggregate (Inclusion Bodies) kommen kann, soll
mit einer zweiten Variante die Loslichkeit des Zielproteins durch ein Helferpro-
tein erh6ht werden. Das Plasmid soll die Sequenz fiir das Protein Thioredoxin
A (TrxA) beinhalten, das zusammen mit einem Histidin-Tag am N-Terminus des
TGF-B3 exprimiert wird. Durch das Einbringen einer Protease-Schnittstelle soll
eine Abspaltung von Fusionsprotein und Tag vom Zielprotein erreicht werden.

Die Plasmide sollen zunéchst in E. coli eingebracht und TGF-B3 exprimiert wer-
den. Dabei wird eine Kultivierung im Schiittelkolbenmafistab angestrebt. Um
eine hohere Proteinausbeute zu erzielen, sollen die Kultivierungsbedingungen
mithilfe der Methoden des Design of Experiments (DoE) optimiert werden. Die
anschlieffende chromatographische Primér-Aufreinigung des produzierten TGF-
B3 und weitere Aufreinigungsschritte sollen etabliert werden.

Im zweiten und dritten Teil der Arbeit sollen Sdugetierzellen als Expressionsorga-
nismen fiir TGF-$3 eingesetzt werden. Als Modellzellsysteme sollen hierfiir CHO-
und HEK293-Suspensionszellen verwendet werden. Beide Zelllinien sind fiir die

Produktion rekombinanter Proteine weit verbreitet. Im Gegensatz zu Bakterien



1.1 Zielsetzung

zeichnen sich Sdugerzellen dadurch aus, dass sie neben posttranslationalen Modi-
tikationen hdufig die korrekte Faltung von Proteinen durchfiihren konnen. Diese
Faltung ist gerade bei TGF-B3 von Bedeutung, da das biologisch aktive Protein
ein Dimer mit einem Cystinknoten darstellt. Aufferdem konnen die Zellen das
Zielprotein nach der Expression ins Medium sekretieren und so die Aufreinigung
erleichtern. Es sollen verschiedene DNA-Sequenzen, die entweder fiir das mature
Protein oder fiir eine Preprotein-Variante codieren, konstruiert und in zwei unter-
schiedliche Plasmide kloniert werden. Die Aufnahme dieser Plasmid-DNA in die
Zellen soll mithilfe der Polyethylenimin (PEI)-vermittelten transienten Transfekti-
on durchgefiihrt werden. Fiir die Optimierung der transienten Transfektion sollen
zundchst Vorversuche in CHO-Zellen mit einem fiir GFP (Green Fluorescent Prote-
in) codierendem Plasmid durchgefiihrt werden. Es sollen zwei Methoden mitein-
ander verglichen und Transfektionseffizienzen durchflusszytometrisch bestimmt
werden. Anschliefiend sollen die TGF-p3-Plasmide unter den in den Vorversuchen
optimierten Bedingungen eingesetzt und das exprimierte Protein immunologisch
nachgewiesen werden. Als dritten Ansatz zur Herstellung von TGF-B3 soll die
Expression in HEK293-Zellen evaluiert werden. Das Zielprotein soll im Anschluss

ebenfalls immunologisch nachgewiesen werden.

Im abschliefSenden Teil dieser Arbeit sollen die gewonnenen Erkenntnisse der
vorherigen Teile verglichen und diskutiert werden. Dabei sollen die vielverspre-
chensten Ansitze hervorgehoben werden.



2 Theoretische Grundlagen

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit den theoretischen Grundlagen und dient der
Vermittlung von Hintergrundwissen zu transformierenden Wachstumsfaktoren
und deren Einsatzgebieten in der Medizin. Aufierdem wird auf die biotechno-
logische Produktion in Mikroorganismen und Sdugetierzellen eingegangen und
das Einbringen von Fremd-DNA in Zellen beschrieben.

2.1 Transforming Growth Factor-f3

Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle im Koérper. Als Signalmolekiile
regulieren sie Zellwachstum und -differenzierung. Sie werden entweder para-
krin, autokrin oder endokrin sekretiert oder auflen an der Membran haftend
prasentiert. So konnen sie von den Zellmembran-Rezeptoren anderer Zellen er-

kannt werden und intrazelluldre Signalkaskaden auslosen.

Eine grofie Gruppe der Zytokine mit mehr als 40 Mitgliedern ist die Transforming
Growth Factor (TGF)-B-Superfamilie. TGF-1 wurde 1981 als Wachstuminduzierer
von Fibroblasten in Nierenzellen entdeckt [2]. Seitdem wurden viele weitere Zy-
tokine mit dhnlicher Sequenzhomologie (mind. 25 %) der Superfamilie zugeord-
net und entsprechend der Proteindhnlichkeiten und -eigenschaften in wiederum
kleinere Unterfamilien eingeteilt [3]. Zudem lésst sich die TGF-p-Superfamilie in
zwei funktionelle Gruppen aufteilen: Die TGF-B-dhnlichen und die Bone Morpho-
genic Protein (BMP)-dhnlichen Zytokine. Zu den TGF-B-dhnlichen zdhlen neben
den TGF-f auch Activin, Nodal und einige Growth Differentiation Factors (GDEF).
Die BMP-dhnliche Gruppe besteht aus BMP, den meisten GDFs und Miillerian-
Inhibiting Substances (MIS). Alle Zytokine dieser Superfamilie spielen sowohl bei
der Embryonalentwicklung als auch im Erwachsenenalter von Saugetieren eine
wichtige Rolle [4].



2.1 Transforming Growth Factor-p

2.1.1 TGF-B-Unterfamilie

Jedes Mitglied der TGF-p-Unterfamilie stellt als biologisch aktives Molekiil ein
etwa 25 kDa schweres Homodimer dar. Die beiden Monomere sind iiber Disul-
fidbriicken miteinander verbunden. In Saugetierzellen besteht die TGF-3-Unter-
familie aus drei verschiedenen Isoformen des TGF-§ (TGF-$1 bis -p3) und anderen
Signalmolekiilen. In Hiihnern kann auflerdem TGF-f4 nachgewiesen werden, das
dem TGEF-B1 in Saugetieren entspricht, und in der Froschart Xenopus leavis tritt
neben TGF-p2 auch TGF-p5 auf [5-7]. Die Gene der verschiedenen Isoformen
befinden sich auf unterschiedlichen Chromosomen, dennoch weisen sie eine Se-
quenzhomologie von 72-80 % auf und sind hochkonserviert [8].

2.1.1.1 TGF-B-Synthese und Aktivierung

AlleIsoformen werden als Pre-Pro-Peptid exprimiert, das aus dem maturen TGF-
und dem Latency Associated Peptide (LAP) besteht (siehe Abbildung 2.1). Es fin-
det eine Homodimerisierung durch die intermolekulare Disulfidbriickenbildung
zwischen den Cysteinen Cys7 und Cys16 statt. Dabei werden aufierdem drei intra-
molekulare Disulfidbriicken gebildet und ein sogenannter Cystinknoten entsteht
(siehe Abbildung 2.2). Das N-terminal am maturen TGF-p hdngende LAP wird
im Cytoplasma durch die Protease Furin abgespalten, interagiert aber weiterhin
mit dem TGF-B-Dimer. Dieser inaktive Komplex wird Small Latent Complex (SLC)
genannt und weist eine deutlich erhohte Stabilitdt gegeniiber dem freien TGF-f
auf [9, 10]. Durch die Bildung des Komplexes wird die Halbwertszeit des TGF-
in vivo von wenigen Minuten auf mehrere Stunden erhoht [10].

Das LAP geht tiber Disulfidbriicken eine Bindung zu einem weiteren Protein
ein, das zu der Gruppe der Latent TGF-f Binding Proteins (LTBP) gehort. Die
Aminosduresequenz von LTBPs ist sehr repetetiv und besteht hauptsdchlich aus
Wiederholungen einer acht Cystein langen Doméne. Das Muster der Cystein-
Wiederholungen ist aus der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF)
bekannt und schiitzt den nun entstandenen trimolekularen Komplex, Large Latent
Complex (LLC) genannt, vor dem proteolytischen Abbau [11, 12]. Die Abspaltung
der LTBPs und die Dissoziation des LAP fiihrt zu der Aktivierung des TGF-fs,
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Spaltung I I i SLC
_—

Dimerisierung

I LLC

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Vorlduferproteins und des maturen TGF-
p3-Proteins. A: vor der Spaltung; B: inaktives Protein. LAP: Latency Associated Peptide,
SLC: Small Latent Complex, LLC: Large Latent Complex, LTBP: Latent TGF-f Binding Protein.
Nach [13].

welches dann an spezifischen Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren auf der Plasma-
membran der Zielzellen binden kann. Das aktive TGF-p wird von Leber, Nieren,
Lunge und Milz aufgenommen und verstoffwechselt [10].

2.1.1.2 Signalwege

Die Signale der Wachstumsfaktoren aus der TGF-p-Superfamilie werden {tiber
die transmembranen Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren an Zellen weitergege-
ben. In diesem Prozess sind Rezeptoren vom Typ I und II beteiligt, die es in
Wirbeltieren in sieben bzw. fiinf Varianten gibt. Einige Mitglieder der TGF-
p-Superfamilie bendtigen aufierdem den Co-Rezeptor Typ III [4]. Bei der Si-
gnaliibertragung in eine Zelle ist immer jeweils ein Rezeptortyp beteiligt. Inner-
halb der TGF-B-Subfamilie findet zunédchst eine Bindung zwischen Wachstums-
faktor und dem TGF-p-Rezeptor (TPR)-II statt. Erst dann kann TRR-I ebenfalls
binden, wird von TR-II an einem Serin- oder Threonin-Rest phosphoryliert und
damit aktiviert [15].

Innerhalb der Zellen werden die Signale von den Zelloberflichen-Rezeptoren mit-
hilfe intrazelluldrer Mediatoren, den so genannten Smads, direkt in den Zellkern
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vI l v

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Cystinknotens innerhalb eines TGF-$3-
Monomers. Cys7 und Cys16, Cys15 und Cys78 (I und V), Cys44 und Cys109 (II und V)
und Cys48 und Cys111 (IIl und VI). Nach [14].

tibertragen [4]. Die Smads lassen sich in drei Klassen unterteilen. Die Rezeptor-
regulierten R-Smads (Smad1-3,-5,-8,-9) sind bei der Signaliibertragung durch di-
rekte Interaktion mit den Rezeptoren beteiligt. Je nach Zusammensetzung der
Rezeptorkomplexe werden unterschiedliche R-Smads bevorzugt phosphoryliert.
Die common-mediator-Smads (Co-Smads) haben die Aufgabe in Zusammenarbeit
mit den R-Smads weitere Co-Faktoren zu rekrutieren und damit die Ubertragung
des Signals in den Zellkern zu gewdhrleisten. Das einzige bekannte menschli-
che Co-Smad-Protein ist Smad-4. Die Inhibitor-Smads (I-Smads) Smad-6 und -7
wirken regulatorisch auf die R-Smads und konnen diese inhibieren.

Neben Smad-abhédngiger Signaltransduktion konnten auch Smad-unabhédngige
Signalkaskaden nachgewiesen werden. Dabei spielen vor allem Kinasen aus der
Familie der Mitogenaktivierte-Proteinkinase (MAPK)-Familien eine Rolle, die die
Signale in einer dreistufigen Signalkaskade aus Kinasen weiterleiten. Die Phos-
phorylierung eines Tyrosin- anstelle von Serin- oder Threonin-Rests des TER-I
tiihrt beispielsweise zur Auslosung des MAPK/Extracellular Signal-Regulated Kina-
se (ERK)-Signalwegs [16].

2.1.2 Physiologische Bedeutung von TGF-f33

Die Isoform TGF-B3 (siehe Abbildung 2.3) wurde 1988 von Derynck et al. durch
cDNA-Charakterisierung entdeckt [8]. Im Gegensatz zu TGF-p1 und -f2 zeigt sie
nur eine sehr geringe Affinitit zu Heparin und Heparansulfat [17].
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des TGF-$3-Dimers [18].

Wie auch die anderen Mitglieder der TGF-B-Subfamilie ist TGF-$3 ein multi-
funktionelles Protein. Es hat unter anderem einen Einfluss auf die Wundheilung
und Narbenbildung. Bei einer epidermalen Wunde wird aus dem Plasma, das
die Zellen umspiilt, durch den Entzug von Fibrinogen das so genannte Serum.
Die Konzentration von TGF-3 im Serum ist deutlich hoher als im Plasma und
unterstiitzt so die dermale und epidermale Zellmotilitdt, die zum Schliefsen der
Wunde nétig ist [19]. Die exogene Zugabe von TGF-f3 bei der Wundheilung fiihrt
zu einer verringerten Narbenbildung [1]. Eine Vermarktung durch die Firma Re-
novo Group plc (GrofSbritannien) als Anti-Narbenmittel Juvista ist 2011 allerdings
in der dritten Phase der klinischen Studien gescheitert, da die primédren und se-

kundéren Endpunkte der Studie nicht erreicht werden konnten [20].

Auch im kardiovaskuldren System spielt TGF-p3 eine wichtige Rolle. Es konnte
ein Zusammenhang zwischen Mutationen in der fiir TGF-B3 codierenden Gense-
quenz und dem Krankheitsbild der Aortenaneurysmen hergestellt werden [21].
Ebenfalls nachgewiesen werden konnte ein Einfluss von TGF-$3 auf die Gehirn-
entwicklung in Verbindung mit dem Sonic-Hedgehog-Protein (Shh) und auf die
Differenzierung dopaminerger Nervenzellen zusammen mit TGF-$2 [22, 23]. Au-
lerdem wird in einer Studie ein Zusammenhang von TGF-f3-Morphismen und

méannlicher Unfruchtbarkeit vermutet [24].

Bei Patienten mit einer Lippen-Kiefer-Gaumensegel-Spalte kann eine verringer-
tere TGF-p3-Konzentration nachgewiesen werden als bei Menschen, die diese
angeborene Fehlbildung im Mund-Nasen-Bereich nicht haben [25]. Zusammen
mit BMP-2 und TGF-p2 ist TGF-$3 auch bei der Knochenbildung involviert und
inhibiert diese bei mesenchymalen Stammzellen (MSC) [26-28]. Eine verringer-
te Konzentration von TGF-$3 kann zu einer frithzeitigen Verknocherung der

Schéddelspalten fiihren, teilweise schon vor der Geburt [29].

Aufierdem kann TGF-$3 die Bildung von knorpelspezifischer extrazelluldrer Ma-
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trix (EZM) in vivo auslosen und damit die Differenzierung von Zellen unter-
stiitzen [30]. Gleichzeitig wird das Zytokin bei der Dedifferenzierung von mensch-

lichen Chrondrozyten hochreguliert [31].

2.2 Produktion von rekombinanten Proteinen

Die Herstellung von Proteinen in einem Organismus, der dieses Protein natiir-
licherweise eigentlich nicht herstellt, hat sich in der Biotechnologie seit Jahrzehn-
ten bewdhrt. Hohe Ausbeuten, schnelle Produktion und eine Kostensenkung im
Vergleich zu einer Extraktion aus dem Ursprungsorganismus sprechen in vielen
Féllen fiir eine biotechnologische Herstellung.

2.2.1 Produktionsorganismen

Prokaryotische Mikroorganismen wie Escherichia coli sind gut erforscht und wei-
sen hohe Verdopplungs- und Produktionsraten auf. Die Kultivierung ist unter
einfachen Bedingungen und in grofiem Maf$stab moglich. Entsprechend niedrig
sind die wirtschaftlichen Kosten. Daher ist oft die biotechnologische Proteinher-
stellung in Bakterien eine der ersten Methoden, die getestet wird. Es gibt viele
Stdamme, die fiir die Expression verschiedenster Proteine optimiert und mit denen
gute Erfahrungen gemacht wurden. Problematisch ist allerdings die Produktion
komplexer, nicht-bakterieller Proteine, da die meisten Bakterienstimme nicht in
der Lage sind, posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen durch-
zufiihren. Aufierdem kann es zur Bildung fehlgefalteter Proteine kommen, die
im Anschluss an die Kultivierung durch Renaturierungsprozesse in ihre akti-
ve Form {tiberfiihrt werden miissen. Trotz dieser zusitzlichen Schritte kann eine

Produktion in Mikroorganismen dennoch wirtschaftlich sein.

Wenn das Zielprotein Glykosylierungsmuster aufweist oder der humanen Kon-
formation entsprechen soll, werden allerdings bevorzugt Saugetierzellen einge-
setzt. Posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Faltungen
konnen aufgrund der hohen Ahnlichkeit der Expressionsumgebung wie im ur-
spriinglichen Organismus durchgefiihrt und so biologisch aktive Proteine ge-

wonnen werden. Im Gegensatz zu Mikroorganismen wie Bakterien haben euka-
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ryotische Zellen deutlich niedrigere Wachstumsraten und hohere Anforderungen
an die Kultivierungsbedingungen. Ein hohes Maf$ an Sterilitdt sowie der Einsatz
spezieller und teurer Medien sind nétig, um die Zellen je nach Art konfluent oder

in Suspension zu kultivieren.

Die in der Industrie und Forschung wichtigsten Zelllinien stellen die Chinese
Hamster Ovary (CHO)- und die Human Embryonic Kidney (HEK)-Zellen dar. Die
CHO-Zellen wurden 1957 aus den Ovarien eines Chinesischen Zwerghamsters
(Cricetulus griseus) gewonnen [32]. Die HEK-Zellen wurden in den 70er Jahren
aus menschlichen embryonalen Nierenzellen mit Teilen der DNA-Sequenz des
menschlichen Adenovirus’ 5 hergestellt [33]. Im Gegensatz zu Zellen aus einer
Primérkultur sind beide Zelllinien immortalisiert. Das bedeutet, sie haben durch
Mutation die Eigenschaft verloren, nur eine begrenzte Anzahl Teilungen durch-
laufen zu koénnen, bevor der programmierte Zelltod eintritt, und koénnen sich
daher theoretisch unendlich vermehren. Das hat den Vorteil, dass stindig Zellen
mit einem gleichen Set an Genen zur Verfiigung stehen.

2.2.2 Transfektionssysteme

Um eine Produktion rekombinanter Proteine zu erreichen, wird freie DNA oder
RNA, welche fiir das jeweilige Zielprotein codiert, in Saugetierzellen eingebracht.
Dieser Vorgang wird Transfektion genannt und kann durch verschiedene Me-
thoden erreicht werden. Es wird zwischen einer stabilen und einer transienten
Transfektion unterschieden.

Die Integration eines gewiinschten Gens in das Genom der Wirtszelle erlaubt die
Weitergabe in folgende Generationen und wird als stabile Transfektion bezeich-
net. Dabei wird vor allem mit Viren gearbeitet, die die Gensequenz gezielt in die
Zellen schleusen. Um einen Zellklon zu erhalten, der das Zielprotein in ausrei-
chender Menge produziert, muss ein aufwendiger und zeitintensiver Screening-
Prozess durchlaufen werden, da durchschnittlich nur etwa eine von 10* Zellen
das Zielgen in das Genom einbaut [34, 35]: Das rekombinante Gen wird mit allen
notigen transkriptionalen Regulationselementen zusammen mit einem Selekti-
onsmarker in die Zellen eingebracht. Dann werden nur die Zellen, die einem an

den Marker angepassten Selektionsdruck standhalten, einzeln in einer Reinkultur
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weiterkultiviert. Anschliefsend werden die Klone, die das Zielprotein produzie-
ren, detektiert und die Kandidaten mit der héchsten Zielproteinausbeute weiter
kultiviert und analysiert. Aus diesem Pool wird schlussendlich eine Zelllinie mit
den optimalen Wachstums- und Produktivitdtscharakteristika fiir die Produktion
des rekombinanten Proteins ausgewdhlt. Von der Plasmid-Konstruktion bis zum
fertigen Produktionsprozess konnen so mehrere Monate vergehen. Anschliefiend
konnen Produktausbeuten von 5-10 g/L erreicht werden [36, 37].

Im Gegensatz zu der stabilen Transfektion wird bei der transienten Transfektion
das Gen nicht fest in das Genom der Zelle integriert und daher nur kurzzeitig
von den Zellen exprimiert. Der Produktionszeitraum von 7 bis 14 Tagen ist ent-
sprechend limitiert. Sobald das Transfektionssystem allerdings etabliert ist, ist
der Prozess schnell und mit verschiedenen Plasmiden durchfiihrbar. Gerade fiir
Forschungseinrichtungen und Universitidten bietet sich die transiente Transfekti-
on an, da hier hdufig Proteine in kleinen Mengen benétigt werden. Mit Auswahl
und Optimierung der passenden Transfektionsmethode konnen beispielsweise in
CHO-Zellen zwischen 0,8 und 2 g/L Proteinausbeute erreicht werden [38, 39].

2.2.2.1 Transfektionsmethoden

Eine Transfektion kann unter Zuhilfenahme verschiedener biologischer, chemi-
scher oder physikalischer Verfahren durchgefiihrt werden. Einen Uberblick iiber
die Methoden gibt Tabelle 2.1.

Die Transfektion von Sdugetierzellen mit Viren, wie beispielsweise dem Adeno-
Virus oder dem Maus-Leukdmie-Virus, wird auch als Transduktion bezeichnet
und stellt eine hdufig in der klinischen Forschung genutzte Methode dar. Sie ist
hoch effizient und kann einfach umgesetzt werden. Allerdings sind die Viren
eine potenzielle Gefahr fiir die Experimentatoren und kénnen fiir die Zellen zyto-
toxisch sein. Aufierdem konnen Insertionsmutationen und Entziindungsreakti-
onen durch die zuféllige Intergration ins Genom entstehen. Ein weiterer Aspekt
ist die Limitierung durch die maximal einsetzbare Liange der Gensequenz [17].

Zu den physikalischen Transfektionsmethoden zéhlen Verfahren wie Elektropora-
tion oder Mikroinjektion. Ebenso wie die virale Transfektion sind sie hocheffizient,
konnen allerdings schnell zelltoxisch wirken und dadurch der Zelle schaden.

11
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Tabelle 2.1: Uberblick verschiedener Methoden zur Transfektion von Saugetierzellen.
Nach [40].

Methode

biologisch Virus-vermittelt

Elektroporation

1 ierte Verfah
physikalisch as.erb.as?erte': erfahren

Mikroinjektion

Sonoporation

biolistische Verfahren

anorganische Agenzien
chemisch kationische Lipide
kationische Polymere

Zu den chemischen Transfektionsmethoden zdhlen neben dem Einsatz anorgani-
scher Agenzien (Calcium-Phosphat-Prézipitation) auch die lipid- und polymer-
vermittelten Verfahren. Die Fremd-DNA wird mit Reagenzien komplexiert oder
umschlossen und die Zellen nehmen diese dann iiber Phagocytose oder dhnliche
Mechanismen auf. Dabei kénnen die eingesetzten Reagenzien ebenfalls zelltoxi-
sche Eigenschaften aufweisen.

2.2.2.2 PEI-vermittelte Transfektion

Eine der am haufigsten verwendeten transienten Methoden ist die PEI-vermittelte
Transfektion (siehe Abbildung 2.4). Das Polyethylenimin (PEI) besteht aus sich
wiederholenden Einheiten aus aliphatischen Carbongruppen und sekunddren
Aminen (siehe Abbildung 2.5). Diese Amine sorgen fiir den stark kationischen
Charakter des Molekiils. Durch elektrostatische Wechselwirkungen kann das PEI
mit der negativ geladenen Fremd-DNA Komplexe ausbilden.

Auf dem Markt sind lineare (L-PEI) und verzweigte (B-PEI) Typen mit unter-
schiedlichen Molekulargewichten erhiltlich. Das Molekulargewicht hat einen
groflen Einfluss auf die Komplexierung. Das 25kDa schwere L-PEI hat eine
grofiere Oberflache und prasentiert dadurch eine hohere positive Ladung als

niedriger molekulargewichtiges PEI. Gleichzeitig weisen Polyethylenimine mit
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PEI/DNA-Komplex

Vesikel /1
Zellkern

pDNA

/

genomische
DNA

matures Protein

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der transienten Transfektion mittels PEIL. Die
PEI/DNA-Polyplexe werden endozytotisch in die Zelle aufgenommen (1) und dort in
Vesikeln zum Zellkern transportiert (2). Es erfolgt die Dissoziation der DNA vom PEI
und die Aufnahme in den Zellkern (3). Die Plasmid-DNA wird transkribiert und die
mRNA in das Cytoplasma geschleust (4). Dort findet die Transkription zum maturen
Protein statt (5), welches anschlieSend aus der Zelle sekretiert wird (6). Nach [40].

T

Abbildung 2.5: Strukturformel von linearem Polyethylenimin (PEI).

einem hoheren Molekulargewicht eine erhohte Zytotoxizitat auf. Durch die Bil-
dung grofier Cluster auf der Zelloberfldche kann Nekrose induziert werden [41].
Die Zytotoxizitdt steht dabei im direkten Zusammenhang mit dem Verzwei-
gungsgrad der Polymere [42]. Daher werden fiir biotechnologische Prozesse 5
bis 25kDa grofie PEI-Polymere verwendet [43]. Die Ausbildung der PEI-DNA-
Komplexe wird durch verschiedene Parameter beeinflusst. Hat das Medium, in
dem die Komplexierung stattfindet, eine hohe Ionenstarke, fiithrt dies zur Bildung
grofierer Komplexe [43]. Das Verhdltnis von PEI zu DNA ist ein weiterer Faktor,
der die Grofse der Polyplexe entscheidend beeinflusst. Xie et al. haben verschiede-
ne Verhiltnisse miteinander verglichen und konnten dabei auch eine Verdnderung
der Polyplexgrofle tiber die Zeit feststellen. Direkt nach den ersten zehn Minuten
wiesen alle Polyplexe die gleiche Grofie auf. Nach einer Stunde konnten bei PEI-

DNA-Verhiltnissen von 1:1 bzw. 1:3 Komplexe mit einem Durchmesser zwischen
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150 und 5500 nm gemessen werden. Bei Versuchen mit einem Verhiltnis von 1:5
bzw. 1:7 wurden im Durchschnitt kleinere Polyplexe (400-950 nm) ermittelt [44].
Es muss auflerdem beriicksichtigt werden, dass unter Umstdnden die Grofie der
gebildeten Polyplexe wahrend der Transfektionszeit weiter zunehmen kann. Dies
ist abhdngig vom Medium: Ohne den Zusatz von Serum konnten Pezzoli et al.
beobachten, dass die Polyplexgrsfie im Verlauf von vier Stunden um mehr als das
Sechsfache ansteigt, wiahrend die Polyplexe ihre Grofie in serumhaltigen Medium
nahezu gar nicht dnderten. Sie erkldren dies durch die zeithahe Adsorption von
Serumproteinen an die Polyplexe, wodurch langfristig die Aggregation der Poly-
plexe aufgrund fehlender Partikel-Partikel-Interaktionen verhindert wird [45].

Die DNA-PEI-Komplexe werden endozytotisch von der Zelle aufgenommen, wo-
bei mehrere Aufnahmewege infrage kommen [46]. Bei der Clathrin-vermittelte
Endozytose binden die Polyplexe in bestimmten Bereichen der Membran an Re-
zeptoren. Diese Bereichen sind von innen mit dem Protein Clathrin beschichtet
und l6sen nach der Polyplex-Bindung die Einstiilpung der Membran aus [47].
Eine andere Aufnahmemaoglichkeit ist die Caveolae-vermittelte Endozytose. Ca-
veolaen sind spezielle so genannte Lipid Rafts, also Membranbereiche mit einer
bestimmten Zusammensetzung aus Proteinen und Lipiden mit dem strukturge-
bende Protein Caveolin. Rejman et al. konnten zeigen, dass die Polyplexe tiber
beide Wege aufgenommen werden, allerdings lediglich die Caveolae-vermittelte
Aufnahme zu einer erfolgreichen Transfektion fiihrt [46]. Eine weitere Theorie ist,
dass die Komplexe iiber Syndecan-Rezeptoren der Zellen an der Oberfldche ge-
bunden werden und anschlieSend eine Einkapselung stattfindet. Uber die Actin-

Filamente werden sie dann ins Innere der Zellen gezogen [48].

Nach der Aufnahme befinden sich die Polyplexe innerhalb der Endosomen. Der
Freisetzungsmechanismus ist noch nicht eindeutig gekldrt. Er konnte nach der
so genannten Protonenschwamm-Theorie ablaufen [49]: Da jedes dritte Atom des
PEI ein Stickstoffatom ist, ist die kationische Ladungsdichte besonders hoch. Unter
physiologischen Bedingungen sind etwa 20 % der Stickstoffatome protoniert [50].
Aufgrund dieser hohen Pufferkapazitdt kann PEI im Endosom Protonen binden
und damit eine Ansduerung verhindern. Die im pH-Bereich von 5-6,5 aktiven
lysosomalen Nukleasen werden dadurch inhibiert und die DNA vor dem Abbau
geschiitzt [51]. Auierdem werden vermehrt Protonen iiber membranstandige AT-
Pasen ins Innere der Endosomen gepumpt, die das passive Einstromen von Chlo-

ridionen férdern. Dies fiihrt zu einem Ionenungleichgewicht zwischen Endosom
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und Cytoplasma. Durch den Einstrom von Wasser kommt es zu einer osmotischen

Lyse der Endosomen. Das Aufplatzen setzt die Polyplexe ins Cytoplasma frei.

