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1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Chemokine sind Proteine, die zu den Botenstoffen des Immunsystems gehoren und haben
einen groflen Einfluss auf zahlreiche chronische Erkrankungen. Von zentraler Bedeutung ist
daher, die Aktivitét dieser Proteine gezielt zu hemmen.

Fiir Bindungsstudien, Aktivitits- und Zellmigrationstests mit potenziellen Inhibitoren werden
humane Chemokine mit einem unverdnderten N-Terminus in groen Mengen bendtigt. Dieser
ist fiir die Bindung an den Rezeptoren der Leukozyten und deren Aktivierung entscheidend.

Deshalb wurden in dieser Arbeit die drei ausgewihlten humanen Chemokine Interleukin-8
(IL-8), Eotaxin-1 und SDFla rekombinant in E. coli exprimiert. Hierzu sollte ein Expres-
sionssystem ausgesucht und optimiert werden, das sowohl fiir alle drei Chemokine anwendbar
ist als auch Anderungen wie das Einfiigen von Affinititstags, Punktmutationen und Isoto-
penmarkierung erlaubt. Ein weiteres Ziel war die Entwicklung einer einfachen effektiven
Reinigungsmethode, die fiir alle drei Chemokine anwendbar ist und zusétzlich die Entfernung
der bakteriellen Endotoxine, die in Aktivitétstests mit Leukozyten storen, erméoglicht.

Die cDNAs (der jeweiligen Chemokine) wurden als unterschiedliche Konstrukte in drei ver-
schiedene Expressionsvektoren kloniert. Die Expression der Chemokine Interleukin-8 und
SDF1a mit dem pelB-Signalpeptid fiir den Transport in den periplasmatischen Raum mit dem
Vektor pET22b lieB sich erfolgreich im Expressionsstamm BL21 DE3 RIL induzieren. Eben-
falls wurden sie mit einem Hisg-tag mit dem Vektor pET28a in den Expressionsstimmen
BL21 DE3 RIL und Rosetta DE3 exprimiert. Die Expression von Interleukin-8 mit pelB war
deutlich stirker als von SDFla. Eotaxin-1 und SDFla mit Hisg-tag wurden im Vektor
pET28a stiarker exprimiert als mit dem pelB-Peptid.

Durch eine gezielt ausgewidhlte Kombination mehrerer Lysemethoden und den Einsatz von
DNasel verbesserte sich die Freisetzung des im Cytoplasma vorliegenden 16slichen Proteins
in den Zelllysatiiberstand.

Basierend auf den physikalischen Eigenschaften wie dem hohen isoelektrischen Punkt und
der Affinitdt zu Glykosaminoglykanen wurden fiir die Reinigung von unmodifiziertem IL-8
verschiedene Chromatographiemethoden getestet. Fiir die Reinigung des Chemokins war die
Kombination von drei Chromatographiemethoden erforderlich. Nach der Kationenaustausch-
chromatographie folgten eine Affinitéts- und Grof3enausschlusschromatographie.

Die etablierte Reinigungsmethode erfolgte mit einem einzigen Puffersystem und benétigte
keine Dialyse- und Membranfiltrationsschritte. Dadurch wurde der Zeitaufwand deutlich ver-
ringert und Proteinverluste vermieden. Am Ende lag das IL-8 in einem fiir Aktivitédtsstudien
kompatiblen Puffer vor. Aus einem Liter Zellkultur wurden durchschnittlich 6 mg IL-8 mit
hoher Reinheit gewonnen.

Die Chemokine mit Hiss-tag waren so konstruiert, dass der korrekte N-Terminus bei IL-8
wiéhrend der Entfernung des Hisg-tags durch die TEV-Protease freigelegt wird. Nach der Rei-
nigung mit einer Nickelaffinitdtssdule und anschlieBender Gelfiltration lagen durchschnittlich
3 mg reines Interleukin-8 vor. SDF1a mit Hise-tag lag als Einschlusskorperchen in den Zellen
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1. Zusammenfassung

vor und wurde durch Zugabe denaturierender Substanzen gelost. Die Riickfaltung des Prote-
ins erfolgte an der Nickelséule.

Eine deutliche Reduzierung der Endotoxinmengen ergab sich durch die Zugabe von 0,5% Tri-
ton X-114 ins Zelllysat und einer Verldngerung des Waschschrittes nach der Probeninjektion
beim ersten Chromatographieschritt. Auch die Phasentrennung des Detergenz von der wéssri-
gen Chemokinlosung fiihrte zu einer starken Absenkung der Endotoxinkonzentration.

Somit kann das gereinigte Chemokin, das im PBS-dhnlichen Puffer mit sehr geringen Endo-
toxinmengen vorliegt, fiir weitere Anwendungen wie Aktivitits- und Zellmigrationstests so-
wie chemische Modifikationen eingesetzt werden. Die neuartige schnelle Reinigungsmethode,
bestehend aus drei Chromatographieschritten, kann auch fiir andere basische Chemokine ge-
nutzt werden.
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2. Abstract

2 Abstract

Chemokines are proteins which belong to the messengers of the immune system and have a
wide influence on many chronic diseases. Therefore, it is of great importance to restrain the
activity of these proteins. For binding studies, activity and cell migration tests with potential
inhibitors, human chemokines are required in large quantities. Furthermore the N-terminus
which is important for binding to the receptors of leukocytes and their activation must not be
changed.

Therefore, in this work three selected human chemokines interleukin-8 (IL-8), eotaxin-1 and
SDF1a should be expressed recombinantly in E. coli. Moreover an expression system should
be selected and optimized to be applicable for all three chemokines to permit changes like the
insertion of affinity tags, point mutations and isotope label. Another purpose was the devel-
opment of a simple, effective purification method which is applicable to all three chemokines
and that, in addition, allows the reduction of the bacterial endotoxins which would interfere in
activity tests with leukocytes.

The cDNAs encoding the respective chemokine were cloned as different constructs into three
different expression vectors. In the expression strains BL21 DE3 RIL and Rosetta DE3, the
expression of the chemokines interleukin-8 and SDF1a with the pelB signal peptids for the
transport into the periplasmic space with vector pET22b was as well induced successfully as
was the expression of the chemokines with Hisg-tag with vector pET28a. The expression of
interleukin-8 with pelB was clearly stronger than that of SDF1a. Eotaxin-1 and SDF1a with
Hisg-tag in the vector pET28a were expressed better than with pelB-peptid. Besides, the Hise-
tag could be used for the protein purification with a nickel affinity column.

The release of the protein from the cytoplasm was clearly improved by the combination of
several cell lysis methods and the application of DNasel.

For the purification of unmodified IL-8 different chromatography methods were tested based
on the physical properties like the high isoelectric point and the affinity to glycosaminogly-
canes. To obtain very pure chemokine, the purification with a combination of three chromato-
graphic methods was necessary. The initial cation exchange chromatography was followed by
affinity and size exclusion chromatography.

This established purification method was performed with a single buffer system and required
no dialysis and membrane filtration steps. Therefore a lot of time was saved as well as protein
losses were avoided and the purified interleukin-8 was obtained in a buffer compatible with
activity studies. On average 6 mg of IL-8 with high purity were obteined from 1 litre of cell
culture.

The chemokines with Hisg-tag were constructed in a way that the correct N-terminus of IL-8
was exposed upon the removal of the Hisg-tag by TEV protease. SDF1a with Hise-tag formed
inclusion bodies in the cells and was dissolved by addition of denaturing substances. The re-
folding of the protein occurred on a nickel affinity column.

A significant reduction of the endotoxin amount was achieved by the addition of 0.5% Triton
X-114 in the cell lysate and by perfoming a prolonged washing step after the injection of
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2. Abstract

sample during the first chromatography step. Also the phase separation of the detergent from
the aqueous chemokine solution led to a strong reduction of the endotoxin concentration.

Therefore the purified chemokine which is in a buffer similar to PBS with a low endotoxin
concentration can be used for further applications like activity and cell migration tests as well
as chemical modifications. The innovative rapid purification method consisting three chroma-
tography steps can be also applied for other basic chemokines.
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3. Einleitung

3 Einleitung

In einem Organismus, in den pathogene Mikroorganismen eindringen oder das Gewebe zer-
stort wird, werden sowohl unspezifische Reaktionen wie die Aufnahme von Bakterien durch
Makrophagen als auch spezifische Reaktionen wie die Produktion von Antikorpern gegen das
Pathogen ausgelost. Diese Mechanismen, die zur angeborenen und zur adaptiven Immunitét
gehoren, basieren auf Reaktionen von Leukozyten.!! Die Kommunikation zwischen den ver-
schiedenen Zellen des Immunsystems beruht auf der Freisetzung verschiedener Mediatoren
und Lockstoffe. Zu diesen Botenstoffen zéhlen die Chemokine, die eine Wanderung, auch
Chemotaxis genannt, bei Leukozyten auslésen und diese zum Zielort fithren. Die meisten
Chemokine sind l6sliche Proteine bestehend aus 92-125 Aminoséduren mit Signalpeptiden von
20-25 Aminosduren, die nach der Sekretion entfernt werden. Die Gene sind auf den Chromo-
somen 4 und 17 lokalisiert.!”!

3.1 Chemokine und ihre Rolle im Immunsystem

Chemokine wurden erstmals von Yoshimura 1987 und Walz 1989 unter verschiedenen Na-
men, in Bezug auf die Fahigkeit eine Migration von Leukozyten auszuldsen, beschrieben.*!
Das Chemokin, das eine Wanderung der neutrophilen Granulozyten bewirkt, wurde als
Neutrophile-activating peptide-1 bezeichnet, heute Interleukin-8 (IL-8).”) In den folgenden
Jahren wurden weitere Chemokine entdeckt!®""® Spiter zeigte sich, dass die biologische
Bedeutung der Chemokine weit tiber die eines Lockstoffes fiir Leukozyten hinausgeht. So-
wohl Zellproliferation, Himatopoese als auch Angiogenese und verschiedene chronische Er-
krankungen werden von Chemokinen beeinflusst.”-! -1 112]

Mittlerweile sind ca. 50 Chemokine und 20 Rezeptoren im Menschen bekannt. Ein wichtiger
Bestandteil der Primérstruktur sind die vier Cysteinreste, die einerseits durch Ausbildung von
Disulfidbriicken die Struktur bestimmen und andererseits zur Klassifizierung der Chemokine
genutzt werden. Chemokine werden basierend auf der Anordnung der ersten zwei Cystein-
reste im N-Terminus in vier Unterfamilien (CC, CXC, CX3C und XC) eingeteilt.!'*! Im Jahr
2000 wurde eine Nomenklatur eingefiihrt bei der jedes Chemokin und jeder Rezeptor durch
die jeweilige Unterfamilie und eine Nummer identifiziert wurde.!'*’ Dadurch sollte mehr
Klarheit bei der Benennung der Proteine erreicht werden, nachdem mehrere Chemokine un-
terschiedliche Namen hatten. Die Mitglieder der CXC-Familie aktivieren hauptséchlich
neutrophile Granulozyten und die der CC-Familie wirken auf ein breiteres Spektrum von Zel-
len.""”! Bezogen auf die physiologischen Eigenschaften, werden sie auch in homdostatische
und inflammatorische Chemokine eingeteilt. Die Expression induzierbarer Chemokine wird
durch inflammatorische Mediatoren, z.B. TNFa, IL-1, Interferon-y verstiarkt. Induzierbare
Chemokine spielen eine Rolle bei der angeborenen und adaptiven Immunantwort als Reaktion
auf Entziindungen, Zellzerstorung und anderen physiologischen Abnormalititen.!"*! Konstitu-
tiv exprimierte Chemokine regeln die Zelldifferenzierung und auch die Gewebeent-
wicklung.!'®

Die sekretierten stark positiv geladenen Proteine werden durch die Interaktion mit negativ
geladenen Glykosaminoglykanen (GAG) an den Zelloberflichen immobilisiert und bilden
dadurch einen Chemokingradienten.!!”) Bestimmte Chemokine binden an verschiedene
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3. Einleitung

Glykosaminoglykane mit unterschiedlichen Affinititen. Die Glykosaminoglykanvarianten
hiangen von Zelltyp, Lokalisierung und dem Entziindungsstatus ab. Diese selektive Immobili-
sierung hat einen regulatorischen Effekt, der die Aktivitit der Chemokine in bestimmten Ge-
weben, Zellen oder Entziindungsstadien beeinflusst.!'*-!120]

Die Aktivitdt der Chemokine beruht auf ihrer Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) der Leukozyten. Im ersten Schritt erfolgt eine spezifische Erkennung des Rezeptors,
im zweiten, eine Konformationsdnderung, die die Aktivierung auslost. Dies fithrt zu einer
Dissoziation des G-Proteins, das wiederum andere Effektormolekiile im Cytoplasma der Zelle
aktiviert.?!! Dadurch werden verschiedene physiologische Prozesse wie die Reifung von T-
und B-Zellen induziert.*?"**] Auch die Migration dendritischer Zellen und Monozyten ins
lymphatische Gewebe, wo sie heranreifen und Antigene aufnehmen, wird durch Chemokine
ausgelost. 2> H20) Epenso erfolgt die Steuerung und Hemmung der Angiogenese iiber be-
stimmte Molekiile, z.B. IL-8 und NAP-2."

3.1.1 Interleukin-8 (IL-8)

Das von Yoshimura und Mitarbeitern 1987 entdeckte Interleukin-8 (CXCLS) wird als Vorstu-
fe mit 99 Aminosduren exprimiert und das Signalpeptid (20 aa) nach der Sekretion entfernt.
Es gibt verschiedene biologische Varianten, die sich in der Linge des N-Terminus unter-
scheiden. Der haufigste Vertreter ist die aus 72 Aminoséduren bestehende, 8383 Da schwere
IL-8-Variante.”® NMR-Studien zeigten, dass IL-8 in Ldsung ein Monomer-Homodimer-
Gleichgewicht bildet. Der ungeordnete N-Terminus des Proteins (Monomer) ist iiber zwei
Disulfidbriicken mit der Kernstruktur verbunden. Diese besteht aus drei B-Faltbléttern, gefolgt
von einer C-terminalen a-Helix (46b. 1).*”) Das Chemokin wird von verschiedenen Zellarten
wie Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Epithelzellen, Chondrozyten
und einigen Tumoren gebildet."M*”) Die Produktion von IL-8 wird durch verschiedene
proinflammatorische Substanzen, z.B. Lipopolysaccharide (LPS), Bakterien, IL-1 oder TNFa
und Viren induziert.?'"P2-33) Dags Epithelzellen und Fibroblasten IL-8 sekretierten, wenn
Bakterien in sie eingedrungen waren, wurde in der interessanten Studie von Eckmann und
Mitarbeitern nachgewiesen. Nichtinvasive Bakterien 16sten keine erhdhte IL-8-Produktion
aus.