Die Protonenschwamm-Theorie ist umstritten [52]. So konnte beispielsweise der
erwartete Anstieg des pH-Werts innerhalb der Endosomen durch den Einsatz
von Nanosensoren nicht nachgewiesen werden [51, 53]. In einem mathematischen
Modell haben Won et al. gezeigt, dass der theoretische osmotische Druck und die
damit verbundene Anschwellung der Endosomen nicht die alleinige Erklarung
fir das Aufplatzen der Endosomen sein kann [54]. Faktoren, wie die unterschied-
lichen Endosom-Grofien in verschiedenen Zellen sowie die Interaktion der Poly-
mere mit der Membran, miissen ebenfalls berticksichtigt werden [43, 55].

Nach der Freisetzung des Polyplexes muss die Fremd-DNA vom Polymer disso-
ziieren. Sobald dies geschehen ist, geht die freie DNA sowohl spezifische als auch
unspezifische Bindungen mit verschiedenen Zellproteinen ein. Bei der Transfek-
tion mit dem GFP-Expressionsvektor pEGFPN1 (Clontech) konnten mehr als 600
solcher Proteine identifiziert werden [56]. Diese Proteine unterstiitzen die DNA
beim Transport entlang des Cytoskeletts durch das Cytoplasma zum Nucleus, wo

die Gensequenz dann transkribiert wird [57].

2.2.2.3 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Die Transfektionseffizienz beschreibt, in wie vielen Zellen die DNA-Aufnahme
in den Nucleus und die Transkription sowie die Translation des Gens erfolgreich
ist. Methoden zur Bestimmung basieren auf einem Reporter, der durch die Ex-
pression des Zielgens messbar gemacht wird. So kann beispielsweise durch das
Einbringen der fiir das fluoreszierende Protein GFP (Green Fluorescent Protein) co-
dierenden Gensequenz die Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie

ermittelt werden.

Eine andere Methode zur Bestimmung der Transfektioneffizienz ist die Nutzung
eines Reporter-Plasmids, das fiir eine Luciferase codiert. Ein Beispiel hierfiir
ist das pGL3-Plasmid. Bei erfolgreicher Transfektion wird das Bioluminiszenz
auslosende Enzym Luciferase gebildet. Die Luminiszenz kann dann mit einem

Luciferase-Assay-System nachgewiesen werden.
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Bei beiden Methoden ist zu beachten, dass sowohl die Aufnahme der DNA in
die Zelle und den Nucleus als auch die Transkription und Translation ablaufen
miissen. Die Transfektionseffizienz kann also nicht direkt nach der Transfektion

bestimmt werden.

Ein Ansatz, der die direkte Bestimmung der Transfektionseffizienz erlaubt, ist die
Markierung der Plasmid-DNA mit einem Farbstoff. Damit soll die Verfolgung der
DNA innerhalb der Zelle ermoglicht werden. Der Zusammenhang zwischen Auf-
nahme der DNA und tatsdchlicher Expression des Zielgens muss dafiir allerdings

zuvor bestimmt werden.

2.2.2.4 Einfliisse auf die Transfektionseffizienz

Es gibt sehr viele Faktoren, die die Transfektion und ihre Effizienz beeinflussen.
Neben der Wahl und Konzentration des Transfektionsreagenzes und des Plasmids
beeinflusst die Zelllinie selbst das Ergebnis. Alter und damit die Passagenanzahl,
Viabilitat und Physiologie sind dabei wichtige Parameter, die immer im Zusam-

menhang zueinander betrachtet werden sollten.

Neben der Wahl eines geeigneten Transfektionsmedium, eines optimierten Pro-
tokolls (Reihenfolge der Zugabe von DNA und PEI) und damit auch der Grofe
der Polyplexe sowie weiterer Parameter hat das Verhiltnis von positiv geladenen
Stickstoffatomen und negativ geladenen Phosphaten, kurz N/P-Verhdltnis, einen
groflen Einfluss auf die PEI-vermittelte Transfektion. Um stabile Komplexe zu er-
halten, sollte das N/P-Verhiltnis einen Wert von mindestens 2-3 haben und etwa
90 % der geladenen Gruppen neutral sein [43, 58].
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3 Experimenteller Teil

In dieser Arbeit werden Ansidtze zur Herstellung des rekombinanten huma-
nen Transforming Growth Factor-B3 untersucht. Dabei werden verschiedene Pro-
duktionssysteme getestet. Im industriellen Bereich der Proteinproduktion wer-
den unterschiedlichste Zellsysteme genutzt. Neben Hefen sind bakterielle und
Saugetierzellen die am weitesten verbreiteten Expressionssysteme. Aus diesem
Grund ist der Vergleich dieser Systeme besonders interessant. Es wurden der
bakterielle Organismus Escherichia coli und zwei Sdugerzelllinien (CHO-K1 und
HEK293) ausgewdihlt. Die Systeme werden im Folgenden zunéchst getrennt von-
einander betrachtet und die durchgefiihrten Experimente beschrieben.

3.1 Arbeiten in Escherichia coli

Die Produktion rekombinanter Proteine in Bakterien wird in der Biotechnologie
héufig als Methode der Wahl eingesetzt. Aufgrund kurzer Generationszeiten und
einfacher Kultivierungsbedingungen kann in Bakterien eine sehr hohe und dabei
kostengtinstige Produktausbeute erreicht werden, ohne dass eine Virusabreiche-
rung erfolgen muss. Gleichzeitig miissen aber auch die potenziell problemati-
schen Aspekte bakterieller Systeme berticksichtigt werden. Gerade sehr komplex
gefaltete Proteine bergen ein hoheres Risiko fiir Fehlfaltungen. Pharmazeutische
Produkte, die intrazelluldr gebildet werden, miissen besonders intensiv betrach-
tet werden: Durch den Zellaufschluss wahrend der Proteinaufreinigung kénnen
Endotoxine freigesetzt werden, die bei Patienten allergische Reaktionen ausldsen
konnen.
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Abbildung 3.1: Agarosegel zum Nachweis der erfolgreichen Hitzeschock-Transformation
mittels Kolonie-PCR. Aufgetragen wurden ein molekularer Grofienstandard (M), die Am-
plifikate der gepickten Klone (K1-K4), eine Negativkontrolle (-) und der aufgereinigte
Vektor als Positivkontrolle (+).

3.1.1 Molekularbiologische Arbeiten

Fiir eine erfolgreiche Produktion eines humanen Proteins in Prokaryoten ist es
notwendig einige Anpassungen der fiir das Protein codierenden Gensequenz
vorzunehmen. Da die Bakterien die menschlichen Sekretionssignale nicht ver-
arbeiten kénnen und die LAP-Sequenz nicht abgespalten werden kann, wurde
ein kiinstliches Gen fiir das mature TGF-$3 ohne das Prepropeptid entwickelt.
Als Grundlage diente die Sequenz des humanen TGF-f3-Proteins (NCBI Refe-
rence Sequence: NP_001316868.1, siehe Abschnitt A.5). Die reverse Translation
in eine Gensequenz wurde unter Beriicksichtigung der Codonverwendung von
E. coli durchgefiihrt. Dies ist notwendig, da sich die Haufigkeitsverteilung der
Codons in verschiedenen Organismen unterscheiden kann und nur eine optimale
Verwendung zu einer schnellen und fehlerfreien Translation im Zielorganismus
fiihrt. Die konstruierte Sequenz (siehe Abschnitt A.5.2.1) wurde mithilfe der Re-
striktionsenzyme Ncol und Xhol gerichtet in den Vektor pET-16b kloniert, sodass
das TGF-f3-Gen unter Kontrolle des T7-Promotors steht. Der korrekte Einbau

wurde anschlieflend mittels einer Sequenzierung bestitigt.

Nach der Amplifizierung des Plasmids in dem chemisch kompetenten E. coli-
Stamm Top10 und einer anschlieBenden Plasmidaufreinigung (siehe Abschnitt
B.1.2.4) wurde der Vektor pET-16b-TGF-p3 mittels Hitzeschock-Transformation
(siehe Abschnitt B.1.2.3) in den E. coli-Expressionsstamm BL21(DE3) eingebracht.
Es erfolgte eine Kolonie-PCR (siehe Abschnitt B.1.2.5) von vier Bakterienkoloni-
en zur Uberpriifung der Aufnahme eines vollstandigen Plasmids. Abbildung 3.1
zeigt, dass in allen Kolonien ein TGF-p3-Amplifikat bei etwa 480 Basenpaaren

(bp) nachgewiesen werden konnte. Von den ausgewdéhlten Kolonien wurden Ge-
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frierkulturen angelegt (siehe Abschnitt B.2.1.5) und bei -80 °C gelagert. Es wurden
aus allen gezeigten Kolonien die Plasmid-DNA aufgereinigt und erneut extern
sequenziert. Fiir die folgenden Experimente wurde Klon 2 ausgewéhlt.

3.1.2 Kultivierung und Produktion

Die Kultivierung des ausgewdihlten Klons zur TGF-p3-Produktion wurde im
Schiittelkolbenmaf3stab bei 37 °C und 180 rmp duchgefiihrt. Die IPTG-Induktion
der Proteinexpression wurde bei einer optischen Dichte (Wellenldnge = 600 nm,
ODgy) in einem Bereich von 0,4 bis 0,6 durchgefiihrt. Es wurde eine IPTG-
Endkonzentration von 1mM eingesetzt. Um die TGF-B3-Expression nachwei-
sen zu konnen, wurden vor der Induktion sowie zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Induktion 1mL Kulturbrithe entnommen. Die Zellen wurden mittels
Zentrifugation vom Medium getrennt und das Zellpellet bei -20 °C bis zur weite-
ren Analyse gelagert. Der Zellaufschluss nach der Kultivierung wurde mit dem
Proteinextraktionsreagent BugBuster® durchgefiihrt. Dieses Reagent enthilt eine
Mixtur nicht-ionischer und zwitterionischer Detergenzien und 16st eine Perforati-
on der Zellwidnde aus, ohne dabei Proteine zu denaturieren. Die 10sliche Fraktion
wurde durch Zentrifugation von der nicht-16slichen abgetrennt und die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt.

Das Gel der SDS-PAGE in Abbildung 3.2 weist in den Proben zum Zeitpunkt der
IPTG-Zugabe (0 h) keine Banden auf. Es kommt also zu keiner auffélligen Basalex-
pression des TGF-$3-Gens. Nach der Induktion sind in den unloslichen Fraktionen
Banden auf Hohe von etwa 12,5 kDa zu sehen, die fiir eine Expression des TGF-33-
Monomers sprechen und auf auf eine Aggregatbildung innerhalb der Bakterien
hinweisen. Diese so genannten Inclusion Bodies (IBs) oder Einschlusskérperchen
bestehen zumeist aus unvollstindig oder fehlerhaft gefalteten Proteinen. Sie rei-
chern sich im Zytoplasma an und sind unter anderem auf hohe Expressionsraten
eines (heterologen) Proteins zurtickzufiihren. Eine auf die Aufreinigung der IBs
folgende Resuspendierung und eine anschliefende Renaturierung mit chemi-
scher Unterstiitzung kann zu einem korrekt gefalteten und bioaktiven Protein
fithren [59, 60]. Der Vorteil von IBs ist, dass das Zielprotein bereits in einer recht

hohen Reinheit vorliegt.
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Abbildung 3.2: Gel einer SDS-PAGE. Aufgetragen sind unlosliche und 16sliche Fraktionen
von aufgeschlossenen Zellproben (mit BugBuster®) von unterschiedlichen Zeitpunkten
nach IPTG-Zugabe.

3.1.3 Optimierung der Kultivierungsparameter

Nachdem die Expression des TGF-$3-Gens erfolgreich umgesetzt werden konn-
te, folgte eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen. Dabei wurden die
Parameter Temperatur, Konzentration des Induktors IPTG und Zelldichte zum
Zeitpunkt der Induktion (ODgy) ausgewdhlt. Zur Optimierung wurde die sta-
tistische Versuchsplanung (Design of Experiment, DoE) genutzt. Dazu wurden die
einzelnen Einflussgrofien nach einem Versuchsplan miteinander kombiniert und
der mathematischer Zusammenhang ermittelt. Mittels dieser Methode kann mit

wenigen Experimenten eine hohe Informationsdichte gewonnen werden.

In dem eingesetzten Versuchsdesign, ein Box-Behnken-Versuchsplan, spannen die
drei Parameter Temperatur, IPTG-Konzentration und ODgy einen quadratischen
Versuchsraum auf (siehe Abbildung 3.3). Es werden insgesamt 15 Versuche durch-
gefiihrt, wobei davon drei so genannte Zentralversuche sind (dunkelblauer Kreis
in Abbildung 3.3). Sie stellen die Reproduzierbarkeit dar und werden zur statis-
tischen Absicherung gemacht. Die restlichen 12 Versuche werden so angeordnet,
dass sie sich auf den Verbindungslinien zwischen den Ecken des Wiirfels befin-
den. Somit sind zwei der drei Parameter auf einem minimalen oder maximalen

Wert, der dritte liegt genau mittig dazwischen. Fiir die untersuchten Parameter
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Parameterraums eines Box-Behnken-
Versuchsplans. Die Faktoren A, B und C spannen den Versuchsraum auf; die hellblauen
Punkte stellen die Versuche, der dunkelblaue die Zentralversuche dar.

wurden die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Intervalle genutzt. Mithilfe der Software
MODDE® (Fa. Umetrics) wurde ein Versuchsplan erstellt (siche Tabelle C.1).

Tabelle 3.1: Parameter und Intervalle des DoE-Versuchsplans.

Parameter Intervall
Induktions-ODg 02-1
IPTG-Konzentration 0,1-1mM

Kultivierungstemperatur 20 - 37°C

Es wurden je 100 mL LB-Medium in 500-mL-Kolben mit 300 uL Ampicillin vor-
bereitet und mit 1 mL Vorkultur angeimpft. Die Kultivierungstemperatur bis zur
gewiinschten ODgg und der anschlieSenden Induktion lag bei 28,5 °C. Die Induk-
tion erfolgte mit einer entsprechenden IPTG-Konzentration. Fiir die Aufnahme
einer Wachstumskurve wurde die Proteinexpression in einem zusatzlichen Kol-
ben nicht induziert. Es erfolgte nach der Induktion eine stiindliche Probennahme
(Volumen: 1 mL) und zusétzlich eine ODgy-Bestimmung tiber neun Stunden. Die
Kultivierung wurde 20 Stunden nach Induktion beendet. Sowohl die zwischen-
durch genommenen Proben als auch die Kulturbriihe wurden abzentrifugiert und
die Zellpellets fiir weitere Analysen bei -20 °C gelagert.

Die Wachstumskurven der DoE-Experimente, die in Abbildung 3.4 gezeigt sind,
weisen einen fiir Bakterien typischen sigmoiden Verlauf auf. Die Kulturen, die
nach der Induktion bei 37 °C (Abbildung 3.4B) bzw. 28,5°C (Abbildung 3.4C)
kultiviert wurden, steigen zu dhnlichen Zeitpunkten mit vergleichbaren Steigun-
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Abbildung 3.4: Wachstumskurven der verschiedenen Kultivierungsansitze N1 bis N15
(vgl. Tabelle C.1). Dargestellt sind alle Wachstumskurven im Vergleich (A) bzw. ein Ver-
gleich der Wachstumskurven, deren Kulturen nach der Induktion bei 37 °C (B), 28,5 °C
(C) und 20 °C (D) kultiviert wurden.

gen an. Sie erreichen auflerdem &dhnlich hohe ODgg-Werte. Im Gegenteil dazu
flachen die Wachstumskurven der bei 20 °C kultivierten Bakterienkultur schon
frither ab. Das Zellwachstum ist bei niedrigeren Temperaturen langsamer im
Vergleich zu hoheren Temperaturen. Die Kultur, die mit der hochsten IPTG-
Konzentration induziert wurde, bildet eine Ausnahme. Sie erreicht im Vergleich
mit allen Wachstumskurven die hochste optische Dichte. Dieses Ergebnis steht
im Widerspruch zur Literatur: Dort wird beschrieben, dass eine hohere IPTG-
Konzentration zu einem verminderten Zellwachstum fiihrt [61-63]. Ein Fehler
bei der Durchfiihrung der Kultivierung, beispielsweise der Einsatz einer geringe-
ren IPTG-Konzentration als geplant, konnte fiir dieses Ergebnis verantwortlich.
Die Uberpriifung durch eine Wiederholung des Experiments wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Fiir die densitometrische Konzentrationsbestimmung wurden Proben, die vier

Stunden nach der jeweiligen Induktion genommen wurden, ausgewdhlt. Zu die-
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Abbildung 3.5: Densitometrisch ermittelte TGF-f3-Konzentrationen in pug pro mL Kultur.

sem Zeitpunkt befinden sich die Zellen hauptséchlich im Ubergang vom exponen-
tiellen Wachstum in die stationdre Phase und sollten eine aussagekriftige Menge
TGF-B3 exprimiert haben. Die Proben wurden auf denselben ODgp-Wert verdiinnt
und nach dem Zellaufschluss zusammen mit einer BSA-Standardreihe auf SDS-
Gele aufgetragen. Die Auswertung der Gele wurde mit dem 1D-Gelektrophorese-
Bildanalyse-Programm GelAnalyzer durchfiihrt. Das Programm bestimmt die
Farbdichte der BSA-Banden und trdgt diese gegen die eingesetzte Proteinkon-
zentration auf. Mithilfe der Geradengleichung der Trendlinie und der Farbdichte
der zu untersuchenden Proteinbanden kann die TGF-p3-Konzentration der jewei-
ligen Probe ermittelt werden. Die Proben wurden auf den gleichen ODgy-Wert
normiert. Anschlieffend wurde die TGF-p3-Konzentration, bezogen auf das Kul-
turvolumen, berechnet (siehe Abbildung 3.5). Die niedrigsten erreichten TGF-33-
Konzentrationen (N1, N5, N7, N8, N11) liegen im Bereich von 1,8 bis 2,2 pg/mL
Kultur. Die von den Zentralversuchen N13-N15 abgesehen hochste Konzentrati-
on wurde in Versuch N4 mit 5,8 pg/mL Kultur erreicht.

Anhand dieser Daten wurde mit MODDE® ein Modell entworfen, welches eine
Aussage tiber zukiinftig durchgefiihrte Experimente im untersuchten Versuchs-
raum zuldsst und zur Bestimmung der optimalen Kultivierungsparameter fiir
eine hohe TGF-$3-Ausbeute beitrdgt (siehe Tabelle 3.2). Mithilfe der Regression
der partiellen kleinsten Quadrate (partial least square regression, PLS) werden die

signifikaten Einflussfaktoren unter Nutzung des Koeffizientendiagramms (sie-
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he Abbildung C.1) identifiziert. Im Anschluss wurde die Giiltigkeit des Modells
anhand von Kenngrofien iiberpriift (siehe Tabelle 3.2 und Abschnitt B.6.3). Das
BestimmbheitsmaB R? gibt an, inwiefern das Regressionsmodell die Rohdaten wie-
derspiegelt, und sollte fiir eine minimale Anpassung einen Wert von >0,5 in einem
Bereich von 0 bis 1 liegen. Der ermittelte Wert von 0,872 weist auf ein gutes Modell
hin. Unter Beriicksichtigung von Q?, der Vorhersagegiite, kann die Vorhersagbar-
keit von zukiinftigen Experimenten mithilfe des berechneten Regressionsmodells
abgeschitzt werden. Der in diesem Versuch ermittelte Q*-Wert von 0,623 liegt
oberhalb der minimalen Anforderung von 0,5. Die Differenz zwischen R? und Q?
ergibt einen Wert von 0,249 und ist damit unterhalb des maximalen fiir eine gute
Vorhersagegtite sprechenden Werts von 0,3. Die Modellvaliditdt beschreibt das
Mafs, in dem das Regressionsmodell fiir die Beschreibung des Systemverhaltens
geeignet ist. Ist der Wert grofier als 0,25, ist der Fehler des Modells im gleichen
Rahmen wie der reine Fehler. Dies ist im berechneten Modell mit einem Wert von
0,97 der Fall. Die Reproduzierbarkeit ldasst Aussagen iiber die Wiederholbarkeit
der Experimente zu. Mit einem Wert von 0,59 liegt die Reproduzierbarkeit in
diesem Versuch oberhalb der Minimalanforderung von 0,5 im Bereich zwischen

0 und 1 und somit in einem annehmbaren Rahmen [64].

Tabelle 3.2: Kenngrofien zur Einschdtzung der Giite des aufgestellten Modells.

Kenngrofse Wert

Bestimmtheitsmafi R? 0,872
Vorhersagegiite Q> 0,623
R?-Q? 0,249
Modellvaliditit 0,97
Reproduzierbarkeit 0,59

Die Ergebnisse kénnen durch MODDE® in 4D-Konturdiagrammen ausgegeben
werden (siehe Abbildung 3.6). Es wird deutlich, dass die IPTG-Konzentration
den grofiten Einfluss auf die TGF-$3-Ausbeute hat. Die hochste Zielprotein-
Konzentration wird bei Kultivierungstemperaturen zwischen 25 und 37 °C bei
einer Induktions-ODgy in einem Bereich von 0,2 bis 0,7 mit dem Einsatz von
1 mM IPTG erreicht (siehe Abbildung 3.6C). Der Einsatz von 45 % weniger IPTG
(0,55mM) verringert die Zielprotein-Ausbeute um lediglich 17 % (siehe Abbil-

dung 3.6B). Dabei sind die Bereiche von Kultivierungstemperatur und Induktions-
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Abbildung 3.6: 4D-Konturdiagramm unter Anwendung des ermittelten Regressionsmo-
dells. Aufgetragen sind Temperatur gegen Induktions-ODggy bei IPTG-Konzentrationen
von 0,1 mM (A), 0,55mM (B) und 1mM (C).

ODgo jeweils kleiner als unter den zuvor beschriebenen Bedingungen, waren mit
26 bis 35 °C und ODggp-Werten von 0,3 bis 0,7 aber weiterhin sehr gut umsetzbar.

Ausgehend von den dargestellten Ergebnissen wurden die Parameter zur Produk-
tion von TGF-$3-1Bs festgelegt. In Hinblick auf die Kosten-Nutzung-Analyse des
IPTGs wurde fiir die ndchsten Versuche eine Konzentration von 0,5 mM gewdhlt.
Als Induktionszeitpunkt wurde der ODggp-Bereich von 0,4 bis 0,6 festgelegt. Unter
allen getesteten Kultivierungsbedingungen befinden sich die Bakterien in diesem
Bereich im exponentiellen Wachstum (siehe Abbildung 3.4) und daher ist er fiir
die Produktion eines rekombinanten Proteins gut geeignet. Als Kultivierungs-
temperatur wurden 32 °C gewdhlt, da bei diesem Wert auch bei geringeren IPTG-
Konzentrationen noch ein Maximum an Ausbeute erzielt wird. Unter diesen Be-
dingungen kann eine Zielproteinkonzentration von iiber 5 ug/mL Kultur erwartet

werden.
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3.1.4 Versuche zur Solubilisierung der IBs

Das Zielprotein TGF-$3 liegt mit dem gewdhlten E. coli-Stamm und den Kultivie-
rungsbedingungen in Proteinaggregaten vor. Um das Zielprotein mit biologischer
Aktivitdt einsetzen zu konnen, muss es zunichst in Losung gebracht werden.
Generell ist fiir eine Solubilisierung die Denaturierung der aggregierten Protei-
ne notig. Die verschiedenen Bindungskrifte, wie Wasserstoftbriickenbindungen,
Van-der-Waals-Krifte und ionische oder hydrophobe Wechselwirkungen, konnen
durch physikalische oder chemische Eingriffe gestort und die Aggregate dadurch
aufgelost werden.

Fiir die Solubilisierung der vorliegenden IBs wurde der Einsatz von Harnstoff
getestet. Die chaotrope Verbindung verringert hydrophobe Effekte und fiihrt zu
einer Auflosung von Wasserstoffbriickenbindungen, wobei der genaue Mechanis-
mus noch immer nicht eindeutig identifiziert wurde. Es wird vermutet, dass neben
diesem indirekten Einfluss von Harnstoff auch eine direkte Interaktion mit dem
Protein stattfindet [65]. Um eine Losung des TGF-B3-Proteins zu erreichen, wur-
den Versuche sowohl bei Raumtemperatur als auch mit Einfrier-Auftau-Zyklen
nach Qi et al. durchgefiihrt (siehe Abschnitt B.2.3) [66]. Dabei konnte kaum bis
kein 16sliches Protein nachgewiesen werden (siehe Abschnitt C.3).

In einem zweiten Versuch wurde ein Essigsdure-haltiger Puffer eingesetzt und
zwei Inkubationszeiten (10 Minuten und tiber Nacht) miteinander verglichen (sie-
he Abschnitt B.2.3) [67]. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.7 anhand des Gels einer
SDS-PAGE zu sehen. Unter beiden getesteten Bedingungen kénnen Banden auf
der Hohe des Zielproteins (12,5 kDa) in jeweils beiden Fraktionen nachgewiesen
werden. Die densitometrische Auswertung zeigt, dass die kiirzer inkubierte Probe
in der 16slichen Fraktion 40 % des Zielproteins aufweist. Der Anteil solubilierten
TGF-B3s in der iiber Nacht inkubierten Probe ist mit 67 % deutlich hoher.

Eine Solubilisierung des Zielproteins in einem Essigsdure-haltigen Puffer ist folg-
lich moglich ist. Der Ansatz wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
verfolgt. In zukiinftigen Versuchen sollte tiberpriift werden, ob die Loslichkeit
nach einem Pufferwechsel weiterhin gegeben ist.
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Abbildung 3.7: Gel der SDS-PAGE zur Uberpriifung der Solubilsierungseigenschaften
des Essigsaure-haltigen Puffers. Die Zellproben aus E. coli wurden mit BugBuster® auf-
geschlossen und das Pellet anschlieflend mit dem Puffer versetzt. Aufgetragen sind die
nicht-16slichen Fraktionen (P), die l6slichen Fraktionen (U) sowie eine nicht-solubilisierte
Probe nach dem Zellaufschluss (Kontrolle); Coomassie-Farbung.

3.1.5 Alternativer E. coli-Stamm SHuffle®

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass E. coli BL21(DE3) das
Zielprotein TGF-3 als Monomer in IBs produziert. Der Einsatz des ausgewéhlten
Stamms ist fiir die Bildung von Disulfidbriickenbindungen nicht optimal. Das bio-
aktive Zielprotein liegt als Homodimer vor, wobei die Monomere intermolekular
tiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. In einem néchsten Schritt
wurde getestet, ob ein Wechsel des Produktionsstamms die Dimer-Ausbeute deut-
lich steigern kann.

Ausgewihlt wurde der E. coli-Stamm SHuffle® (Fa. New England Biolabs, USA),
da dieser so ausgelegt ist, dass auch Proteine mit vielen Disulfidbriicken korrekt
gefaltet werden konnen [68]. Dafiir exprimieren die Bakterien eine chromosoma-
le Kopie der Disulfidbindungsisomerase DsbC. Diese unterstiitzt die Korrektur
falsch-oxidierter Proteine in ihre korrekte Form. Das TGF-f3-Plasmid wurde in

den E. coli-Stamm SHuffle® eingebracht und dieser kultiviert. Kulturproben, die
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reduzierend nicht reduzierend

30°C 20°C 30°C 20°C

Abbildung 3.8: Nicht-reduzierendes SDS-Gel zur TGF-f3-Expression im E. coli-Stamm
SHuffle® bei 20 und 30 °C Kultivierungstemperatur. Die Proben wurden vier Stunden
nach IPTG-Induktion genommen. Aufgetragen sind ein molekularer Grofsenstandard
(M), die unloslichen Fraktionen (P) sowie die 16slichen Fraktionen (U); Coomassie-
Farbung.

vier Stunden nach der Induktion entnommen und mit BugBuster® aufgeschlos-
sen wurden, wurden elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abbildung 3.8). Dabei
wurden ein reduzierender und ein nicht-reduzierender Probenpuffer eingesetzt.
Letzterer dient dem Nachweis von Dimeren, da er nicht zu einer Spaltung der
Disulfidbriicken fiihrt. Die Verwendung eines reduzierenden SDS-Probenpuffers
ergibt ein dhnliches Bandenmuster wie bei den Kultivierungen des E. coli-Stamms
BL21(DE3). Das Zielprotein liegt unloslich vor. Werden die Proben in einem
nicht-reduzierenden Puffer aufgetragen, ist jeweils eine neue Bande in den nicht-
l6slichen Fraktionen auf der Hohe von etwa 25 kDa zu erkennen. Diese sprechen
tiir die Bildung von dimerem TGF-f3. Allerdings ist der Dimer-Anteil an der Ge-
samtmenge TGF-$3 lediglich 28,3 % bei einer Kultivierungstemperatur von 30 °C
bzw. 20,8 % bei 20 °C. Ein Grofsteil der Proteinausbeute miisste also nach einer
Aufreingung dennoch in einem zusétzlichen Schritt bei der korrekten Faltung
unterstiitzt werden. Daher wurden keine weiteren Versuche in diese Richtung
mehr unternommen, sondern stattdessen weitere Moglichkeiten zur Erhchung

der Loslichkeit gesucht.
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3.1.6 Thioredoxin-Fusionsprotein zur Erh6hung der Loslichkeit

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die Produktion von
TGF-B3 in E. coli BL21(DE3) moglich ist. Es werden unlosliche Proteinaggrega-
te gebildet, die zu einem sehr grofien Teil aus (fehlgefalteten) Monomeren be-
stehen. Mittels eines Essigsdure-haltigen Puffers konnte ein Teil dieser Inclusion
Bodies solubilisiert werden. Es wurde eine alternative Methode gesucht, die die
Loslichkeit des Proteins schon wahrend der Expression erhoht. Neben dem Ein-
bringen von Co-Chaperonen, die die Faltung der Proteine unterstiitzen sollen,
gibt es die Moglichkeit ein 16slichkeitunterstiitzendes Fusionsprotein zusammen
mit dem Zielprotein zu exprimieren. Beliebte Fusionsproteine sind neben dem
Maltose-bindenden Protein (MBP), dem N-utilization substance protein A (Nu-
sA), der Glutathion-S-Transferase (GST), Ubiquitin und dem kleinen Ubiquitin-
verwandten Modifikator (SUMO) das Thioredoxin 1 (TrxA).

Thioredoxin 1 aus E. coli ist an vielen Redox-Reaktionen beteiligt. Im aktiven Zen-
trum befindet sich ein Dithiol, welches zu einem Disulfid reversibel oxidiert wer-
den kann und so Dithiol-Disulfid-Austauschreaktionen katalysiert. In der Biotech-
nologie wird das 109 Aminosduren grofie Peptid als Fusionsprotein eingesetzt,
denn es hat die Eigenschaft die Loslichkeit anderer Proteine heraufzusetzen [69].
Auch eine Coexpression von Thioredoxin kann zu diesem Ergebnis fiihren [70].
In dieser Arbeit wurde das als TrxA-Tag bezeichnete Fusionsprotein genutzt, um
die Loslichkeit des Zielproteins TGF-$3 bei der Produktion in E. coli zu erhohen.
Dafiir wurde das trxA-Gen aus E. coli N-terminal an die TGF-p3-Sequenz in den
Vektor eingesetzt. Diese Konstellation wurde gewdhlt, da die Fusion mit Thiore-
doxin an den N-Terminus des Zielproteins die Translationseffizienz im Vergleich
zu einer C-terminalen Fusion deutlich erhoht [71]. Kim et. al konnten so 2,8 mg
bioaktives und tag-freies TGF-f1 aus 100 mL Zellkultur aufreinigen [72].

Um die Aufreinigung des Zielproteins zu erleichtern, wurde ein Hexa-Polyhis-
tidin-Tag zwischen TrxA- und TGF-f3-Gen eingefiigt. Durch dessen spezifische
Bindungen an Kupfer- oder Nickelionen kann so mittels Affinitdtschromatografie
die Separation des Zielproteins erreicht werden. Zudem enthélt der Vektor eine
TEV-Peptidase-Schnittstelle, die die Abtrennung von TrxA- und Polyhistidin-Tag
ermoglicht, da diese unter Umstdnden die korrekte Faltung oder die biologi-
sche Aktivtat des Zielproteins beeinflussen kénnen. Die TEV-Peptidase (Tobacco
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Abbildung 3.9: Agarosegel nach Restriktionsverdau. Aufgetragen sind ein DNA-
Groflenstandard (M) sowie eine Probe des Plasmids nach Restriktionsverdau mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Ncol. Die DNA-Fragmente sind mit Pfeilen markiert.

Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase) gehort zur Familie der Chymotrypsin-
dhnlichen Proteasen und wird aufgrund ihrer hohen Sequenz-Spezifitit (EN-
LYFQ’G/S) hdufig eingesetzt, um in vivo oder in vitro Fusionsproteine oder -Tags

abzuspalten.

3.1.6.1 Molekularbiologische Arbeiten

Die Klonierung des Vektors wurde wie bereits in Abschnitt 3.1.1 beschrieben
durchgefiihrt. Es fand eine Uberpriifung der Plasmidaufnahme in E. coli Top10
statt, indem das in E. coli vervielfdltigte Plasmid aufgereinigt (sieche Abschnitt
B.1.2.4) und mit den Restriktionsenzymen Xhol und Ncol verdaut wurde (siehe
Abschnitt B.1.2.1). Die mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennten DNA-
Fragmente sind in Abbildung 3.9 zu sehen. Die Restriktionsenzyme Xhol und
Ncol haben das TrxA-TGF-$3-Plasmid in zwei Fragmente geteilt. Das grofiere
Fragment mit einer erwarteten GrofSe von 5643 bp ist deutlich besser zu erkennen,
da sich an diesem wéahrend der Inkubation mehr Farbstoff angelagert hat. Die
Bande des kleineren Fragments ist ebenfalls auf der erwarteten Hohe bei 710 bp
zu finden. Das Plasmid konnte erfolgreich in E. coli Top10 vervielfiltigt werden

und weist ein Insert erwarteter Grofse auf.

Anschliefsend wurde das Plasmid in den E. coli-Stamm BL21(DE3) eingebracht
und tiber Nacht auf mit dem Selektionsmittel Ampicillin versetzten Agarplatten
kultiviert. Die Plasmid-Aufnahme von drei ausgewéhlten Klonen wurde dann
mit einer Kolonie-PCR tiberpriift. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.10 zu sehen.
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Abbildung 3.10: Agarosegel zum Nachweis der erfolgreichen Hitzeschocktransforma-
tion mittels Kolonie-PCR. Aufgetragen wurden ein DNA-Groflenstandard (M) und die
Amplifikate gepickter Klone (1-3).

Alle untersuchten Klone weisen eine Bande auf einer Hohe von etwa 750 bp auf.
Da die theoretische Grofie des Fragments 710 bp ist, kann daraus geschlussfolgert
werden, dass alle Klone die Plasmid-DNA aufgenommen haben. In der dritten
Spur ist die Bande im Vergleich zu den anderen deutlich schmaler. Dies ist darauf
zurtickzufiihren, dass weniger Ausgangsmaterial eingesetzt wurde. Fiir die wei-
teren Experimente wurde Klon 2 gewihlt, Kryokulturen angelegt und die korrek-
te Aminosduresequenz mittels Sequenzierung bestéatigt. Diese stellte sicher, dass
das Plasmid pET-16b-TrxA-TGF-3 nach den Klonierungsarbeiten noch immer
das vollstindige und unverdnderte Insert beinhaltete.

3.1.6.2 Kultivierung

Mit dem ausgewdihlten Klon wurden Kultivierungen im Schiittelkolbenmafistab
durchgefiihrt. Zundchst wurde eine Kultivierungstemperatur von 37 °C aus-
gewdhlt und die Proteinexpression mit 1mM IPTG induziert. Es wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen, um per SDS-PAGE die Expres-
sion des TrxA-TGF-f3-Fusionsproteins in 16slicher oder unloslicher Form nach-
weisen zu konnen. Die Proben wurden mithilfe des Proteinextraktionsreagenzes
BugBuster® aufgeschlossen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Auf dem Gel der SDS-PAGE in Abbildung 3.11 sind die Uberstdnde sowie die Pel-
lets nach dem Zellaufschluss aufgetragen. Das 16sliche Protein befindet sich im
Uberstand, das unldsliche Protein im Pellet. Die Proben vier Stunden nach IPTG-

Induktion weisen auf einer Hohe zwischen 25 und 35 kDa eine deutliche Bande
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Abbildung 3.11: Reduzierendes SDS-Gel der Proben aus der Kultivierung bei 37 °C. Auf-
getragen sind neben einem DNA-Grofsenstandard (M) die unloslichen (P) und 16slichen
(U) Fraktionen zweier induzierter Kulturen (A und B) sowie einer nicht-induzierten Kul-
tur als Kontrolle.

auf. Die theoretische Grofle des monomeren TrxA-TGF-$3 liegt bei etwa 26 kDa.
Die nicht-induzierten Proben weisen auf dieser Hohe keine entsprechenden Ban-
den auf. Dies zeigt, dass das Fusionsprotein bei einer Kultivierungstemperatur
von 37 °C wie das unfusionierte Protein in Aggregaten vorliegt (siehe Abschnitt
3.1.2). Die Bandendicke ldsst allerdings auf eine hohe Proteinexpression schlie-

fen.

Da niedrigere Inkubationstemperaturen dazu fiithren kénnen, dass die Bakterien
mehr Zeit fiir eine korrekte Faltung der Proteine haben und diese dann 16slich
vorliegen, wurde im Anschluss eine Kultivierung bei 20 °C durchgefiihrt. Es wur-
den 18 Stunden nach Induktion Zellproben genommen und die Proteine nach
dem Zellaufschluss mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abbildung 3.12). Da-
bei wurden die Proben einmal mit einem reduzierenden und einmal mit einem
nicht-reduzierenden Probenpuffer versetzt, um eine eventuelle Dimerisierung
aufzeigen zu konnen. Die induzierten Proben weisen in beiden Puffern sowohl in
der nicht-l6slichen als auch in der 16slichen Fraktion spezifische Banden auf einer
Hohe von 26 kDa auf. In der Kontrollkultur sind keine entsprechenden Banden
zu finden. Dies bedeutet, dass die Bakterien bei einer niedrigen Kultivierungs-
temperatur von 20 °C das Zielprotein 16slich produzieren. Gleichzeitig ist keine
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Abbildung 3.12: SDS-Gel der Proben aus der Kultivierung bei 20 °C, genommen 18 Stun-
den nach der IPTG-Induktion. Aufgetragen sind die unléslichen (P) und loslichen (U)
Fraktionen der induzierten Kultivierungen (A und B, Duplikate) sowie einer nicht-
induzierten Kultivierung als Kontrolle unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen; Coomassie-Farbung.

I

unterschiedliche Verteilung der Banden des Zielproteins zu erkennen. Das spricht
gegen die Bildung von Dimeren, die durch den Einsatz eines reduzierenden Puf-
fers in die entsprechenden Monomere getrennt werden wiirden. Damit konnte
gezeigt werden, dass das TrxA-TGF-$3 bei 20 °C 16slich produziert werden kann
und dabei als Monomer vorliegt.

3.1.6.3 Zellaufschluss per Ultraschall

In den vorherigen Experimenten wurde fiir den Zellaufschluss nach der Kul-
tivierung das Proteinextraktionsreagent BugBuster® eingesetzt. Dieses Reagenz
vereinfacht den Aufschluss und ist fiir geringe Probenmengen sehr gut einsetz-
bar. Der Einsatz solcher Reagenzien ist allerdings oftmals problematisch, da diese
einen Einfluss auf das Zielprotein haben kénnen und die Abtrennung bei der Auf-
arbeitung schwierig sein kann. Im Folgenden wird iiberpriift, ob der mechanische
Zellaufschluss per Ultraschall eine gute Alternative zur chemischen Aufschluss-
methode darstellt. Um die Zelllyse zu erreichen, werden die Zellen in Interval-
len energiereichen Ultraschallwellen ausgesetzt. Es entstehen Kavitationen, die
nach kiirzester Zeit in sich zusammenfallen und implodieren. Dadurch wird die

Zellmembran geschadigt. Aufgrund der sich dabei entwickelnden Temperatur
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Abbildung 3.13: Vergleich des TrxA-TGF-p3-Anteils in 16slicher und unloslicher Fraktion
nach dem Ultraschall-Aufschluss in den getesteten Lysispuffern (vgl. Tabelle B.1).

miissen die Proben gekiihlt werden, damit es zu keiner Proteindenaturierung

kommt.

Die Wahl des Puffers, in dem das Protein wahrend des Zellaufschluss vorliegt,
kann die Loslichkeit des Zielproteins beeinflussen. Um das TrxA-TGF-$3 nach
dem Zellaufschluss mit Ultraschall weiterhin 16slich vorliegen zu haben, wur-
den vier Puffer mit unterschiedlicher Zusammensetzung und verschiedenen pH-
Werten getestet (siehe Tabelle B.1). Basis von drei der vier Puffer sind 50 mM TRIS-
HCI, ein vierter Puffer wurde mit 50 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
(MOPS) hergestellt. Es wurden verschiedene Additive hinzugeftigt: Natrium-
chlorid sollte die Ionenstdarke des Puffers aufrechterhalten, die Zugabe von Di-
thiothreitol (DTT) Oxidationsschdden verhindern und Glycerol diente zur Stabi-
lisierung des Proteins. Die Zellpellets wurden in den Puffern gelost und, wie in
Abschnitt B.2.2 beschrieben, aufgeschlossen. Anschlieffend wurden die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt. Es erfolgte eine densitometrische Bestimmung der
Zielproteinanteile in den l6slichen und unloslichen Fraktionen (siehe Abschnitt
B.5.3.1).

Im weiteren Verlauf der Versuche wurde festgestellt, dass bei der Durchfiihrung
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Abbildung 3.14: Vergleich des TrxA-TGF-p3-Anteils in 16slicher und unloslicher Fraktion
nach dem Aufschluss in dem Standard-Aufschlusspuffer mit verschiedenen Zusammen-
setzungen (siehe Tabelle B.2).

des oben beschriebenen Zellaufschlusses mit den verschiedenen Puffern ein sys-
tematischen Fehler auftrat. Es wurde ein Korrekturfaktor Fy.,. ermittelt, der das
Verhiltnis zwischen den spéter durchgefiihrten und der ersten Bestimmung
der 16slichen Anteile des Zielproteins darstellt. Die Werte der 16slichen Antei-
le wurden mit diesem Faktor multipliziert und die Werte der unloslichen Anteile
entsprechend angepasst. Eine detailliertere Beschreibung ist in Abschnitt C.2.1
beschrieben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Es wird deut-
lich, dass Puffer 4 fiir den Zellaufschluss mit Ultraschall aufgrund fehlender
Loslichkeit des Zielproteins nicht geeignet ist. Etwas besser schneidet bei diesem
Vergleich Puffer 3 mit einem loslichen Zielproteinanteil von 41 % ab. Am besten
wirkt sich die Nutzung der Puffer 1 und 2 auf die Loslichkeit des Zielproteins
aus. Es liegen 70 bzw. 72,5 % des Zielproteins 16slich vor. Im Vergleich dazu ist der
Aufschluss mit BugBuster® weniger giinstig. Es sind nur 55 % des TrxA-TGF-B3s

in der 16slichen Fraktion zu finden.

Puffer 1 wurde fiir eine Optimierung ausgewdhlt und dessen Salzgehalt sowie
pH-Wert variiert (siehe Tabelle B.2). Die Versuche wurden wie bereits beschrieben
durchgefiihrt und die Ergebnisse ausgewertet. Aus Abbildung 3.14 geht hervor,
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dass die Zugabe von Natriumchlorid zum Aufschlusspuffer (1c und 1d) keine
erheblichen Verbesserungen der Loslichkeit im Vergleich zu BugBuster® (57 %)
bringt. Mehr als 50 % des Zielproteins liegen in der unléslichen Fraktion vor. Die
beiden als 1 und la bezeichneten Varianten hingegen weisen 20 bzw. 11 % des
TrxA-TGF-B3 in der unldslichen Fraktion auf. Der Unterschied der beiden Puffer
ist der pH-Wert: Puffer 1 weist einen Wert von 7,5 auf, wihrend Puffer 1a auf
einen pH-Wert von 9 eingestellt wurde. Die Loslichkeit von TrxA-TGF-f3 ist in
dem Puffer mit hoherem pH-Wert doppelt so hoch verglichen mit dem Puffer
niedrigeren pH-Wertes. Diese Beobachtung konnte durch eine Wiederholung des
Versuchs bestétigt werden (siehe Abbildung C.3). Der entscheidende Einfluss des
pH-Werts ist auf den isoelektrischen Punkt (pI) des Zielproteins zuriickzufiihren.
Der theoretische pI des TrxA-TGF-$3 liegt bei 5,55 (ermittelt mit dem ExPaSy-
Webtool ProtParam). Die Loslichkeit von Proteinen ist um ihren spezifischen
isoelektrischen Punkt am geringsten und nimmt in beide Richtungen mit steigen-
dem Abstand zu [73]. Mit der Zusammensetzung von Puffer 1 bzw. 1la wurde
ein Aufschlusspuffer gefunden, mit dem nach dem Zellaufschluss mit Ultraschall
eine hohe Konzentration des l6slichen Zielproteins vorliegt, und der somit eine

gute Alternative zu dem Proteinextraktionsreagent BugBuster® darstellt.

In Hinblick auf die Lagerung des Proteins nach dem Aufschluss wurde in ei-
nem weiteren Versuch untersucht, wie sich das Einfrieren der Proben auf die
Loslichkeit des Zielproteins auswirkt. Dazu wurde die 16sliche Fraktion von Puf-
fer 1 aufgetaut, zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das eventuell
verbliebene, nicht 16sliche Pellet wurde in Wasser suspendiert, die Proben elektro-
phoretisch aufgetrennt und das Gel anschlieffend analysiert. Dabei wurde keine
TrxA-TGF-3-Bande in der unloslichen Fraktion nachgewiesen. Der eingesetzte

Puffer ist also auch fiir die Lagerung des Zielproteins bei -20 °C geeignet.

3.1.6.4 Aufreinigung mittels Affinititschromatographie

Das loslich produzierte Fusionsprotein TrxA-TGF-$3 wurde nach dem Zellauf-
schluss in einem weiteren Schritt von den restlichen Proteinen abgetrennt. Daftir
wurde der Hexa-Polyhistidin-Tag genutzt und eine Immobilisierte-Metallionen-
Affinitdtschromatographie (IMAC) mit einer Ni**-Nitrilotriessigsdure (NTA)-Ma-
trix durchgefiihrt (siehe Abschnitt B.5.2.2). Die Histidin-Reste des Tags binden mit
einer hohen Spezifitat und Affinitdt an den freien Positionen der Nickel-Ionen
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Abbildung 3.15: Gel einer SDS-PAGE von Proben nach einer Affinitatschromatographie.
Aufgetragen sind ein Grofienstandard (M), die auf die Sdule gegebenene Probe (1), der
Durchfluss (2), die Waschfraktionen (3-5) und die Elutionsfraktionen (6-8), Coomassie-
Farbung.

und bilden einen Chelatkomplex aus. Die Ablosung der gebundenen Proteine
erfolgt durch das Spiilen mit einem Imidazol-haltigen Puffer. Das Imidazol fiihrt
aufgrund hoherer Affinitdt zu den Histidin-Resten zu einer Verdrangung des
aufgereinigten Proteins.

Auf den Gelen der SDS-PAGE sind auf der Hohe des Zielproteins Banden in
den Elutionsfraktionen sichtbar (siehe Abbildung 3.15). Die Aufreinigung mit-
tels IMAC ist also moglich. Zusétzlich sind auf den Gelen auch noch weitere,
grofiere Banden zu erkennen. AufSerdem ist auch im Durchfluss ein Anteil von 25
bis 50 % des gesamten wiedergefundenen Zielproteinanteils nachweisbar. Ein Er-
klarungsansatz hierfiir ist die Uberladung der Sdule. In einem weiteren Versuch
zur Uberpriifung dieser These wurde der Durchfluss eines Chromatographie-
Durchlaufes, und damit weniger Zielprotein als zuvor, auf eine neue Sdule aufge-
tragen. Sollte es sich um eine Uberladung handeln, so miisste weniger Zielprotein
im Durchfluss auffindbar sein als im ersten Durchlauf. Wie Tabelle 3.3 zu entneh-
men ist, ist dies aber nicht der Fall: Der erneute Auftrag der nicht an der Saule
gebundenen Fraktion fithrt zu einem dhnlichen Prozentsatz nicht gebundenen

Zielproteins. Eine Uberladung der Saule ist damit auszuschlieflen.

Eine andere Erkldrung fiir die nicht komplette Bindung des Zielproteins an die
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Tabelle 3.3: Vergleich des wiedergefundenen TrxA-TGF-f$3-Anteils bei einem
Sdulendurchlauf (A1) mit dem erneuten Auftragen des dabei aufgefangenen Durchflusses
(A2).

Trx A-TGF-B3-Anteil (%)

Fraktion
Al A2
Durchfluss 25 31
I 0 0
Waschfraktion I 0 0
III 0 0
I 34 35
Elutionsfraktion 1I 34 26
11T 7 9

Sdule kann die Zusammensetzung des Equilibrierungspuffer sein [74]. Eine Op-
timierung fiir das Zielprotein sollte in weiteren, an dieser Stelle ankniipfenden
Arbeiten umgesetzt werden. Dabei kann auch bertiicksichtigt werden, dass eine
hohere Salzkonzentration als die vom Sdulen-Hersteller empfohlenen 0,5M NaCl
(bis zu 1 M) schwachen elektrostatischen Interaktionen von anderen Proteinen
mit dem Zielprotein vorbeugen konnte. Durch die Zugabe von Imidazol (bis zu
20mM), den nichtionischen Detergenzen Triton X-100 und Tween 20 (bis zu 1 %)
oder Ethanol (bis zu 20 %) kann aufSerdem die schwache Bindung anderer Protei-
ne an die Sdule verhindern werden [75]. Damit konnte die Menge nicht-spezifisch
gebundener Proteine in den Elutionsfraktionen (siehe Abbildung 3.15) reduziert

werden.

3.1.6.5 Weitere Aufreinigungsschritte

In einem néchsten Schritt sollte die Proteinkonzentration bestimmt werden. Die
Imidazol-Konzentration des Elutionspuffers kann dabei die Messungen mit den
Methoden der Wahl (Spektralphotometer NanoDrop® und Bradford-Assay) be-
einflussen. Dieser Einflussfaktor sollte eliminiert werden. Dafiir wurden die Pro-
teinproben aus den drei Elutionsschritten der Affinitdtschromatographie vereint
und damit zwei Herangehensweisen getestet: Die Durchfithrung einer Dialyse
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Abbildung 3.16: Gel der SDS-PAGE mit Dialyse-Proben. Aufgetragen sind jeweils eine
Probe vor dem Dialyse-Start (1) sowie nach der Beendigung der Dialyse (2); Coomassie-
Farbung.

(cutoff von 3kDa, siehe Abschnitt B.5.2.3) sowie der Einsatz einer Ultrafiltrati-
onseinheit (siehe Abschnitt B.5.2.4). Ultrafiltrationseinheiten erlauben eine Um-
pufferung durch das Abtrennen von im Vergleich zum Zielprotein sehr kleinen
Molekiilen. Aufierdem ist eine Aufkonzentrierung der Probe moglich. Durch die
Nutzung eines kleinen cutoffs von 10 kDa wurde iiberpriift, ob eine Umpufferung

in einen Puffer ohne Imidazol erreicht werden kann.

Abbildung 3.16 zeigt die Proben, die vor und nach der Dialyse elektrophoretisch
aufgetrennt wurden. Im Vergleich zu der Probe, die zu Beginn der Dialyse genom-
men wurde, enthélt die Endprobe nur noch etwa 30 % des 16slichen Zielproteins.
In der Literatur finden sich Hinweise dazu, dass die Kombination aus einem
Hexa-Polyhistidin-markierten Protein und dem in dem Elutionspuffer enthalte-
nen Imidazol zu einer Stabilisierung des Proteins fithren kann [76]. Dies konnte

die verringerte nachgewiesene Menge erklaren.

Ein dhnliches Ergebnis wurde durch den Einsatz einer Ultrafiltrationseinheit mit
einem cutoff von 10 kDa erreicht. Mitjedem durchgefiihrten Zentrifugationsschritt
verringerte sich die Proteinkonzentration im Riickstand. Gleichzeitig ist kein Ziel-
protein im Filtrat elektrophoretisch nachweisbar. Neben der bereits erwdhnten
Stabilisierung durch Imidazol kann in diesem Fall eine weitere Erkldrung sein,
dass sich ein Teil der (ausgefallenen) Proteine in den Poren verfangt und sich auch
durch mehrfaches Spiilen mit frischem Puffer nicht 16sen ldsst. Weitere Untersu-
chungen in diese Richtung wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.
Ansatzpunkt fiir zukiinftige Arbeiten kann eine schrittweise Reduktion von Imi-
dazol sein, um dem Ausfall bei Dialyse und Ultrafiltration vorzubeugen.
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3.1.7 Fazit

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das Zielprotein TGF-p3 in E. coli produziert.
Dafiir wurde zunéchst eine Gensequenz auf Basis des humanen Zielproteins kon-
struiert, die fiir das Monomer codiert. Nach der erfolgreichen Transformation
des E. coli-Stamms BL21(DE3) und dem elektrophoretischen Produktionsnach-
weis des monomeren Zielproteins wurden die Kultivierungsbedingungen mit-
tels statistischer Versuchsplanung optimiert. Die dahei hochste erreichte TGF-
p3-Konzentration lag bei 58 mg/L Kultur. Es wurden eine Kultivierungstem-
peratur von 32 °C, eine Animpf-OD¢yy zwischen 0,2 und 0,6 sowie eine IPTG-
Endkonzentration von 0,5mM zur Induktion der Proteinexpression festgelegt
und fiir die folgenden Versuche umgesetzt. Mit diesen Parametern kann eine

Zielproteinkonzentration von mehr als 5mg/L Kultur erwartet werden.

Im Folgenden wurde eine Solubilisierungsmethode der produzierten Inclusion
Bodies gesucht und dafiir zwei Methoden getestet. Der Einsatz des chaotropen
Reagenz Harnstoff fithrte nicht zu einer Solubilisierung. Mithilfe eines Essigsaure-

haltigen Puffers konnten 67 % des Zielproteins in Losung gebracht werden.

Das oben beschriebene Plasmid wurde in den fiir die Disulfidbriickenbildung
optimierten Expressionsstamms E. coli SHuffle® eingebracht, um das Zielprote-
in als Dimer zu produzieren. Es wurde ein Dimer-Anteil von 28,3 % bei einer
Kultivierungstemperatur von 30 °C erreicht, wobei die gesamte Zielproteinmen-
ge unloslich vorlag. Ein Grofiteil des Zielproteins wurde weiterhin als Monomer
exprimiert und hitte nach der Aufreinigung bei der korrekten Faltung unterstiitzt
werden miissen. Daher wurde dieser Ansatz verworfen und nach einer anderen

Strategie gesucht, um die Loslichkeit des Zielproteins zu erhchen.

Durch die Anpassung der Gensequenz wurde das Protein Thioredoxin A N-
terminal an den Polyhistidin-Tag des TGF-B3 fusioniert. Es konnte gezeigt wer-
den, dass das monomere Zielprotein durch diese Modifikation bei einer Kulti-
vierungstemperatur von 20 °C zu etwa 60 % in der 16slichen Fraktion vorliegt.
Anschlieflfend wurde als Alternative zum chemischen Zellaufschluss mit dem
Proteinextraktionsreagent BugBuster® der mechanische Zellaufschluss per Ultra-
schall mit verschiedenen Puffern getestet. Der von diesen am besten geeignete
Puffer ist ein 50 mM Tris-HCl-Puffer mit 1 mM DTT, ohne den Zusatz von Na-

triumchlorid und mit einem pH-Wert von 9. Er fiithrte zu einer Loslichkeit von
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mindestens 90 % des Zielprotein. Im Folgenden eine Aufreinigung des konstru-
ierten Fusionsproteins mittels Affinitdtschromatographie mit einer NiNTA-Sdule
erreicht werden. Hierbei fiel auf, dass ein betrdchtlicher Anteil des Zielprote-
ins (30-50 %) im Durchfluss wiedergefunden wurde. Eine Uberladung der Saule
wurde ausgeschlossen. Eine Erklarungsmoglichkeit kann der fiir das Zielprotein
TrxA-TGF-$3 nicht optimale Equilibrierungspuffer sein.

Im letzten Abschnitt dieses Kapitels wurden Methoden zur Imidazol-Abtrennung
aufgezeigt und getestet. Das im Elutionspuffer des Chromatographie-Puffers ent-
haltene Imidazol stort bei nachfolgenden Bestimmungen der Zielproteinkonzen-
tration und sollte daher entfernt werden. Die Methoden Dialyse und Ultrafiltrati-
on fiithrten allerdings nicht zu dem gewtinschten Ergebnis, sondern begiinstigten
die Aggregation des Zielproteins.