Interleukin-8, das zu den inflammatorischen Chemokinen z#hlt, bindet an die Rezeptoren
CXCRI1 und CXCR2, die von neutrophilen Granulozyten und unreifen dendritischen Zellen
exprimiert werden.”"**! TL-8 aktiviert neutrophile Granulozyten und 16st durch die Bindung
an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor die Migration der Zellen sowie die Freisetzung der
Granulasubstanzen und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) aus.”™ Diese Substanzen zerstéren
pathogene Mirkroorganismen, aber auch korpereigenes Gewebe. Eine weitere Funktion von
IL-8 ist die Regulierung der Blutgefabildung. Alle CXC-Chemokine, die das Motiv ELR
(Aminosduretriplett) vor den beiden Cysteinresten im N-Terminus besitzen, sind wichtige
Promotoren bei der Angiogenese. Chemokine ohne dieses Motiv inhibieren die
Angiogenese.?’) Zwischen der IL-8 Produktion und bestimmten Erkrankungen wie Krebs,
Psoriasis und COPD wurde ein Zusammenhang beobachtet. 2+ 7-38]
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3.1.2 Stromal cell derived factor 1 a (SDF1a)

Das Chemokin Stromal cell derived factor 1 (SDF1, CXCL12) wurde erstmals aus
Stromazellen des Knochenmarks von Miusen isoliert. Die Varianten SDF1a bestehend aus 89
Aminoséduren und SDF1B aus 93 Aminosduren (mit Signalpeptid) zeigen eine Ubereinstim-
mung von 92% mit dem menschlichen Chemokin und werden von einem Gen auf dem Chro-
mosom 10 kodiert.”?” Die Struktur am N- und C-Terminus ist ungeordnet und die Kernstruk-
tur besteht dhnlich wie bei IL-8 aus drei PB-Faltblittern und einer a-Helix, die {ber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Abb. 1).4” Die sechs Splicevarianten von SDF1
sind alle in den ersten 68 Aminosiuren des N-Terminus identisch.'*!! Da das Chemokin ubi-
quitdr von den meisten Zellen auer den Erythrozyten exprimiert wird und das Gen stark kon-
serviert vorliegt, wird ihm eine wichtige Funktion, die sich von den anderen Chemokinen un-
terscheidet, zugeschrieben.”” Das Chemokin 16st eine Aktinpolymerisierung bei peripheren
Lymphozyten aus, aber es wurde keine Aktivitdt von Neutrophilen im Chemotaxisassay beo-
bachtet.[) Die Entfernung des Dipeptids KP am N-Terminus sowie des Lysinrestes am C-
Terminus durch Serumproteasen fiihrt zu einer starken Verringerung der Affinitdt zu GAGs
und bei T-Lymphozyten wird keine Ca*"-Immobilisierung mehr induziert.*! Die Stimulie-
rung der Proliferation von B-Zellvorstufen durch SDF1a wurde von Nagasawa et al. festge-
stellt.*?! CXCL12-defiziente Miuse bzw. solche ohne Rezeptor (CXCR4) fiir SDF1 starben
vor oder kurz nach der Geburt aufgrund von Fehlern bei der Himatopoese sowie der Entwick-
lung des Kleinhirns.**! Ein Zusammenhang zwischen den Rezeptoren CXCR4 und CXCR7
und der SDFla-induzierten Regulierung von CD34"-Stammzellen im Knochenmark und der
Leukozytenwanderung wurde von Balabanian und Mitarbeitern bestitigt.[*) SDF1a verstirkt
die Lebensdauer und Vermehrung von himatopoetischen Stammzellen.*") Daraus wurde ge-
folgert, dass SDF1a eine wichtige Rolle bei der Stammzellenrekrutierung, Organogenese und

Himatopoese spielt.**H*]

3.1.3 Eotaxin-1

Eotaxin-1 (CCL11) gehort zur Familie der CC-Chemokine und aktiviert Eosinophile.[z] Das
Chemokin wurde erstmals von Jose et al. aus dem Bronchialschleim von Meerschweinchen,
die einem Allergen ausgesetzt waren, isoliert..”) Das Chemokin wird von verschiedenen Ge-
webearten wie Endothel- und Epithelzellen, Herz, Darm, Niere und Bauchspeicheldriise
exprimiert.[*! Eotaxinhomologe von Miusen und Menschen zeigen eine 60%ige Uberein-
stimmung in der Aminosduresequenz mit dem Eotaxin der Meerschweinchen und sind eben-
falls selektiv fiir Eosinophile. Eotaxin-1 besteht aus 97 Aminosduren und enthélt ein Signal-
peptid aus 23 Aminosduren. Das reife Protein besteht demnach aus 74 Aminoséuren, ist stark
basisch (pI 10) und verwandt mit den MCPs (Monocyte chemoattractant proteins). Im Ver-
gleich zu allen anderen CC-Chemokinen fehlen Eotaxin zwei Aminosduren im N-Terminus
und es enthilt als erste Aminoséure ein Glycin statt Glutamin wie die MCPs."*®! Zusitzlich
enthilt Botaxin-1 drei stark konservierte aufeinanderfolgende Lysinreste im C-Terminus. "
Die Kernstruktur von Eotaxin-1 enthélt ebenfalls drei B-Faltblitter gefolgt von einer C-
terminalen a-Helix (Abb. 1).[47]

Humane Eosinophile exprimieren eine groBe Menge des Rezeptors CCR3. Eotaxin bindet an
die Rezeptoren CCR3 und 5, wobei die Bindung an ersteren sehr affin ist und an letzteren nur
im Mikromolarbereich stattfindet.**"*) Es aktiviert keine Neutrophilen und Monozyten, aber
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3. Einleitung

16st eine geringe Chemotaxis von IL-2 konditionierten T-Lymphozyten aus.’”!! Die Ein-
wanderung von Eosinophilen in das Gewebe ist eine Folge von Infektionen mit Parasiten und

allergischen Erkrankungen.” Die Freisetzung verschiedener Mediatoren aus aktivierten

Eosinophilen fithrt zur Abtétung der Parasiten und ist mit einer Schadigung des umliegenden

Gewebes verbunden.™ Aufgrund des starken Einflusses auf Eosinophile ist Eotaxin das
[54]

meistrelevante Chemokin bei der Entstehung von Allergien und Asthma.

Abb. 1: Monomere von Interleukin-8 (CXCLS), pdblikm, SDF1(CXCLI12), pdb2kec und Eotaxin-1
(CCL11), pdbleot

3.2 Chemokine und ihre Rolle bei Erkrankungen

Chemokine sind ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems und haben einerseits eine grof3e
Bedeutung fiir die Abwehr von Krankheitserregern sowie die Regenerierung von geschiadig-
tem Gewebe und andererseits einen groflen Einfluss auf den Verlauf vieler chronischer Er-
krankungen, Autoimmunerkrankungen und Krebs.”) CXC-Chemokine mit dem ELR-Motiv
wie IL-8 induzieren die Angiogenese und beeinflussen daher die Entwicklung von Tumoren
und die Bildung von Metastasen.””"** Bei chronischen Erkrankungen und Allergien fiihrt die
tibermédfBige Expression von IL-8 oder Eotaxin-1 und die dadurch einwandernden
Neutrophilen bzw. Eosinophilen, die ihre reaktiven Granulasubstanzen freisetzen, zu einer
Schidigung des umliegenden Gewebes.P"*¥15% In der Studie von Abbott et al. wurden hohe
Expressionsraten von SDF1 im geschiddigten Gewebe nach einem Herzinfarkt und die daraus
resultierende Einwanderung von Stammzellen nachgewiesen.” Die Rekrutierung von epi-
dermalen Stammzellen in durch Frost geschddigtem Gewebe sowie neuronaler Stammzellen
in geschéddigten Gehirngewebe durch die Sekretion von SDF1a wurde ebenfalls in Mausen
beobachtet.[*M Dieses Chemokin spielt also eine wichtige Rolle bei der Regenerierung ver-
schiedener Gewebearten nach Verletzungen.

In den 90er Jahren wurden Chemokinrezeptoren, z.B. CCRS und CXCR4, als Corezeptoren
fiir den Env-Glykoproteinkomplex vieler HIV-Stimme identifiziert."*" In der Studie von
Altenburg et al. wurde eine Korrelation zwischen der Fahigkeit HIV-Infektionen zu inhibieren
und den verschiedenen Splicevarianten des SDF1 festgestellt. Auerdem wurden signifikante
Unterschiede bei der Induktion von Chemotaxis durch die verschiedenen Splicevarianten be-
obachtet. SDFly zeigte die hochste Anti-HIV-Wirkung und die  geringste
Chemotaxisaktivitit.[*
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Der SDF1a bindende Rezeptor CXCR7 wurde auf mehreren Tumorzelllinien nachgewiesen
und erhoht das Zellwachstum, die Uberlebensdauer sowie die Adhisionsfihigkeit der
Zellen.!'® Weitere Arbeiten belegen auch den Einfluss des SDFla-bindenden Rezeptors
CXCR4 auf die Metastasenbildung verschiedener Tumorarten.!*®!

Einen Zusammenhang zwischen einer erhohten IL-8 Sekretion und verschiedenen chroni-
schen Erkrankungen wie Colitis ulcerosa, Bronchiolitis obliterans und chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) sowie bei der Tumorentwicklung und Metastasenbildung wurde
in verschiedenen Studien gezeigt.!’” Eine hohe Anzahl von eingewanderten Neutrophilen im
Muskelgewebe der Lunge wurde in COPD-Patienten von Baraldo et al. nachgewiesen.[® Die
Freisetzung von IL-8 wird z. B. durch die Abgabe von Tryptase aus den Granula der Mastzel-
len bei inflammatorischen Lungenerkrankungen induziert.!®”) Mehrere Allergene von Haus-
staubmilben, Schimmelpilzen, Katzen und Kiichenschaben sind Proteasen, die an Protease-
aktivierte Rezeptoren (PAR) binden und dadurch eine TNFa-induzierte IL-8-Expression zur
Folge haben. Diese Rezeptoren werden von mehreren Zelltypen exprimiert. Da sie auch auf
Epithel- und glatte Muskelzellen der Bronchien sowie Eosinophilen zu finden sind, wird ein
Zusammenhang zwischen der IL-8-Expression und den inflammatorischen Prozessen bei Al-
lergien vermutet.[7H71-72H73]

Umgekehrt wurde ein Zusammenhang zwischen der Entstehung einer juvenilen Parodontitis
und einer Dysfunktion der Chemotaxis von Neutrophilen festgestellt..”¥ Eckmann et al. zeig-
ten in ihrer Studie, dass Epithelzellen und Fibroblasten nur IL-8 sekretierten, wenn Bakterien
in sie eingedrungen waren. Eine Salmonella Dublin-Mutante, die flinfzigmal weniger effizient
Epithelzellen befiel, konnte keine IL-8 Sekretion induzieren. Ebenso wurden keine signifikan-
ten Effekte auf die IL-8 Produktion bei Zugabe von nicht invasiven Bakterien wie E. coli und
E. faecium beobachtet. 34 Eine starke Sekretion mehrerer Chemokine, darunter I1L-8, von
Monozyten und Makrophagen erfolgte bei Kontakt mit Lipoarabinomannan, dem Hauptbe-
standteil der Zellwand von Mycobacterium tuberculosis.®") Eine Freisetzung von IL-8 und
anderen Faktoren aus Alveolarmakrophagen wurde bei der Infektion mit dem Respiratori-
schen Synzytialvirus beobachtet. Anscheinend war hier die Expression von TNF, IL-6 und
IL-8 fiir die Modulierung der Immunantwort wichtiger als die direkte Interaktion mit den vi-
rusinfizierten Zellen.*’!

Dass IL-8 eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Tumoren sowie Metastasenbildung
spielt, wurde in den letzten Jahren in mehreren Studien beobachtet.’” Die Transfektion von
nicht metastasenbildenden Hautkrebstumoren mit dem IL-8-Gen fiihrte zu einem starken Tu-
morwachstum und einer Erhdhung der Metastasenbildung."® Freund et al. fanden heraus,
dass nur Ostrogenrezeptor-negative Brustkrebszellen hohe Expressionslevel von IL-8 enthiel-
ten. Diese Art von Brustkrebs hat aufgrund der hoheren Aggressivitdt und dem hoheren Po-
tenzial Metastasen zu bilden, eine deutlich schlechtere Prognose.”® Auch die IL-8 Sekretion
von verschiedenen Darmkrebsarten fiihrt zu einer Autoinduktion des Zellwachstums und der
Angiogenese. Der Einsatz von Anti-IL-8-Antikérpern und IL-8-Antagonisten verringerte hier
das Tumorwachstum um 50%. Ebenfalls gibt es dhnliche Befunde zum Einfluss der IL-8-
Sekretion auf die Metastasenbildung bei Prostata- und Bauchspeicheldriisenkrebs.!”*-7 7781
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Eosinophile sind notwendig bei der Abwehr von Parasiten. Wenn das umliegende Gewebe
Eotaxin ausschiittet, werden Eosinophile rekrutiert. Nach der Bindung von Eotaxin an den
Rezeptor CCR3 sammeln sich die Zellen in groBer Anzahl um den Parasiten und setzen ROS
und toxische Granulaproteine frei, um den Eindringling zu schidigen.””” Dass Eotaxin eine
Rolle bei Allergien und Asthma spielt, wurde schon bei der Entdeckung des Chemokins ver-
mutet.!”) Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der hohen Expressionsrate von Eotaxin,
der daraus resultierenden Einwanderung von Eosinophilen und den Symptomen von Asthma,
Chronischer Nasennebenhdhlenentziindung und allergischem Schnupfen wurde in mehreren
Studien belegt.""**H>°1 In der Arbeit von Vasudevan et al. wurden hohe Expressionslevel
von Eotaxin im Fettgewebe sowohl bei iibergewichtigen Méusen als auch iibergewichtigen
Menschen gemessen. Damit konnte eine Korrelation zwischen Fettleibigkeit und der Pradis-
position zu Asthma und Allergien gezeigt werden.®) Erhghte Eotaxinmengen werden auch
bei Patienten mit chronischen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
gemessen. Dies flihrt zu einer Einwanderung von Eosinophilen in die Darmschleimhaut, die
aufgrund der freigesetzten Granulasubstanzen massiv gereizt und geschadigt wird.[””?

Aufgrund des groen Einflusses der Chemokine und ihrer Rezeptoren auf die Entstehung und
den Verlauf vieler chronischer Erkrankungen wie Darmentziindungen, Asthma, Rheumatiode
Arthritis und Krebs sind sie ein wichtiges Ziel fiir die Entwicklung von Therapien.

3.3 Chemokine in der Forschung

Chemokine sind ein wichtiges Forschungsobjekt sowohl in der Grundlagenforschung als auch
in der angewandten Forschung. Das Ziel ist, einerseits die Struktur und Funktion und anderer-
seits die Wechselwirkung mit den Rezeptoren und Zellen zu verstehen. Mit diesen Erkennt-
nissen sollen dann Therapeutika, z.B. Chemokinantagonisten, fiir bestimmte Erkrankungen
entwickelt werden.

In den neunziger Jahren erschienen viele Publikationen tiber die Entdeckung, die Strukturauf-
klarung und das Vorkommen von Chemokinen.?M®4MH7 Spiter folgten Forschungsberichte
iiber den Zusammenhang zwischen der Struktur und den Mechanismen im Korper bzw. den
Bindungen an Glykosaminoglykanen (GAG) und den Rezeptoren. Um einen Chemokin-
gradienten zu erzeugen, werden die Proteine durch die Interaktion mit Glykosaminoglykanen
an den Zelloberflichen immobilisiert.!'” Die Glykosaminoglykanvarianten hingen vom Zell-
typ ab und die Chemokine binden daran mit unterschiedlichen Affinitdten. Diese selektive
Immobilisierung hat einen regulatorischen Effekt, der die Aktivitdt der Chemokine in be-
stimmten Geweben und Entziindungsstadien beeinflusst.!' """ Dje Wechselwirkungen mit
den Glykosaminoglykanen beeinflussen die Dimerisierung bzw. Oligomerisierung der
Chemokine und dadurch die Bindung an die Chemokinrezeptoren.*H¥HPME] 7ygst71ich
wird die Proteolyse verschiedener Chemokine durch die Bindung an GAGs inhibiert.¥*H87!

Ein groBes Feld in der Chemokinforschung sind die Rezeptor-Ligand-Interaktionen und die
Aktivierung der Zellen. Fiir die Bindung an Rezeptoren und die Aktivierung der Zellen sind
die N-Termini der Chemokine relevant. Diese Erkenntnis stammt aus Studien, in denen, z.B.
Alaninmutagenesescans mit dem N-Terminus von IL-8 durchgefiihrt wurden.™ Ebenso wur-
den auch Rezeptor- und Chemokinchimiren getestet, um die bindungsrelevanten Proteinab-

Seite 14 von 146



3. Einleitung

(93] Chemokinanaloga mit verkiirzten oder verlingerten

schnitte zu identifizieren.
N-Termini zeigten zwar die gleiche Bindungsstérke zu den Rezeptoren aber eine verminderte
Aktivitit gegeniiber dem Wildtyp.P'"P2H%) 1n der CXC-Familie werden zwei Untergruppen
unterschieden, die ELR" und die ELR-Chemokine. ELR steht fiir das aus Glutaminsiure,
Leucin und Arginin bestehende Aminosduretriplett. Dieses Motiv liegt im N-Terminus und ist
essentiell fiir die Aktivierung der jeweiligen Chemokinrezeptoren (CXCR1/2). Da Rezepto-
ren, die ELR"-Chemokine binden, eine groBe Rolle bei der Angiogenese spielen und dadurch
verschiedene Erkrankungen, z.B. Krebs beeinflussen, wurden viele Therapeutika entwickelt,
die diese Aktivierung hemmen. Dazu zéhlen Antikorper, N-terminal modifizierte Chemokine,
kompetitive Antagonisten und allosterische Inhibitoren.”*"”l Der Einsatz von Anti-IL-8-
Antikdrpern im Mausmodell verringerte sowohl das Tumorwachstum von Lungenkrebs um
mehr als 40% als auch die Metastasenbildung.””™ Andere Oligopeptide, die das ELR-Motiv
enthielten, zeigten keine Bindung an den Rezeptor. Dadurch wurde ersichtlich, dass noch ein
anderer Bereich auBerhalb des N-Terminus des Chemokins fiir die Rezeptor-Ligand-
Interaktion wichtig ist.””! Der Austausch der Aminosiuren des ELR-Motivs in IL-8 brachte
gut bindende Antagonisten hervor. Das ELR-Motiv ist also fiir die Rezeptoraktivierung not-
wendig.”®!

Bei HIV-Infektionen spielen die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCRS, die als
Corezeptoren fiir das virale Fusionsprotein gp120 dienen, eine wichtige Rolle. Bei bestimm-
ten Chemokinen wie SDF1y, das an dem Rezeptor CXCR4 bindet, wurde eine antivirale Wir-
kung festgestellt.[4l’ ?7-98] Bine am N-Terminus chemisch modifizierte Variante von RANTES
wirkte im nanomolaren Bereich als CCR5-Antagonist und inhibierte die HIV-1-Infektion ver-
schiedener Zelltypen wie Makrophagen und Lymphozyten.””) Wu et al. produzierten ver-
schiedene Antikorper gegen CCRS und beobachteten, dass der Antikoérper 2D7 bei der Bin-
dung an die zweite extrazelluldre Schleife des Rezeptors die Aktivitdt der Chemokine und
auch die Infektion mit HIV-1 inhibierte. Die Bindung eines Antikérpers an den N-Terminus
des Rezeptors verhinderte die Infektion, hemmte aber nicht die Aktivierung durch die
Chemokine.!'"!

Der Nachteil von Chemokinderivaten und peptidischen Inhibitoren ist, dass sie keine idealen
Medikamente aufgrund der schwierigen Herstellung und der Verabreichung darstellen. Die
orale Aufnahme und auch die intravenose Verabreichung sind wegen des Abbaus durch
Proteasen, d.h. der geringen Halbwertszeit der Substanzen, nicht moglich. Daher geht der
Trend immer mehr zu Inhibitoren, die nicht proteinogen sind.!''H1%2]

Um Bindungsstudien durchfithren zu konnen, werden grole Mengen Chemokine benétigt.
Einige Gruppen stellten ihre zu untersuchenden Chemokine mittels Festphasensynthese syn-
thetisch her.'M!%M47 Hiyfig werden aber Eukaryonten und auch Bakterien fiir die hetero-

loge Expression der Chemokine eingesetzt.!! 106107111081

3.4 Klonierung und Expression in Escherichia coli

Unter den vielen verfiigbaren Expressionsystemen fiir die heterologe Proteinproduktion ist
das Bakterium Escherichia coli eines der attraktivsten aufgrund der hohen Wachstumsrate
und der dadurch entstehenden hohen Zelldichten in kostengiinstigen Nidhrmedien. Zudem ist
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das Genom sehr gut charakterisiert und eine grole Anzahl an Klonierungs- und Expressions-

191 Das Genom der biotechnolo-

vektoren sowie verschiedene Stimme stehen zur Verfligung. !
gisch verwendeten E. coli-Stimme wurde gegeniiber natiirlichen Varianten um ca. 14% ver-
kleinert, um unbekannte bzw. nicht lebensnotwendige sowie mogliche pathogene Eigenschaf-
ten zu entfernen.!"'”! Ein anderer Vorteil ist die geringe Wahrscheinlichkeit einer Allergiein-

duktion, da es ein natiirlicher Bestandteil des menschlichen Organismus ist.

Vor der Herstellung rekombinanter Proteine muss die genetische Information in einen Wirts-
organismus iiberfiihrt werden. Die Ubertragung eines DNA-Fragments, z.B. ein Gen, das ein
Chemokin kodiert, in ein sich selbst replizierendes Tridgermolekiil, wird als DNA-Klonierung
oder Molekulare Klonierung bezeichnet. Als Tragermolekiile, auch Vektoren genannt, werden
hiufig die bakteriellen Plasmide, ringférmige extrachromosomale DNA-Molekiile, die sich
unabhingig vom Genom innerhalb der Zelle vermehren koénnen, verwendet. In der Natur ent-
halten viele dieser Plasmide Resistenzgene und verleihen dem jeweiligen Bakterium einen
Uberlebensvorteil bei Kontakt mit dem entsprechenden Antibiotikum. Die in der Molekular-
biologie verwendeten Plasmidvektoren sind von den natiirlichen abgeleitet. Sie enthalten ei-
nen Replikationsstartpunkt (ori), ein Resistenzgen und eine kiinstlich eingefiigte Multiple
Cloning Site (MCS). Diese Region enthélt mehrere Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme.
Damit ldsst sich der Vektor an einer Stelle gezielt 6ffnen. Das DNA-Fragment (Insert) wird
mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion amplifiziert und ihm werden gleichzeitig Restrikti-
onsschnittstellen am 5°- und am 3°‘-Ende des Molekiils angehéngt, die auch zum Schneiden
des Vektors verwendet werden. Mit dem Einsatz der Restriktionsenzyme werden am Vektor
sowie am Insert glatte oder tiberhdngende komplementire DNA-Enden erzeugt (Abb. 2), die
dann im néchsten Schritt, bei der Ligation miteinander verkniipft werden (Abb. 3). Die
Ligation erfolgt mittels T4-DNA-Ligase. Dieses Enzym, aus dem Bakteriophagen T4, bildet
Phosphodiesterbindungen zwischen den Enden der beiden DNA-Molekiile und generiert so-
mit den Ringschluss. Der so entstandene rekombinante Vektor wird in den Wirtsorganismus
transformiert. Nur Bakterien, die den Vektor enthalten, wachsen auf dem
antibiotikumhaltigen festen Ndhrmedium (Agar-LB) und werden von nicht-rekombinanten
Zellen selektiert. Eine Bakterienkolonie besteht aus genetisch identischen Zellen, die durch
Zellteilung aus einer einzelnen rekombinanten Zelle hervorgegangen sind. Die rekombinanten
Bakterienzellen werden zur Amplifikation in ein fliissiges Medium tiberfiihrt. Durch weitere
Zellteilung entsteht dabei eine grole Anzahl der Bakterien, die den Vektor mit der eingeflig-
ten Fremd-DNA enthalten.

Um die DNA-Fragmente fiir die Klonierung zu erhalten, gibt es zwei verschiedene Moglich-
keiten. Die mRNA aus den exprimierenden Zellen wird isoliert. Mit Hilfe der Reversen Tran-
skriptase und entsprechenden Primern wird aus der mRNA eine DNA-Kopie des Gens, das
z.B. IL-8 kodiert, erzeugt, die als komplementdre DNA (cDNA) bezeichnet wird. Heutzutage
ist die Gensequenz vieler humaner Proteine bekannt und kann synthetisch hergestellt werden.
Diese ¢cDNAs werden in Klonierungsvektoren eingefiigt und konnen vermehrt und als
Templat fiir die Amplifikation des DNA-Fragments eingesetzt werden.
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* Insert (cDNA)

'

5" GAAGGAGTTC
3 CTTCCTCAAG

t

Xmnl

5 AGTTC
3" TCAAG

s Vektor (Plasmid)

GAAGG 3
cTrcc 5

b

GCGGCCGC 3’

cDNA nach der PCR

CGCCGGCG  5°

Notl Endonukleasen

GC EY
CGCCGG 57

5 GGLCCGC
3" CG

Abb. 2: DNA-Fragment (Insert) und Vektor nach Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen

Xmnl und Notl

5 AGTTC
3" TCAAG

N

GAAGG 37
cTrcc 5°

GAAGG AGTTC
CTTCC  TCAAG

GC 3
CGCCGG &'
T4 DNA Ligase /
5" GGCCGC
3 cG
l Ligation
GC GGCCGC
CGLCGG CG

Insert nach
Restriktionsverdau

rekombinanter Vektor

Abb. 3: Ligation der DNA-Fragmentenden mit den Enden des gedffneten Vektors

Das meistverwendete Expressionssystem in E. coli ist das von Studier et al. entwickelte pET-
System (Expression durch T7-RNA-Polymerase). Die RNA-Polymerase des Bakteriophagen
T7 ist spezifisch fiir einen bestimmten Promotor und wird von wenigen Terminationscodons
gestoppt. Zudem arbeitet sie fiinfmal schneller als die RNA-Polymerase von E. coli.l''"! Das
Gen fur die Polymerase wurde bei bestimmten Bakterienstimmen, die die Abkiirzung DE3
enthalten in das Genom integriert. D.h. diese Expressionsstimme konnen fiir die Expression
von Genen mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase genutzt werden. Héufig genutzte Stémme sind

die BL21 DE3-Derivate.!'' 2113
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Abb. 4: pET-System mit lac-Operator und lacl-Gen "%

Die Regulierung der T7-RNA-Polymerase und des T7-Promotors erfolgt tiber den Regula-
tionsmechanismus des lac-Operons. Das /ac/-Gen, das den Repressor codiert, ist sowohl vor
dem T7-RNA-Polymerase-Gen im Genom als auch vor dem T7-Promotor im Vektor einge-
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figt. Der Repressor, ein homotetrameres Protein, bindet an den /ac-Operator direkt hinter der
Promotorsequenz und verhindert dadurch die Bindung der RNA-Polymerase (Abb. 4).

Durch Zugabe eines Galaktosederivates, z.B. Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG),
wird die Expression induziert. Das IPTG bindet an das Repressorprotein und verdndert dessen
Konformation. Dadurch 16st sich das Protein vom Promotor und gibt die Bindungsstelle fiir
die T7-RNA-Polymerase frei (Abb. 4).

Weitere Vektoren mit anderen Regulationsmechanismen sind kommerziell erhiltlich. Es gibt
Expressionsvektoren mit verschiedenen Promotoren bzw. Hybridpromotoren. Der Promotor
AP wird {iber die Temperatur reguliert.[”5 I Die Promotoren Pup und Pproa werden iiber die
Tryptophan- bzw. Phosphatkonzentration reguliert.”®*! Ebenfalls gibt es Promotoren, die iiber
die Glucosekonzentration, den pH-Wert oder die Sauerstoffkonzentration geregelt werden.!''®
Die Verwendung von kilteinduzierten Promotoren (Pcspa) ermoglicht eine langsamere Trans-
kription und Translation, aber verringert nicht die Proteinfaltung. Dadurch wird die Bildung
aktiver Proteine erhoht und die von unldslichen Aggregaten reduziert.!''”

FEin anderes Expressionssystem ist das araBAD-System, dass eine L-Arabinose induzierte
lineare Expression des Zielproteins ermoglicht. D.h. die Genexpression steigt linear mit an-
steigender Induktorkonzentration.!""®! Der Regulationsmechanismus beruht auf dem ara-
Operon, das analog zum /ac-Operon ist. Bei Zugabe von L-Arabinose dndert der Repressor

seine Konformation und die Bindungsstelle fiir die RNA-Polymerase wird freigegeben.!''¥

Nicht nur der Expressionsvektor beeinflusst die Biosynthese rekombinanter Proteine, sondern
auch der verwendete Bakterienstamm. Keine oder eine geringe Expression beruht oft auf einer
instabilen mRNA oder dem Vorhandensein der vom Wirtsorganismus selten verwendeten
Codons in der cDNA. Durch gezielte Mutagenese der Codons oder dem Einsatz von synthe-
tisch codonoptimierten DNA-Sequenzen kann die DNA fiir die Expression im Wirtsorganis-
mus optimiert werden. Zusitzlich konnen Expressionsstimme, die tRNAs seltener Codons
iiberexprimieren, die Expressionsrate erhdhen.!!" M4 Um den Abbau der rekombinanten
Proteine zu verhindern, wurden in vielen Expressionsstimmen mehrere cytosolische
Proteasen entfernt. Die Aggregatbildung (inclusion bodies), die oft eine Folge der Uberpro-
duktion ist, ist ein grofles Problem bei der Herstellung von Proteinen in E. coli.
EinschluBkorperchen (inclusion bodies) sind Aggregate, die aus nicht korrekt gefalteten Pro-
teinen bestehen.!"*”! Eine niedrige Temperatur, gleichzeitige Expression von Chaperonen oder
die Expression des Zielproteins als Fusionsprotein kann die Bildung von inclusion bodies
vermindern. Die Verwendung von Thioreduktase-defizienten Stimmen oder die Coexpression
von Thioredoxin erhoht die Ausbildung von Disulfidbriicken, begiinstigt daher die Faltung
des Proteins und hat eine geringere Aggregatbildung zu Folge.!'*' 1]

3.5 Reinigung von rekombinanten Proteinen

Die Reinigung eines Proteins ist von seinen physikalischen Eigenschaften abhédngig. Die Gro-
e, der isoelektrische Punkt, bestimmte Bindungsstellen und die Stabilitdt beeinflussen einer-
seits den Reinigungsprozess und konnen andererseits dafiir genutzt werden. Das Ausgangs-
material bzw. wo und wie die rekombinanten Proteine vorliegen, ist ein weiterer Faktor der
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den Anfang des Reinigungsprozesses bestimmt. Das Zielprotein kann intrazellular,
periplasmatisch oder extrazelluldr vorliegen. Bei intrazelluldren Produkten werden 16sliche
von unloslichen (inclusion bodies) unterschieden.

Sekretierte Proteine werden haufig beim Einsatz von Sédugetier- und Hefezellen erhalten, da
sie fahig sind, die Signalpeptide sekretorischer Proteine wie die der Chemokine zu erkennen.
Liegt das Zielprotein im Medium vor ist es stark verdiinnt und wird durch Zentrifugation von
den Zellen getrennt. Eine Konzentrierung erfolgt meistens mit Hilfe der Ultrafiltration oder
auch durch Zugabe von lonenaustauscherharzen ins Medium.'>"'** Die Reinigung kann
dann je nach den Eigenschaften des Proteins mit der Ammoniumsulfatféllung und/oder ver-
schiedenen Chromatographieschritten durchgefiihrt werden.'*!

Rekombinante Proteine, die innerhalb der Zellen vorliegen, werden iiber die Zelllyse freige-
setzt. Um grofBe Mengen eines rekombinanten Proteins aus E. coli zu erhalten, ist die Wahl
der Lysemethode, von der die Freisetzung der Proteine aus den Zellen in den
Zelllysatiiberstand abhéngt, sehr wichtig. Zu den Verfahren, um Bakterienzellen aufzuschlie-
Ben, gehoren mechanische Methoden wie Ultraschall und French press. Hierbei werden die
Zellen tiber Kavitations- oder Scherkrifte zerstort. Ebenfalls werden die Zellwidnde durch
Eiskristalle beim Gefrier-Tau-Zyklus geschéddigt. Der Einsatz von Lysozym und DNase z#hlt
zu den enzymatischen und die Zugabe von Detergenzien sowie Natronlauge zu den chemi-
schen Lysemethoden. Bei Gram-negativen Bakterien, z.B. E. coli wird durch Zugabe von
EDTA die Lipopolysaccharidschicht durch Bindung der Ca*"-Ionen destabilisiert. Lysozym
spaltet die Peptidoglykanschicht der Bakterien. Mit der Zugabe eines nichtionischen
Detergenz, z.B. Triton X-100 oder CHAPS, wird die Zellmembran zerstért und zusétzlich
werden die hydrophoben Interaktionen zwischen den freigesetzten Proteinen inhibiert. Die
Zugabe von Proteasechemmern und das Arbeiten bei niedrigen Temperaturen verhindern den
Abbau des rekombinanten Proteins durch Proteasen. Nach der Zelllyse werden die Zellmemb-
ran- und Zellwandbestandteile vom Zielprotein ebenfalls durch Zentrifugation
getrennt 252

Losliche Proteine befinden sich nach der Abtrennung der Zelltrimmer im Zelllysatiiberstand,
der dann mittels Chromatographiemethoden gereinigt wird. Je nach isoelektrischem Punkt des
Proteins ist die lonenaustauschchromatographie oft der erste Reinigungsschritt. Stark basische
Proteine wie Lysozym, Chemokine und Cytochrom C werden mittels Kationenaustausch-
chromatographie und saure Proteine wie Gonadotropin und Insulin mittels Anionen-
austauschchromatographie gereinigt. Da der Zelllysatiiberstand meist mehrere gleich geladene
Proteine enthilt, ist die Ionenaustauschchromatographie selten als einziger Reinigungsschritt
ausreichend. Weitere Eigenschaften wie Affinititen zu anderen Molekiilen, z.B.
Glykosaminoglykane oder die Hydrophobizitit des Zielproteins dienen den nachfolgenden
Chromatographieschritten. Chemokine werden héiufig mit zwei bis drei Chromato-
graphiemethoden gereinigt. Dazu werden oft Kationenaustauscher und Heparinsdulen ver-
wendet.'"2**!27 A5 zweiter oder dritter Chromatographieschritt wird von einigen Gruppen die
RP-HPLC oder Gelfiltration genutzt.!'**H124]

Durch Zugabe von denaturierenden Substanzen wie Harnstoff oder Guanidin und Reduk-
tionsmitteln konnen unldsliche Proteine in die 16sliche Form iiberfiihrt werden.['28H!291130]
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Um die Proteine in ihren nativen Zustand zu tiberfiihren, werden sie durch langsames Entfer-
nen der denaturierenden und reduzierenden Substanzen und gleichzeitiger Zufithrung von

Oxidationsmitteln zuriickgefaltet.'*'M32H133] Der Austausch der Puffersubstanzen kann mit

der Dialyse oder an der Siule erfolgen.!"**M!'3H% gowohl der Gebrauch von GréBenaus-
schluss- als auch Ionenaustauscher- und Affinitdtssdulen sind fiir die Riickfaltung
iiblich.""*>"3% Danach kénnen die riickgefalteten nativen Proteine wie Iosliche Proteine mit

Hilfe ihrer physikalischen Eigenschaften endgereinigt werden.