3.2 Arbeiten in CHO-Zellen

In diesem Kapitel wird die Produktion des rekombinanten Zielproteins TGF-p3
in den Sdugetierzellen CHO getestet. Die verwendeten CHO-Zellen stammen
aus der CHO-K1-Zelllinie der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Noll (Univer-
sitdt Bielefeld) und sind an die serumsfreie Suspensionskultivierung adaptiert.
Die Nutzung nicht-adhdrenter Zellen hat den Vorteil, dass das Zellwachstum
nicht durch die Oberfldche des Kultivierungsgefaf limitiert wird, sondern durch
die Zellkonzentration im Medium. Dies ermoglicht eine einfache Mafistabsver-

grofierung der Produktion des Zielproteins.

Mit stabil transfizierten CHO-Zelllinien konnten in einem Fed-Batch-Prozess be-
reits TGF-$3-Konzentrationen von tiber 130 mg/L Kultur erreicht werden [77]. In
dieser Arbeit erfolgte das Einbringen der Zielproteinsequenz iiber eine Polyethy-
lenimin (PEI)-vermittelte transiente Transfektion (siehe Abschnitte 2.2.2.2 und
B.3.2). Um die Methode genauer analysieren und charakterisieren zu konnen,
wurden Vorversuche mit einem fiir das Green Fluorescent Protein (GFP) codie-
renden Plasmid gemacht. GFP kann aufgrund seiner Fluorenszenzeigenschaft
mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden und besitzt mit 26,9 kDa ei-
ne dhnliche Grofie wie das bioaktive Zielprotein TGF-B3 (25 kDa). Im Anschluss
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wurden auf Grundlage der Ergebnisse die Experimente mit den dafiir konstru-
ierten TGF-p3-Plasmiden durchgefiihrt.

3.2.1 Transiente Transfektion mit GFP-Plasmiden

Die transienten Transfektionen von CHO-Zellen wurden mit PEI erreicht. Dabei
wurden zwei Durchfithrungsvarianten aus fritheren, am Institut fiir Technische
Chemie durchgefiihrten Arbeiten miteinander verglichen [13, 78]. Die Varian-
ten unterscheiden sich in der Zugabereihenfolge von PEI und Plasmid-DNA:
Das so genannte einschrittige Protokoll (siehe Abschnitt B.3.2.1) sieht die auf-
einanderfolgende Zugabe von DNA und PEI zur Zellsuspension vor, wahrend
im zweischrittigen Protokoll (siehe Abschnitt B.3.2.2) erst DNA und Polykati-
on zusammen inkubiert und anschlieffend zu den Zellen gegeben werden (siehe
Abbildung 3.17).

Fiir letztere Methode wurden DNA- und PEI-Losung vermischt und nach Inku-
bationszeit von 5 bis 10 min in die Zellsuspension gegeben. Dieser Inkubations-
schritt soll die Ausbildung von DNA-PEI-Komplexen ohne Stérung von aufien,
wie beispielsweise durch die negativ geladenen Zellen, férdern. Bei der einschrit-
tigen Variante wurde auf die Inkubation von Plasmid-DNA und PEI verzichtet.
Stattdessen wurde die DNA direkt zu den Zellen gegeben. Anschliefsend wurde
das PEI vorsichtig und tropfchenweise oberhalb des Fliissigkeitsspiegels an die
Wand des Reaktionsgefifies pipettiert, sodass die Tropfen iiber Adhéasionskréfte
an der Gefdflwand haften blieben. Dann erfolgte durch leichtes Schwenken die
Vermischung mit der Zell-DNA-Suspension. Mit dieser Methode wird der Kon-
takt mit einer sehr hohen PEI-Konzentration, der die Zellen kurzzeitig ausgesetzt
sind, moglichst gering gehalten. Alternativ kann das PEI tropfchenweise unter
Schwenken zur Zellsuspension gegeben werden. Nach einer vierstiindigen In-
kubationszeit bei 37 °C wurden die Zellen bei beiden Transfektionsvarianten auf

eine Konzentration von 2 x 10° Zellen/mL mit frischem Medium verdiinnt.

In einem ersten Versuch wurden die beiden beschriebenen Methoden zunéachst
miteinander verglichen. Eingesetzt wurde das Plasmid pAcGFP1-N1, welches fiir
GFP codiert. Zugleich wurden bei diesem Versuch auch Verhéltnisse von 1:3 und
1:5 DNA zu PEI getestet. Das Verhiltnis beeinflusst die Grofie und Ladung der
Komplexe. Grofie Komplexe kénnen weniger gut von den Zellen aufgenommen
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Abbildung 3.17: Schematischer Ablauf der transienten Transfektion mit den zwei unter-
schiedlichen Protokollen. A: Einschrittige Methode. DNA und PEI werden nacheinander
(D und ) zu der Zellsuspension gegeben. B: Zweischrittige Methode. Das PElin 150 mM
NaCl wird zur DNA, ebenfalls in 150 mM NaCl, gegeben, 10 min bei Raumtemperatur in-
kubiert und dann in die Zelllosung pipettiert. AnschliefSfend findet bei beiden Methoden
eine Inkubation tiber 4 Stunden bei 37 °C statt, es erfolgt eine Verdiinnung der Zellen und
die weitere Kultivierung bis 48 Stunden nach der Transfektion.

werden. Sie verlieren schnell ihre Struktur, wenn sie nicht ausreichend stabil sind,
um dem niedrigen pH-Wert und den lysosomalen Enzymen in der Zelle stand-
halten zu konnen [44]. Damit wird die Transfektionseffizienz negativ beeinflusst.
Die transfizierten Zellen wurden insgesamt 48 Stunden in den Bioreaktor-Gefafien
kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, Zellzahl

und Viabilitdt bestimmt sowie Analysen der Proteinexpression durchgefiihrt.

3.2.1.1 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Zellviabilitat ist ein wichtiger Anhaltspunkt bei der Kultivierung von Sauge-
tierzellen. Sie stellt den Anteil lebender Zellen in einer Zellpopulation dar und
kann mit unterschiedlichen Methoden bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde
dafiir der automatische Zellzdhler CEDEX genutzt (siehe Abschnitt B.3.1.2).

Der Vergleich der zwei oben beschriebenen Transfektionsmethoden zeigt in Bezug
auf die Zellviabilitaten Unterschiede auf (siehe Abbildung 3.18). Es ldsst sich gene-
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Abbildung 3.18: Durchschnittliche Zellviabilititen von CHO-Zellen nach der Transfek-
tion mit dem GFP-Plasmid pAcGFP1-N1. Dargestellt sind die Ergebnisse der ein- (OS)
sowie zweischrittigen (TS) Transfektionsmethoden mit jeweils zwei verschiedenen DNA-
PEI-Verhiltnissen (1:3 und 1:5) von drei Kultivierungsansédtzen nach 46 bis 48 Stunden
Kultivierungszeit.

rell feststellen, dass die zweischrittige Transfektion die Zellviabilitdt weniger stark
beeinflusst als die einschrittige Methode. Im Durchschnitt liegt diese um 7,6 (1:3)
bzw. 1,9 Prozentpunkte (1:5) hoher als die entsprechenden Ansétze, die mit der
einschrittigen Methode durchgefiihrt wurden. Auch der Vergleich zwischen den
beiden eingesetzten DNA-PEI-Verhiltnissen zeigt Unterschiede auf. Eine niedri-
gere Konzentration von PEI beeintrdchtigt bei beiden Transfektionsmethoden die
Viabilitdt der Zellen weniger als eine hohe. Die einschrittig transfizierten Kulturen
mit dem DNA-PEI-Verhiltnis von 1:3 haben eine Viabilitdt von durchschnittlich
84,8 % und damit 19,9 % mehr lebende Zellen als mit einem Verhiltnis von 1:5. Bei

den zweischrittig transfizierten Kulturen liegt der Unterschied sogar bei 25,6 %.

Im Hinblick auf die Zellviabilitat wirkt sich also eine kleineres Verhiltnis von
DNA zu PEI sowie die Nutzung der zweischrittigen Transfektionsmethode posi-
tiver auf die Zellen aus.

3.2.1.2 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Entscheidender hinsichtlich der Produktion eines rekombinanten Proteins ist die
Transfektionseffizienz (TFE). Diese gibt an wie viele der lebenden Zellen das Ziel-
protein bilden. Mit dem GFP-Plasmid ldsst sich die Transfektionseffizienz durch-
flusszytometrisch bestimmen (siehe Abschnitt B.3.3.1). Dabei wird die optische
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Abbildung 3.19: Histogramme mit durchflusszytometrischen Daten einer nicht transfi-
zierten (A) und einer mit dem GFP-Plasmid pAcGFP1-N1 transfizierten CHO-Zellprobe
(B). Aufgetragen ist die relative Fluoreszenz-Intensitdt des GFPs (FL1-H) gegen das detek-
tierte Seitenstreulicht der einzelnen Zellen (SSC-H). Der rot umrandete Bereich P3 gibt den
prozentualen Anteil der GFP-produzierenden, lebenden Zellen wieder und stellt damit
die Transfektionseffizienz dar. Histogramme aus der Software des Durchflusszytometers
BD Accuri™ C6 Plus.

Anregbarkeit des GFP genutzt. Bei einer Wellenldnge von 475 nm wird das Prote-
in angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenldnge von 505 nm. Die Emission
wird von dem Durchflusszytometer detektiert. In einem Histogramm kénnen
die entsprechenden lebenden und GFP-produzierenden Zellen dargestellt wer-
den (siehe Abbildung 3.19). Dafiir ist der Vergleich mit einer nicht-transfizierten
Probe notwendig, da die Zellen eine gewisse Eigenfluoreszenz haben. Es wird
zunichst ein Bereich definiert, in dem keine nicht-transfizierten Zellen detektiert
werden konnen. Dieses gate wird dann in dem Histogramm einer mit dem GFP-
Plasmid transfizierten Probe angewendet und damit die Anderungen durch die
GFP-Fluoreszenz sichtbar gemacht. Der Unterschied wird in dieser Arbeit als

Transfektionseffizienz definiert.

Die durchflusszytometrische Auswertung des Vergleichs zwischen den beiden
oben beschriebenen Transfektionsmethoden in Abbildung 3.20 weist Unterschie-
de auf. In allen Féllen, unabhidngig davon, welche Transfektionsmethode durch-
gefiihrt wurde oder in welchem Verhéltnis DNA und PEI eingesetzt wurden, ist
tiber die Kultivierungsdauer ein Anstieg der GFP-produzierenden Zellen zu er-
kennen. Dies lasst sich durch den zeitlichen Ablauf der Proteinbildung erklédren.

Nach der erfolgreichen Aufnahme des Plasmids in die Zelle und anschlieffend
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Abbildung 3.20: Durchschnittliche Transfektionseffizienz dreier Kultivierungsansatze
zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Kultivierung nach der Transfektion mit
dem GFP-Plasmid pAcGFP1-N1. Dargestellt sind die Transfektionseffizienzen (TFE) der
einschrittigen (A) und der zweischrittigen Methode (B), durchgefiihrt mit DNA-PEI-
Verhiltnissen von 1:3 und 1:5. Die Proben wurden nach der Verdiinnung mit frischem Me-
dium nach vier Stunden (I), im Zeitraum zwischen 21 und 22 Stunden (II), nach 28 Stunden
(III) und nach 46 bis 48 Stunden (IV) nach der Transfektion genommen.

in den Zellkern, folgt die Transkription und Translation. GFP durchlduft einen
Reifungsprozess, der aus Faltung, Zyklisierung, Oxidation und Dehydrierung
besteht [79]. All diese Prozesse fithren dazu, dass die erfolgreiche Transfektion

nur zeitlich versetzt auf die hier beschriebene Weise dargestellt werden kann.

Der Vergleich der beiden eingesetzten DNA-PEI-Verhdltnisse bei der einschritti-
gen Transfektionsmethode (Abbildung 3.20A) zeigt den Trend, dass das Verhéltnis
von 1:3 zu einer hoheren Transfektionseffizienz fiihrt. Der Unterschied zu der mit
einem grofieren Verhiltnis durchgefiihrten Kultivierung betrdgt durchschnittlich
5,97 %. Auch bei Anwendung des zweischrittigen Protokolls ergibt sich dieser
Trend (Abbildung 3.20B). Die Endproben weisen hier einen durchschnittlichen
Unterschied voneinander von 4,43 % auf. Generell 14sst sich feststellen, dass die
Transfektioneffizienzen im Vergleich zu den spéter durchgefiihrten Transfektio-
nen niedrig ist (siehe Abbildung 3.21). Die zum Ende der Kultivierung ermittel-
te durchschnittliche Transfektionseffizienz bei Durchfiihrung der einschrittigen
Methode liegt bei 20 %. Bei der zweischrittigen Methode kann ein Wert von le-
diglich 12,53 % festgestellt werden. Es ergibt sich also ein zu der Zellviabilitat
gegenldufiger Trend: Eine hohere Transfektionseffizienz korreliert mit einer nied-
rigeren Zellviabilitat.
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Abbildung 3.21: Transfektionseffizienzen (TFE) nach Transfektionsversuchen mit den
Plasmiden pAcGFP1-N1 und pcDNA3-eGFP. n=6 bei pAcGFP1-N1, n=3 bei pcDNA3-
GFP.

Da eine hohere Transfektionseffizienz mit einer hohen Proteinproduktion zusam-
menhédngt, wurde fiir alle nachfolgenden Versuche das einschrittige Protokoll
gewdhlt. Im Laufe der Zeit wurde das Protokoll noch angepasst. So wurde bei-
spielsweise eine zehnmintitige Inkubationszeit der DNA mit den Zellen im ersten

Teilschritt eingefiihrt.

3.2.1.3 GFP-Plasmid mit pcDNA3.1(+)-Riickgrat

In den spéter beschriebenen Versuchen zur Produktion von TGF-$3 wurde ein
Plasmid auf Basis des pcDNA3.1(+)-Vektors genutzt. Daher wurde zunéchst un-
tersucht, ob die CHO-Zelllinie in der Lage ist, den Vektor wihrend einer Trans-
fektion aufzunehmen und zu exprimieren. Hierfiir wurde das Plasmid pcDNA3-
eGFP genutzt, welches von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andrea Hoffmann
(NIFE, Hannover, DE) zur Verfiigung gestellt wurde und fiir das Protein enhanced
Green Fluorescent Protein (eGFP) codiert. Das Plasmid hat eine Grofse von etwa
6160 bp und ist damit im Vergleich zum Plasmid pAcGFP1-N1 um 30 % grofier.
Beide Plasmide wurden in Transfektionen eingesetzt und die Zellen anschliefiend

durchflusszytometrisch untersucht.

Abbildung 3.21 ist zu entnehmen, dass mit dem Plasmid pAcGFP-N1 durch-
schnittliche Transfektionseffizienzen von 54 % erreicht werden konnten. Das Plas-
mid pcDNA3-eGFP lasst den Nachweis von GFP bei 50 % der lebenden Zellen
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zu. Es besteht zwischen den GFP-Plasmiden also kaum ein Unterschied hin-
sichtlich der Transfektionseffizienz. Aufféllig ist hier wieder die breite Streuung
der erzielten Ergebnisse. Die wiederholte Durchfiihrung des Transfektionspro-
zesses durch den Experimentator und die damit steigende Erfahrung kann ein
Erklarungsansatz dafiir darstellen. Hierdurch wird deutlich, wie sensitiv der Pro-

zess ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass die CHO-Zellen das Plasmid mit dem pcDNA3.1(+)-
Vektor-Riickgrat aufnehmen und das Zielprotein GFP exprimieren. Die Nutzung

mit einer anderen Gensequenz sollte also moglich sein.

3.2.1.4 Immunodetektion des rekombinanten Proteins

Durch die vorangegangenen durchflusszytometrischen Analysen wurde ange-
nommen, dass die Zellen GFP produzieren. Da das in CHO-Zellen exprimierte
TGF-$3 kann aufgrund fehlender Fluoreszenz nicht durchflusszytometrisch de-
tektiert werden kann, muss eine andere Nachweismethode wie beispielsweise
mittels Western Blot eingesetzt werden. Diese Methode wurde zundchst mit den
mit dem GFP-Plasmid transfizierten Zellen durchgefiihrt (siehe Abschnitt B.5.1.4).
Dazu wurden CHO-Zellproben 48 Stunden nach Durchfithrung der Transfektion
lysiert. Um den Einfluss von Proteasen auf den Protein-Nachweis zu untersuchen,
wurden einem Teil der Proben ein Protease-Inhibitor zugesetzt. Proteasen, die
durch den Zellaufschluss mit den (Ziel-)Proteinen in Kontakt kommen, konnen
diese abbauen und dadurch das Ergebnis verfdlschen. Die 16sliche Fraktion der
aufgeschlossenen Proben wurden anschlieffend mittels SDS-PAGE und Western
Blot mit Immunofarbung analysiert (siehe Abbildung 3.22). Jeweils eine Probe
wurde als Positivkontrolle zusadtzlich mit GFP versetzt wurde.

Der Western Blot zeigt Banden in den lysierten Proben auf der erwarteten Hohe
von etwa 25kDa. Dabei kann kein Einfluss durch die Behandlung mit Protease-
Inhibitor festgestellt werden. Das in den Positivkontrollen eingesetzte GFP ist
ein wenig grofier als das von den CHO-Zellen produzierte Protein, zeigt aber

zusétzlich, dass das Protein mit dieser Methode nachweisbar ist.
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Abbildung 3.22: Western Blot auf Nitrocellulose-Membran. 1: Negativ-Kontrolle: Zellly-
sat nicht-transfizierte CHO-Zellen; 2: Zelllysat; 3: Zelllysat mit GFP-Standard versetzt; 4:
GFP-Standard. links: ohne Protease-Inhibitor lysiert; rechts: mit Protease-Inhibitor lysiert.

3.2.2 Transiente Transfektion mit TGF-3-Plasmiden

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die transiente
Transfektion eines GFP-produzierenden Plasmids in CHO-Zellen mit der ein-
schrittigen Methode moglich ist. Um nun die Produktion des Zielproteins TGF-$3
zu erreichen, wurden verschiedene Plasmide konstruiert und in Transfektions-

versuchen eingesetzt.

3.2.2.1 Molekularbiologische Arbeiten

Fiir die Arbeiten in den CHO-Zellen wurden insgesamt drei Plasmide mit zwei
Sequenzvarianten konstruiert (siehe Tabelle A.9). Wie bereits bei den voran-
gegangenen E. coli-Versuchen basiert das TGF-$3-Gen auf der NCBI-Sequenz
NP_001316868.1 und wurde durch reverse Translation unter Beriicksichtigung
der humanen Codonverwendung fiir die CHO-Zellen angepasst. Die erste Vari-
ante stellt das mature Protein dar. Das zweite Konstrukt codiert zusitzlich fiir
das Preprotein LAP. Hierdurch sollte die Produktion eines dimeren, bioaktiven
TGF-f3 erleichtert werden. Um dabei die korrekte Faltung des Proteins zu un-
terstiitzen, wurde an der 27. Stelle der Proteinsequenz das Cystein durch ein
Serin ersetzt [1, 80]. Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit einer falschen Disul-
fidbriickenbildung zwischem dem LAP und einem Cystein des maturen Proteins
verringert werden. Die Sequenzen wurden in die zwei Vektorsysteme pCSG-
IBA102 und pcDNA3.1(+) eingebracht (siehe Tabelle A.9).
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Abbildung 3.23: Western Blot auf PVDF-Membran mit Proben aus einer mit dem Plas-
mid pCSG-IBA102-LAP-TGF3 transfizierten Kultur. n.t.: nicht transfizierte Proben; P:
Pellet, nicht 16sliche Proteine; U: Uberstand, 16sliche Proteine; KU: Kulturiiberstand; M:
Positivkontrolle TGF-B3 (hergestellt in E. coli).

3.2.2.2 Analyse

Zur Produktion von TGF-$3 in CHO-Zellen wurden Transfektionen mit den ver-
schiedenen Plasmiden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Neben einer nicht-
transfizierten Kultur wurde zur Bestimmung der Transfektionseffizienz aufser-
dem immer mindestens eine Kultur mit dem GFP-Plasmid transfiziert. Die Kul-
tivierungen wurden nach 48 Stunden beendet und analysiert. Um die Produkti-
on des Zielproteins nachweisen zu konnen, wurden Proben der Kultivierungen
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieffend mittels Western Blot immunode-
tektiert.

Abbildung 3.23 zeigt einen beispielhaften Western Blot mit Proteinproben aus
einer der durchgefiihrten Transfektionen mit dem Plasmid pCSG-IBA102-LAP-
TGEFp3. Es ist lediglich der TGF-$3-Standard als Bande zu sehen. In den restlichen
Proben konnte kein TGF-B3 nachgewiesen werden, weder in den Zellen noch im
Kulturiiberstand. Bei Transfektionen mit den anderen beiden Plasmiden wurde

das gleiche Ergebnis erzielt.

Als TGF-f3-Standard wurde das in dieser Arbeit in E. coli produzierte Protein ein-
gesetzt. Daher wurde zunéchst tiberpriift, ob der beim Western Blot zur Detekti-
on eingesetzte Antikorper das in den CHO-Zellen produzierte Protein tiberhaupt

binden kann oder ob es durch mégliche posttranslationale Modifikationen. Dafiir
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Abbildung 3.24: Western Blot auf PVDF-Membran mit rekombinantem TGF-$3 aus CHO-
Zellen und E. coli zur Uberpriifung der Antikorper-Bindung.

wurden TGF-$3-Proben, hergestellt in E. coli und CHO-Zellen, elektrophoretisch
aufgetrennt und per Western Blot analysiert (sieche Abbildung 3.24). In den Spu-
ren beider Proben ist jeweils eine Bande auf der erwarteten Hohe von 12,5kDa
sichtbar. Damit konnte gezeigt werden, dass die Methode prinzipiell funktioniert,
der zur Detektion eingesetzte Antikorper intakt ist und auch in CHO-Zellen pro-
duziertes TGF-p3 binden kann. Die genutzte Methode erkldrt somit nicht den
fehlenden Nachweis des Zielproteins nach vorangegangenen Transfektionen.

Im Anschluss wurden die eingesetzten Plasmide mit dem pCSG-IBA102-Riickgrat
sequenziert. Hierbei wurde entdeckt, dass ein Fehler bei der Klonierung in das
Plasmid (siehe Abschnitt B.1.2.2) aufgetreten ist und die Inserts nicht an der rich-
tigen Stelle im Vektor nachgewiesen werden konnten. Dieser Befund ist allerdings
keine Erkldarung fiir die nicht detektierbare Expression nach der Transfektion mit
dem Plasmid pcDNA3.1-TGF-$3, dessen Sequenzierung keine Fehler aufwies.

3.2.3 Plasmidmarkierung mit dem Farbstoff Cy5

Da in den vorangegangenen Versuchen keine TGF-p3-Expression nachgewiesen
werden konnte, wurde im ndchsten Schritt das Verhalten des Plasmids pcDNA3.1-
TGF-3 und die Aufnahme in die Zellen wéahrend der transienten Transfektion
tiberpriift. Dafiir wurde eine Markierung des Plasmids mit dem Farbstoff Cy5
vorgenommen (siehe Abschnitt B.1.3) [81]. Zum Vergleich wurden Transfektio-
nen mit dem fiir GFP codierenden Plasmid pAcGFP1-N1 durchgefiihrt, dessen
Aufnahme in die Zellen, wie bereits in Abschnitt 3.2.1.2 beschrieben, tiber die

Expression des Proteins leicht nachzuweisen ist.
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Abbildung 3.25: Vergleich der Viabilitdtpacs (A) und Transfektionseffizienz (B) von trans-
fizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion mit dem pAcGFP1-
N1-Plasmid bzw. einer Cy5-markierten Variante, vermessen im FACS (n = 3).

Die beiden Plasmide wurden mithilfe eines Labeling-Kits mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff Cy5 markiert (siehe Abschnitt B.1.3). Bei den transienten Transfektio-
nen mit den Cy5-markierten Plasmiden wurde immer das gleiche Verhiltnis von
DNA und Zellen eingesetzt. Die Kulturen wurden zu drei Zeitpunkten (4, 24
und 44 Stunden nach der Transfektion) durchflusszytometrisch vermessen. Da-
bei konnte gleichzeitig die GFP-Expression tiberpriift und die Cy5-gelabelten
Plasmide nachgewiesen werden. Die Analyse und Auswertung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (siehe Abschnitt B.3.3.1) und Fluoreszenzmikroskopie (sie-
he Abschnitt B.3.4).

3.2.3.1 Einfluss der Cy5-Markierung auf die Transfektion

Im Folgenden wird zunéchst das Cy5-markierte GFP-Plasmid betrachtet. Um den
Einfluss des Nukleinsdure-Labelings auf die Aufnahme und das Expressionsni-
veau zu {iberpriifen, wurde bei jeder durchgefiihrten Transfektion auch eine mit
dem unmarkierten GFP-Plasmid transfizierte Kultur mitgefiihrt. Die Proben wur-
den unmittelbar nach der Probenahme am Durchflusszytometer vermessen und
miteinander verglichen.

In Abbildung 3.25 sind der Anteil der bei die Auswertung berticksichtigten leben-
den Zellen an der Gesamtzellzahl (Viabilitdtgacs, siehe Abschnitt B.3.3.2) sowie die
Transfektionseffizienzen als Mittelwert tiber drei Transfektionen dargestellt. Die

Viabilitdtpacs liegt in jeder der Proben tiber 60 % bezogen auf die Gesamtzellzahl.
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Die beiden nach 48 Stunden vermessenen Proben weisen eine Viabilitdtpacs von
70 % auf. Die Menge exprimierten GFP, die die Transfektionseffizienz wiedergibt,
steigt mit beiden eingesetzten GFP-Plasmiden iiber den untersuchten Zeitraum
an. Nach vier Stunden konnte eine TFE von 1,8 % fiir das unmarkierte bzw. 1,1 %
fiir das Cy5-markierte Plasmid bestimmt werden. Nach 24 Stunden ergeben sich
Effizienzen von 23,2 % und 19,5 % und die Endproben nach 48 Stunden wiesen
28,6 % und 21,8 % auf. Es lasst sich bei dem markierten Plasmid eine leicht ver-
ringerte Transfektionseffizienz feststellen. Diese liegt allerdings noch innerhalb
der Standardabweichung der nicht markierten Proben. Es ldsst sich also beim
Vergleich von markierten und unmarkierten GFP-Plasmid bei den ermittelten
Ergebnissen kein deutlicher Unterschied ausmachen. Daher wurde ein Einfluss
der Cy5-Markierung auf die Transfektion fiir die anschlieffenden Auswertungen
ausgeschlossen.

3.2.3.2 Durchflusszytometrische Analyse

Im Folgenden wird nun die durchflusszytometrische Messung der Cy5-Fluores-
zenz genauer betrachtet. Erwartet wurde, dass sich bei den Messungen zwei
Populationen deutlich voneinander unterscheiden lassen: Zellen, die das Plasmid
aufgenommen haben und daher eine Cy5-Fluoreszenz aufweisen, und Zellen, die

nicht transfiziert wurden und somit nicht mit dieser Wellenldnge fluoreszieren.

Abbildung 3.26 zeigt, dass entgegen dieser Erwartung bei den Messungen keine
unterschiedlichen Teilpopulationen erkannt werden konnten. Mit beiden Plas-
miden wiesen nach 4 und 24 Stunden beinahe die kompletten Populationen der
bei der Auswertung beriicksichtigten lebenden Zellen eine Cy5-Fluoreszenz auf.
Eine Erkldrung hierfiir kann die Betrachtung der unterschiedlichen Ladungen
liefern. Die DNA-PEI-Komplexe sind stark positiv geladen und werden von den
negativ geladenen Zellmembranen angezogen. Dadurch setzen sich alle Komple-
xe auf den Zellen ab, wo sie allerdings nicht zwangsweise aufgenommen werden
miissen. Auch iiber den Kultivierungsverlauf von 48 Stunden ist keine Trennung
in zwei Teilpopulationen erkennbar (siehe Abbildung 3.26B-D). Es kommt ledig-
lich zu einer leicht breiteren Streuung der Zellen. Dabei kommt ein Teil der Zellen

in einen Bereich, der als ,,nicht markiert” definiert wurde.
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Abbildung 3.26: Bestimmung des Populationsanteils mit Cy5-Fluoreszenz nach der
Transfektion mit dem Cy5-markierten Plasmid pAcGFP1-N1 bzw. pcDNA3.1-TGF-£3.
B-D: Beispiel-Histogramme (FACS) nach B) 4, C) 24 und D) 48 Stunden nach einer Trans-
fektion mit dem markierten Plasmid pAcGFP1-N1.