Mehr als die Hilfte aller rekombinant in E. coli produzierten Proteine fallen als inclusion
bodies aus, wenn sie {iberexprimiert werden.[*% Die Absenkung der Zellkulturtemperatur ist
eine tibliche Methode, um die Loslichkeit zu verbessern. Die Faltung und die daraus resultie-
rende Loslichkeit des Proteins kann durch Affinitdtstags positiv beeinflusst werden. Die Affi-
nititstags Maltose binding protein (MBP) und N utilization substance A (NusA) verbessern
die Loslichkeit und erster wird auch zur Reinigung eingesetzt.[*”"*¥ Rekombinant herge-
stellte Proteine mit Affinititstags ermoglichen eine einfache Reinigung mittels Affinitéts-
chromatographie.

Affinitétstags werden in zwei Klassen eingeteilt. Eine Klasse sind kleine Peptide oder Protei-
ne, z.B. FLAG-, Strep- und chp-tag, die spezifisch an andere Proteine, z.B. Anti-FLAG-
Antikorper und Strep-Tactin binden. Die Affinitdtssdulen mit den immobilisierten Proteinen
sind meistens sehr teuer. Die andere Klasse der Affinitdtstags beinhaltet grof3ere Proteine, z.B.
GST- und MBP-tags (26 und 40 kDa), die an kleinere Liganden binden und die dafiir genutz-
ten Sdulenmatrices sind kostengiinstiger und stabiler. Der 6x Histidin-tag, der an immobili-
sierte zweiwertige Metallionen bindet, ist der meist verwendete Affinititstag (Abb. 5).['*?H147]

Abb. 5: Bindung des Hisg-tag an Ni’*-Nitriloessigsiure, www.nanoprobes.com

Der Hisg-tag funktioniert unter nativen und denaturierenden Bedingungen, weshalb auch Pro-
teine, die als Aggregate vorliegen nach Zugabe von Harnstoff an die Séule gebunden
werden."*” Solange das denaturierte Protein gebunden ist, kann eine Riickfaltung direkt an
der Siule erfolgen.!"*”! Fiir die Elution wird oft Imidazol oder ein niedriger pH genutzt. Das
Saulenmaterial kann mehrfach verwendet werden, wenn die Regenerierungsprotokolle einge-
halten werden.

Seite 21 von 146



3. Einleitung

Ein Problem bei der Anwendung von Affinitédtstags ist die mogliche Interaktion mit dem
Zielprotein bzw. der Einfluss auf die Funktion und Aktivitdt des Proteins. Fiir die Strukturbe-
stimmung und die Anwendung in Bindungsstudien kénnen die Anhénge hinderlich sein. Da-
her ist es wichtig den Affinitétstag nach der Reinigung zu entfernen. Dies wird durch den Ein-
satz bestimmter Proteasen gewihrleistet, wenn bei der Klonierung zwischen dem Affinitétstag
und dem Zielprotein eine Proteaseerkennungssequenz eingfiigt wurde. Die Proteasen
Enterokinase und Faktor Xa koénnen aufgrund der Erkennungssequenzen den korrekten N-
Terminus des Zielproteins nach dem Abschneiden eines N-terminalen tags freisetzen. Oft
finden jedoch unspezifische Schnitte in anderen Bereichen des Fusionsproteins
statt. !I9S Bine hohere Sequenzspezifitit weisen die Tobacco Etch Virus (TEV)-
Protease, die Rhinovirus-Protease und Thrombin auf. Diese Proteasen hinterlassen, nach der
Entfernung eines N-terminalen Affinitétstags, ein oder zwei Aminosduren am Zielprotein.
Allerdings kann die C-terminale Aminosédure der Schnittstelle der TEV-Protease variiert und
daher dem N-Terminus einiger Proteine angepasst werden.'*" Ein groBeres Problem ist die
Entfernung von C-terminalen Affinititstags. Da die erkennungsspezifischen Aminosiuren der
meisten Endoproteasen auf der N-terminalen Seite der Sequenz liegen, bleiben nach dem
Proteaseverdau vier bis sechs Aminosduren am C-Terminus des Zielproteins zuriick.!'*"

3.6 Endotoxine

Eine der Hauptkontaminationen in Losungen von rekombinanten Proteinen, die in E. coli her-
gestellt wurden, sind die Endotoxine (Abb. 6). Die Lipopolysaccharide (LPS) der gram-
negativen Bakterien binden im Blut eines Menschen an das Serumprotein Lipopolysaccharid-
bindendes-Protein (LBP). Dieser Komplex kann an den Oberflachenrezeptoren von Leukozy-
ten, z.B. Monozyten binden und 16st dadurch die Freisetzung proinflammatorischer Substan-
zen wie Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin-1p aus. Diese Reaktionen konnen dann
zu Fieber oder sogar zu einem septischen Schock fiithren.
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Abb. 6: Struktur von Lipopolysacchariden "’

Schon extrem geringe Mengen verursachen eine Reaktion bei Leukozyten, so dass bei Aktivi-
titstests starke Nebeneffekte auftreten wiirden. Daher ist es absolut notwendig, diese Molekii-
le aus Medikamenten und anderen biologischen Wirkstoffen zu entfernen. Die hochste Kon-
zentration flir intravendse Verabreichungen von pharmazeutischen und biologischen Produk-
ten sind 5 Endotoxineinheiten (EU) pro kg Korpergewicht.!'*! Eine EU entspricht 120 pg
Endotoxine von E. coli. Die Lipopolysaccharide sind sehr stabile Molekiile und bleiben auch
bei hohen Temperaturen und extremen pH-Werten intakt. Das heil3t, durch das Autoklavieren
von Labormaterial kénnen Endotoxine nicht deaktiviert werden.!"*” Mehrere Methoden wur-
den in den letzten Jahren fiir die Entfernung von LPS entwickelt. Dazu zihlen die Affinitits-
chromatographie mit Polymyxin B, die Ultrafiltration, hydrophobe Interaktionschromatogra-
phie (HIC), Ionenaustauschchromatographie (IEX) und die Phasentrennung mittels Triton X-
114. Der Erfolg bei der Abtrennung von Endotoxinen hingt stark von den Eigenschaften des
rekombinanten Zielproteins ab. Aufgrund der negativen Ladung der LPS ergeben sich elekt-
rostatische Wechselwirkungen mit einigen positiv geladenen Proteinen wie Lysozym und
Lactoferrin.'"* '*1 Bei der Anwendung der Anionenaustauschchromatographie fiihrt die
Komplexbildung zwischen Protein und LPS dazu, dass positiv geladene Proteine die
Endotoxine durch die Sdule mitziehen und die Effizienz der Entfernung deutlich verringert
wird.!">
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Polymyxin B ist ein antibiotisches Peptid, das mit einer hohen Affinitit an den Lipid A-Teil
von Lipopolysacchariden bindet.!'*) Die Verwendung von Polymyxin B-Saulen reduziert die
Endotoxinkonzentration in Wasser und Losungen, in denen Endotoxine ungebunden vorlie-
gen.">) Weniger effektiv war die LPS-Entfernung aus Proteinldsungen. Eine Verbesserung
wurde von Karplus 1989 durch die Zugabe eines nicht ionischen Detergenz erbracht. Dieses
Detergenz fiihrte zu einer Dissoziation der Protein-LPS-Komplexe, was eine effektivere Bin-
dung der Endotoxine an die Polymyxin B-Siule zur Folge hatte.!'**!

Die Zweiphasenmethode beruht auf den hydrohoben Wechselwirkungen zwischen den Alkyl-
ketten des Lipids A der LPS und einem Detergenz. Oberhalb einer bestimmten Temperatur
(cloud point) aggregieren die Micellen zu Tropfen und bilden eine separate micellenreiche
Phase, in der die Endotoxine gebunden vorliegen. Durch eine weitere Temperaturerh6hung
und Zentrifugation werden die wissrige und micellenreiche Phase voneinander getrennt, wo-
bei letztere am Boden des Gefifies abgelagert wird.!'>*"!** Besonders geeignet dafiir, ist das
Detergenz Triton X-114, das seinen cloud point bei 22°C hat. Damit werden die Endotoxine
von den Proteinen bei niedrigen Temperaturen dissoziiert und durch eine Temperaturerho-
hung auf tiber 22°C mit der Bildung der micellenreichen Phase aus der Losung entfernt. Um
die Endotoxinkonzentration auf ein Minimum zu reduzieren, sollte der Prozess mehrmals
durchgefiihrt werden.!"”* > Reichelt et al. testeten die Moglichkeit Endotoxine wihrend der
Chromatographie mit Hilfe von Triton X-114 zu eliminieren. Nach Bindung von His-tag oder
GST-tag gekoppelten Proteinen an die Séule wurde die Endotoxinkonzentration durch das
Waschen mit Puffer, der 0,1% Triton X-114 enthielt, deutlich reduziert.">! Ebenfalls wurde
durch Spiilen mit einem 1% Triton X-114-haltigen Waschpuffer die LPS-Menge von am Kat-
jonenaustauscher gebundenen Proteinen verringert.!'*”!

3.7 Zielsetzung

Die Bedeutung der Chemokine bei verschiedenen chronischen Erkrankungen wie Asthma,
Morbus Crohn und Krebs fiithrt dazu, dass sich viele Forschungsgruppen mit der Struktur und
Funktion dieser kleinen Proteine beschiftigen. In unserer Arbeitsgruppe liegt der Fokus auf
den Rezeptor-Ligand-Interaktionen. Dabei werden momentan die Wechselwirkungen von
Chemokinen mit Leitstrukturen von Inhibitoren getestet.

Da fiir die Bindungsstudien, Aktivitétstests und Zellmigrationstests groBBe Mengen Chemo-
kine bendtigt werden und diese sehr teuer sind, sollten in dieser Arbeit die Proteine rekombi-
nant hergestellt werden. Zudem sollte ein Expressionssystem etabliert werden, dass sowohl
die Herstellung grofer Proteinmengen als auch die Vorteile fiir die Herstellung abgewandelter
Produkte durch Punktmutationen, Aminoséuredeletionen und Isotopenmarkierung erméglicht.

Es sollten drei verschiedene synthetische cDNAs, die die humanen Chemokine Interleukin-8,
SDFla und Eotaxin-1 kodieren, in verschiedene Expressionsvektoren kloniert werden. Um
Bindungsstudien durchfiihren zu kénnen, sollten die rekombinanten Chemokine den korrekten
N-Terminus, der die Bindung an den Rezeptor gewihrleistet, enthalten. Daher sollten die
Chemokine tagfrei exprimiert werden bzw. bei der Verwendung von Affinitédtstags so kon-
struiert sein, dass der Anhang entfernt werden kann.
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Als Wirtsorganismus sollte das einfach zu kultivierende Darmbakterium Escherichia coli
verwendet werden. Es standen verschiedene Expressionsstimme zur Verfligung. Bei den Ex-
pressionsanalysen im Testmalstab sollte einerseits ein geeigneter Expressionsstamm identifi-
ziert und andererseits die Expressionsbedingungen getestet und optimiert werden. Rekombi-
nante Zellen, die ein Chemokin stark exprimieren, sollten in einem grof3eren Malstab fiir die
Produktion und Reinigung grofler Mengen angesetzt werden.

Weiterhin war das Ziel der Arbeit, eine Methode zu etablieren mit der die rekombinanten hu-
manen Chemokine gereinigt werden konnen. Fiir die Reinigung sollten die physikalischen
und strukturellen Eigenschaften der Chemokine genutzt werden. Die Reinigung sollte mittels
verschiedener chromatographischer Methoden getestet werden. Auflerdem sollten mehrere
Methoden zur Entfernung der Lipopolysaccharide aus Proteinlosungen getestet werden. Die
Eliminierung der Endotoxine ist besonders wichtig, wenn die rekombinanten Chemokine in
Aktivitéts- und Zellmigrationstests mit Leukozyten eingesetzt werden sollen.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien und Material
Tab. 1: Chemikalien und Material

Chemikalie/Material Hersteller

Acetonitril Chromasolv fiir HPLC Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA
Agar-Agar, Kobe I pulv. Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agarose NEEO Ultra-Qualitét Carl Roth, Karlsruhe, DE

Alexa Fluor Phalloidin 488

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Amersham ECL Plus™ Western Blotting Detec-

tion Reagents

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

Ammoniumperoxodsulfat zur Analyse

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ampicillin Natriumsalz

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Bacillol"AF Bode Chemie GmbH, Hamburg, DE
BCA-Assay Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, DE

Calciumchlorid-Dihydrat z.A. ACS

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Color Plus Prestained Protein Marker Broad

Range 7-175 kDa

New UK Biolabs, Inc.,Ipswich, MA, USA

Complete Mini Proteasecocktail

Roche, Basel, CH

Coomassie Brillant Blue

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Cytochrome C from bovine heart

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Desoxyribonuclease I from bovine pancreas

(3550 w/mg)

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Desoxyribonuclease II Type V from bovine

spleen

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei zur

Analyse

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dithiothreitol DTT

Molecular, Watertown, MA, USA

Endotoxin Removal Kit

Genscript, Piscataway, NJ, USA

Eppendorfreaktionsgefifle 1,5 ml und 2 ml

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Essigsiure Rotipuran” 100% p.a. Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ethanol >96 % vergillt, mit ca. 1 % MEK Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ethanol Rotipuran® 99,9% p.a. ACS, ISO Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsaure EDTA

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Falcons 15 ml und 50 ml

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Filterpapier

BioRad, Hercules, CA, USA

Glasfaserfilter

Schleicher&Schuell MicroScience GmbH, Dassel, DE

Glycerol Laboratory reagent grade

Fisher Scientific, Schwerte, DE
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Chemikalie/Material

Hersteller

Glycin >99% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Harnstoff>95% p.a., Ultra Qualitit Carbamid,

Urea

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Hepes Pufferan” >99,5% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Imidazol >99% Puffersubstanz ACS

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside IPTG fiir

die Biochemie

Acros Organics, Fisher Scientific, Schwerte, DE

Kanamycin Sulfat

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Latexhandschuhe

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

LB-Medium (Luria/Miller) f. Molekularbiologie

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Lysozym aus Hithnereiweif3 (7864 u/mg)

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Magermilchpulver for microbiology

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Magnesiumsulfat zur Analyse

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Methanol Rotipuran® >99,9% p.a. ACS, ISO

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid >99,9% p.a. ACS, ISO

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumdodecylsulfat Ph. Eur.

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Natriumfluorid >99% p.a. ACS, ISO

Carl Roth, Karlsruhe, DE

N-Formyl-Met-Leu-Phe fMLP

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Nitrilhandschuhe

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Ortho-Phosphorséure 85%

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Platelet activating factor PAF >98%

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

PCR-Reaktionsgefdle 0,2 ml

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

peqGOLD Gel Extraction Kit

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

Pipettenspitzen 0,5-10 pl, 2-200 pl, 0,1-1 ml, 1-5

ml

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Propanol

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ribonuclease A Type I-A from bovine pancreas

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Rotiphorese Gel 30 (37; 5:1)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Roti-PVDF-Membran

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Saccharose fiir mikrobiologische Zwecke

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Salzsdure 25% p.a.

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Superloop 50 ml

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

SUPRASIL" Quarzkiivette I mm

Hellma Optik GmbH, Miillheim, DE

TEMED 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine liquid

substrate system for electrophoresis

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

ToxinSensor' " Chromogenic LAL Endotoxin

Assay Kit

Genscript, Piscataway, NJ, USA

Trifluoressigsdure for protein sequencing >99%

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA
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Chemikalie/Material

Hersteller

Tris >99% Ph. Eur.; USP

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Triton X-100

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Triton X-114

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

Tween 20

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure

Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, USA

4.2 Gerite und Software

Tab. 2: Gerdte und Software

Geriite/Software

Hersteller

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems DE GmbH, Darmstadt, DE

4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer

AB/MDS SCIEX, Darmstadt, DE

ABI Prism 310 Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

AKTA Purifier

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

BioEdit

Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA, USA

Brutschrank Heraeus

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Centrifuge 5415R

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Centrifuge 5415D

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Elektrophoresekammer MIDI 1

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Elektrophoresekammer MIDI Plus

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Fluoreszenzreader infinite F200

Tecan Trading AG, Ménnedorf, CH

Horizontale Gelelektrophoresekammer

Carl Roth, Karlsruhe, DE

IKA®RH basic 2 Magnetriihrer

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

IKAMAG"RET Magnetriihrer

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

Image Master” VDS Geldokumentieranlage

Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ,

USA

Incubator Shaker innova™4400

Artisan Scientific Corporation, Champaign, IL,USA

Inkubator IKA®KS 4000i control

IKA®™ Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE

J-815 CD-Spektrometer

JASCO Inc., Easton, MD, USA

Kombinationschiittler ROTO SHAKE GENIE

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

LumiAnalyst 3.1

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Lumi-Imager F1™

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Mikrowelle R-208

SHARP Electronics GmbH, Hamburg, DE

MINI Semi-Dry-Blotter

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Mini-PROTEAN Tetra Cell

BioRad, Hercules, CA, USA

pH-Meter HI 221 pH/mV/°C Bench Meter

HANNA instruments®, Inc., Woonsocket, RI,USA

Power Ease 500 Power Supply

Invitrogen, Karlsruhe, DE

Rotina 420R

Hettich AG, Bich, CH

Schwei3gerit Severin Folio

Severin Elektrogerite GmbH, Sundern, DE

Sterilisator 135-MS SHP LABOKLAV

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg, DE
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Geriite/Software

Hersteller

Thermomixer comfort

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Thermomixer compact

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE

Ultraschallbad Bandelin Sonorex

Bandelin electronic, Berlin, DE

Ultraschallgerit Bandelin Sonopuls

Bandelin electronic, Berlin, DE

Ultrazentrifuge BHG Hermle ZK 401

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, DE

UNICORN™ 5.0

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

UV/VIS-Spektrometer Nanodrop

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen , DE

UV-VIS Spektrophotometer G1103A

Agilent, Santa Clara, CA, USA

Vertikale Gelelektrophoresekammer

BioRad, Hercules, CA, USA

Vortexer Labdancer

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Waage Adventurer

OHAUS, Pine Brook, NJ, USA

Waage PG 5002-S Delta Range

Mettler Toledo GmbH, Giessen, DE

Wasserbad SW23

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach, DE

Wasserspritzpumpe Eigenbau
4.3 Bakterienstimme
Tab. 3: Verwendete Bakterienstimme (E. coli)
Bezeichnung Hersteller
E. coli DH5a Invitrogen, Karlsruhe, DE

E. coli BL21 DE3

Novagen, Merck KGAA, Darmstadt, DE

E. coliBL21 DE3 RIL

Novagen, Merck KGAA, Darmstadt, DE

E. coli BL21 DE3 pLysS

Novagen, Merck KGAA, Darmstadt, DE

E. coli Rosetta DE3

Novagen, Merck KGAA, Darmstadt, DE

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Zellkultur

Tab. 4: Verwendete Medien und Antibiotika in der Zellkultur

Medien/Antibiotika Zusammensetzung

LB-Medium 25 g/l LB Luria/Miller in Wasser
autoklaviert

LB-Agar 25 g/l LB Luria/Miller

15 g/l Agar-Agar in Wasser

autoklaviert

Ampicillin-Stammlésung

100 mg/ml in Wasser:Ethanol (1:1)

Kanamycin-Stammlésung

50 mg/ml in Wasser

Chloramphenicol-Stammldsung

30 mg/ml in Ethanol
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Medien/Antibiotika Zusammensetzung

Antibiotika Ampicillin 60 pg/ml Arbeitskonzentration
Kanamycin 30 pg/ml Arbeitskonzentration

Chloramphenicol 30 ng/ml Arbeitskonzentration

Glycerollosung steril 60% Glycerol (v/v) in Wasser

4.4.1.1 Ubernachtkulturen

Fiir die Flissigkulturen wurden je 20 ml steriles LB-Medium in 50 ml-FalcongefiBle gefiillt,
mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und 50 pl frisch aufgetaute Zellen eines
Glycerolstocks oder eine Einzelkolonie dazu gegeben. Die Inkubation erfolgte iber Nacht bei
37°C mit 190 rpm in einem Incubator Shaker.

4.4.1.2 Glycerolstocks

Zur Herstellung von Glycerolstocks wurden die Ubernachtkulturen 7 min mit 3000 rpm zent-
rifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Lagerung von Zellen iiber einen lingeren Zeit-
raum wurde das Pellet in 650 pl sterilem LB-Medium und 350 ul Glycerollosung (60% v/v)
resuspendiert. Davon wurden 200 pl-Aliquote in sterile Eppendorfreaktionsgefille pipettiert
und bei -80°C gelagert.

4.4.2 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Fiir die Herstellung der kompetenten Bakterienzellen wurden die Ubernachtkulturen 7 min
mit 3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet einer Ubernachtkul-
tur wurde auf Eis in 1 ml steriler 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert, mit 100 mM eisge-
kiihlter CaCl,-Losung auf 15 ml aufgefiillt und zwei Tage bei 4°C inkubiert. Der Ansatz
wurde 7 min bei 4°C mit 1000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abpipettiert.
Das Zellpellet wurde in 650 pul 100 mM CaCl,-Losung und 350 pl 60%iger Glycerollosung
ohne Bildung von Luftblasen resuspendiert. Die 200 pl-Aliquote wurden in sterile
Eppendorfreaktionsgefiasse gegeben und bei -80°C gelagert.

Um Einzelkolonien auf festem Ndhrmedium zu gewinnen, wurde das entsprechende Antibio-
tikum in die fliissige LB-Agarlosung pipettiert. Die LB-Agarlosung wurde in sterile Petrischa-
len gegossen. Nach Erkalten wurden auf dem festen Ndahrmedium je 200 pl einer Zellkultur
ausplattiert und bei 37°C tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Zur Transformation von Vektoren in die Amplifikations- bzw. Expressionsstimme wurden
10 pl der Plasmidlosung zu 200 ul kompetenten Zellen gegeben und 35 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fiir 50 s bei 42°C. Die Zellen wurden sofort fiir 5 min
auf Eis gestellt, 800 ul LB-Medium zugegeben und fiir 2 h bei 37°C geschiittelt. Der Ansatz
wurde 3 min mit 1200 rpm zentrifugiert, 850 ul Uberstand abgenommen und verworfen. Das
Zellpellet wurde in dem restlichen Uberstand resuspendiert und auf eine LB-Agarplatte mit
dem entsprechenden Antibiotikum aufgetragen. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C
im Brutschrank. Nach einer erfolgreichen Transformation wurden am nichsten Tag mindes-
tens zwei Einzelkolonien von der Agarplatte entnommen, in je 20 ml Flussigkultur tiberfiihrt
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und bei 37°C iiber Nacht auf dem Inkubatorschiittler amplifiziert. Die Ubernachtkulturen
wurden fiir weitere Versuche, z.B. Expressionsansétze oder pDNA-Isolierung verwendet.

4.5 Arbeiten mit DNA

Um eine Kontamination der DNA-L&sungen
rialien und das Milli Q-Wasser autoklaviert.

Tab. 5: Verwendete cDNA (complementary DNA)

zu vermeiden, wurden alle verwendeten Mate-

cDNA* (complementary DNA) im Vektor Hersteller Verwendung

Eotaxin-1 pReceiver imaGenes GmbH, Amplifikation und Expression
Berlin, DE

SDF-1la pReceiver imaGenes GmbH, Amplifikation und Expression
Berlin, DE

Interleukin-8 optimiert PMA Mr. Gene GmbH, Amplifikation
Regensburg, DE

Eotaxin-1 optimiert pPMA Mr. Gene GmbH, Amplifikation
Regensburg, DE

SDF-1a optimiert pPMA Mr. Gene GmbH, Amplifikation
Regensburg, DE

*Alle eingesetzten cDNAs codieren humane Chemokine.

Tab. 6. Verwendete Expressionsvektoren

Expressionsvektoren Antibiotikaresistenz

Hersteller Verwendung

pReceiver Ampicillin

imaGenes GmbH, Expression

Berlin, DE

pET-22b Ampicillin

Novagen, Merck Expression
KGaA, Darmstadt,
DE

pET-28a Kanamycin

Novagen, Merck Expression
KGaA, Darmstadt,
DE

pIL8tac Ampicillin

Bayer Schering Expression
Pharma AG, Berlin,
DE

Tab. 7: Verwendete Enzyme, Puffer und Losungen fiir die Arbeiten mit DNA

Enzyme und Puffer

Hersteller

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Phu-
DNA Polymerase)

Finnzyme, New England Biolabs, Inc.,Ipswich, MA,
USA
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Enzyme und Puffer Hersteller
5% Phusion High-Fidelity Buffer Finnzyme, New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA,
USA
10 mM dNTPs New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Taq-Polymerase New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
10x Reaktionspuffer New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Dpnl (20 u/ul) New England Biolabs, Inc., [pswich, MA, USA
NEBuffer 4 New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
NEBuffer 3 New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Xmnl (20 u/pl) New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Mscl (3 u/ul) New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Ncol (10 u/pl) New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
Ndel (20 u/pl) New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
NotI (10 u/ul) New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA
ExoSAP-IT USB Corporation, Cleveland, OH, USA
BigDye Terminator v1.1 cycle Applied Biosystems, CA, USA
Hi-DiFormamid Applied Biosystems, CA, USA
10x Ligase Reaktionspuffer New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA
100x BSA New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA
T4-DNA-Ligase (400 u/pl) New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA
Dye Ex 2.0 Spin Kit Qiagen, Hilden, DE
Quick-Load 1kb DNA Ladder (50 pg/ml) New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA
Low Molecular Weight DNA Ladder (500 pg/ml) New England Biolabs, Inc. Ipswich, MA, USA

4.5.1 Plasmid-DNA-Isolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA (pDNA) erfolgte mittels des peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit I (Peqlab) nach den Angaben des Herstellers.

20 ml Ubernachtkultur der plasmidtragenden Bakterien wurden 8 min mit 3500 rpm bei 8°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pul Losung I/RNase resuspendiert und in ein steriles
1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefal tiberfithrt. Nach der Zugabe von 250 pl Losung 11 zur alkali-
schen Lyse wurde die Probe invertiert, durch Zugabe von 350 pl Losung III neutralisiert und
invertiert. AnschlieBend wurde die Probe mit 10.000x g fiir 10 min in einer Tischzentrifuge
sedimentiert. Der Uberstand wurde auf die HiBind-DNA-S#ule gegeben, um die pDNA an die
Silicamembran zu binden. Nach einminiitiger Zentrifugation bei 10.000x g wurde der Durch-
fluss verworfen. Es erfolgten mehrere Waschschritte mit 500 ul PW-Puffer und zweimal
750 ul DNA-Waschpuffer. Nach jedem Waschschritt wurde 1 min bei 10.000% g zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Vor Zugabe des Elutionpuffers wurde die Sdule 2 min bei
10.000x g trockenzentrifugiert. Dieser Schritt ist essentiell, da die Uberreste des Waschpuf-
fers die Elution stéren. Die Sdule wurde auf ein steriles 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3
gestellt und die pDNA mit 50 pl Elutionspuffer eluiert. Nach zweiminiitiger Inkubation wurde
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die pDNA-haltige Losung bei 5000x g fiir 1 min in das Gefdl} tiberfiihrt und die Séule ver-
worfen.

Die Bestimmung der pDNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe eines UV/VIS-Spektrometers
(NanoDrop) bei 260 nm. Es wurden immer Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

4.5.2 Agarose-Gelelektrophorese
Tab. 8: Losungen und Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Losung/Puffer Zusammensetzung

Agarosegel 1% 0,5 g Agarose

50 ml 1x TAE-Puffer

3 ul Ethidiumbromidlésung
10x DNA-Ladepuffer 0,7 ml Glycerol

1,3 ml 50 mM EDTA

5 mg Bromphenolblau
5 mg Xylencyanol
50x TAE-Puffer 2 M Tris

50 mM EDTA

in Wasser

mit Essigsdure pH 8,0 eingestellt
DNA-Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas)
Low Molecular Weight DNA Ladder (NEB)

Ethidiumbromidlsung 10 mg/ml in Wasser

DNA-Fragmente konnen mittels Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Grofle aufgetrennt
werden. Agarosekonzentrationen von 1% wurden zur Auftrennung von Plasmid-DNA (>
4000 bp) und 2% zur Auftrennung von PCR-Produkten (< 500 bp) eingesetzt. Hierzu wurde
die Agarose in einfachem TAE-Puffer durch Erwidrmen gelost und nach Zugabe von 3 pl
Ethidiumbromidlosung in eine horizontale Gelkammer mit Probenkamm gegossen. Nach dem
Erkalten des Agarosegels wurde der Probenkamm entfernt. In die erste Geltasche wurde der
entsprechende DNA-Marker pipettiert. Die Proben wurden mit Ladepuffer (1 ul/ 10 ul Probe)
versetzt und in die Probentaschen gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V fiir 30-
90 min in 1x TAE-Puffer. Zur Detektion der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde das Gel in
einer Geldokumentieranlage mit UV-Licht belichtet und fotografiert.

4.5.3 Site-directed mutagenesis-Polymerase-Kettenreaktion (sdmPCR) mit den rekom-
binanten Plasmiden pReceiver Eotaxin und pReceiver SDF1a

Die site-directed mutagenesis-PCR ist eine Methode bei der mittels speziell konstruierter
komplementérer Oligonukleotide (Primer) durch Bindung an den codogenen DNA-Strang
eine Mutation in einem DNA-Abschnitt eingefiigt wird. Der forward Primer wird so gestaltet,
dass die ausgetauschte Base in der Mitte der Oligonukleotidsequenz liegt. Wahrend des PCR-
Zyklus bindet der Primer an den codogenen Strang, wird mittels einer thermostabilen DNA-
Polymerase mit hoher Lesegenauigkeit (Phu-Polymerase) verlangert und dadurch ein kom-
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plementirer DNA-Strang mit einer verdnderten Base gebildet. Dieser Vorgang wiederholt
sich in mehreren nacheinander ablaufenden Zyklen, so dass eine bestimmte Menge an verian-
derten DNA-Fragmenten entsteht. Die urspriingliche DNA (Vorlage-DNA, Templat) wird mit
Hilfe des Enzyms Dpn I verdaut. Das Restriktionsenzym Dpnl zerschneidet nur methylierte
oder hemimethylierte DNA-Strange. Plasmide aus E. coli sind im Gegensatz zur neusyntheti-
sierten, mutierten DNA immer methyliert. Die neu entstandene DNA wird dabei nicht abge-
baut und kann zur Transformation in einem Bakterienstamm verwendet werden.

Tab. 9: Verwendete cDNA und Primer fiir die sdmPCR

Gen/cDNA Primerbezeichnung Primersequenz (5‘—3¢)
Eotaxin-1 0003 Eotaxin cga—cgt Austausch ccc ctt cag egt cta gag agc
SDFla 0004 SDF1a cga—cgt Austausch tgc cca tgc ecgt ttc ttc gaa

Als Templat fir die sdmPCR wurden die gekauften rekombinanten Expressionsvektoren
pReceiver Eotaxin-1 und pReceiver SDF1a verwendet. Zu jedem Ansatz wurde ein Primer,
der die ausgetauschte Base enthélt dazu gegeben. Folgende Ansétze wurden in sterile 0,2 ml-
PCR-Tubes auf Eis zusammen pipettiert. Fiir jedes Templat wurde ein Doppelansatz
pipettiert.

Tab. 10: Zusammensetzung der Ansditze fiir die sdmPCR

Ansatz (50 pl) 1 2

Wasser 35,0 ul 35,0 ul

5x% Phusion HF Buffer 10,0 pl 10,0 pul

10 mM dNTPs 1,0 pl 1,0 ul

10 uM Primerlosung 2,5 ul 0003 2,5 ul 0004

2 u/pl Phusion DNA-Polymerase 0,5 ul 0,5 ul

300-400 ng/ul Templat 1,0 ul pReceiver Eotaxin 1,0 pul pReceiver SDF1a

Die sdmPCR wurde in einem Thermocycler bei folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt.

95°C 30s Initiale Denaturierung
95°C 10s Denaturierung
53°C 30s Annealing
35 Zyklen
72°C 2.30 min Elongation
72°C 7 min Finale Elongation
4°C 5 min-UN Kiihlung

Die Annealingtemperatur ist von dem verwendeten Primer abhingig. Sie sollte ca. 5°C unter-
halb der Schmelztemperatur T, des Primers liegen.

Nach dem Beenden der PCR wurden die Ansétze auf Eis gestellt. Um das Templat, das nicht
das verdnderte Codon enthilt, aus dem Ansatz zu entfernen, wurde das Enzym Dpnl einge-
setzt.
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Zu jedem PCR-Ansatz wurden 5,5 ul 10fach NEBuffer 4 und 1 pul Dpnl-Lésung zugegeben
und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden 20 pl von jedem Ansatz zur Transformation mit
200 pul kompetenten DHS5a-Zellen eingesetzt. Insgesamt wurden 4 Kolonien pro Ansatz in
einer Fliissigkultur angezogen und nach der pDNA-Isolierung mit Hilfe der Sequenzierung
tiberpriift.