In einem néchsten Schritt wurde tiberpriift, ob eine Ablosung der DNA-PEI-
Komplexe von den Zellen und somit eine Trennung in zwei Teilpopulationen
erreicht werden kann. Dafiir wurden verschiedene Waschschritte zwischen Pro-
bennahme und Vermessung am Durchflusszytometer miteinander verglichen. In
Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse dargestellt. Der Probennahme nach vier Stunden
folgte ein Waschschritt mit PBS bzw. mit PBS und 0,001 % SDS [82]. Die ermittelten
Labeleffizienzen von 99,85 % und 99,95 % liegen sehr dicht beieinander und wei-
sen aufierdem keinen signifikanten Unterschied zu einer ungewaschenen Probe
auf. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Proben einmal bzw. dreimal mit PBS
gewaschen und erneut die Cy5-Labeleffizienz bestimmt. Auch hierbei konnten
keine Auswirkungen festgestellt werden. Der verringerte Cy5-markierte Popu-
lationsanteil nach 48 Stunden ist der oben beschriebenen Streuung der Zellen
tiber die Kultivierungszeit geschuldet und lésst sich nicht auf die Waschschritte

zuriickfiihren.
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Tabelle 3.4: Vergleich der Populationsanteile mit Cy5-Fluoreszenz nach Durchfithrung
verschiedener Waschschritten vor der durchflusszytometrischen Analyse. Es wurden Pro-
ben nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Transfektion mit dem Cy5-markierten
Plasmid pAcGFP1-N1 untersucht.

Populationsanteil mit Cy5-Fluoreszenz

Waschpuffer Waschschritte

4h 24 h 48 h
PBS 1 99,95 % 97,85 % 76,6 Y%
PBS + 0,001 % SDS 1 99,85 % - -
PBS 3 - 97,05 % 74,2 %

3.2.3.3 Mikroskopische Aufnahmen

Aufgrund der GFP-Expression konnte bereits gezeigt werden, dass zumindest
das Cy5-markierte Plasmid pAcGFP1-N1 von den Zellen aufgenommen werden
und dort weiter prozessiert werden kann (siehe Abbildung 3.25). Der Anteil der
Zellen, die die Cy5-markierten Plasmide aufgenommen haben, konnte dabei al-
lerdings nicht bestimmt werden. Mithilfe mikroskopischer Aufnahmen wurde
im Folgenden tiiberpriift, ob die Lokalisierung der markierten Plasmide an oder

innerhalb der Zellen moglich ist.

Dafiir wurden Proben zu drei Zeitpunkten nach der Transfektion genommen, mit
Paraformaldehyd (PFA) fixiert (siehe Abschnitt B.3.4.1) und anschliefiend unter
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Confocal Laser Scanning Microscope,
CLSM) betrachtet. Dadurch sollten Riickschliisse auf die Lokalisation der Plasmi-
de innerhalb der Zellen gezogen werden konnen. Da die Aufnahme der Plasmide
in den Nucleus hierbei von Interesse ist, wurden die Zellkerne mithilfe einer
DAPI-Farbung sichtbar gemacht (siehe Abschnitt B.3.4.2). Die Ergebnisse fiir das
GFP-Plasmid sind in Abbildung 3.27 dargestellt.

Zunéchst ist auch wie beim Durchflusszytometer unter dem Mikroskop tiber den
Zeitraum von 44 Stunden die Zunahme der GFP-Produktion zu erkennen (ver-
gleiche Abbildung 3.25). Wihrend nach 24 Stunden einige Zellen bereits eine
leichte griine Fluoreszenz aufweisen, sind nach 44 Stunden Kultivierungsdauer
mehrere sehr intensiv griin fluoreszierende Zellen sichtbar. Auch die rote Fluores-
zenz des Cy5-gelabelten Plasmids ist zu erkennen. Auf den Durchlichtbildern in
Abbildung 3.27 ist zu sehen, dass sich ein Teil des Plasmids an der Zelloberfldche
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Abbildung 3.27: CLSM-Aufnahmen der mit dem Cy5-gelabelten Plasmid pAcGFP1-N1
transfizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion. A und D: 4 h,
Bund E: 24 h, C und F: 44 h, wobei A bis C Durchlichtbilder sind. Schwarze Pfeile weisen
auf Cy5-Fluoreszenz auf der Zelloberfldche hin, weifie Pfeile markieren Zellen mit einer
geringen Anzahl an Cy5-Fluoreszenz-Spots bei gleichzeitiger GFP-Expression.

befindet (siehe schwarze Pfeile). Dies unterstiitzt die Theorie, dass nicht aufge-
nommenes Plasmid an der Zellmembran haftet und dort zum Teil auch {tiber die
Zeit der Kultivierung verbleibt. Aufgrund der Zweidimensionalitat der Bilder ist
eine gesicherte Aussage hinsichtlich der Aufnahme in die Zellen schwierig, da
die rote Fluoreszenz ebenso von auf der Zelle in Aufnahmerichtung haftendem
Plasmid stammen konnte. Erkennbar ist aber, dass GFP-produzierende Zellen
nur einige wenige Punkte mit Cy5-Fluoreszenz aufweisen (siehe weife Pfeile),
wohingegen nicht griin fluoreszierende Zellen teilweise eine vermehrte oder aber

auch gar keine Cy5-Fluoreszenz mehr zeigen.

In Abbildung 3.28 sind CSLM-Aufnahmen von Zellen zu sehen, die mit dem Cyb5-
markierten Plasmid pcDNA3.1-TGF-$3 transfiziert wurden. Das Verhalten dieses
Plasmids ist mit dem Cy5-markierten GFP-Plasmid vergleichbar. Einige Zellen
zeigen tiber die Kultivierungszeit nur Cy5-Fluoreszenz auf der Zelloberfldche
(siehe schwarze Pfeile). Andere weisen schon nach 24 Stunden wenige oder gar

keine Cy5-Fluoreszenz-Spots auf.
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Abbildung 3.28: CLSM-Aufnahmen der mit dem Cyb5-gelabelten Plasmid pcDNA3.1-
TGE-B3 transfizierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion. A und
D:4h,Bund E: 24 h, C und F: 44 h, wobei A bis C Durchlichtbilder sind. Schwarze Pfeile
weisen auf Cy5-Fluoreszenz auf der Zelloberfldche hin.

Die in diesem Unterkapitel beschriebenen Versuche und ihre Ergebnisse lassen
erkennen, dass sich die Plasmidmarkierung, wie sie in dieser Arbeit getestet wur-
den, nicht dazu nutzen lidsst, die Plasmidaufnahme in die Zellen direkt nach der
Transfektion nachzuweisen. Sie haben aber gezeigt, dass sich die beiden Plasmide
pAcGFP1-N1 und pcDNA3.1-TGF-p3 sehr dhnlich verhalten. Da das Protein GFP
produziert wird, kann ein Zusammenhang von der Plasmidaufnahme und der
fehlenden Expression des Zielproteins TGF-$3 vermutlich ausgeschlossen wer-
den. Ein neuen Ansatzpunkt ist auf Ebene der DNA-Sequenz des Plasmids zu

suchen.

3.2.4 Fazit

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Herstellung von TGF-p3 in
CHO-Zellen. Es wurden zunéchst Versuche mit dem Modellprotein GFP gemacht,

um eine geeignete Durchfithrung der PEI-vermittelten transienten Transfektion
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sowie deren Effizienz ermitteln zu konnen. Aufgrund der hoheren Transfektions-
effizienz wurde die oben beschriebene einschrittige Methode der zweischrittigen
vorgezogen und in den nachfolgenden Versuchen angewendet. Im Vergleich zu Li-
teraturwerten von 50-65 % sind die zunédchst erreichten Transfektionseffizienzen
von durchschnittlich 20 % mit dem einschrittigen und 12,53 % mit dem zweischrit-
tigen Verfahren sehr gering [38, 83, 84]. Transfektionsexperimente, die im spateren
Verlauf durchgefiihrt wurden, weisen Transfektionseffizienzen von tiber 50 % auf.
Dieser Umstand zeigt, wie sensitiv der Prozess auf die Erfahrung des Experimen-
tators reagieren kann. Dabei sind unter anderem die generelle Handhabung der
Zellen, eine moglichst kurze Zeitspanne, die sich die Zellen aufserhalb des Inku-
bators befinden, und die ziigige, aber exakte Durchfiihrung der Transfektion an
sich von Bedeutung.

Zur Herstellung von rekombinantem TGF-$3 wurden Transfektionen mit ver-
schiedenen, fiir TGF-p3 codierenden Plasmiden durchgefiihrt und analysiert. Da-
bei wurde festgestellt, dass mit keinem der eingesetzten Plasmide eine TGF-$3-
Produktion erreicht werden konnte. Durch die Sequenzierung der eingesetzten
Plasmide auf Basis des Expressionsvektors pCSG-IBA102 wurde im Nachhinein
festgestellt, dass bei der Klonierung der Plasmide die fiir das Zielprotein codie-
rende Gensequenz nicht an der richtigen Stelle nachweisbar war. Allerdings hat
auch der Einsatz des Plasmids pcDNA3.1-TGF-$3, dessen Sequenzierung keine
Fehler aufzeigte, nicht zu einem Nachweis des Zielproteins gefiihrt.

Um ausschlieflen zu konnen, dass hierfiir die Plasmidaufnahme in die Zelle
zugrunde liegt, wurden Transfektionen mit Cy5-markierten Plasmiden durch-
gefiihrt, um eine Lokalisierung zu ermoglichen. Dafiir wurden das TGF-$3-
Plasmid pcDNA3.1-TGF-3 und das GFP-Plasmid pAcGFP1-N1 verwendet. Bei-
de Plasmide verhielten sich bei der durchflusszytometrischen Analyse sowie der
mikroskopischen Uberpriifung gleich. Daraus ldsst sich schlielen, dass die Trans-
fektion an sich nicht Grund fiir die mangelnde Expression des Zielproteins ist.
Uber die Aufnahme der Plasmide in die Zellen lasst sich keine Aussage tref-
fen, da die kompletten Populationen, die fiir die Analyse der durchflusszyto-
metrischen Daten betrachtet wurden, Cy5-Fluoreszenz aufwiesen. Auch durch
Waschschritte konnte keine Separation in Teilpopulationen erreicht werden. Die
mikroskopischen Aufnahmen der transfizierten Zellen lieflen aufgrund der Zwei-
dimensionalitdt keine eindeutige Aussage zu, ob sich die Plasmide aufien an der

Zellmembran oder im Cytoplasma befanden. Eine konkrete Lokalisation der mar-
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kierten DNA in oder auf der Zelle kann in zukiinftigen Arbeiten die Erstellung
von optischen Serienschnitten unter dem Mikroskop ermdéglichen. Hierbei wird
durch die Bewegung des Objektivs die Schirfeebene stufenweise verstellt und
somit die Zelle in ihrer Dreidimensionalitidt abgebildet.

3.3 Arbeiten in HEK293-Zellen

Human embryonic kidney (HEK)-Zellen stellen eine Alternative zu CHO-Zellen
als Expressionsorganismus fiir rekombinate Proteine dar. Sie zdhlen neben den
CHO-Zellen zu den dafiir in Forschung und Industrie am hdufigsten eingesetz-
ten Zelllinien [85-87]. Genauso wie CHO-Zellen konnen sie in einer Einzell-
Suspensionskultur mit hohen Zelldichten (> 5x10° Zellen/mL) kultiviert und

gut transient transfiziert werden [83].

In dieser Arbeit wurden neben den Experimenten zur Herstellung rekombinan-
ten TGF-B3 in E. coli und CHO-Zellen auch Versuche mit HEK293-Zellen durch-
gefiihrt. Daftir wurde das MEXi-293E-System von der Firma IBA GmbH aus-
gewdhlt. Die Zelllinie ist an das Wachstum in Suspension adaptiert und kann
rekombinante Proteine mit einer hohen Ausbeute produzieren [88]. Wie die im
vorherigen Kapitel beschriebene Transfektion der CHO-Zellen werden auch die
eingesetzten HEK293-Zellen mittels PEI transfiziert.

Als Produktionsgrundlage wurde das Plasmid pCSG-IBA102-TGFp3 eingesetzt
(siehe Abschnitt 3.2.2.1). Aufgrund der oben beschriebenen Sequenzierungser-
gebnisse wurde die fiir TGF-B3 codierende Gensequenz erneut in den Expressi-
onsvektor kloniert (siehe B.1.2.2). Die Klonierung sowie die Transfektionen und

anschlieflenden Kultivierungen wurden, wie in Abschnitt B.4 beschrieben, durch
die Firma IBA GmbH realisiert.

3.3.1 Transiente Transfektion mit pCSG-IBA102-TGF-3

Die HEK293-Zellen wurden entsprechend der Herstellerangaben mit dem Plas-
mid pCSG-IBA102-TGF-3 transfiziert. Nach einer Kultivierungszeit von vier Ta-
gen wurden Zellproben entnommen und lysiert (siehe B.4.3). Proben des Kultur-

tiberstands sowie der loslichen und unloslichen Proben nach dem Zellaufschluss
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Abbildung 3.29: Western Blot von HEK-Proben nach dem Zellaufschluss. 1: Kul-
turiiberstand, 2: unlosliche Fraktion, 3: 1sliche Fraktion, M: molekularer Groflenstandard,
+: TGF-B3 aus E. coli, ohne TwinStrep®—Tag. Eingesetzter Antikorper: Anti—StrepTac®.

wurden elektrophoretisch aufgetrennt und ein Western Blot durchgefiihrt (siehe
Abbildung 3.29). Die Anfarbung des Zielproteins erfolgte tiber die Bindung eines
gegen den Twin-Strep-Tag® gerichteten Antikorper.

Auf dem Blot sind zwei Banden in der unloslichen Fraktion zu erkennen. Die Ban-
de zwischen 10 und 17 kDa entspricht dabei dem monomeren TGF-B3, wihrend
die Bande auf einer Hohe von etwa 28 kDa das dimere Protein abbildet. Der densi-
tometrisch bestimmte Anteil des Dimers liegt bei 21 %. Die 16sliche Fraktion weist
ebenfalls eine diinne Bande auf einer Hohe zwischen 10 und 17 kDa auf. In der
Spur der TGF-B3-Probe ist keine Bande zu sehen, da das eingesetzte Protein kei-
nen entsprechenden Tag hat. Ein weiterer Western Blot mit gleichem Probenauf-
trag und dem Einsatz des Anti-TGF-3-Antikorper konnte zwar das eingesetzte
TGF-B3 (,+”) nachweisen, allerdings nicht das Protein im Lysat der Zellproben.
Der Twin-Strep-Tag® ist also fiir den entsprechenden Antikorper zugénglich, die
Bindungsstelle fiir den Anti-TGF-$3-Antikorper hingegen nicht. Eine mogliche
Erklarung dafiir konnte eine sterische Hinderung durch die Faltung des expri-
mierten Zielproteins oder durch nicht bekannte zusétzliche Modifikationen durch
die HEK293-Zellen sein. Eine genauere Untersuchung wurde in dieser Arbeit aus
zeitlichen Griinden nicht realisiert. Da dieser Ansatz aber vielversprechende Teil-
ergebnisse geliefert hat, lohnt es sich jedoch weitere Versuche in diese Richtung

zu unternehmen.
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3.3.2 Fazit

Der dritte Teil dieser Arbeit beschiftigte sich mit der Herstellung von rekombinan-
ten TGF-p3 in HEK293-Zellen. Der Einsatz des Plasmids pCSG-IBA102-TGF-p3
bei der transienten Transfektion fiihrte zu einer Expression des Zielproteins. Der
Nachweis erfolgte mittels eines Western Blots und zeigte, dass der Grofsteil des
Zielproteins unloslich innerhalb der Zellen vorlag. Neben dem Monomer konnte
auch ein Anteil von 21 % des Dimers gefunden werden. Die Transfektion von
HEK293-Zellen stellt einen erfolgsversprechenden Ansatz dar.
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In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Ansétze fiir die Herstellung
des Wachstumsfaktors TGF-p3 fiir den Einsatz in einem medizinischen Implan-
tat evaluiert. Daftir wurden das Bakterium E. coli und die Saugetierzelllinien
CHO-K1 und HEK293 als Expressionsorganismen ausgewéhlt und Plasmide mit

verschiedenen fiir das Zielprotein codierenden Gensequenzen konstruiert.

In E. coli konnte das Zielprotein als Monomer in Proteinaggregaten exprimiert
werden. Mithilfe statistischer Versuchsplanung wurden die Kultivierungspara-
meter Temperatur, Animpf-ODgy und IPTG-Konzentration zur Induktion fiir
eine hohe Proteinausbeute optimiert. Mit einer Kultivierungstemperatur von
32°C und der Induktion mit 0,5mM IPTG in einem ODgy-Bereich von 0,2 bis
0,6 kann eine Zielproteinkonzentration grofier als 5 mg/L Kultur erreicht werden.
Die unloslichen Inclusion bodies konnten mit Essigsdure-haltigem Puffer zu 67 %
resolubilisiert werden. In einem alternativen Ansatz wurde zur Erh6hung der
Loslichkeit und Verhinderung der Aggregation das Fusionsprotein Thioredoxin
A zusammen mit einem His-Tag eingesetzt. Dies fiihrte dazu, dass das Zielprotein
zu 60 % loslich vorlag. Der Zellaufschluss wurde zundchst in kleinem Mafsstab
mit dem Extraktionsreagenz durchgefiihrt. Um grofiere Ansétze kostengtinstiger
aufschlieffen zu konnen, wurden unterschiedliche Puffer getestet. Eine geeigne-
te Pufferzusammensetzung (50 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, pH9) wurde gefunden
und fiir die weiteren Versuche eingesetzt. Das Zielprotein konnte anschlieflend

tiber eine Nickel-NTA-Sdule aufgereinigt werden.

Als Alternative zur Produktion in Bakterien wurde im zweiten Teil der Arbeit die
Produktion in CHO-K1-Zellen getestet. Die transiente Transfektion mit verschie-
denen Plasmiden wurde mit PEI erreicht. Mithilfe eines fiir das fluoreszierende
Modellprotein GFP codierenden Plasmids wurden zwei Durchfiihrungsvarianten
miteinander verglichen und die einschrittige Methode mit einer hoheren Trans-
fektionseffizienz von 20 % fiir die Transfektionen mit den TGF-B3-Plasmiden aus-
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gewdhlt. Es konnte allerdings keine Expression des Zielproteins nachgewiesen
werden. Eine Sequenzierung zeigte im Nachhinein bei den Plasmiden mit pCSG-
IBA102-Riickgrat Fehler in der DNA-Sequenz auf, die eine Expression des Zielpro-
teins unmoglich machten. Die Markierung des Plasmids pcDNA3.1-TGF-$3 mit
dem fluoreszierenden Farbstoff Cy5 zeigte, dass sich das Plasmid in der durch-
flusszytometrischen und mikroskopischen Auswertung wie das zum Vergleich
eingesetzte GFP-Plasmid pAcGFP1-N1 verhielt. Die Griinde fiir die fehlende Ex-

pression sind also auch hier auf Ebene der Gensequenz zu finden.

Im dritten Teil der Arbeit wurde das Potential von HEK293-Zellen als Expressi-
onsorganismus von TGF-$3 untersucht. Der Einsatz eines neuklonierten Plasmids
fithrte zu einer Expression des Zielproteins. Ein Grofiteil wurde nach dem Zel-
laufschluss in der unloslichen Fraktion nachgewiesen, wovon wiederum ein Teil
als Dimer vorlag. Ein geringer Anteil wurde in der 16slichen Fraktion gefunden.
Eine Sekretion in das Kulturmedium konnte nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 4.1: Ubersicht der erreichten Ziele durch die in dieser Arbeit evaluierten Ansétze
zur Produktion von rekombinanten TGF-$3.
* = mit Fusionsprotein TrxA.

E.coli CHO-K1 HEK293

Expression von TGF-$3 + - +
TGF-p3 liegt
... (teilweise) 16slich vor. +* - (+)
... (teilweise) als Dimer vor. - - (+)

... im Kulturmedium vor. - - -
Chromatographische Aufreinigung  + - -

Der Vergleich aller Ansétze zeigt, dass der Einsatz von HEK293-Zellen als Ex-
pressionsorganismus am vielversprechendsten ist, denn das Zielprotein TGF-p3
konnte in dimerer Form nachgewiesen werden. Da das Dimer allerdings in der
unloslichen Fraktion vorliegt, ist eine Solubilisierung notwendig, bevor die wei-
tere chromatographische Aufreinigung stattfinden kann. Die Produktion in E. coli
stellt eine Alternative dar. Sind die zusétzlichen Schritte wie die Dimerisierung

optimiert, kann der Einsatz des Bakteriums kostengiinstiger sein.

Die Herstellung von TGF-p3 in CHO-K1-Zellen konnte in dieser Arbeit nicht er-

reicht werden. Das fiir die Transfektionen in den HEK293-Zellen neu synthetisier-
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te Plasmid pCSG-IBA102-TGF-p3 wurde nicht in die CHO-K1-Zellen eingebracht,
sollte aber aufgrund des positiven Ergebnisses in HEK293-Zellen in zukiinftigen
Arbeiten nachgeholt werden. Auch die Plasmidvariante mit der LAP-Sequenz
sollte erneut evaluiert werden, da das LAP die richtige Faltung unterstiitzen
kann. Eine Aktivierung des Proteins kann durch einen Enzymverdau, beispiels-

weise mit Calpain II, Plasmin oder Cathepsin, erzielt werden [80].

Um bei den Sdugetierzellen die Sekretion auf einem hohen Niveau zu erreichen,
kann statt des hier eingesetzten Sekretionssignal des pCSG-IBA102-Plasmids das
Signalpeptid aus der V-J2-C-Region der k-Kette des Maus-Ig genutzt werden [80].
Durch die Optimierung des Signals fiir die Nutzung in HEK-Zellen kann die
Ausbeute an 16slichem Protein im Medium weiter gesteigert werden [89].

Generell stellte die Loslichkeit des Zielproteins bei allen erfolgreichen Produk-
tionsansdtzen die grofite Herausforderung dar. Die Optimierung des Puffers fiir
den Zellaufschluss von E. coli machte deutlich, dass die Pufferbestandteile dabei
eine sehr wichtige Rolle spielt. In zukiinftigen Arbeiten sollten daher die Zusam-
mensetzung der eingesetzten Puffer angepasst werden. Eine Solubilisierung mit
Guanidinhydrochlorid anstelle von Harnstoff zusammen mit Detergenzien wie
SDS oder Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC) wére denkbar [90]. Zuséatzlich
konnen reduzierende Agenzien wie f-Mercaptoethanol, DTT oder Cystein ver-
hindern, dass sich nicht-native intra- oder intermolekulare Disulfidbriicken aus-
bilden [91].

Durch die Nutzung des Fusionproteins Thioredoxin wurde das Problem mit der
Loslichkeit in E. coli umgangen, nach der chromatographischen Aufreinigung
tiel das Protein nach der Entfernung des Imidazols allerdings ebenfalls aus. Die
Optimierung des Austauschpuffers in Hinblick auf Detergenzien, pH-Wert und
Elektrolytkonzentration kann in zukiinftigen Versuchen angestrebt werden. Der
Einsatz einer Gelfiltrationschromatographie in Form einer Entsalzungssdule wire
ein weiterer Ansatzpunkt, wobei auch hier ein geeigneter Puffer eingesetzt wer-
den muss. Aufierden sollte die Abspaltung des Fusionsproteins Thioredoxin an
der TEV-Protease-Schnittstelle unter Verwendung der entsprechenden Protease
untersucht werden. Dabei besteht die Moglichkeit die Abspaltung durchzufiihren,
wihrend das Protein an der oben eingesetzten Nickel-NTA-Sdule gebunden ist.
Die Trennung vom Fusionsprotein kann allerdings zu einer Féallung des TGF-p3

fiihren. Daher ist auch hierbei die Pufferzusammensetzung zu beachten.
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Im Anschluss an die Solubilisierung muss eine passende Riickfaltungsmethode
gefunden werden, um richtig gefaltetes und bioaktives Zielprotein zu erhalten.
Die Faltung konnte in einem Dimethylsulfoxid (DMSO)- oder Dimethylformamid
(DMF)-haltigen Puffer durchgefiihrt werden [67].

Sobald das Zielprotein in der aufgereinigten Form vorliegt, kann die korrekte Pep-
tidsequenz mittels massenspektrometrischer Proteinanalytik tiberpriift werden.
Im Anschluss sollte dann die biologische Aktivitdt getestet werden. Dafiir konnen
mesenchymale Stromazellen in einer dreidimensionalen Pellet-Kultur eingesetzt
werden. Ist biologische Aktivitdt vorhanden, kann nach der Zugabe des rekom-
binanten TGF-$3 die Differenzierung zu Knorpelzellen beobachtet werden [92].
Dabei konnte das in E. coli hergestellte Protein sowohl mit als auch ohne Fusi-
onsprotein getestet werden. Mit einem Vergleich gegen andere auf dem Markt
befindlichen TGF-B3-Produkte aus verschiedenen Produktionsorganismen ldsst
sich der Grad der biologischen Aktivitdt einschitzen.