4.5.4 Klonierung

Bei der Klonierung wird ein gewiinschtes DNA-Fragment (z. B. ein Gen) in einen Vektor
(z. B. ein Plasmid) integriert. Damit konnen ein oder mehrere Gene auf fremde Organismen
tibertragen werden. Fiir die Klonierung werden verschiedende Organismen, z.B. E.coli, als
Wirt genutzt. Da die Plasmide einen Replikationsursprung sowie ein Antibiotikaresistenzgen
enthalten, werden sie bei der Zellteilung vervielfiltigt und selektiert. Es entsteht eine Popula-
tion von Zellen, die alle eine Kopie des Vektors mit dem gewiinschten DNA-Fragment enthal-
ten. Die Zellen konnen dann dieses Gen als rekombinantes Protein exprimieren.

4.5.4.1 PCR zur Gewinnung der cDNA-Fragmente (Inserts) fiir die Klonierungen und
Kontroll-PCR

Tab. 11: Verwendete Primer fiir die Klonierungen und Kontroll-PCR

Primer Primersequenzen 5¢-3¢

0001 taatacgactcactataggg

0002 ttcatctctgagttcggcatg

0010 gaaggagttcatggggccagcttctgtcccaacc

0014 aaactggcggccgecctatggectttggagttggagatttttggtce
0012 gaaggagttcatgaagcccgtcagcctgagce

0015 aaatcggcggccgcctacatcttgaacctcecttgtttaaage
0018 agttcatgaaaaaaaaatggcgtgag

0019 agttcatgggtccagcatcagttcc

0020 aaactggcggccgcttatggtttcggggtcgggce

0021 agttcatggaaggtgccgtactgcctcgtte

0022 aaactggcggccgcttaggaattctcggcacg

0023 gaattccatatggaaaacctgtatttccagggtccagcatcagttcctac
0024 ggaattccatatggaaaacctgtatttccagtcagcaaaagaactgcg
0025 ccggtccagcatcagttcctacaacyg

0026 cctcagcaaaagaactgcgttgtc

0029 catgccatgggtccagcatcagttcctacaacg

0030 catgccatgggttcagcaaaagaactgcgttyg

0035 catgccatgggtcaccaccaccatcaccacgag

0036 ccaaaccggtcagtctgtcttatcgce

0037 aaactggcggccgctcatttgttcagagettte
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Alle PCR-Ansitze fiir die Amplifikation der cDNAs wurden als 25 pul-Ansédtze wie folgt zu-
sammen pipettiert. Die Ansidtze sowie die verwendeten DNA-Losungen, Enzyme und Puffer
wurden immer auf Eis gestellt.

MilliQ-Wasser 16,25 ul
Sfach Phusion HF Puffer 5,00 pl
10 mM dNTPs 0,50 ul
Primer forward (10 puM) 1,00 pl
Primer reverse (10 uM) 1,00 pl
Templat 1,00 pl
Phu-DNA-Polymerase 0,25 pl

Die PCRs wurden in einem Thermocycler bei folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

95°C 5 min Initiale Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
58°C 30s Annealing
25 Zyklen
72°C 30s Elongation
72°C 7 min Finale Elongation
4°C 5min-UN  Kiihlung

Die Annealing-Temperatur wurde abhingig von den verwendeten Primern dem jeweiligen
Ansatz angepasst. Die Annealing-Temperatur sollte nicht unter 55°C liegen, da es sonst zu
unspezifischen Bindungen der Primer ans Templat kommen kann.

Die amplifizierte cDNA (Insert) mit den Restriktionsenzymschnittstellen wurde nach der PCR
vollstiandig auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Mit Hilfe der DNA-Agarosegel-
elektrophorese wurde einerseits {iberpriift, ob die PCR korrekt verlief, und andererseits wur-
den die DNA-Polymerase und Primer vom PCR-Produkt abgetrennt.

Fiir Kontroll-PCRs von Klonierungsversuchen wurden je 500 pl von den Ubernachtkulturen
(DH5a mit rekombinantem Vektor) abgenommen und 10 min bei 95°C erhitzt, um die Zellen
zu lysieren und die pDNA als Templat freizusetzen. Die 25 pl-Ansédtze wurden wie folgt in
PCR-Reaktionsgefillen zusammengegeben.

MilliQ-Wasser 18,9 ul
10x Taq Reaktionspuffer 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Primer forward (10 pM) 1,0 ul
Primer reverse (10 uM) 1,0 ul
Templat (Vektor mit cDNA) 1,0 ul
Tag DNA-Polymerase 0,1 pl

Die PCR wurde im Thermocycler bei folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:
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95°C 5 min Initiale Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
58°C 30s Annealing
30 Zyklen
72°C 30s Elongation
72°C 7 min Finale Elongation
4°C 0 Kihlung

Von jedem PCR-Ansatz wurden 10 pl entnommen, auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen
und nach der Gelelektrophorese tiberpriift, ob das Insert amplifiziert wurde.

4.5.4.2 DNA-Gelextraktion

Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel erfolgte mittels des peqGOLD Gel Extraction
Kit (Peqlab) nach den Angaben des Herstellers.

Unter UV-Belichtung wurden die DNA-Banden ziigig ausgeschnitten, in sterile Eppis gege-
ben und gewogen. Nach der Zugabe von Binding Puffer (1 ml/ 1 g Gel) wurden die Gelstiicke
bei 55°C im Thermomixer aufgeldst. Der Ansatz wurde auf eine DNA-Saule aufgetragen und
1 min mit 10.000% g zentrifugiert. Dabei bindet die DNA an die Silicamembran der Séule. In
den anschlieBenden Waschschritten mit 300 pl Binding Puffer sowie 600 ul CG-
Waschpuffer/EtOH und jeweils 1 min Zentrifugation bei 10.000x g wurden die Agarosegel-
reste entfernt. Nach dem Trockenzentrifugieren der Sdule wurde die DNA mit 30 ul
Elutionspuffer eluiert. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe eines
UV/VIS-Spektrometers.

4.5.4.3 Restriktionsverdau

Beim Restriktionsverdau wird die DNA durch Restriktionsendonukleasen geschnitten. In al-
len Klonierungsversuchen wurden am Anfang und am Ende des Inserts zwei verschiedene
Restriktionsenzymschnittstellen, z.B. Mscl bzw. Ncol und Notl angehingt. Der Vektor wurde
jeweils mit den gleichen Endonukleasen, deren Erkennungssequenzen in der Multiple-
Cloning-Site liegen, geschnitten. Anhand der Herstellerangaben wurde ein Reaktionspuffer
gewidhlt, der bei beiden verwendeten Enzymen eine optimale Aktivitdt im Reaktionsansatz
gewihrleistete. Die eingesetzten Volumina der Expressionsvektoren und Inserts wurden nach
der Bestimmung der DNA-Konzentration berechnet. Danach wurde der Anteil an Wasser be-
rechnet, um den Ansatz auf 50 pl aufzufiillen. Die 50 pl-Reaktionsansétze setzten sich wie
folgt zusammen:

MilliQ-Wasser auf 50 pl ergénzen MilliQ-Wasser auf 50 pl ergénzen
10x NEBuffer 3 5,00 pl 10x NEBuffer 3 5,00 pl
100x BSA 0,50 pl 100x BSA 0,50 ul
Restriktionsenzym A 0,50 pl Restriktionsenzym A 0,50 pl
Restriktionsenzym B 0,50 pul Restriktionsenzym B 0,50 pl
Expressionsvektor 500 ng Insert (PCR-Produkt) 200 ng

Seite 38 von 146



4. Material und Methoden

Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler bei folgendem Temperaturprofil durchge-
fiihrt:

Enzymreaktion 3 hbei 37°C
Hitzeinaktivierung 20 min bei 65°C
Kiihlung 4°C bis zur weiteren Verwendung

4.5.4.4 Ligationsansitze

Bei der Ligation werden zwei DNA-Fragmente miteinander verkniipft. Die zueinander kom-
patiblen, tiberhdngenden Enden von Vektor und Ziel-DNA finden sich und hybridisieren mit-
einander. In der nachfolgenden Ligation, die durch die T4-DNA-Ligase katalysiert wird, wer-
den das 3°‘-Hydroxyende und das 5°‘-Phosphatende durch Bildung einer Phosphodiester-
bindung verbunden.

Die 20 pl-Ansédtze wurden auf Eis in PCR-ReaktionsgefiBle folgendermaflen zusammen

pipettiert:
MilliQ-Wasser auf 20 pl ergédnzen
10x Ligase Reaktionspuffer 2,0 ul
Vektor* 50-200 ng
Insert* 7,5-50 ng
T4-DNA-Ligase 0,5 pl

*Konzentration wie bei der Gelextraktion erhalten und gemessen

Die Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 16°C im Thermocycler. Je 10 pl des Ligationsansatzes
wurden in kompetente DH5a-Zellen transformiert.

4.6 Sequenzierung der rekombinanten cDNAs

Bei der Sequenzierreaktion wird der codogene Strang mittels forward Primer amplifiziert. Zu
dem Ansatz werden neben der DNA-Polymerase und dNTPs auch Didesoxynukleosid-
triphosphate (ddNTPs) gegeben. Werden die ddNTPs in den neusynthetisierten Strang einge-
baut, ist eine Verldngerung der DNA durch die DNA-Polymerase nicht mehr moglich, da die
Hydroxygruppe am 3'-C-Atom fiir die Verkniipfung mit der Phosphatgruppe des néchsten
Nukleotids fehlt. Dadurch entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange. Jedes der vier
ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP) ist mit einem unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoft gekoppelt. Die entstehenden DNA-Fragmente werden mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Die ddNTPs am Ende jedes
DNA-Fragmentes emittieren dadurch Fluoreszenz unterschiedlicher Wellenlédnge und kénnen
so von einem Detektor erkannt werden. Die Abfolge der Farbsignale, die am Detektor er-
scheinen, gibt die Sequenz der Basen des DNA-Strangs wieder.

Das Reagenz ExoSAP-IT enthilt die hydrolytischen Enzyme, Exonuklease I und Shrimp
Alkaline Phosphatase, in einem speziell zusammengesetzten Puffer, um ungewiinschte dNTPs
und Primers aus PCR-Ansétzen zu entfernen. Die Exonuklease 1 entfernt die single-stranded
DNA (Primer) und die Shrimp Alkaline Phosphatase die iiberschiissigen dNTPs, welche in
nachfolgenden Reaktionen stéren konnen. Durch die Inkubation bei 80°C werden die beiden
Enzyme hitzedeaktiviert.
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Von jedem positiven Kontroll-PCR-Ansatz wurden 5 pul als Templat fiir die
Sequenzierreaktion entnommen, mit 2 pl ExoSap-IT gemischt und 15 min bei 37°C sowie
15 min bei 80°C im Thermocycler inkubiert. Nach dem Entfernen der tiberschiissigen dNTPs
und Primer wurden 2 pl des aufgereinigten PCR-Ansatzes fiir die Sequenzierreaktion einge-
setzt.

Die Sequenzierreaktionsansitze hatten folgende Zusammensetzung:

MilliQ-Wasser 5,5 ul
BigDye Terminator v1.1 cycle 2,0 ul
Primer forward (10 uM) 0001 0,5 pl
aufgereinigtes PCR-Produkt (Templat) 2,0 ul

Die tiberschiissigen dNTPs, ddNTPs, Primer und die DNA-Polymerase wurden anschlieBend
mittels des Qiagen Dye Ex 2.0 Spin Kit nach Angaben des Herstellers entfernt.

Es wurden 4 pul des gereinigten Sequenzieransatzes mit 16 ul HiDi Formamid versetzt und in
ein steriles Probengefdl fiir die Kapillarelektrophorese gegeben. Die Messung erfolgte an
dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer. Die Chromatogramme wurden mit dem Programm
BioEdit ausgewertet.

4.7 Proteinexpression der rekombinanten Chemokine

4.7.1 Testmalistab

Je 20 ml antibiotikumhaltiges (60 pl/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin) LB-Medium
mit 1 ml UNK inokuliert und bei 37°C mit 190 rpm inkubiert. Die Expression wurde mit einer
Endkonzentration von 0,1 mM Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid (IPTG) bei einer Zelldich-
te von ODggp 0,6-0,9 induziert. Die Expression erfolgte bei 30°C und 190 rpm. Es wurden je
400 pl Probe vor (0 h) und 4 h nach der Induktion der Expression und am néchsten Morgen
(UN) entnommen. Nach der Zentrifugation bei 13.200 rpm wurden 350 ul vom Uberstand
entfernt, der Riickstand mit 50 pl 2x Laemmlipuffer gemischt und 10 min bei 95°C erhitzt.
Diese Proben wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.
SDS-PAGE) aufgetrennt.

4.7.2 GroBerer Mafistab (800 ml)

Fir groBere Ansédtze wurden 2% 400 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium mit je 5-10 ml
UNK inokuliert und bei 37°C mit 170 rpm inkubiert, bis eine optische Zelldichte von 0,6-1,0
erreicht wurde. Vor der Induktion der Expression mit einer Endkonzentration von 0,1 mM
IPTG wurden die Ansdtze eine Minute auf Eis gestellt. Die Expression des rekombinanten
Interleukin-8 erfolgte fuir 2 h, des rekombinanten Eotaxin-1 und des rekombinanten SDF-1a
4 h oder UN bei 30°C und 170 rpm. Zur Uberpriifung der Expression mittels SDS-PAGE
wurden jeweils 400 ul vor und nach der Expression entnommen. Die Expressionsansitze
wurden in Zentrifugenbecher tiberfiihrt und 45 min bei 8°C mit 8555% g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden fiir die Zelllyse und Proteinreinigung
weiter verwendet oder bei 4°C gelagert.
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4.8 Proteinanalytik

4.8.1 Bicinchoninsiure-Test

Der Bicinchoninsdure-Test (BCA-Test) ist eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung
von Proteinkonzentrationen. Bei dem BCA-Test wird durch Proteine Kupfer(Il) in alkalischer
Losung zu Kupfer(I) reduziert und bildet dann mit zwei Molekiilen Bicinchoninsdure einen
violetten Farbkomplex. Die Bildung des Farbkomplexes ist temperaturabhingig. Die Absorp-
tion des Farbkomplexes wird bei 562 nm gemessen.

Die zu bestimmenden Proben (Zelllysate und FPLC-Fraktionen) wurden 1:10 oder 1:20 in
PBS verdiinnt. Der BCA-Test wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Es wurden je 25 pl Probe mit 200 pl Arbeitsreagenz in einer Mikrotiterplatte gemischt und
30 min bei 37°C inkubiert. Die Standardkurve wurde mit dem jeweiligen Chemokin erstellt
und diente der Berechnung der Proteinkonzentrationen in den Proben.

4.8.2 Nanodrop

Die Proteinkonzentration wurde mittels Dreifachbestimmung am Nanodrop bei 280 nm und
dem eingestellten Extinktionskoeffizienten ermittelt. Fiir die Messung wurden je 2 pl Probe
auf die Messfldche pipettiert.

4.8.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Tab. 12: Verwendete Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

Puffer/Lésungen Zusammensetzung

10x SDS-Laufpuffer 250 mM Tris
1,92 M Glycin
1% SDS (w/v)

in Wasser

2x Laemmlipuffer 30% Glycerol (v/v)

2% SDS (w/v)

65 mM Tris pH 6,8

90 mM DTT

0,001% Bromphenolblau (w/v)

in Wasser

Coomassiefirbelgsung 40% Ethanol (v/v)
10% Essigséure (v/v)
0,1% Coomassie Brillant blue (w/v)

in Wasser

Entfirbel6sung 10% Ethanol (v/v)
7,5% Essigsdure (v/v)

in Wasser
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Tab. 13: Marker und Positivkontrollen fiir die SDS-PAGE

Marker/Protein Hersteller

Precision Plus Protein Standard 10-250 kDa BioRad, Hercules, CA, USA

Prestained Protein Marker, Broad Range 7-175 KDa New UK Biolabs, Inc.,Ipswich, MA, USA
rhEotaxin Peprotech GmbH, Hamburg, DE

rhIL-8 Genscript, Piscataway, NJ, USA
rhSDF1a Peprotech GmbH, Hamburg, DE

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) ist eine analytische Methode zur Trennung von
Proteinen im elektrischen Feld. Das Gel wird durch radikalische Polymerisation aus Acryl-
amid und N,N‘-Methylenbisacrylamid hergestellt. Letzteres dient zur Quervernetzung der
linearen Polyacrylamidketten. Der pH-Wert des eingesetzten Puffers, die Konzentration von
Acrylamid (%) und der Gehalt an Bisacrylamid bestimmen die Trennungseigenschaften des
Gels.

Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Tensid und bindet an Proteine. Etwa 1,4 g
SDS bindet an 1 g Proteine, iiberdeckt somit deren Eigenladung und verleiht ihnen eine kon-
stante negative Ladungsverteilung. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die
negativ geladenen Proteine zur Anode, wobei kleinere Molekiile schneller vorankommen als
grofle. Die Proteine werden also aufgrund ihrer Grofle aufgetrennt und nach der Gelelektro-
phorese mittels Coomassiefiarbung im Gel sichtbar gemacht.

Fiir die SDS-PAGE wurden Gele mit einem 18%igen Trenn- und 5%igen Sammelgel ver-
wendet.

Tab. 14: Zusammensetzung der Trenngellosung und Sammelgellosung fiir die SDS-PAGE

Bestandteil 18% Trenngellésung Bestandteil 5% Sammelgellosung
Wasser 1,3 ml Wasser 1,7 ml

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml 0,5 M Tris pH 6,8 1,0 ml

10% SDS 0,1 ml 10% SDS 0,40 ml

30% Acrylamidlosung 6,0 ml 30% Acrylamidlosung 0,67 ml

APS 0,1 ml APS 0,40 ml

TEMED 0,005 ml TEMED 0,005 ml

Nach der Polymerisation des Gels wurde es in die Gelelktrophoresekammer eingespannt und
diese mit 1x SDS-Laufpuffer gefiillt. Es wurden folgende Probenvolumen in die Geltaschen
pipettiert. Um die gleiche Menge Zellen aufzutragen, wurden die Probenvolumen {iiber die
OD-Werte ermittelt.

Tab. 15: Eingesetzte Probenvolumina bei der SDS-PAGE

Probe Volumen

Proteinmarker (NEB oder BioRad) 15 pul
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Probe Volumen
Rekombinantes Chemokin (Positivkontrolle) 5-10 ul
Bakterienstamm ohne Vektor (Negativkontrolle) 10 pl
Nullprobe (0 h) 20 ul
Expressionsprobe (2 h, 4 h, 6 h, UN) 10 und 8 pl

Der obere und untere Teil der Gelkammer wurden mit SDS-Laufpuffer aufgefiillt und die
Auftrennung der Proteine erfolgte bei 80 V 1 h 30 min, 100 V 1 h und 80 V 1 h bis die Lauf-
front das untere Ende des Gels erreicht hatte.

Das Gel wurde nach der Gelelektrophorese entweder iiber Nacht oder in der Mikrowelle mit
der Coomassiefirbelosung gefirbt oder fiir den Western Blot verwendet.

4.8.4 Western Blot
Tab. 16: Verwendete Puffer fiir die Western Blots

Puffer Zusammensetzung

Blotpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
10% Methanol (v/v)

10x TBS-Puffer 1,5 M NaCl
100 mM Tris pH 7,8
TBSt 1x TBS + 0,1% Tween 20 (v/v)

Tab. 17: Verwendete Antikorper fiir Western Blots

Antikorperlosungen Hersteller Verdiinnung fiir Immundetektion
Anti-Interleukin-8 aus Maus Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, 1:4000
MO, USA
Anti-SDF1a aus Kaninchen Peprotech GmbH, Hamburg, DE 1:4000
Anti-Eotaxin aus Kaninchen Peprotech GmbH, Hamburg, DE 1:2000
Anti-Maus IgG aus Schaf HRP Amersham, Merck KGaA, Dar- 1:4000
mstadt, DE
Anti-Kaninchen aus Ziege HRP Santa Cruz Biotechnolgy, Inc., 1:4000
Santa Cruz, CA., USA

Western Blot bezeichnet die Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran, um diese
anschlieBend, z.B. durch die Reaktion mit Antikérpern nachzuweisen. Die Ubertragung er-
folgt durch Elektrophorese. Vor dem Western Blot werden die Proteine eines Proteingemi-
sches mittels SDS-PAGE entsprechend ihrer Grof3e aufgetrennt. Beim Western Blot liegt ein
senkrecht zum SDS-Gel gerichtetes elektrisches Feld vor. Deshalb wandern die negativ gela-
denen Proteine aus dem Gel zur Membran (PVDF (Polyvinylidenfluorid)). Aufgrund hydro-
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phober Wechselwirkungen binden sie an der Membranoberfldche. Das Muster der elektropho-
retisch auftrennten Proteine bleibt erhalten. Die Proteine sind danach fiir weitere Methoden
verfiigbar. Ein spezifischer Primérantikorper bindet an das nachzuweisende Protein (hier: das
Chemokin). An die Fc-Region des Erstantikorpers bindet ein sekundérer Antikorper, der mit
einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, tiber den die Detektion erfolgt.

Der Blot wurde folgendermallen aufgebaut. Auf die Anode wurden fiinf Lagen Filterpapier,
die PVDF-Membran, darauf das Polyacrylamidgel, darauf nochmal fiinf Lagen Filterpapier
gelegt und der Kathodenteil des Blotters gesetzt. Alle Bestandteile des Blots wurden vor dem
Zusammenbau in Blotpuffer equilibriert. Die PVDF-Membran wurde vor dem Einsatz 10 min
in Methanol aktiviert.

Die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte bei 85 mA fiir 1 h 05 min.

Nach dem Transfer wurde die Membran 1 h bei RT in 10% Magermilch TBSt geblockt und
anschlieBend kurz mit TBSt gewaschen. Der Primirantikorper wurde mit der entsprechenden
Verdiinnung in 5% Magermilch TBSt eingesetzt. Die Membran wurde darin 1 h 30 min bei
RT inkubiert und danach 3x 3 min auf dem Schiittler in TBSt gewaschen. Der Sekundéranti-
korper wurde 1:4000 in 5% Magermilch TBSt verdiinnt und darin die Membran fiir 35 min
bei RT inkubiert. Nach 4% 3 min waschen in TBSt wurde fiir 3 min 2 ml ECL-L6sung zuge-
geben. Die Detektion erfolgte am Lumianalyzer.

4.9 Zelllysemethoden

Die Zelllyse ist ein Prozess, bei dem durch Schadigung der Zellwand und/oder -membran die
Zelle zerstort wird.

Es werden verschiedene Lysemethoden genutzt, um an Proteine im Zellinneren zu gelangen.
Hierbei werden mechanische von chemischen Methoden unterschieden. Die Benutzung von
French Press, Ultraschall und Kaniilen gehéren zu den mechanischen und die Anwendung
von Lysozym, Detergenzien und Natronlauge zu den chemischen Zelllysemethoden.

Tab. 18: Puffer und Losungen fiir die Zelllyse

Puffer/Lésung Zusammensetzung
Lysispuffer 1 20 mM Tris pH 8,0
50 mM NaCl

0,5% Tween 20 (v/v)

in Wasser

Lysispuffer 2 50 mM Na,HPO, pH 7,0
90 mM NaCl
1 mM EDTA
0,5% Triton X 100 (v/v)

in Wasser

Lysispuffer 3 50 mM Na,HPO, pH 7,0
90 mM NaCl
1 mM EDTA
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Puffer/Losung Zusammensetzung

0,5% Triton X 114 (v/v)

in Wasser

Lysispuffer 4 40 mM Na,HPO, pH 7,4
300 mM NaCl

20 mM Imidazol

0,5% Triton X 114

Resuspensionspuffer 1 40 mM Tris pH 8,0
50 mM NacCl

in Wasser

Resuspensionspuffer 2 50 mM Na,HPO,pH 7,0
90 mM NacCl
1 mM EDTA

in Wasser

Resuspensionspuffer 3 40 mM Tris pH 7,8
300 mM NacCl
20 mM Imidazol

Puffer 1 30 mM Tris pH 8,0, 30% Saccharose

in Wasser

Puffer 2 5 mM Mg,SO,4in Wasser

4.9.1 Zelllysemethode nach Koltermann et al.'*!

Das Pellet des Expressionsansatzes wurde in Resuspensionspuffer 1 (1 ml/g Zellpellet) gelost
und mit einer Endkonzentration von 1 mM EDTA und 0,2 mg/ml Lysozym versetzt. Der An-
satz wurde 15 min auf Eis inkubiert und danach fiir 1 h in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Nach dem Auftauen wurde das Volumen des Ansatzes mit Zugabe des Lysispuffers 1 verdop-
pelt und 1 h auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer wurden mit 4754x g fiir 45 min abzentri-
fugiert und der Zelllysatiiberstand fiir die Chromatographie verwendet.

4.9.2 Optimierte Zelllysemethode

Nach dem Zentrifugieren der Expressionsansitze wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in Resuspensionspuffer 2 (4 ml pro Pellet von 400 ml ZK) gelost. Die Zellsuspension
wurde mit einer Endkonzentration von 0,4 mg/ ml Lysozym, 0,2 mg/ml DNasel und einer
Tablette Complete Mini Proteaseinhibitorcocktail fiir 2 h auf Eis inkubiert. Danach wurde das
Volumen mit der entsprechenden Menge Lysispuffer 2 verdoppelt und fiir 3x 30 s bei 50%
sonifiziert. Der Ansatz wurde fiir 30 min in Flussigstickstoff eingefroren, im Wasserbad bei
30°C aufgetaut und bei 8°C aufbewahrt. Am nédchsten Tag wurde das Zelllysat bei 8°C mit
4754x g 45 min zentrifugiert. Der Uberstand, der das 16sliche Protein enthielt, wurde fiir die
Proteinreinigung weiter verwendet.

Fiir die Zelllyse von Bakterien, die ein rekombinantes Chemokin mit His-tag exprimiert hat-
ten, wurde der Resuspensionspuffer 3 statt 2 verwendet. Unlosliche Proteine wurden mit einer
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Endkonzentration von 2 M Harnstoff und 3 mM reduziertem Glutathion im Resuspensions-
puffer 3 in den Zelllysatiiberstand iiberfiihrt.

4.9.3 Osmotischer Schock zur Gewinnung der periplasmatischen Fraktion

Das Pellet des Expressionsansatzes (40 ml) wurde in 15 ml Puffer 1 (30 mM Tris pH 8,0,
30% Saccharose) resuspendiert und mit einer Endkonzentration von 1 mM EDTA fiir 20 min
bei RT inkubiert. Nach der Zentrifugation mit 8555x g fiir 20 min wurde der Uberstand ver-
worfen und das Pellet in 15 ml Puffer 2 (5 mM Mg,SO,4) resuspendiert, 20 min bei 4°C
inkubiert und nochmals 15 min mit 6000x g zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die
periplasmitische Fraktion und wurde mit der SDS-PAGE {iberpriift.

Eine weitere Variante des Osmotischen Schocks wurde wie von Chen et al.!'**! beschrieben
durchgefiihrt. Dazu wurde das Pellet eines Expressionsansatzes (250 ml) in 20 ml 5 mM
CaCl, resuspendiert und 15 min auf Eis geschiittelt. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifu-
gieren mit 8555x g fiir 10 min verworfen. Mit 20 ml Puffer 1 und 5 mM EDTA wurde das
Pellet nochmals resuspendiert und 15 min auf Eis geschiittelt. Der Ansatz wurde bei 4500x g
10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 20 ml destilliertem Wasser auf-
genommen und wieder 15 min auf Eis geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uber-
stand, also die periplasmatische Fraktion, mit SDS-PAGE analysiert.

4.10 Proteinreinigung mittels Chromatographie

Tab. 19: Fiir die Chromatographie verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung

Puffer Al 20 mM Tris pH 8,0

Puffer A2 50 mM Na,HPO, pH 7,0
90 mM NaCl

in Wasser

Puffer A3 40 mM Tris pH 7,8
300 mM NaCl
15 mM Imidazol

in Wasser

Puffer B1 20 mM Tris pH 8,0
2 M NaCl

in Wasser

Puffer B2 50 mM Na,HPO, pH 7,0
2 M NaCl

in Wasser

Puffer B3 40 mM Tris pH 7,8
300 mM NacCl
800 mM Imidazol

inWasser
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Tab. 20: Fiir die Chromatographie eingesetzte Sciulen

Siule Hersteller

HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade-Séule GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK
HiTrap Desalting-Séule GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK
HiTrap Heparin-Siule GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK
HiTrap SP FF-Séule GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK
HisTrap-Séule GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK

Die Chromatographie ist ein Verfahren zur Auftrennung von Stoffgemischen in ihre Einzel-
bestandteile. Das Substanzgemisch, z.B. ein Proteingemisch wird dabei mittels einer mobilen
Phase (wissrige oder organische Losung) auf eine stationdre Phase (Sdaulenmaterial) befordert
und abhingig von ihren chemischen Eigenschaften an dem Material gebunden oder es flief3t
hindurch. Dadurch werden Proteine mit der gewiinschten Eigenschaft von denen ohne ge-
trennt. Nach den physikalischen Eigenschaften, die zur Trennung genutzt werden, z.B. La-
dung, Hydrophobizitit und Affinitdt von Proteinen werden die Chromatographiemethoden
benannt.

In diesem Projekt wurden alle Protein-Chromatographiemethoden mit der AKTA Purifier von
GE Healthcare durchgefiihrt. Die Detektion der Proteine erfolgte bei 280 nm und gleichzeitig
wurden der Druck sowie die Leitfdhigkeit gemessen. Das Gerdt wurde iiber die Software
UNICORN 5.0 bedient.

4.10.1 Affinititschromatographie mit Heparin

Die Heparinsdule (1 ml) wurde mit zehn Sidulenvolumen (CV) 2,5% Puffer B1 &quilibriert.
Der Zelllysatiiberstand (7-10 ml) wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min aufgetragen. Nach
dem Auswaschen der ungebundenen Proteine mit 6 CV wurde das rekombiante IL-8 mit ei-
nem linearen Salzgradienten von 2,5-100% Bliiber 12 CV eluiert. Die Fraktionen wurden in
15 ml Falcons gesammelt und bei 8°C gelagert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
wurden davon Proben fiir die SDS-PAGE entnommen.

4.10.2 Kationenaustauschchromatographie

Eine HiTrap SP FF-Séule (1 ml) wurde mit zehn Sdulenvolumen mit Puffer A2 dquilibriert.
Mit einer Flussrate von 0,5 ml/min wurde der Zelllysatiiberstand (8 ml) mittels Superloop
aufgetragen. Die ungebundenen Proteine wurden mit mindestens 5 CV Puffer A2 ausgewa-
schen. Das rekombinante IL-8 wurde mit einem linearen Salzgradienten von 0-50% von Puf-
fer B2 tiber 12 CV eluiert. Die Elution erfolgte zwischen 200-300 mM NaCl. Die gesammel-
ten Fraktionen wurden bei 8°C gelagert und nach der Proteinkonzentrationsbestimmung mit
der SDS-PAGE {iberpriift.

4.10.3 Affinititschromatographie mit Nickel-Sepharose

Mit zehn Sdulenvolumen Puffer A3 wurde eine HisTrap-Sédule (5 ml) mit einer Flussrate von
0,8 ml/min dquilibriert. Der gefilterte Zelllysatiiberstand (20 ml) wurde mit einem Superloop
aufgtragen und die ungebundenen Proteine mit 20 CV Puffer A3 ausgewaschen. Das rekom-
binante His-getagte IL-8 wurde mit einem linearen Imidazolgradienten von 0-100% von Puf-
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fer B3 tiber 10 CV eluiert. Mit Hilfe der HiTrap Desalting-Sdule wurden die Fraktionen ent-
salzt und das Imidazol entfernt.

4.10.4 Kombinierte Chromatographiemethoden zur Reinigung rekombinanter Chemo-
kine ohne His-tag

Auf eine HiTrap SP FF-Sdule wurde nach der Aquilibrierung mit Puffer A2 der
Zelllysatiiberstand (ca. 20 ml) mit einer Flussrate von 1 ml/min aufgetragen. Nach dem
Waschschritt mit 6 Sdulenvolumen (CV) Puffer A2 erfolgte die Elution mit einem linearen
Gradienten von 0-30% von Puffer B2. Das rekombinante Interleukin-8 wurde zwischen 13
und 18% Puffer B2 (ca.330-430 mM NaCl) eluiert. Die Fraktionen, die das IL-8 enthielten,
wurden gepoolt, 1:2 mit Puffer A2 verdiinnt und fiir den. nichsten Chromatographieschritt
eingesetzt.

Fiir die Heparin-Affinitdtschromatographie wurde das gleiche Puffersystem verwendet wie
fiir die Kationenaustauschchromatographie. IL-8 wurde bei X mM NaCl mit Puffer B2 eluiert,
also wurde die Heparinsédule mit 10 CV X mM/2 NaCl (ca. 180 mM NacCl) équilibriert. Die
Interleukin-8 enthaltende Fraktion wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die
Heparinséule geladen. Nach dem Auswaschen der ungebundenen Proteine wurde das IL-8 mit
einem linearen Salzgradienten von Y % (X mM/2)-60% B2 eluiert. Die Elution erfolgte zwi-
schen 20-40% B2 (472-854 mM NaCl). Die Fraktionen mit dem rekombinanten Chemokin
wurden iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt und am néchsten Tag fiir den dritten Reini-
gungsschritt verwendet.