Nach dem erfolgreichen Nachweis der Bioaktivitét ist die medizinische Anwen-
dung in dem von der DFG-Forschergruppe 2180 entwickelten gradierten, zellfrei-
en Implantat moglich. Durch die Einkapselung in Nanopartikel kann eine lang-
same Freisetzung erreicht werden, durch die die Chrondrogenese korpereigener
Zellen des Patienten geférdert und damit die Wiederherstellung des verletzten

Sehnen-Knochen-Ubergangs unterstiitzt wird [92].
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A.1 Verbrauchsmaterialien

Chromatographie-Sdulen HisPur™
Ni-NTA Spin Colums, 0,2mL resin
bed

Chromatographie-Saule Strep-

Tactin® XT Superflow, 0,2mL resin
bed

Dialysemembran, 3,5kDa MWCO
Einmal-Handschuhe
Einweg-Uberziehschutzdrmel PE

Einwegspritzen HSW Norm-ject®
LuerLock (2 mL, 20 mL)

Erlenmeyerkolben, Polycarbonat mit
Beliiftungsdeckel (125 mL, 250 mL)

Filtereinheit MiniSart®

Filtereinheit Millex®-GV 0,22 pm
Immun-Blot® PVDF-Membran

Kimtech Science* Labortiicher

PCR-Reaktionsgefafse (0,2 mL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

IBA GmbH, Géttingen, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Franz Mensch GmbH, Buchloe, DE

Henke-Sass Wolf GmbH, Tuttlingen,
DE

Corning Inc., New York, USA

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
DE

Merck, Darmstadt, DE

Bio-Rad Laboratories
Miinchen, DE

GmbH,

Kimberly-Clark Professional*, Ko-
blenz, DE

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
DE

66



A Materialien

Petrischale 94/16 mm
Pipettenspitzen 10, 200 und 1000 mL

Pipetten, 2, 5, 10 und 50 mL, steril
TubeSpin® bioreactor 50

Western Blotting Filterpapier, extra
dick
Zellfilter Falcon™ Cell Strainer 40 pL

A.2 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese-System
Analysenwaage AC 210 S

Analysenwaage CP Autoklav Systec
V150

Durchflusszytometer BD Accuri™
Cé6

Durchflusszytometer FACS Aria™ II1

Durchlichtmikroskop
Erlenmeyerkolben mit Schikane,
100 mL, 500 mL

Eismaschine

Fluoresenzmikroskop Olympus IX50
Glasflaschen Schott Duran®

Inkubator HERAcell 240, CO, Inku-
bator

Inkubationsschiittler KS 4000 I con-
trol

Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, AUT

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
DE

Corning Inc., New York, USA
TPP, Trasadingen, CH

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Corning Inc., New York, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
DE

Systec, Linden, DE

BD Biosciences, San Jose, USA

BD Biosciences, San Jose, USA
Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ziegra, Isernhagen, DE
Olympus Corporation, Tokyo, JPN
Schott AG, Mainz, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

IKA, Staufen, DE
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Inkubationsschiittler Vertomat® BS-1

Inkubationsschiittler New

Brunswick™ Innova® 44
Imager ChemoStar 6.0 ECL
Konfokalmikroskop Leica TCS SP8

Messzylinder, diverse Grofsen
NanoDrop™ 1000 Spektophotometer
pH-Meter Metrohm 605

pH-Meter HI 211

Pipetten
Pipettierhilfe Accujet pro

Proteingelstation Mini-PROTEAN®
Tetra handcast system

Reinstwasseranlage, Arium 611

Rollenmischer RS-TR05
Scanner Perfection V750 Pro

Sicherheitswerkbank Hera Safe
Spektralphotometer NanoDrop 1000

Thermocycler
Thermomixer Comfort

Trockenschrank

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Intras, Gottingen, DE

XLeica Microsystems GmbH, Wetz-
lar, DE

VWR International GmbH, Darm-
stadt, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Deutsche METROHM GmbH & Co.
KG, Filderstadt, DE

Hanna Instruments, Kehl am Rhein,
DE

Brand, Wertheim, DE

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
DE

Phoenix Instruments, Garbsen, DE
Epson, Suwa, JP

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

PeqLab-Biotechnologie,
DE

VWR International, Darmstadt, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Memmert GmbH & Co. KG, Schwa-
bach, DE

Erlangen,
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Ultraschallsonde, Labsonic

Western Blot, Trans-Blot* SD
Wasserbad WNB 29

Zellzahler CEDEX
Zentrifuge fiir 1,5 und 2 mL Geféfe,

Heraeus

Zentrifuge fiir 15 und 30 mL Gefafde,
X3

A.3 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Biotin

Coomassie Brilliant Blue G-250
p-Coumarinsdure
4’,6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI)

Dithiotreitol (DTT)

DMSO

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Formaldehyd

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen,
DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Memmert GmbH & Co. KG, Schwa-
bach, DE

Roche Innovatis AG, Penzberg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka, Buchs, CH
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Fluka, Buchs, CH
AppliChem, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
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Glycin
Harnstoff
HCl
Hefeextrakt
Imidazol

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)

Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat(III)
Kaliumdihydrogenphosphat
Luminol

Magermilchpulver
Methanol

3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
(MOPS)

Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polysorbat 20 (Tween® 20)
Rotiphorese Gel 40

ROTI® GelStain

Salzsdure

Silbernitrat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris Base)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

VWR, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck, Darmstadt, DE

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
BD, Franklin Lanes, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fluka, Buchs, CH
AppliChem, Darmstadt, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Fluka, Buchs, CH

Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Tris-(hydroxymethyl)- Carl Roth, Karlsruhe, DE

aminomethanhydrochlorid

(Tris HCI)

Triton X-100 Serva Feinbiochemica, Heidelberg,
DE

A.4 Puffer, Losungen und Medien

A.4.1 Puffer und Losungen

IB-Waschpuffer 20mM Tris-HCl

100 mM NaCl

1mM EDTA

1 % Triton X-100
Ni-NTA-Aufreinigung: 25mM Imidazol in PBS, pH 7,4
Elutionspuffer
Ni-NTA-Aufreinigung: 20 mM Natriumphosphat
Equilibrierungspuffer 10 mM Imidazol in PBS

pH 74
Ni-NTA-Aufreinigung: 25mM Imidazol in PBS, pH 7,4
Waschpuffer
PBS-Puffer 137 mM NaCl

2,7mM KCl

4,3 mM Na,HPO,

1,4 mM KH,PO,

pHS
Restriktionsverdau: Puffer FastDigest® Green Buffer 10x (Ther-

mo Fisher Scientific, Waltham, USA)
SDS-Probenpuffer* 20 mM TRIS-HCI, 2mM EDTA

5% SDS

10 % p-Mercaptoethanol
10 % Glycerin, 0,02 % Bromphenol-
blau
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Solubilisierungspuffer Essigsdure

Solubilisierungspuffer Harnstoff

StrepTactin®-Aufreinigung;:
Puffer W

StrepTactin®-Aufreinigung;:
Puffer BXT

TAE-Puffer

TBS-Puffer

TGS-Puffer

Western Blot: Block-Puffer
Western Blot: Transferpuffer

20 mM Tris-HC1

1mM EDTA

1 mM PMSF

1% PMSF

nach Suspension der Probe:
10 % Essigsédure (5%)

pH 25

2 M bzw. 6 M Harnstoff in PBS

100 mM Tris/HC1
150 mM NaCl
1mM EDTA

pH 8
sterilfiltriert

100 mM Tris/HC1
150 mM NaCl
1mM EDTA

50 mM Biotin
pH 8
sterilfiltriert

40 mM TRIS
1mM EDTA

20 mM Essigsdure
pH38,5

50 mM TRIS

150 mM NaCl
pH 7,6

25mM TRIS

192 mM Glycin
20 % Methanol
0,1 % SDS

5% (w/v) Magermilchpulver in PBST

25 mM Tris
200 mM Glycin
5% Methanol
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Western Blot: PBST

10% Tween® 20 (Endkonzentration
0,05 % Tween) in PBS

* = fiir nicht-reduzierenden SDS-Probenpuffer ohne f-Mercaptoethanol

A.4.2 Medien

CHOmacs

LB-Medium*

MEXi-CM Kulturmedium
MEXi-TM Transfektionsmedium
Opti-MEMTM

* = flir Agarplatten zusétzlich 1,5 % Agar

A.4.3 Gellosungen

Polyacrylamid-Sammelgel (6 %)

Polyacrylamid-Trenngel (15 %)

Miltenyi Biotech. GmbH, DE
+ 8 M Glutamin

0,5 % Hefeextrakt
1% NaCl
1% Trypton

IBA GmbH, Géttingen, DE
IBA GmbH, Géttingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

750 puL 40 % Polyacrylamid/Bisacrylamid
(37,5:1)

300 uL 1% SDS

630 uL TRIS-HCl (pH 6,8)

3,77 mL ddH,O

10 uL TEMED

10 uL 25% APS

2mL 40% Polyacrylamid/Bisacrylamid
(37,5:1)

0,5mL 1% SDS

1,9 mL Tris-HCI (pH 8,8)

1,3mL ddH,0

20 uL TEMED

20 uL 25% APS
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1,5 % Agarosegel

A.4.4 Farbeldosungen

Coomassie-Farbelosung

DAPI-Farbepuffer

DAPI-Farbelosung
ECL-Entwicklerlosung A

ECL-Entwicklerlosung B

Silberfarbung: Fixierer/Entfarber

Silberfarbung: Farmers Reducer

A.4.5 Zellfixierlosung

1,5 g Agarose in 100 mL TAE-Puffer

367 mL ddH,O

48 mL Phosphorsdure (85 %)
40,8 g Ammoniumsulfat

490 mg Coomassie G-250

82 mL Methanol

100 mM Tris, pH 7

150 mM Natriumchlorid

1 mM Calciumchlorid

0,5 mM Magnesiumchlorid
0,1 % Nonidet-P40
sterilfiltrieren

500 pL/mL DAPI in ddH,O
100 mM TRIS-HC1

0.4 mM p-Coumarinsdure
2,5mM Luminol

100 mM Tris-HCl pH 8
0,018 % (v/v) ddH,O,

50 % Ethanol, 10 % Essigsdure

0,1 % Kaliumhexacyanoferrat(Ill), 0,1 %
Natriumthiosulfat in ddH,O

4-%-Formaldehydlosung 40 g Paraformaldehyd mit PBSad 1L, pH 6,9
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A.5 Protein- und Nukleinsiuresequenzen

Die nachfolgenden Nukleinsduresequenzen wurden nach Beendigung der theo-
retischen Konstruktion von der Firma Life Technologies GmbH (Darmstadt, DE)
synthetisiert.

A.5.1 Proteinsequenz
A.5.1.1 TGF-83

Alle Nukleinsduresequenzen des TGF-$3-Proteins in dieser Arbeit basieren auf
der folgenden Proteinsequenz des humanen TGF-B3-Proteins mit der NCBI Ref-
Seq: NP_001316868.1. In schwarz ist die Sequenz des maturen Proteins dargestellt,
in beige die des LAP.

lstcttldfg hikkkrveai rgqilsklrl tsppeptvmt hvpygvlaly nstrelleem
hgereegctq enteseyyak eihkfdmiqg laehnelavc pkgitskvfr fnvssveknr
tnlfraefrv lrvpnpsskr neqrielfqi lrpdehiakq ryiggknlpt rgtaewlsfd
vtdtvrewll rresnlglei sihcpchtfq pngdilenih evmeikfkgv dneddhgrgd
lgrlkkgkdh hnphlilmmi pphrldnpgg gggrkkrald tnycfrnlee nccvrplyid
frqdlgwkwv hepkgyyanf csgpcpylrs adtthstvlg lyntlnpeas aspccvpqdl
epltilyyvg rtpkveqlsn mvvksckcs

Die reverse Translation der Protein- in die folgenden Gensequenzen wurde unter
Berticksichtigung der Codonverwendung von E.coli bzw. CHO-Zellen durch-
gefiihrt. Dies ist notwendig, da sich die Haufigkeitsverteilung der Codons in ver-
schiedenen Organismen unterscheiden kann und nur eine optimale Verwendung

zu einer schnellen und fehlerfreien Translation im Zielorganismus fiihrt.

A.5.1.2 Thioredoxin A
Die folgende Aminosduresequenz (NCBI RefSeq: VW(Q03443.1) wurde unter Be-

riicksichtigung der Codonverwendung von E. coli fiir die reverse Transkription

in die genutzte Nukleinsduresequenz eingesetzt.
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msdkiihltd dsfdtdvlka dgailvdfwa ewcgpckmia pildeiadey qgkltvakln

idgnpgtapk ygirgiptll lfkngevaat kvgalskgql kefldanla

A.5.2 Nukleinsiuresequenzen fiir E. coli

A.5.2.1 TGF-33-Insert

Die rot markierten Restriktionsschnittstellen der Restriktionsenzyme Ncol und

Xhol wurden genutzt, um die Klonierung in den Expressionsvektor pET-16b zu

ermoglichen.

CTCGAGGGAT CCATGGCACT GGATACCAAT TATTGTTTTC GCAACCTGGA AGAAAATTGT
TGTGTTCGTC CGCTGTATAT TGATTTTCGT CAGGATCTGG GTTGGAAATG GGTGCATGAA
CCGAAAGGTT ATTATGCCAA TTTTTGTAGC GGTCCGTGTC CGTATCTGCG TAGTGCAGAT
ACCACCCATA GCACCGTTCT GGGTCTGTAT AATACCCTGA ATCCGGAAGC AAGCGCAAGC
CCGTGTTGCG TTCCGCAGGA CCTGGAACCG CTGACCATTC TGTATTATGT TGGTCGTACC
CCGAAAGTTG AACAGCTGAG CAATATGGTT GTTAAAAGCT GCAAATGCAG CTAAGGATCC

CTCGAG

A.5.2.2 TrxA-TGF-33-Insert

Die Gensequenz zur Expression des TrxA-TGF-B3-Fusionproteins wurde mithilfe

der rot markierten Restriktionsschnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Ncol
(CCATGG) und Xhol (CTCGAG) in den Vektor pET-16b eingefiigt.

CCATGGAGAG
AAGCAGATGG
TTGCACCGAT
TGAATATTGA
TGCTGCTGTT
AGCTGAAAGA

TTCGTCCGCT
AAGGTTATTA
CCCATAGCAC

CGATAAAATT
TGCAATTCTG
TCTGGATGAA
TCAGAATCCG
TAAAAATGGT
ATTTCTGGAT

GCACTGGAT
GTATATTGAT
TGCAAATTTT
CGTTCTGGGT

ATTCATCTGA
GTTGATTTTT
ATTGCAGATG
GGTACCGCAC
GAAGTTGCAG
GCAAATCTGG
ACCAATTATT
TTTCGTCAGG
TGTAGCGGTC
CTGTATAATA

CCGATGATAG
GGGCAGAATG
AATATCAGGG
CGAAATATGG
CAACCAAAGT
CACATCACCA
GTTTTCGTAA
ATCTGGGTTG
CGTGTCCGTA
CCCTGAATCC

CTTTGATACC
GTGTGGTCCG
TAAACTGACC
TATTCGTGGT
TGGTGCACTG
TCACCATCAC
TCTGGAAGAA
GAAATGGGTT
TCTGCGTAGC
GGAAGCAAGC

GATGTTCTGA
TGTAAAATGA
GTTGCAAAAC
ATTCCGACCC
AGCAAAGGTC

AATTGTTGTG
CATGAACCGA
GCAGATACCA
GCAAGCCCGT
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GTTGTGTTCC GCAGGATCTG GAACCGCTGA CCATTCTGTA TTATGTTGGT CGTACCCCGA
AAGTTGAACA GCTGAGCAAT ATGGTTGTTA AAAGCTGTAA ATGTAGCTAA CTCGAG

Das Insert beinhaltet neben der Sequenz fiir TGF-p3 (schwarz) und TrxA (blau)
einen Hexa-Polyhistidin-Tag (violett) sowie eine TEV-Schnittstelle (orange), um

mithilfe einer TEV-Protease das mature TGF-f3 abspalten zu konnen.

A.5.2.3 Primer fiir Kolonie-PCR

Fiir die Durchfiihrung der Kolonie-PCR (B.1.2.5) wurden folgende Primer genutzt.
Die Amplifikatldnge betrug 479 bp.

forward  CTTTCGGGCTTTGTTAGCAG
reverse TCCCGCGAAATTAATACGAC

A.5.3 Nukleinsdauresequenzen fiir Saugetierzellen

Fiir die Herstellung des rekombinanten TGF-$3s in Sdugetierzellen wurden ver-

schiedene Vektoren erstellt, deren Aufbau Tabelle A.9 zu entnehmen ist.

Tabelle A.9: Ubersicht der eingesetzten TGF-$3-Plasmide fiir die Transfektionen in
Saugetierzellen.
* = im Vektor-Riickgrat enthalten.

Vektor-Riickgrat  Zielprotein Sekretionssignal ~ Aufreinigungstag

pcDNA3.1(+) TGF-3 p-Trace-Protein -
pCSG-IBA102 TGF-3 BM40* Twin-Strep-Tag® *
pCSG-IBA102 LAP-TGF-83  BM40* Twin-Strep-Tag® *

A.5.3.1 TGF-B3-Insert fiir pcDNA3.1(+)
Das Insert fiir die Klonierung in das pcDNA3.1(+)-Plasmid wurde mit folgender

Sequenz mithilfe der rot markierten Restriktionsschnittstellen fiir die Restrikti-
onsenzyme Ncol (CCATGG) und Xhol (CTCGAG) synthesiert.
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GGATCCGCCA
CTGGGCGGCC
TGCTGCGTGA
GAGCCCAAGG
GACACCACCC
AGCCCCTGCT
ACCCCCAAGG
GAG

CCATGGCTAC
TACAGGCAGC
GACCCCTGTA
GCTACTACGC
ACAGCACCGT
GCGTGCCCCA
TGGAGCAGCT

TCATCACACG
CCTGGACACC
CATCGACTTC
CAACTTCTGC
GCTGGGCCTG
GGACCTGGAG
GAGCAACATG

CTGTGGATGG
AACTACTGCT
AGACAGGACC
AGCGGCCCCT
TACAACACCC
CCCCTGACCA
GTGGTGAAGA

GACTGGTCCT
TCAGAAACCT
TGGGCTGGAA
GCCCCTACCT
TGAACCCCGA
TCCTGTACTA
GCTGCAAGTG

GCTGGGGCTG
GGAGGAGAAC
GTGGGTGCAC
GAGAAGCGCC
GGCCAGCGCC
CGTGGGCAGA
CAGCTGACTC

Auf die in blau dargestellte Kozak-Sequenz folgt in violett die Sequenz des Sekre-
tionssignals aus dem p-Trace-Protein (basierend auf der NCBI RefSeq P41222.1)
sowie die des TGF-$3.

A.5.3.2 TGF-p3-Insert fiir pCSG-IBA102

Die folgende Gensequenz wurde fiir die StarGate™-Klonierung (B.1.2.2) in den
pCSG-IBA102-Vektor genutzt.

GCTTCAGAAA CCTGGAGGAG AACTGCTGCG TGAGACCCCT GTACATCGAC TTCAGACAGG
ACCTGGGCTG GAAGTGGGTG CACGAGCCCA AGGGCTACTA CGCCAACTTC TGCAGCGGCC
CCTGCCCCTA CCTGAGAAGC GCCGACACCA CCCACAGCAC CGTGCTGGGC CTGTACAACA
CCCTGAACCC CGAGGCCAGC GCCAGCCCCT GCTGCGTGCC CCAGGACCTG GAGCCCCTGA
CCATCCTGTA CTACGTGGGC AGAACCCCCA AGGTGGAGCA GCTGAGCAAC ATGGTGGTGA

AGAGCTGCAA

GTGCAGCTGA

A.5.3.3 LAP-TGF-B3-Insert fiir pCSG-IBA102

Die folgende Gensequenz wurde fiir die StarGate™-Klonierung (B.1.2.2) in den

pCSG-IBA102-Vektor genutzt. Die braunmarkierte Sequenz codiert fiir das LAP,
die schwarze fiir TGF-33.

CTGAGCACCA GCACCACCCT GGACTTCGGC CACATCAAGA AGAAGAGAGT GGAGGCCATC
AGAGGCCAGA TCCTGAGCAA GCTGAGACTG ACCAGCCCCC CCGAGCCCAC CGTGATGACC
CACGTGCCCT ACCAGGTGCT GGCCCTGTAC AACAGCACCA GAGAGCTGCT GGAGGAGATG
CACGGCGAGA GAGAGGAGGG CTGCACCCAG GAGAACACCG AGAGCGAGTA CTACGCCAAG
GAGATCCACA AGTTCGACAT GATCCAGGGC CTGGCCGAGC ACAACGAGCT GGCCGTGTGC
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CCCAAGGGCA
ACCAACCTGT
AACGAGCAGA
AGATACATCG
GTGACCGACA
AGCATCCACT
GAGGTGATGG
CTGGGCAGAC
CCCCCCCACA
ACCAACTACT
TTCAGACAGG
TGCAGCGGCC
CTGTACAACA
GAGCCCCTGA
ATGGTGGTGA

TCACCAGCAA
TCAGAGCCGA
GAATCGAGCT
GCGGCAAGAA
CCGTGAGAGA
GCCCCTGCCA
AGATCAAGTT
TGAAGAAGCA
GACTGGACAA
GCTTCAGAAA
ACCTGGGCTG
CCTGCCCCTA
CCCTGAACCC
CCATCCTGTA
AGAGCTGCAA

GGTGTTCAGA
GTTCAGAGTG
GTTCCAGATC
CCTGCCCACC
GTGGCTGCTG
CACCTTCCAG
CAAGGGCGTG
GAAGGACCAC
CCCCGGCCAG
CCTGGAGGAG
GAAGTGGGTG
CCTGAGAAGC
CGAGGCCAGC
CTACGTGGGC
GTGCAGCTGA

TTCAACGTGA
CTGAGAGTGC
CTGAGACCCG
AGAGGCACCG
AGAAGAGAGA
CCCAACGGCG
GACAACGAGG
CACAACCCCC
GGCGGCCAGA
AACTGCTGCG
CACGAGCCCA
GCCGACACCA
GCCAGCCCCT
AGAACCCCCA

A.5.3.4 Primer fiir StarGate™-Klonierung

GCAGCGTGGA
CCAACCCCAG
ACGAGCACAT
CCGAGTGGCT
GCAACCTGGG
ACATCCTGGA
ACGACCACGG
ACCTGATCCT
GAAAGAAGAG
TGAGACCCCT
AGGGCTACTA
CCCACAGCAC
GCTGCGTGCC
AGGTGGAGCA

GAAGAACAGA
CAGCAAGAGA
CGCCAAGCAG
GAGCTTCGAC
CCTGGAGATC
GAACATCCAC
CAGAGGCGAC
GATGATGATC
AGCCCTGGAC
GTACATCGAC
CGCCAACTTC
CGTGCTGGGC
CCAGGACCTG
GCTGAGCAAC

Die Primer wurden mit der rot markierten Restriktionsschnittstelle fiir das Re-
striktionsenzym Esp3I (CGTCTCN’) konstruiert und bei der StarGate™-Klonie-
rung (B.1.2.2) eingesetzt.

Tabelle A.11: Eingesetzte Primer fiir die StarGate™-Klonierung in den Vektor pCSG-

IBA102.
Insert Richtung  Sequenz
LAP-TGF-$3  forward AGCGCGTCTCCAATGCTGAGCACCAGCACCACC
TGF-$3 forward AGCGCGTCTCCAATGGCCCTGGACACCAACTACT
beide reverse AGCGCGTCTCCTCCCGCTGCACTTGCAGCTCTTCA
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A.6 Biomolekiile, Plasmide und Zellen

A.6.1 Biomolekiile

Anti-eGFP (Hase, IgG, CAB4211) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
Anti-Hase (Ziege, I1gG, 4750.1) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Anti-StrepTac® (HRP-Konjugat, 2- IBA GmbH, Géttingen, DE
1502-001)

Anti-TGF-$3 (Ziege, IgG, R&D systems, Minneapolis, USA
AB-244-NA)

Anti-Ziege (Maus, IgG, HRP-Konju- R&D systems, Minneapolis, MN
gat, HAF017)

dNTPs Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

GeneRuler™ 1 kb DNA-Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

GeneRuler™ 100 b DNA-Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

PageRulerTM Unstained Protein Lad- Thermo Fisher Scientific, Waltham,

der (#26614, 10-200 kDa) USA

PageRuler™ Stained Protein Ladder =~ Thermo Fisher Scientific, Waltham,

(#26616, 10-170kDa) USA

Pierce™ Unstained Protein MW Mar- Thermo Fisher Scientific, Waltham,

ker (#26610, 14-116 kDa) USA

Polymerase GoTaq Promega, Fitchburg, USA

Polymerase AccuPrime™ Pfx Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Restriktionsenzym Esp3l Thermo Fisher Scientific, Waltham,

FastDigest® USA

Restriktionsenzym Ncol FastDigest®  Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
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Restriktionsenzym Xhol FastDigest®
rLysozym™
StarGate™ ESG/CSG-Primer-for

StarGate™ ESG/CSG-Primer-rev
T4 DNA-Ligase

TGF-p3 (aus CHO)

TGF-p3 (aus E. coli)

A.6.2 Vektoren

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Merck, Darmstadt, DE
IBA GmbH, Géttingen, DE
IBA GmbH, Géttingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

ProSpec-Tany TechnoGene Ltd, Ness
Ziona, ISR

Cell Guidance Systems Ltd, Cam-
bridge, UK

pAcGFP1-N1 4726 bp Takara Bio Inc., Kusatsu, JP
pcDNA3.1-GFP 6163 bp* AK Hoffmann, NIFE
pcDNA3.1-TGF-$3 5786 bp Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA
pET-16b 5711bp Merck, Darmstadt, DE
pET-16b-TGF-$3 5993 bp Lena Stuckenberg, Institut fiir
Technische Chemie
pET-16b-TrxA-TGF-p3 6353 bp Lena Stuckenberg, Institut fiir
Technische Chemie
pCSG-IBA102 11007 bp IBA GmbH, Géttingen, DE
pCSG-IBA102-TGF-3 10653 bp Lena Stuckenberg, Institut fiir
Technische Chemie
pCSG-IBA102-LAP-TGF-$3 11484 bp Lena Stuckenberg, Institut fiir

* = geschétzt, da keine Vektorkarte vorhanden

Technische Chemie
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A.6.3 Zellen

CHO K12

E. coli Top10

E. coli BL21(DE3)
MEXi293E-Zellen

SHuffle® T7 Express Competent
E. coli

A.7 Reaktionskits

AK Noll, Universitit Bielefeld, DE
IBA GmbH, Géttingen, DE

New England Biolabs, Ipswich, USA
IBA GmbH, Géttingen, DE

New England Biolabs, Ipswich, USA

LabellT® Nucleic Acid Labeling Kit, Cy® 5  Mirus Bio LLC, Madison, USA

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
Qiagen Plasmid Mini Kit

Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
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B.1 Molekularbiologische Methoden

B.1.1 Allgemeine Methoden
B.1.1.1 Nukleinsidure-Quantifizierung mittels NanoDrop®

Die Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Losungen wurde mit dem
Mikrovolumen-Spektrophotometer NanoDrop®-ND 1000 durchgefiihrt. Dieses
Photometer bestimmt die Lichtadsorption in kleinsten Volumina (1-2 uL). Fiir die
initiale Inbetriebnahme wurden 2 uL dest. Wasser auf den Probenteller pipettiert.
Anschliefifend wurde der Nullpunkt mit dem verwendeten Puffer aufgenommen.

Die Proben konnten dann vermessen und die Messwerte ausgegeben werden.

B.1.1.2 Agarosegel-Elektrophorese

Eine Agarosegel-Elektrophorese wird genutzt, um Nukleinsduren unterschied-
licher Grofse voneinander trennen und die Grofie bestimmen zu konnen. Dafiir
wird ein Gel aus Agarose hergestellt und ein elektrisches Feld angelegt. Die DNA
wandern aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode. Eine Auftrennung wird
dadurch erreicht, dass kleinere Molekiile sich schneller als grofiere durch die
Poren des Gels bewegen konnen. Mithilfe eines interkalierenden Farbstoffs wie
Ethidiumbromid, der sich wéhrend der Elektrophorese in die DNA einlagert,
konnen die aufgetrennten Banden anschlieffend unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden. Ein Vergleich mit einem DNA-Gemisch bekannter Grofien ermoglicht

die Groflenbestimmung der aufgetrennten Probe.

83



B Methoden

Es wurde ein 1,5%iges Agarosegel gegossen. Dafiir wurden 1,5g Agarose mit
100 mL Wasser in der Mikrowelle bei 700 Watt fiir 2 min aufgekocht. AnschliefSend
wurden 4 uL ROTI® GelStain hinzugegeben, gemischt und die Losung in der
Kammer gegossen. Nachdem sich das Gel verfestigt hatte, wurde es mit den zu
untersuchenden Proben (je 20 uL) beladen. AufSerdem wurden zwei DNA-Marker
(GeneRuler™ 1kb und 100b) 1:1 mit 5x Puffer gemischt und ein Volumen von
6 uL aufgetragen.. Die DNA-Proben wurden in TAE-Laufpuffer 40 min bei 100 V
aufgetrennt und das Gel anschliefsend fiir die Auswertung unter einer UV-Lampe
fotografiert.

B.1.1.3 DNA-Gelextraktion

Fiir die Extraktion von DNA aus einem Agarosegel wurde die gewiinschte DNA-
Bande mittels Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Mikroreaktions-
gefdf tiberfiihrt. Die Extraktion wurde mit dem Qiagen Gel Extraction Kit der
Firma Qiagen (Hilden, DE) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

B.1.2 Klonierung
B.1.2.1 Restriktionsverdau und Ligation

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzyme ermoglicht
das Ausschneiden bestimmter Nukleinsduresequenzen, beispielsweise zur Uber-
tragung in einen anderen Plasmid. Restriktionsenzyme binden an eine fiir sie spe-
zifische DNA-Sequenz, durchtrennen diese und das Plasmid wird in zwei Frag-
mente geteilt. Mithilfe einer anschlieflenden Ligation kénnen diese und andere

mit den gleichen Enzymen geschnittene Fragmente zusammengefiigt werden.

Das Plasmid mit dem TGF-B3-Gen und der ausgewihlte Expressionsvektor wur-
den zundchst enzymatisch gespalten. Das Reaktionsgemisch hatte folgende Zu-

sammensetzung:
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2uL  FastDigest® Green Buffer
2uL  DNA
1uL  Xhol FastDigest®
1uL  Ncol FastDigest®
ad 20 pL mit nukleasefreiem H,O
Im néchsten Schritt wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (B.1.1.2) mit den Pro-
ben des Ligationsansatzes durchgefiihrt. Die Bande des geschnittenen Expres-

sionsvektors (5643 bp) und die der Gensequenz fiir TGF-$3 (350 bp) wurden
anschliefsend aus dem Gel extrahiert (B.1.1.3).

Mit den aufgereinigten Sequenzen wurde anschliefsend eine Ligation durch-
gefiihrt. Dafiir wurde folgendes Reaktionsgemisch genutzt:

1,183 uL  TGF-3
298 uL  pET-16b

2uL  Puffer
1ul  T4-Ligase
ad 20 uL H,O

Im Anschluss wurde eine Hitzeschock-Transformation (B.1.2.3) durchgefiihrt.

B.1.2.2 StarGate™-Klonierung

Mithilfe der StarGate™-Verfahren der Firma IBA GmbH wurden die entspre-
chenden TGF-p3-Gensequenzen (A.5.3.2 und A.5.3.3) in den Expressionsvektor
pCSG-IBA102 eingebracht (A.9). Dabei wurden nach Angaben des Herstellers fiir
das direkte Einklonieren in das Plasmid vorgegangen.

B.1.2.3 Transformation mittels Hitzeschock

Das Einbringen von Plasmid-DNA in chemisch kompetente Zellen wird mit-
tels Hitzeschock erreicht. Nach der Transformation werden die Bakterien auf
einem Antibiotikum-haltigen Medium ausgestrichen. Es entsteht ein Selektions-
druck, durch den sich nur Bakterien vermehren konnen, die das Plasmid mit dem
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entsprechenden Resistenzgen aufgenommen haben. Die zu transformierenden
Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Ein Volumen von 50 uL Bakterien-
suspension wurden mit 5 uL Plasmid-DNA versetzt, vorsichtig gemischt und fiir
30min auf Eis inkubiert. Anschlieflend erfolgte der Hitzeschock im Wasserbad
fiir 5min bei 37 °C. Die Zellsuspension wurde vorsichtig gemischt und fiir 5 min
auf Eis gekiihlt. Dann erfolgte eine 10-fache Verdiinnung mit LB (lysogeny broth)-
bzw. TB (terrific browth)-Medium (A.4.2) und die Bakteriensuspension wurde fiir
45 min bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die Suspension wurde in verschiedenen
Verdiinnungen auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (B.2.1.2) ausplattiert und
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

B.1.2.4 Plasmidpraparation

Die Plasmidprédparation wurde mit Kits der Firma Qiagen (Hilden, DE) durch-
geftihrt, die auf der alkalischen Lyse basieren. Die Bakterienzellen werden auf-
geschlossen und die chromosomale DNA zerstort. Durch den Einsatz von RNase
wird storende RNA entfernt. Die Plasmid-DNA bleibt erhalten und wird in kon-
zentrierter Form separiert. Zur Aufreinigung einer kleinen Menge Plasmid-DNA
wurde eine Vorkultur (B.2.1.3) und das QIAprep Spin Miniprep Kit genutzt. Fiir
die grofieren Kulturvolumina einer nicht-induzierten Hauptkultur (B.2.1.4) wur-
de das Qiagen Plasmid Midi Kit eingesetzt. Die Durchfiihrung fand entsprechend
der den Kits beiliegenden Hersteller-Protokolle statt. Die aufgereinigten Plasmide

wurde in Wasser gelost und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

B.1.2.5 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR (Polymerase-Kettenreaktion) wird genutzt, um ein Plasmid in
einer Bakterienkolonie mit dem Einsatz zweier spezifischer Primer nachzuwei-
sen. Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA durch Hitze denaturiert
und liegt einzelstrdangig vor. Die Primer binden in der Anlagerungsphase bei
einer Primer-spezifischen Temperatur an den komplementédren Teil der Einzel-
strange und flankieren die nachzuweisenden Nukleinsduresequenz. Im Elongati-
onsschritt synethisiert eine thermostabile Polymerase von dem Primers aus den
weiteren komplementdren Strang. Durch die Wiederholung dieser Schritte wird
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die Menge der nachzuweisenden Plasmid-DNA potenziert und kann abschlie-

Bend mit einer Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

Es wurden zunédchst Reaktionsgefdfie mit 50 uL RNase-freiem Wasser geftillt. Mit
einer Impfose wurden Kolonien gepickt, auf einer neuen Agarplatte verstrichen
und dann im vorbereiteten Wasser abgespiilt. AnschliefSend wurden die Proben
im Thermocycler fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht und fiir 1 min auf Eis gestellt. Der

Mastermix wurde x-fach angesetzt, wobei x die Anzahl der Kolonien ist.

10 uL  5x GoTaq® Reaction Buffer
4uL  dNTP-Mix (10 pM)
2uL  Primer-Mix (2 uM)
025 uL  GoTaq® Polymerase
22,75 uL  RNase-freies Wasser
10 uL  Bakteriensuspension

Als Negativkontroll-Probe wurde Wasser anstelle der DNA eingesetzt.
Das PCR-Programm fiir die Kolonie-PCR lautet wie folgt:

Initiale Denaturierung 95°C, 5min
35 Wiederholungen
Denaturierung 95°C, 30 sec

Primer-Anlagerung 59 - 62 °C (Primer-abhéngig), 30 sec
Elongation 72°C, 1 min
Abschlieffende Elongation 72 °C, 7 min

Die Proben wurden anschlieffend mittels Agarose-Gelelektrophorese (B.1.1.2)
nachgewiesen.

B.1.3 Plasmid-Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5
Plasmide wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Dieser Farbstoff

geht eine Reaktion mit den Alkylresten der Nukleinbasen ein. Das Reaktions-

schema ist in Abbildung B.1 dargestellt. Mit einer Anregungswellenldnge von
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Abbildung B.1: Reaktionsschema der reaktiven Gruppe des Label-IT®-Reagenzes mit
einem reaktiven Heteroatom innerhalb einer Nukleinsdure, in diesem Beispiel dem N7-
Atom eines Guanins. Angepasst aus [93].

649 nm und einer Emission bei A = 670nm ist der Farbstoff im roten Farbspek-
trum angesiedelt und damit gut von dem griin fluoreszierenden GFP zu un-
terscheiden (siehe Abbildung B.4). Entsprechend den Hersteller-Empfehlungen
fiir den in vivo-Einsatz der markierten Plasmide wurde ein Verhiltnis von 0,1:1
(v/w) LabellT®-Reagenz zu Plasmid-DNA eingesetzt. Das Verhéltnis von Cy5 zu
Basen, also die Fluoreszenzmarker-Dichte, wurde mittels NanoDr0p® bestimmt
(siehe Kapitel B.1.3.1). Im Durchschnitt wurden acht Cy5-Molekiile pro Plasmid

eingesetzt.

Zunidchst wurde ein Ansatz mit folgender Zusammensetzung in einem 0,2-uL-

Reaktionsgefafs hergestellt:

20 ug pDNA
5uLl  Labeling Buffer A
2 uL  LabellT-Reagenz
ad 50 uL  H,O (nuklease-frei)

Der Ansatz wurde fiir 60-90 min bei 37 °C inkubiert. Alle 30 min wurde der Reak-
tionsansatz anzentrifugiert, um Evaporationseffekte zu minimieren und die Kon-
zentration der Reaktionskomponenten zu erhalten. Der Reaktionsansatz wurde
dann in ein 1,5-mL-Reaktionsgefafi tiberfithrt und mit nuklease-freiem Wasser
auf 100 uL aufgefiillt. Anschliefend wurde mit 10 mL einer fiinfmolaren Natri-
umchloridlosung und 240 uL 100 % Ethanol eine Fillung durchgefiihrt. Dadurch
wurde die Trennung von nicht gebundenen Fluoreszenzmarkern erreicht. Es er-
folgte eine Zentrifugation mit 14000 rcf bei 4 °C fiir 30 min. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pL 70 % Ethanol (Raumtemperatur) resus-
pendiert und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Anschlieffend wurde der
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Uberstand wiederum verworfen, das Reaktionsgefafs umgekehrt auf ein Labor-
tuch gestellt und trocknen gelassen. AnschlieSend wurde die markierte DNA in
150 pL nuklease-freiem Wasser aufgenommen.

B.1.3.1 Bestimmung der Fluoreszenzmarker-Dichte

Nach der Markierung der pPDNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 wird zunéchst
die Nukleinsdure-Konzentration bestimmt. Dafiir wird die Absorption Ay bei
einer Wellenldnge von 260 nm mittels NanoDrop® gemessen. Da der Farbstoff
ebenfalls zur Absorption beitrdgt, wird ein Korrekturfaktor C.F. 5 mit einem kon-
stanten Wert von 0,05 eingesetzt. Die Bestimmung der Absorption des Farbstoffes
(Aaye) findet bei der spezifischen maximalen Extinktionswellenlédnge statt. Im Falle
des verwendeten Cy5-Farbstoffes liegt diese bei A =649 nm.

Apase = Aogo — (Adye * C-F-26O) (B.1)

Im Folgenden wird das Verhiltnis von Basen und Farbstoffmolekiilen berechnet.
Die Extinktionskoeffizienten des Farbstoffes (€4,.(Cyb) = 250000M cm™?) und der
PDNA (€pse(dsSDNA) = 6600 M cm™!) werden dabei beriicksichtigt.

Abuse * €dye

base : dye = (B.2)

Adye * €Epase

B.2 Proteinexpression und -aufreinigung in E. coli

B.2.1 Kultivierung
B.2.1.1 Herstellung von Medien und Agarplatten

LB- und TB-Medien wurden wie in Abschnitt A.4.2 aufgelistet hergestellt und au-
toklaviert. Fiir die Herstellung von LB-Agarplatten wurden, nach dem Abkiihlen
des Mediums auf etwa 60 °C, 100 uL/mL Ampicillin (Stammloésung 25mg/mL)
hinzugegeben. Anschliefsend wurden die Platten gegossen (ca. 20mL) und haér-
teten beim Abkiihlen aus. Die Platten wurden bis zur weiteren Verwendung
verschlossen und auf dem Deckel liegend bei 4 °C gelagert.
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B.2.1.2 Kultivierung auf LB-Agarplatten

Fiir die Kultivierung von E. coli wurden 100 pL einer Bakteriensuspension in un-
terschiedlichen Verdiinnungen mithilfe eines Drigalskispatels auf LB-Agarplatten
verstrichen. Anschlieflend wurden sie auf dem Deckel liegend iiber Nacht bei
37 °C inkubiert und am folgenden Tag analysiert. Platten mit Bakterienkolonien
wurden verschlossen und auf dem Deckel liegend bis zu vier Wochen bei 4 °C

gelagert.

B.2.1.3 Anlegen einer Vorkultur

Zur Kultivierung wurde zunéchst eine Vorkultur angelegt. Dafiir wurden mithilfe
einer Impfose ein wenig Material einer noch gefrorenen Glycerin-Gefrierkultur
(B.2.1.5) oder eine Kolonie von einer LB-Agarplatte (B.2.1.2) abgenommen und in
ein mit 5 mL Medium und 75 pL/mL Ampicillin gefiilltes 50-mL-Falkon tiberfiihrt.
Nach der Kultivierung tiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm wurde die Vorkultur

zum Animpfen der Hauptkultur genutzt.

B.2.1.4 Kultivierung im Schiittelkolben

Ein Volumen von 160 mL frischem Medium mit 75 pL/mL Ampicillin wurde in
einem 500-mL-Schiittelkolben mit einer Vorkultur (B.2.1.3) angeimpft, sodass die
Start-ODg 0,03 betrédgt. Die Kultivierung fand bei 32 °C und 180 rmp statt. Die
Proteinexpression wurde bei einer ODgy zwischen 0,4 und 1 mit einer End-
konzentration von 0,5 bzw. 1 mM IPTG induziert. Die Kultivierung wurde nach

spdtestens 24 Stunden beendet.

B.2.1.5 Anlegen einer Gefrierkultur

Fiir eine Ubernachtkultur einer Bakterienkolonie wurden 20 mL steriles Medium
und Ampicillin (75 pL/mL) in einen 125 mL-Schiittelkolben gefiillt und mit einer
Impfose eine Kolonie von einer LB-Agarplatte ins Medium tibertragen. Die Kultur
wurde bei 37 °C und 150 rpm tiber Nacht kultiviert.
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Aus einer Vorkultur wurden je 500 L mit dem gleichen Volumen Glycerol (25 %)
in einem 1,5-mL-ReaktionsgefafS gemischt und fiir 10 min auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden anschliefiend bei -80 °C gelagert.

B.2.2 Zellaufschluss
B.2.2.1 Protein-Extraktionsreagenz BugBuster®

Der Zellaufschluss mit dem Protein-Extraktionsreagenz BugBuster® ist fiir den
schnellen Aufschluss kleiner Probenvolumina (>1mL) geeignet. Zur Vorberei-
tung wurden 2mL der Arbeitslosung mit 1 pL Benzonase und 2 pL rLysozym
versetzt. Die gewiinschte Zellmenge wurden abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Volumen der Arbeitslosung wurde so gewdhlt, dass die ODgq
nach der Resuspension des Pellets zwischen 15 und 20 liegt. Die Losung wurde
anschlieflend im Thermomixer 20-30 min bei 27 °C mit 350 rpm geschiittelt. Die
Zellsuspension wurde bei 4 °C und 21000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit

dem l6slichen Zielprotein fiir nachfolgende Schritte genutzt.

B.2.2.2 Zellaufschluss mit Ultraschall

Die Zelllyse mit einer Ultraschalltauchsonde ist eine mechanische Zellaufschluss-
methode, bei der die Zellen in kurzen Intervallen energiereichen Ultraschallwel-
len ausgesetzt werden. Es entstehen Kavitationen, die implodieren und dabei die
Zellmembran schadigen. Ein Volumen von 500 pL der aufzuschlieffende Kultur-
probe wurde abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
in 500 uL Aufschlusspuffer (Tabellen B.1 und B.2) gelost und mit 5 uL Lysozym
(1mg/mL) versetzt. Die Probe wurde anschliefiend auf Eis in vier Zyklen mit
Ultraschall (Dauer: 1,5 min, Amplitude: 100 %, Pulsmodus: 0,6) aufgeschlossen.
Zwischen den Zyklen wurde die Probe fiir mindestens 1 min abgekiihlt, um eine

Proteindenaturierung zu vermeiden.
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Tabelle B.1: Zusammensetzung der getesteten Puffer fiir den Zellaufschluss mit Ultra-
schall. Puffer 1-3 beinhalteten 50 mM TRIS-HCI, Puffer 4 stattdessen 50 mM MOPS.

Puffer NaCl DITT  Glycerol MgCl, pH-Wert
(mM) (mM) (%) (mM)

1 100 1 - - 7,5
2 100 1 5 - 7,5
3 100 - 5 - 7,5
4 - 1 10 10 7,5

Tabelle B.2: Getestete Zusammensetzungen auf Basis von Puffer 1. Alle Puffer beinhalte-
ten 50 mM TRIS-HCl und 1 mM DTT.

Puffer NaCl pH-Wert

(mM)

1 - 7,5
la - 9
1b 300 7,5
1c 300 9
1d 150 8,25

B.2.3 Solubilisierung

Um nach dem Zellaufschluss nicht-16sliches Protein zu solubilieren, wurden ver-
schiedene Methoden getestet. Die nach den Kultivierungen fiir weitere Analy-
sen gelagerten Pellets wurden mit dem Protein-Extraktionsreagent BugBuster®
aufgeschlossen (B.2.2.1). Die nicht-16sliche Fraktion wurde nach einem Zentrifu-
gationsschritt in 100 pL Solubilisierungspuffer (A.4.1) resuspendiert. Eine Kon-
trollprobe wurde statt mit einem Solubilisierungspuffer mit Wasser versetzt. Fiir
einen Einfrier-Auftau-Zyklus wurden die Proben bei -20 °C iiber Nacht eingefro-
ren und am nichsten Tag bei Raumtemperatur aufgetaut. Fand die Solibilisierung
bei Raumtemperatur statt, wurden die Proben fiir 10 min bzw. {iber Nacht auf ei-
nem Rollmischer inkubiert. Die Proben wurden anschliefSend zentrifugiert und

die Fraktionen elektrophoretisch aufgetrennt (B.5.1.1).
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B.3 Proteinexpression und -aufreinigung in CHO

B.3.1 Kultivierung

Damit fiir die Versuche jederzeit Zellen zur Verfiigung stehen, wurden die CHO-
K1-Zellen durchgehend in Kultur gehalten. Das eingesetzte CHOmacs-Medium
wurde mit L-Glutamin versetzt und bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch wurde
es im Wasserbad auf 37°C erwdrmt und 25mL in ein schikanierten 125-mL-
Erlenmeyerkolben mit Filterschraubverschluss vorgelegt. Dann wurden Zellen
hinzugegeben, sodass eine Zelldichte von 0,4x10° Zellen/mL erreicht wurde. Alle
Kultivierungen wurde in einem Inkubationsschrank auf einem Orbtialschiittler
mit 160 rpm bei 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5 % und einer geséattigten Wasser-
dampfatmosphéare durchgefiihrt.

B.3.1.1 Subkultivierung

Fir das Wachstum und den Erhalt der Zellviabilitit wurde das Medium re-
gelmidflig ausgetauscht, da einige Bestandteile {iber die Kultivierungszeit von
den Zellen verstoffwechselt werden oder zerfallen. Alle drei bis vier Tage oder
bei Erreichen einer Zellzahl von iiber 8 Mio. Zellen/mL wurde die Kultur passa-
giert, also mit frischem Medium auf die Anfangszelldichte von 0,4x10° Zellen/mL
verdiinnt. Dafiir wurde die Zelldichte bestimmt und berechnet, wie viel Zellsus-
pension fiir einen neuen Kulturansatz benétigt wird. Das entsprechende Volumen
wurde entnommen, 5min bei 200 X g abzentrifugiert und das Pellet in frischem
Medium resuspendiert. Die restlichen Zellen wurden fiir Versuche oder das An-

legen einer Arbeitszellbank (B.3.1.3) eingesetzt oder verworfen.

B.3.1.2 Zellzahlbestimmung mit CEDEX
Um den Wachstumsverlauf der Kultur und die Zellviabilitidt bestimmen zu kon-

nen, wurde mit dem automatischen Zellzihler CEDEX (Roche Innovatis AG,
Penzberg, DE) eine Zellzahlbestimmung durchgefiihrt. Das Gerit analysiert die
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Proben, nachdem es eine Lebend-Tot-Farbung mit dem Farbstoff Trypanblau vor-
genommen hat: Nur tote und perforierte Zellen nehmen den Farbstoff auf. An-
schliefflend analysiert das Gerdt Mikroskopbilder der Zellen mithilfe eines Algo-
rithmus und gibt die Zellzahl sowie die -viabilitdt aus. Zellaggregate werden dabei
erkannt und von der Wertung ausgeschlossen. AufSerdem wurde die Zellviabilitét
zusétzlich durchflusszytometrisch bestimmt. Lebende und tote Zellen unterschei-
den sich in ihrer dufieren Erscheinung, reflektieren das Licht daher anders und
werden in den Histogrammen des Durchflusszytometers in zwei Teilpopulatio-
nen dargestellt. Neben der Gesamtzellzahl wurden auch die Lebendzellzahl sowie

die Viabilitdt in Prozent ausgegeben.

Die zu vermessene Zellprobe wurde bei einem Probenvolumen < 1 mL mit sterilfil-
triertem PBS auf 1 mL aufgefiillt. Die Zellsuspension wurde in ein Probenréhrchen

tiberfiihrt und am Gerat vermessen.

B.3.1.3 Kryokonservierung

Zur Herstellung einer Arbeitszellbank und zur Stammerhaltung wurden Zel-
len mit einer moglichst niedrigen Passage kryokonserviert. Sie hatten dabei eine
Viabilitat tiber 98 % und befanden sich im exponentiellen Wachstum. Die Zellzahl
wurde bestimmt und die benétigte Menge an Zellsuspension fiir eine Konzentrati-
on von 107 Zellen pro Kryogefaf bei 200 X g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in Gefriermedium (Medium mit 10 % DMSO)
resuspendiert, sodass die oben genannte Konzentration erreicht wurde. Je 1,6 mL
Suspension wurde in vorbereitete Kryorohrchen verteilt und die R6hrchen in eine
vorgekiihlte Einfrierbox gestellt. Die Box wurde tiber Nacht bei -80 °C gelagert
und die Kryorohrchen am néchsten Tag in einen Kryocontainer mit fliissigem
Stickstoff tiberfiihrt.

B.3.1.4 Revitalisierung

Um die Zellen zu revitalisiseren, wurde ein Kryorthrchen aus dem fliissigen
Stickstoff entnommen und im 37 °C warmen Wasserbad unter schwenken auf-
getaut. Die Zellsuspension wurde in 5mL kaltem Medium (4 °C) aufgenommen

und dann bei 200 x g fiir 5 min zentrifugiert, um das im Gefriermedium enthaltene
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DMSO zu entfernen. Das Pellet wurde in warmem Medium (37 °C) aufgenommen
und in einen 250-mL-Schiittelkolben {iberfiihrt.

B.3.2 PEI-vermittelte transiente Transfektion

Fiir die PEI-vermittelte transiente Transfektion von CHO-Zellen wurde am Tag
vor der Transfektion eine Vorkultur mit einer Zelldichte von 1,5x10° Zellen/mL
angelegt (B.3.1.1). Das Volumen wurde entsprechend der Anzahl geplanter Trans-
fektionsansitze mit jeweils 10x10° Zellen/mL und der Annahme, dass sich die
Zellzahl innerhalb eines Tages verdoppelt, gewidhlt. Am folgenden Tag konn-
ten dann die Transfektionsversuche durchgefiihrt werden. Dazu wurde zunéchst
die Zellzahl bestimmt und die Zellen auf die gewtinschte Konzentration von
10x10° Zellen/mL aufkonzentriert. Dafiir wurde die entsprechende Menge Zellen
in ein 50-mL-Zentrifugationsrohrchen mit Beltiftungsverschlusskappe tiberfiihrt
und fiir 5min bei 200 X g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in einem Volumen von 1mL frischem, warmen Medium aufgenom-
men. Um eine Vereinzelung der Zellen zu erreichen, wurde die Zellsuspension
tiir 30 bis 60 min in den Inkubator gestellt. Dafiir und fiir alle folgenden Schritte
wurde eine Gestell (siehe Abbildung B.2) genutzt, in dem die Rohrchen in einem
45°-Winkel standen. Damit wurde ein Sedimentieren der Zellen verhindert.

Abbildung B.2: Gestell fiir die Bioreaktor-Rohrchen.
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Anschliefsend wurde die Transfektion entsprechend Abschnitt B.3.2.1 oder B.3.2.2
durchgefiihrt. Die entsprechenden DNA-Mengen sind Tabelle B.3 zu entneh-

men.

Tabelle B.3: Auflistung der verschiedenen Plasmide und der in den Transfektio-
nen eingesetzten Mengen. Pro Transfektionsansatz mit 10x10° Zellen wurden etwa
51,625x10! Plasmide eingesetzt.

Plasmid Molekiile/ug  eingesetzte Menge (ug)
pAcGFP1-N1 4,13x10" 12,50
pCSG-IBA102-TGFb3 9,15%x10" 56,42
pCSG-IBA102-LAP-TGFb3  8,49x10" 60,74
pcDNA3.1-GFP 1,58x10" 32,68
pcDNA3.1-TGFb3 1,68x10" 30,73

Nach einer Inkubation von vier Stunden im Inkubator wurden die Transfektions-
ansitze auf 1 x10° Zellen/mL verdiinnt und 48 Stunden kultiviert. Es erfolgten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Probenentnahmen fiir Analysen wie Zellzahlbe-
stimmung (B.3.1.2) oder durchflusszytometrische Analysen (B.3.3.2).

B.3.2.1 Einschrittiges Protokoll

Die Plasmid-DNA wurde entsprechend Tabelle B.3 zur Zellsuspension gege-
ben und fiir 10 min im Inkubator inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von PEI
(Stammlosung 1 mg/mL). Dafiir wurden 37,5 uL an den Rand des Rohrchens,
oberhalb des Fliissigkeitsspiegels, pipettiert und anschliefSfend durch Schwenken
mit der Zellsuspension vermischt. Dieses Vorgehen soll verhindern, dass Zellen
kurzzeitig mit einer sehr hohen Konzentration des toxischen PEIs in Kontakt

kommen.

B.3.2.2 Zweischrittiges Protokoll
Bei dem zweischrittigen Protokoll wurden pro Transfektionsansatz 37,5 ug PEI

und Plasmid-DNA entsprechend Tabelle B.3 in je 50 uL 150 mM NaCl-Lésung ge-

geben, miteinander vermischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser
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Inkubationsschritt soll Einfliisse von aufien, wie die negative Ladung von Zel-
len, auf die DNA-PEI-Komplexausbildung minimieren. AnschlieSend wurde die
DNA-PEI-Losung tropfchenweise unter Schwenken der Gefédfies zur Zellsuspen-

sion gegeben.

B.3.3 Zellanalyseverfahren
B.3.3.1 Durchflusszytometrie

Mithilfe eines Durchflusszytometers kénnen chemische und physikalische Eigen-
schaften von Zellpopulationen oder Partikeln analysiert werden. Die zu untersu-
chenden Zellen oder Partikel werden mit einem Trdgerfluid in das Durchflusszy-
tometer eingebracht und dort in einzelne Tropfen unterteilt. Idealerweise enthalt
ein solcher Tropfen maximal eine Zelle oder einen Partikel, auf den ein Laser
gerichtet ist. Anhand des Streulichts konnen Riickschliisse auf die Eigenschaften
der Zelle oder des Partikels gemacht werden. Das Vorwiértsstreulicht ermdéglicht
Aussagen {iber die Grofle, das Seitwirtsstreulicht iiber die Granularitit. Uber
Fluoreszenzdioden konnen gleichzeitig verschiedene Fluoreszenzmarker ange-
regt werden und mithilfe von Filtern fiir unterschiedliche Wellenldngen Daten

aufgenommen werden.

Die ermittelten Werte werden in Histogrammen und Dot-Plots dargestellt. An-
hand der Werthdufungen in unterschiedlichen Bereichen ist es moglich, Zellpo-
pulationen voneinander zu unterscheiden. So kdnnen tote von lebenden Zellen
differenziert oder verschiedene Zellarten aufgetrennt werden (siehe Abbildung
B.3A)).

Mit einem sortierenden System lassen sich die Zellen zusétzlich nach vom Benut-
zer ausgewdhlten Eigenschaften (wie Fluoreszenz oder Zugehorigkeit zu einer be-
stimmten Teilpopulation) getrennt auffangen, anschliefiend separiert analysieren
oder sogar weiter kultivieren. Die Aufteilung wird durch einen elektrostatischen
Sortiermechanismus erreicht. Die abzutrennenden Zellen werden, nachdem sie
die Durchflussmesszelle verlassen haben, durch eine Elektrode polarisiert und
fallen anschliefiend durch ein elektrisches Feld, das die Separation von den rest-
lichen, nicht polarisierten Zellen ermoglicht (siehe Abbildung B.3B). Der Begriff

FACS (fluorescence-activted cell sorting) wird haufig als Synonym fiir sortierende
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Systeme genutzt, ist aber eigentlich ein Produktname der Firma Becton Dickinson
GmbH (Heidelberg, Deutschland).

A Probe

Hullflussigkeit—

Abbildung B.3: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers. A: Einfaches
Durchflusszytometer. Die Probe wird in einem Strom aus Hiillfliissigkeit zum Laser ge-
leitet. Dort wird mit Photodioden das Vorwarts- und Seitwértsstreulicht sowie emittierte
Fluoreszenz detektiert und an eine Computereinheit weitergeleitet. B: Zusatzliche Ein-
heit, die eine Sortierung der Zellen nach ihren Eigenschaften erlaubt. Anhand der zuvor
detektierten Daten und den Einstellungen des Anwenders konnen die nur eine Zelle
enthaltenen Tropfen durch eine Aufladeelektrode polarisiert werden und fallen anschlie-
Bend durch ein elektrisches Feld. Dabei werden sie beim Fall entsprechend ihrer Ladung
abgelenkt und in unterschiedlichen Gefidflen aufgefangen. Angepasst aus [94, 95].

B.3.3.2 Probenvermessung

Die Zellprobe einer Kultivierung mit einem Volumen von 500 uL wurde mittels
eines Zellsiebs (70 um) gefiltert und in ein Rundbodenrshrchen tiberfiihrt. Die
Proben wurden anschliefend mit dem BD FACSAria™ Fusion odeer dem BD
Accuri™ C6 vermessen.
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Abbildung B.4: Extinktions- und Emissionsspektren von eGFP (hellblau) und Cy5 (rot).
Die durchgidngigen Linien stellen die Emissionsspektren dar, wahrend die gestrichelten

Linien die Extinktionsspektren zeigen [96].

B.3.3.3 Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der zu den Geréten gehorigen Software.
Im Folgenden werden die genutzten Strategien und Methoden erldutert.

Gating

Ein wichtiger Aspekt der Auswertung ist das sogenannte Gating. Dabei werden
Regionen markiert, in denen sich Populationen mit gleichen Eigenschaften wie
beispielsweise Grofie, Granularitdt oder Fluoreszenz befinden. Signale, die von
Zellagglomeraten oder Zelldebris stammen, und die Auswertung verfdlschen
wiirden, werden dadurch von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Fiir das erste
gate wurde ein Dot-Plot betrachtet, in dem die Hohe des Vorwirts- gegen die Hohe
des Seitwdrtsstreulicht aufgetragen wurde. Die Granularitédt der Zellen kann einen
Hinweis auf die Zellviabilitdt geben und mittels Apoptose-Nekrose-Assays, die
in den Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden, konnte ein gut abgegrenzter Bereich
lebender Zellen ermittelt und das erste gate gesetzt werden.

Double Discrimination (DD)
Um sicher zu stellen, dass ausschliefilich einzelne Zellen gewertet werden, wird

haufig aulerdem die Double Discrimination-Methode angewendet. Der Ausschluss
erfolgt in Dot-Plots, die die Breite gegen die Hohe des Vorwarts- bzw. Seitwérts-
streulicht des ersten gates zeigen. Doppelte Zellen haben zwar die gleiche Hohe
wie einfache, weisen allerdings doppelte Flichen- und Breitenwerte auf. Durch
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ein weiteres Gating werden diese Doubletten von den weiteren Analysen ausge-
schlossen. Die so ausgewéhlten Zellen geben die Viabilitdtgacs wieder.

Bestimmung der Transfektionseffizienz

Die Transfektionseffizienz gibt den prozentualen Anteil derjenigen Zellen wie-
der, die lebend sind und das Fluoreszenzprotein GFP produzieren. Der Ver-
gleich zwischen transfizierten und nicht-transfizierten (Referenz-)Zellpopulatio-
nen ermoglicht es, eine Aussage tiber die Effizienz einer Transfektion machen
zu konnen. Dafiir werden zundchst mit den Daten den Referenzpopulation wie
beschrieben gates gesetzt. Auf Grundlage der DD wird ein weiterer Dot-Plot er-
stellt, in dem die Hohe des Fluoreszenzsignals (FITC-H) gegen die Hohe des
Seitwértsstreulichts (S§SC-H) aufgetragen wird, und ein weiteres gate um die
komplette Zellpopulation gesetzt. Dieselben gates werden dann auf die Daten
der transfizierte Zellen angewendet und so der Unterschied zwischen beiden
Populationen dargestellt. Der Anteil Zellen, der sich im FITC-H/SSC-H-Dot-Plot
aufierhalb des zuvor gesetzten gates befindet, wird durch ein weiteres gate ermit-

telt und beschreibt die Transfektionseffizienz.

B.3.4 Mikroskopie

Die Zellproben der durchgefiihrten Kultivierungen wurden mit einem Fluores-
zenzmikroskop und teilweise mit einem konfokalen Lasermikroskop untersucht.
Dafiir wurden die Zellen optional fixiert (B.3.4.1) und der Zellkern mit DAPI
angefarbt (B.3.4.2).

B.3.4.1 Zellfixierung

Wenn Zellproben nicht unmittelbar nach der Entnahme analysiert werden konn-
ten, wurde mit einer Zellfixierung der aktuelle Zellzustand erhalten. Die Fixie-
rung wurde mit einer 4%igen Formaldehyd-Losung durchgefiihrt. Dafiir wurden
1x10° Zellen in ein 1,5-mL-Reaktionsgefaf’ iiberfithrt und fiir 5min bei 200 rcf
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 1 mL PBS
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in der Fixierlosung resuspendiert. Nach einer 20-miniitigen

Inkubationszeit bei Raumtemperatur und zweimaliger Zentrifugation wurde der
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Uberstand verworfen und das Pellet in 1 mL PBS gewaschen. Nach einem letzten
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in einem geeigneten Volumen PBS
resuspendiert und anschlieflend lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

B.3.4.2 Zellkernfarbung mit DAPI

Der Fluoreszenzfarbstoff4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) wird dafiir genutzt,
die DNA von Zellen anzufdrben und so den Zellkern fluoreszenzmikroskopisch
sichtbar zu machen. Der Farbstoff interkaliert in Adenosin/Thymin (AT)-Bereiche
doppelstrangiger DNA und fluoresziert in dieser Verbindung bldulich, mit einem
Emmisionsmaximum von 461 nm und einem Absorptionsmaximum von 358 nm.
Bei den durchgefiihrten Transfektionsversuchen mit Cy5-markierter Plasmid-
DNA hilft er dabei Riickschliisse auf die Lokalisierung der Plasmide ziehen zu
konnen. Fiir die Farbung wurden zunéchst die DAPI-Stammlosung (500 pg/mL)
mit dem DAPI-Farbepuffer auf eine Konzentration von 0,05 pg/mL verdiinnt. Ei-
ne Probe mit fixierten Zellen wurde fiir 5min bei 200 X g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 mL DAPI-Lésung resuspendiert und
fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit
PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in einem geeigneten Volumen PBS re-
suspendiert. Die Proben wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

B.4 Proteinexpression und -aufreinigung in
HEK-Zellen

Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Kultivierungen und Transfektionen mit sus-
pensionsadaptierten HEK293-Zellen (MEXi-293E) wurden durch die Firma IBA
GmbH (Gottingen, DE) realisiert.

B.4.1 Kultivierung

Die MEXi293E-Zellen wurden durchgehend in MEXi-Kulturmedium im Schiittel-

kolben kultiviert. Entsprechend der Herstellerangaben fanden die Kultivierungen
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bei 37 °C, 5 % CO, und 125 rpm statt. Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage sub-
kultiviert, um die logarithmische Wachstumsphase mit 0,3 bis 3 x 10° Zellen/mL

aufrechtzuerhalten.

B.4.2 PEI-vermittelte transiente Transfektion

Die MEXi293E-Zellen wurden nach Herstellerangaben in vorgewédrmtes MEXi-
TM Transfektionsmedium mit einer Konzentration von 1,5 x10° Zellen/mL und
bei einer Viabilitdt > 90 % tiberfiihrt. Die Plasmid-DNA wurde mit einer fina-
len Konzentration von 1,5 ug/mL direkt zu den Zellen gegeben und fiir 10 min
bei 37°C inkubiert. Anschlieffend wurde PEI mit einer finalen Konzentration
von 5,5 pg/mL hinzugegeben und die Suspension fiir 3,5 Stunden bei 37 °C inku-
biert. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit MEXi-CM Kulturmedium 1:2
verdiinnt und weiter kultiviert. Nach vier Tagen wurde die Kultivierung been-
det.

B.4.3 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Ein Zellpellet wurde in Aufschlusspuffer (A.4.1) resuspendiert, wobei das Volu-
men entsprechend des vorherigen Volumens gewéhlt wurde. Die Probe wurde an-
schliefSend auf Eis in drei Zylken mit Ultraschall (Dauer: 20 sec, Amplitude: 30 %)

aufgeschlossen. Zwischen den Zyklen wurde die Probe fiir mindestens 20 sec

abgekiihlt, um eine Proteindenaturierung durch Hitze zu vermeiden.

B.5 Proteinanalytik

B.5.1 Allgemeine Methoden
B.5.1.1 SDS-PAGE
Zur Auftrennung der verschiedenen Proteine einer Probe wurde die Natriumdo-

decylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Das im
Probenpuffer vorhandene Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich an die Proteine
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Abbildung B.5: Eingesetzte Protein-Grofienstandards fiir die SDS-PAGE. A: Pierce™ Un-
stained Protein MW Marker (#26610, 14-116 kDa), B: PageRulerTM Unstained Protein Lad-
der (#26614, 10-200 kDa), C: PageRulerTM Stained Protein Ladder (#26616, 10-170 kDa).

an und schirmt deren Eigenladung ab, sodass alle Proteine die gleiche negati-
ve Ladungsverteilung aufweisen. Durch Aufkochen der Probe werden die Pro-
teine denaturiert und beim Einsatz eines reduzierenden Pufferbestandteils wie
p-Mercaptoethanol auch die vorhandenen Disulfidbriickenbindungen aufgel6st.
Die Probe wird auf das Gel aufgetragen und ein elektrisches Feld angelegt. Im
oberen Teil des Gels, dem weitmaschigeren Sammelgel, werden die Proteine bei
ihrer Wanderung Richtung Anode zunéchst durch das sich langsam bewegende
Glycin gesammelt und bilden damit eine scharfe Bande. Die Auftrennung erfolgt
dann im engmaschigeren Trenngel mit einem hoheren pH-Wert. Aufgrund der
pH-Anderung wird Glycin zum Glycinat-Anion, bewegt sich nun schneller durch
das Gel und ldsst die Proteine hinter sich. Entsprechend des Molekulargewichts
werden nun die Proteine aufgetrennt, wobei sich kleinere Molekiile schneller
durch die Poren des Gels Richtung Anode bewegen.

Die Gele wurden entsprechend der Herstellerangaben mit dem Mini-PROTEAN®
Tetra Handcast System und den Gelzusammensetzungen aus A.4.3 hergestellt
und direkt verwendet oder bei 4 °C in feuchte Tiicher eingeschlagen fiir mehre-
re Tage gelagert. Die fiir die SDS-PAGE vorgesehenen Proben wurden mit dem
gleichen Volumen 2x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fiir 5min aufge-
kocht. Nach dem Abkiihlen wurden sie in die Taschen des Gel pipettiert (je 7 uL).
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Aufierdem wurde ein molekularer Grofienstandard (je 3 puL, siehe Abbildung B.5)
aufgetragen. Die Gelektrophorese wurde zunéchst fiir 15min mit 100V durch-
gefiihrt; in dieser Zeit durchlaufen die Proben das Sammelgel. Anschlieffend
wurde die Spannung auf 180V erhoht und die Elektrophorese beendet, sobald
die blaue Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Im Anschluss wurde
eine Coomassie- (B.5.1.2) oder Silberfarbung (B.5.1.3) durchfiihrt oder die Prote-

inbanden fiir einen Western Blot (B.5.1.4) auf eine Membran iibertragen.

B.5.1.2 Coomassie-Firbung

Eine Moglichkeit die Proteine sichtbar zu machen, ist die Firbung mit dem Farb-
stoff Coomassie. Dafiir wurde das Gel nach der Beendigung der SDS-PAGE mit
ddH,O gespiilt und dann tiber Nacht in der Coomassie-Féarbelosung geschwenkt.
Am darauffolgenden Tag wurde die Losung entsorgt und der Gelhintergrund in
mehrfachen Schritten durch Schwenken in ddH,O entfarbt. Das Gel konnte an-

schliefdend mithilfe eines Flachbettscanners dokumentiert werden.

B.5.1.3 Silberfirbung

Die Silberfarbung stellt eine sehr sensitive Methode der Proteinfarbung dar. Hier-
beibinden Silberionen an den Seitenketten der Proteine und werden anschliefiend
zu elementarem Silber reduziert, wodurch die Banden sichtbar werden. Das Gel
wurde zundchst fiir 20 min in der Fixierlosung geschwenkt und anschlieflend
zweimal kurz mit ddH,O gewaschen. Es wurde dann fiir 2,5 min in Farmers Re-
ducer inkubiert und bis zur kompletten Entfarbung in ddH,O geschwenkt. Die
darauffolgende Inkubation in Siblerlosung fand fiir 30 min statt, anschliefsend
wurde das Gel erneut kurz (30 sec) in ddH,O gewaschen. Das Gel wurde dann
in Na,COj3-Losung gelegt und die Entwicklung der Banden mit Formaldehyd
gestartet. Die Firbung wurde mit Essigsdurelosung gestoppt, sobald die Banden
sichtbar wurden. Das Gel konnte dann mithilfe eines Flachbettscanners doku-

mentiert werden.
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B.5.1.4 Western Blot mit Immunodetektion

Ein Western Blot ermoglicht die genaue Detektion von bestimmten Proteinen
mittels spezifischer Antikorper. Dazu werden die durch eine SDS-PAGE aufge-
trennten Proteine zundchst auf eine PVDEF- oder eine Nitrocellulose-Membran
tibertragen. Hierfiir wurde die Membran sowie zwei Blotpapiere entsprechend
der Gelgrofie zugeschnitten. Die PVDF-Membran wurde 5 min in reinem Metha-
nol aktiviert und anschliefflend in Transferpuffer fiir 15 min inkubiert. Das Gel
wurde ebenfalls kurz in Transferpuffer gelegt, ebenso wie die Blotpapiere. Fiir
den Blotvorgang wurden Blotpapier, Membran, Gel und Blotpapier tibereinander
geschichtet in die Blotapparatur gelegt. Die Ubertragung der Proteine auf die
Membran fand bei 15V {iber 50 min statt. Anschlieffend wurden die unbesetzten
Stellen auf der Membran entweder tiber Nacht bei 4 °C oder bei Raumtempera-
tur iiber 2 h mit den Proteinen aus dem Block-Puffer (A.4) besetzt. Die Membran
wurde dann dreimal fiir 5-10 min mit PBST (A.4) gewaschen. Fiir die spezifi-
sche Antikorperfarbung wurde die Membran in ein 50-mL-Falkon gelegt und
mit einer Losung aus 4 uL des entsprechenden priméren Antikérpers (A.6.1)
und 4mL einer 1:1-Lésung von PBST und Block-Puffer fiir eine Stunde auf ei-
nem Rollmischer inkubiert. Dann wurde die Membran dreimal mit PBST ge-
waschen. Die einstiindige Inkubation mit dem sekundédren Antikorper (A.6.1)
in 4mL PBST-Block-Losung (1:1) wurde erfolgte erneut auf dem Rollmischer.
Der Waschschritt mit PBST wurde wiederum dreimal fiir 5-10 min wiederholt.
Entsprechend des eingesetzten sekunddren Antikorpers konnten die Banden an-
schlieSend mit 3,3’,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) bzw. mittels Elektrochemo-
luminiszenz (ECL) nachgewiesen werden. Fiir den Nachweis mit TMB wurde
die Membran mit 1 mL TMB gespiilt, bis Banden sichtbar wurden. Anschliefsend
wurde die Membran durch Druckluft getrocknet und mit einem Flachbettscanner
dokumentiert. Fiir die ECL-Reaktion wurden die Losungen A und B in einem
Mischverhdltnis von 1:2 auf den Blot gegeben und konnten nach kurzer Zeit mit

dem Imager detektiert werden.
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B.5.2 Proteinisolierung
B.5.2.1 TCA-Fillung

Um Proteine aus dem Kulturtiberstand und dem von CHO-Zellen zu fiallen, wurde
eine Fillung mit Trichloressigsdure (TCA) durchgefiihrt. Dadurch sollten auch
kleine Konzentrationen des Zielprotein TGF-3 wiedergefunden werden konnen.
Eine Probe mit einem Volumen von 1 mL wurde mit 10 uL Natriumdeoxycholat
(Stammlosung: 20 mg/mL) versetzt und 10 min inkubiert. AnschliefSfend wurden
100 uL TCA (Stammlosung: 1 g/mL) hinzugegeben und fiir 2h auf Eis inkubiert.
Dann wurde eine Zentrifugation mit 13,3 rpm fiir 20 min bei 8 °C durchgefiihrt.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit eiskaltem 80% Aceton (v/v)
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet bei 37 °C getrocknet. Es folgte eine Resuspension in 25 uL PBS. Die
Proben wurden dann tiber eine SDS-PAGE analysiert oder fiir die weitere Analyse

eingefroren.

B.5.2.2 Proteinaufreinigung mittels Nickel-Affinititschromatographie

Das Zielprotein TrxA-TGF-p3 enthélt einen Hexa-Polyhistidin-Tag (A.5.2.2) und
kann damit mittels einer Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.
Die Histidin-Reste bilden mit Nickel Chelate aus und bleiben dadurch an der
Sdule hiangen. Die Bindung ist sehr spezifisch und reversibel. Die Elution erfolgt
uber eine Konkurrenzreaktion mit Imidazol, welches an das Nickel bindet und
damit die Proteine verdriangt.

Die Proteinaufreinigung wurde mit HisPur™ Ni-Nitrilotriessigsdure (NTA)-Zen-
trifugationssdule entsprechend den Angaben des Herstellers unter nativen Be-
dingungen (A.4.1) durchgefiihrt.

B.5.2.3 Dialyse

Eine Dialyse wird eingesetzt, um den Puffer bzw. Pufferbestandteile, wie Ionen
oder kleine Molekiile, einer (Protein-)Probe auszutauschen. Dabei wird der Ef-
fekt der Osmose genutzt. Die Elutionsproben eines Chromatographie-Durchlaufs

(B.5.2.2) wurden vereint und ein Volumen von 1mL in einen zuvor mit Wasser
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und PBS gespiilten Dialyseschlauch (cutoff 3kDa) gefiillt. Anschliefiend wurde
der Schlauch fiir drei Tage in ein deutlich gréfieres Volumen PBS (1 L) gelegt und
bei 4 °C unter leichtem Riihren des PBSs darin geschwenkt. Im Anschluss wurde
die Proteinprobe in ein Reaktionsgefafs tiberfiihrt und mittels SDS-PAGE (B.5.1.1)

analysiert.

B.5.2.4 Ultrafiltration

Die Methode der Ultrafiltration ermdglicht die Aufkonzentrierung sowie eine
Umpufferung einer Losung. Die Probe wird in eine Ultrafiltrationseinheit pipet-
tiert und zentrifugiert. Dabei hélt eine Membran Molekiile oberhalb einer be-
stimmten Porengrofie davon ab, in den unteren Teil der Ultrafiltrationseinheit zu
gelangen und es findet eine Aufkonzentrierung statt. Wird im Wechsel ein neu-
er Puffer hinzugefiigt und erneut zentrifugiert, kann eine Umpufferung erreicht

werden.

Die Elutionsproben eines Chromatographie-Durchlaufs (B.5.2.2) wurden vereint
und ein Volumen von 500 pL in die Ultrafiltrationseinheit Vivaspin™ 500 (Sarto-
rius GmbH) pipettiert. Es erfolgte eine Zentrifugation (2 min, 700 X g). Anschlie-
flend wurden der Riickstand sowie das Filtrat in Reaktionsgefdfie tiberfiihrt und
mittels SDS-PAGE (B.5.1.1) analysiert.

B.5.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
B.5.3.1 Densitometrische Konzentrationsbestimmung

Um die Proteinkonzentration einer Probe densitometrisch zu bestimmen, wurde
eine BSA-Standardreihe mit Konzentrationen zwischen 25 und 500 pg/mL ange-
setzt. In die Taschen eines SDS-Gels wurden Standardreihe und zu untersuchende
Proben aufgetragen, die Gelelektrophorese durchgefiihrt und die Banden an-
schlieflend mit Coomassie angefdrbt. Das eingescannte Gel wurde dann mit dem
Programm GelAnalyzer analysiert. Die Bandenintensitidt des BSA-Standards wur-
de festgestellt und eine Kalibrationskurve erstellt. Anhand dieser wurde dann die
Konzentration der zu untersuchenden Proben bestimmt, indem die Bandeninten-

sitdt des Zielproteins bestimmt wurde.
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Mit dieser Methode ist es aufierdem moglich, den prozentualen Anteil eines Prote-
ins in einer Probe zu bestimmen. Dafiir wird die Intensitédt der Zielprotein-Bande
im Verhiltnis zur kompletten Probenspur bestimmt.

B.5.3.2 Bradford-Assay

Das Bradford-Assay ermoglicht die Konzentrationsbestimmung eines Proteins
mittels des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250. Sobald der Farbstoff eine
Bindung mit einem Protein eingeht, verschiebt sich sein Absorptionsmaximum
von 470 auf 595nm, bedingt durch den Ubergang von der kationischen in die
anionische Form.

In eine 96-well-Platte werden je 10 uL Probe bzw. verschiedene Konzentrationen
eines BSA-Standards pipettiert. Anschlieffend werden 300 pL Bradford-Losung
hinzugegeben, danach wird die Platte sofort in ein Photometer gestellt und dort
fiir 2 min schiittelnd und dann 10 min ruhend inkubiert. Dann wird die Absorp-

tion gemessen.

B.6 Statistische Versuchsplanung

Mithilfe der statistischen Versuchsplanung (Design of Experiments, DoE) ist es
moglich, den Einfluss von mehreren Faktoren auf einen Bioprozess gleichzeitig
zu ermitteln. Soll der Einfluss von drei Faktoren auf das Versuchsergebnis un-
tersucht werden, wird ein dreidimensionaler Raum wie ein Wiirfel aufgespannt.
Als Grundlage fiir die Versuche kénnen unterschiedliche Designs ausgewahlt
werden, anhand derer die Versuche geplant und durchgefiihrt werden. Es wird
zwischen teilfaktoriellen, vollfaktoriellen und zentral zusammengesetzte Ver-
suchsdesigns unterschieden. Das in dieser Arbeit verwendete Design ist das Box-
Behnken-Modell, neben den drei Zentralversuchen im Mittelpunkt des Wiirfels
jeweils einen Versuch an den Verbindungslinien zwischen den Wiirfelecken vor-
sieht. Die Zentralversuche stellen die Reproduzierbarkeit dar und werden zur
statistischen Absicherung durchgefiihrt.
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B.6.1 Rohdatenanalyse

Die Analyse der Versuche setzt eine Normalverteilung der Ergebnisse voraus.
Diese kann mithilfe von Histogrammen {iberpriift werden und gegebenenfalls

mittels Transformation erreicht werden [64].

B.6.2 Regressionsanalyse

Um die linearen Zusammenhinge der einzelnen Faktoren zu ermitteln und ein
Modell aufzustellen, wird eine multiple lineare Regression (MLR) mit Gleichung

B.3 genutzt.

n n n
ym:b0+Zbi*xi+Zbij*xi*xj+2bﬁ*xf+e (B3)
i=1

1<i<j i=1

Ym  berechnete Systemantwort

bo Grundsystemantwort, Offset

b;  interpolierter Regressionsfaktor zu Einflussgrofie i

bijj  interpolierter Interaktionsregressionsfaktor zu Einflussgrofsen i und j

bi;  interpolierter quadratischer Regressionsfaktor zu Einflussgrofie i

x;  Einflussgrofie i

x;  Einflussgrofse j

€ unbekannter Fehler, Differenz zum realen Zustand
In der berrechnete Signalantwort werden nur Faktoren berticksichtigt, die signifi-
kant sind. Mithilfe der Varianzanalyse wird untersucht, ob der Vertrauensbereich
des Faktors grofier ist als der Einfluss des Faktors selber. Ist dies der Fall, wird der
Faktor ausgeschlossen. Das Entfernen einen Faktors fiihrt zu einer verdnderten
Verteilung der Vertrauensbereiche der {ibrigen Faktoren, daher wird die Elimi-
nierung nach einer bestimmten Reihenfolge durchgefiihrt. Zundchst werden die
quadratischen b;; oder Interaktionsfaktoren b;; entfernt. Erst dann werden die Fak-
toren b; oder b; betrachtet und bei Bedarf ausgeschlossen. Abbildung B.6 zeigt ein

beispielhaftes Koeffizienten-Diagramm. Bei der Varianzanalyse wiirde zunachst

der quadratische Faktor b; eliminiert werden. Der Interaktionsregressionsfaktor
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Ym

Abbildung B.6: Beispielhaftes Koeffizienten-Diagramm einer Interaktionsmodells zur
Varianzanalyse [97].

bi; konnte durch die daraus folgende Anderung der Varianzen weiterhin im Mo-
dell berticksichtigt werden.

B.6.3 Giitepriifung

Zur Einschdtzung der Giite des berechneten Modells werden verschiedene Grofie

herangezogen.

e Bestimmtheitsmaf} R?

Das Bestimmtheitsmafl R? gibt den Grad der Ubereinstimmung von Re-
gressionsmodell und den Rohdaten wieder und sollte fiir eine minimale
Anpassung einen Wert von > 0,5 in einem Bereich von 0 bis 1 liegen. Bei
einem perfekt angepassten Modell ergibt sich ein Wert von 1.

e Vorhersagegiite Q2

Die Vorhersagegiite Q* erméglicht eine Aussage dariiber, wie gut das Re-
gressionsmodell zukiinftige Experimente abbilden kann. Q? kann einen Wert
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im Bereich von -co bis 1 haben und sollte grofier als 0,1 fiir ein signifikantes
und grofler als 0,5 fiir ein gutes Modell sein.

Differenz zwischen R? und Q?

Die Differenz zwischen R? und Q? sollte fiir ein gutes Modell kleiner als 0,3

sein.
Modellvaliditat MV

Die Modellvaliditdt beschreibt das Maf3, in dem das Regressionsmodell fiir
die Beschreibung des Systemverhaltens geeignet ist. Der Wert kann zwi-
schen -co und 1 liegen und sollte grofier als 0,25 sein. Wenn die Empfindlich-
keit im Test sehr hoch war oder die Abweichungen bei den Zentralversuchen
sehr gering sind, kann MV sehr klein sein.

Reproduzierbarkeit RP

Mithilfe der Reproduzierbarkeit RP ldsst eine Aussage tiber die Wiederhol-
barkeit von Experimenten machen. Dabei sollte der Wert in einem Bereich
von 0 bis 1 bei mindestens 0,5 liegen.
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C.1 Statistische Versuchsplanung

Tabelle C.1: Mit MODDE® aufgestellter Versuchsplan fiir die Optimierung der TGF-$3-
Ausbeute bei Kultivierungen in E. coli.

Versuchsnr. Kultivierungs- IPTG- Induktions-
temperatur Konzentration ODgpo
[°C] [mM]

N1 20 0,1 0,6
N2 37 0,1 0,6
N3 20 1 0,6
N4 37 1 0,6
N5 20 0,55 0,2
N6 37 0,55 0,2
N7 20 0,55 1

N8 37 0,55 1

N9 28,5 0,1 0,2
N10 28,5 1 0,2
N11 28,5 0,1 1

N12 28,5 1 1

N13 28,5 0,55 0,6
N14 28,5 0,55 0,6
N15 28,5 0,55 0,6
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Abbildung C.1: Koeffizientendiagramm zur Regressionsanalyse mit bereits angepass-
tem Modell. N =15, Freiheitsgrad DF =9, R?=0,872,Q%*=0,623, Reststandardabweichung
RSD =0,03537, Konfidenzniveau = 0,95.

C.2 Zellaufschluss von E. coli per Ultraschall

C.2.1 Korrektur des systematischen Fehlers

In Abbildung C.2 sind die Ergebnisse des Zellaufschlusses mit verschiedenen
Puffern dargestellt. Der Vergleich der Anteile des loslichen TrxA-TGF-3 nach
dem Zellaufschluss mit Puffer Nr. 1 zeigt, dass sich der erste Wert mit 23 %
(Abbildung C.2A, 1) deutlich von den anderen beiden mit 72% (¢ = 7 %) (Ab-
bildung C.2B, 1) unterscheidet. Die ermittelten Anteile nach dem Zellaufschluss
mit BugBuster® liegen mit 55 und 62 % (0 =5 %) beide im gleichen Bereich. Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass nicht die Analyse mittels SDS-PAGE sondern
ein systematischen Fehler bei der Durchfiihrung des Zellaufschlusses mit Ultra-
schall der Grund fiir die deutlich unterschiedlichen Werte ist. Daraufhin wurde
aus den oben genannten Werten der Korrekturfaktor Fy., berechnet. Dieser stellt
das Verhiltnis zwischen den zuletzt durchgefiihrten und der ersten Bestimmung
dar und hat eine Grofse von 3,149.

Die Werte der 16slichen Anteile aus Abbildung C.2A wurden mit Fy,, multipliziert
und die Werte der unloslichen Anteile entsprechend angepasst. Das Verhiltnis der
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Abbildung C.2: Vergleich der ermittelten 16slichen und unldslichen TrxA-TGF-B3-Anteile
nach dem Zellaufschluss in verschiedenen Puffern mit Ultraschall und BugBuster®. A:
siehe Tabelle B.1 und B: siehe Tabelle B.2).

ermittelten Werte aus Abbildung C.2A zueinander wurde damit nicht beeinflusst.
Die Ergebnisse der Korrektur sind in Abbildung 3.13 aufgetragen.
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C.2.2 Zellaufschluss mit Varianten von Puffer 1
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Abbildung C.3: Vergleich des TrxA-TGF-B3-Anteils in 16slicher und unloslicher Fraktion
nach dem Ultraschall-Aufschluss in Puffer Nr. 1 mit verschiedenen Zusammensetzungen
(siehe Tabelle B.2), Wiederholung.

C.3 Solubilisierung von IBs mittels Harnstoff

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Resolubiliserung in Harnstoff-haltigen
Puffern bei Raumtemperatur sowie in Kombination mit einem Einfrier-Auftau-
Zyklus beschrieben. Als Solubilisierungsmethode wurden Einfrier-Auftau-Zy-
klen nach Qi et al. getestet [66]. Die nach den Kultivierungen fiir weitere Analysen
gelagerten Pellets wurden mit dem Proteinextraktionsreagent BugBuster® auf-
geschlossen. Die nicht-16sliche Fraktion wurde nach einer Zentrifugation in dem
Harnstoff-haltigen PBS-Puffer resuspendiert und bei -20°C tiber Nacht einge-
froren. Das Auftauen fand bei Raumtemperatur statt. Die Proben wurden an-
schlieflend zentrifugiert und die Fraktionen elektrophoretisch aufgetrennt (siehe
Abbildung C.4). Eine Kontrollprobe wurde statt mit einem Solubilisierungspuffer

mit Wasser versetzt.
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Abbildung C.4: Gel einer SDS-PAGE zur Uberprijfung der Solubilisierungsmethode , Ein-
frieren und Auftauen” in Harnstoff-haltigem Puffer. Die Proben wurden nach dem Zel-
laufschluss mit BugBuster® im entsprechenden Puffer resuspendiert, eingefroren und auf-
getaut. Aufgetragen sind die nicht-16slichen Fraktionen (P), die loslichen Fraktionen (U)
sowie das nicht-solubilisierte, in Wasser resuspendierte Pellet als Kontrolle; Coomassie-
Farbung.

In der l6slichen Fraktion der mit 2M Harnstoff versetztem Puffer ist eine leich-
te Bande auf der erwarteten Hohe zu erkennen. Der grofite Teil des TGF-f3 ist
allerdings in der nicht-16slichen Fraktion verblieben. Die Proben mit dem Ein-
satz von 6 M Harnstoff ist generell in beiden Spuren sehr schwach ausgefallen.
Allerdings stimmen die Starken der Banden der 16slichen Fraktion im hoheren
kDa-Bereich mit denen der entsprechenden Probe mit 2 M Harnstoff iiberein. Da-
her kann davon ausgegangen werden, dass nur die nicht-16sliche Probe bei der
Vorbereitung fehlerhaft behandelt wurde. Entsprechend ist die Schlussfolgerung
zu ziehen, dass auch der Einsatz einer hohere Harnstoffkonzentration in einem
Einfrier-Auftau-Zyklus das Zielprotein nicht hinreichend solubilisieren kann und
die Methode in dieser Kombination nicht zum erwiinschten Ergebnis fiihrt.
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