Fiir den abschlieBenden Reinigungsschritt (Gelfiltration) wurde eine HiLoad 16/60 Superdex
75 prep grade-Sdule mit 1 CV 3% von Puffer B2 mit 1 ml/min 4quilibriert. Die 3% (147 mM
NaCl) entsprechen ndherungsweise der Salzkonzentration in PBS-Puffer. Die gepoolten Frak-
tionen von der Affinitdtssdule wurden mit einer Flussrate von 0,8 ml/min injiziert. Die Elution
des rekombinanten Interleukin-8 wurde mit 1,2 CV mit 3% Puffer B2 durchgefiihrt. Die Frak-
tion, die das aufgereinigte IL-8 enthielt, wurde bei 8°C gelagert. Die Proteinkonzentration
wurde danach mit dem Nanodrop bestimmt.

4.10.5 Kombinierte Chromatographiemethoden zur Reinigung rekombinanter Chemo-
kine mit His-tag

Nach der Aquilibrierung der HisTrap 5 ml-Siule mit Puffer A3 wurde die Probe mit einer
Flussrate von 0,5 ml/min injiziert. Das Auswaschen ungebundener Proteine erfolgte {iber
20 CV mit Puffer A3. Die Elution des His-getagten Chemokines wurde mit einem
Imidazolgradienten von 15-800 mM Imidazol tiber 11 CV mit Puffer B3 durchgefiihrt. Alle
Fraktionen wurden aufgesammelt und mit der MALDI-MS tiberpriift. Die Fraktionen, die das
Interleukin-8 mit His-tag enthielten, wurden gepoolt, tiber Nacht lyophilisiert, in 500-1000 pl
Wasser gel6st und tiber eine HiTrap Desalting-Séule entsalzt sowie das Imidazol entfernt. Die
entsalzten Proben wurden mit einer Endkonzentration von 3 mM GSH, 0,3 mM GSSG und
40 v/ml TEV-Protease (Invitrogen, Karlsruhe, DE) versetzt.
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Die Abtrennung des His-tags erfolgte iiber Nacht bei 25°C. Der TEV-Proteaseansatz wurde
danach auf eine Superdex75 prep grade-Siule nach der Aquilibrierung mit 140 mM NaCl in
40 mM Trispuffer bei pH 8,0 aufgetragen. Mit der gleichen Pufferzusammensetzung wurden
die Proteine bei einer Flussrate von 0,8 ml/min von der Sdule eluiert und aufgesammelt. Die
Fraktionen wurden mittels Massenspektrometrie analysiert und die Proteinkonzentration er-
mittelt.

Zelllysatiiberstdnde, die 2 M Harnstoff und 3 mM reduziertes Glutathion enthielten, wurden
mit einer Flussrate von 0,5 ml/min im Puffer A3, der ebenfalls 2 M Harnstoff und 3 mM GSH
enthielt auf die Sdule gegeben. Die Riickfaltung des Proteins erfolgte mit einem abfallenden
Harnstoffgradienten (2-0 M) und gleichzeitiger Zugabe von 0,3 mM oxidiertem Glutathion
iiber 240 CV. Die Elution des riickgefalteten Proteins wurde ebenfalls mit einem
Imidazolgradienten von 15-800 mM Imidazol tiber 11 CV mit Puffer B3 durchgefiihrt. Die
Fraktionen wurden gesammelt und am MALDI-MS analysiert, bevor sie fiir den TEV-
Proteaseansatz lyophilisiert und entsalzt worden sind.

4.11 Matrixunterstiitzende-Laserdesorption/Ionisation-Flugzeit-Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF-MS)

Tab. 21: Verwendete Losungen fiir MALDI-MS

Losung Zusammensetzung

0,1% TFA 1 pl TFA zu 999 pl Wasser

Matrixldsung 10 mg/ml a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure in 0,1% TFA
in Wasser mit Acetonitril (1:1)

Die Matrix-unterstiitzende Laserdesorption/Ionisation-Flugzeit-Massenspektrometrie ist eine
Methode zur Analyse von Peptid- und Proteinmassen. Hierzu wird der Analyt mit einer Mat-
rix, z.B. a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure gemischt und zum cokristallisieren auf eine metalli-
sche Platte aufgetragen. Durch den Laserbeschuss mit Wellenldngen bei 337-355 nm ver-
dampft die Matrix explosionsartig und gleichzeitig wird der Analyt ionisiert. Die meist positiv
geladenen Ionen werden in einem elektrischen Feld (10-30 kV) beschleunigt. Die Flugzeit der
Ionen im TOF-Analysator ist abhéngig von der Masse und den Ladungen. Der Ionendetektor
wandelt die ankommenden Ionen in ein elektrisches Signal um. Diese Messung erlaubt die
Analyse eines groen Massenbereichs (500 Da bis 500.000 Da) und ist daher zur qualitativen
Bestimmung von Proteinldsungen gut geeignet.

Alle relevanten FPLC-Fraktionen wurden mit der Matrixunterstiitzenden-Laserdesorp-
tion/lonisierung-Flugzeit-Massenspektrometrie ~ {iberpriift. Hierzu  wurden  5mg
a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure in 0,5 ml 0,1%TFA in H,O:ACN (Matrixlésung) gegeben und
durch Vortexen gelost. Die FPLC-Fraktionen sowie die Kontrolle wurden 1:10 mit der Mat-
rixlosung verdiinnt und davon jeweils 0,5 pl pro Spot auf die MALDI-Target-Platte gegeben.
Als Kontrolle wurde das kommerziell erworbene Chemokin verwendet. Die Messungen er-
folgten am 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer (AB/MDS SCIEX). Die Messungen wur-
den mit dem linear-positiv-Modus, mit Laserintensitdten zwischen 2500 und 4500 und einer
Binsize von mindestens 4 ns durchgefiihrt.
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4.12 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie ist eine Methode zur Bestimmung der Struktur optisch aktiver Mole-
kiile, z.B. Proteine. Abhdngig von der Struktur wird das circular polarisierte Licht unter-
schiedlich stark absorbiert. Die Differenz wird bei verschiedenen Wellenldngen (Spektrum)
gemessen und daraus ein CD-Spektrum erstellt. Daraus kann dann die Sekundérstruktur des
Proteins ermittelt werden.

Vor der Analyse wurde der Puffer der IL-8 enthaltenden FPLC-Fraktion mittels Dialyse in
100 mM NaF ausgetauscht, da Chlorid- und Phosphationen bei der Messung gestort hétten.
Als Referenz wurde 100 mM NaF eingesetzt. Die Probe wurde 1:5 in 100 mM NaF verdiinnt.
Die Referenz und die Probe wurden jeweils 3% bei 190-250 nm gemessen. Die Sekundérstruk-
turauswertung des CD-Spektrums von IL-8 erfolgte mit dem Algorithmus CDSSTR.

4.13 Limulus-Amdobocyten-Lysat-Test (LAL-Test)

Dieser Test beruht auf die Koagulation von Endotoxinen mit lysierten Amobozyten aus dem
Blut des Pfeilschwanzkrebses (limulus polyphemus). Die Endotoxinkonzentration wird in
EU/ml angegeben. 1 EU entspricht 120 pg Endotoxine von E. coli.

Der Nachweis der Endotoxine wurde mit dem ToxinSensor ™ Chromogenic LAL Endotoxin
Assay Kit von Genscript nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Standardkurve wurde mit einer Stocklésung von 10 EU/ml Endotoxin von E. coli und
endotoxinfreien Wasser als Konzentrationsreihe von 0,0-1,0 EU/ml hergestellt. Die Proben
der Standardkurve wurden genauso behandelt wie die zu analysierenden Proben. Die Stan-
dardkurve wurde zur Berechnung der Endotoxinkonzentration verwendet.

Die Chemokin enthaltenden FPLC-Fraktionen wurden mit endotoxinfreiem Wasser 1:100,
1:500, 1:1000 und 1:5000 verdiinnt. Das rhIL-8 von Genscript wurde 1:100 verdiinnt. Zu
100 pl verdiinnte Probe wurden 100 ul 2 mM LAL-Substrat gegeben und fiir 10 min bei 37°C
inkubiert. Nach der Zugabe von 100 pul Chromogenic-Substrat wurde der Ansatz fiir 6 min bei
37°C inkubiert, 500 pl Stoplosung dazu pipettiert und gut gemischt. Zu dem Ansatz wurden
jeweils 500 ul Colour stabilizer II und III gegeben und bei 545 nm am Photometer gemessen.
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5 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Expressionssystems zur Herstellung rekom-
binanter Chemokine in E. coli sowie deren Reinigung mittels Chromatographiemethoden fiir
Bindungsstudien und Aktivititsassays.

Die Auswahl der humanen Chemokine Eotaxin-1, Interleukin-8 und SDF1a, die exprimiert
werden sollten, beruhte einerseits auf deren Rolle im menschlichen Organismus insbesondere
bei Autoimmunerkrankungen, Allergien und Entziindungsprozessen und andererseits auf de-
ren Zugehorigkeit zu verschiedenen Chemokinunterfamilien. Um humane Proteine in Bakte-
rien herstellen zu konnen, wurden rekombinante Expressionsvektoren mit der cDNA fiir die
jeweiligen Chemokine in E. coli transformiert und getestet. Anfangs wurden gekaufte rekom-
binante Vektoren mit dem vollstdndigen open reading frame (ORF) ausprobiert. Spiter wur-
den verschiedenen Varianten der cDNAs, die die Chemokine codieren in verschiedene Ex-
pressionsvektoren (pReceiver, pET22b und pET28a) kloniert und danach in Expressions-
stimme transformiert. Ein wichtiger Aspekt fiir die Verwendung in Bindungsstudien und
endotoxinfreien Aktivititstests war die Herstellung tagfreier Chemokine, da der korrekte N-
Terminus fiir die Rezeptorbindung benétigt wird.

Als Wirtsorganismus wurde das Bakterium Escherichia coli gewihlt, da es einfach zu kulti-
vieren ist und unter optimalen Bedingungen eine hohe Expressionsrate erzielt. Es wurden die
vier Expressionsstimme BL21 DE3, BL21 DE3 pLysS, BL21 DE3 RIL und Rosetta DE3 fiir
die Expressionstests ausgewéhlt. Aufgrund ihrer Fiahigkeit die T7-RNA-Polymerase zu
exprimieren, gehoren diese Bakterienstimme zum Standardrepertoire bei der Verwendung des
pET-Systems. pLysS-Stamme enthalten ein Gen fiir das T7-Lysozym, das die T7-RNA-
Polymeraseaktivitit abschwicht und somit eine Expression ohne Induktion inhibiert.!">” RIL-
Stimme enthalten Gene, die zusétzliche tRNAs fiir die von E. coli selten genutzten Codons
fiir Arginin, Isoleucin und Leucin kodieren. Fiir eine Expressionsanalyse wurden vom rekom-
binanten Expressionsstamm eine Ubernachtkultur (UNK) und damit ein Testexpressionsan-
satz inokuliert. Es wurden bei den ersten Ansdtzen unterschiedliche IPTG-Konzentrationen
und verschiedene Temperaturen getestet. Vor der Expression wurde eine Probe (0 h) und
wihrend der Expression wurden eine Probe nach 4 h und eine am néchsten Morgen (UN) ent-
nommen. Als Negativkontrolle (nK) wurde ein Ansatz mit dem Expressionsstamm ohne den
rekombinanten Vektor verwendet. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Wenn
nach der Coomassiefirbung keine Banden im SDS-Gel detektiert worden waren, wurden die
Proben im Western Blot tiberpriift. Gekaufte rekombinante Chemokine wurden fiir die Analy-
sen als Positivkontrolle (pK) verwendet.

5.1 Aufbau eines Expressionssystems

5.1.1 Verwendung der Wildtyp-cDNA von SDF1a und Eotaxin-1

Die ersten Versuche zur Expression rekombinanter Chemokine in E. col/i wurden mit den ge-
kauften rekombinanten Expressionsvektoren pReceiverSDFla und pReceiverEotaxin-1
(imaGenes GmbH) durchgefiihrt. In diesen Expressionsvektoren waren die unverdnderten
cDNAs, die die komplette open reading frame des jeweiligen Chemokins mit Signalpeptid
codierten, integriert (Abb. 7).
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Mit den in Abb. 7 gezeigten Wildtyp-cDNAs im Vektor pReceiver wurde keine Expression
von SDF1a und Eotaxin-1 in E.coli beobachtet.

A, ORF cDNA von SDF1a im Expressionsvektor pReceiver, 270 bp, CXCL12 NM_199168.3 GI:291045298,
atg Startcodon, bp 1-63 Signalpeptidsequenz, bp 64-267 Sequenz des nativen SDF1a

1 a@tg aac gcc aag gtc gtg gtc gtg ctg gtc ctc gtg ctg acc gcg ctc tgce
52 ctc agc gac ggg aag ccc gtc agc ctg agc tac aga tgc cca tgc cga ttc
103 ttc gaa agc cat gtt gcc aga gcc aac gtc aag cat ctc aaa att ctc aac
154 act cca aac tgt gcc ctt cag att gta gcc cgg ctg aag aac aac aac aga
205 caa gtg tgc att gac ccg aag cta aag tgg att cag gag tac ctg gag aaa
256 gct tta aac aag taa

B, ORF ¢cDNA von Eotaxin-1 im Expressionsvektor pReceiver, 291 bp, CCL11, NM_002986.2 GI:22538399,
atg Startcodon, bp 1-69 Signalpeptidsequenz, bp 70-288 Sequenz des nativen Eotaxin-1

1 @dBg aag gtc tcc gca gca ctt ctg tgg ctg ctg ctc ata gca gct gcc ttc
52 agc ccc cag ggg ctc gct ggg cca gct tct gtc cca acc acc tgc tgc ttt
103 aac ctg gcc aat agg aag ata ccc ctt cag cga cta gag agc tac agg aga
154 atc acc agt ggc aaa tgt ccc cag aaa gct gtg atc ttc aag acc aaa ctg
205 gcc aag gat atc tgt gcc gac ccc aag aag aag tgg gtg cag gat tcc atg

256 aag tat ctg gac caa aaa tct cca act cca aag cca taa

Abb. 7: vollstindige Wildtyp-cDNA-Sequenzen von SDFlo und Eotaxin-1 im Expressionsvektor
pReceiver, A, cDNA von SDFla, B, cDNA von Eotaxin-1; braun: Codons fiir das Signalpep-
tid, schwarz: Codons fiir das mature Protein, griin hinterlegt: Startcodon, rot: Stopcodon

5.1.2 site directed mutagenesis PCR (sdmPCR) zur Anderung eines Codons in der
Wildtyp-cDNA der Gene SDF1a und Eotaxin-1 im Expressionsvektor pReceiver

Abhingig von der Spezies werden einige Codons weniger genutzt als in anderen Organismen.
Escherichia coli verwendet fiir die Expression bestimmte Codons, z.B. aga, agg, cga und
cta seltener, so dass fiir diese weniger tRNAs zur Verfligung stehen als in menschlichen
Zellen. Der tRNA-Mangel kann bei hoher Expressionsrate zu einem Abbruch der Translation
fithren, so dass kein vollstandiges Protein vorliegt. Da E. coli mit dem rekombinanten Ex-
pressionsvektor pReceiver weder Eotaxin-1 noch SDFla exprimierte, wurde die sdmPCR
verwendet, um in den Gensequenzen der Chemokine das Codon cga in cgt zu verdndern.
Aufgrund des an den Organismus (E. coli) angepassten Codons standen mehr tRNAs zur Ver-
fiigung, so dass die Fahigkeit zur Expression gesteigert werden sollte.

Um die Base in der cDNA auszutauschen, wurde der forward Primer so entworfen, dass das
zu verdndernde Codon in der Mitte der Sequenz stand und anstatt ein Adenin ein Thymin ent-
hielt (Tab. 23). Die flankierenden Basen entsprachen genau der urspriinglich Sequenz und
konnten daher optimal an das Templat binden. Fiir die sdmPCR wurde die Phu-DNA-
Polymerase, die eine Uberpriifungslesefunktion besitzt und eine deutlich geringere Fehlerrate
als die Tag-Polymerase aufweist, verwendet. Damit der gesamte Vektor amplifiziert wurde,
erfolgte die Elongation fiir 5 min. Durch Zugabe des Enzyms Dpnl nach der PCR wurde das
Templat (urspriingliche Vektor mit cDNA) abgebaut. Nach der Transformation und Amplifi-
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kation des rekombinanten Vektors mit der neuen cDNA-Sequenz in den E.coli-Stamm DHS5a
wurde die Sequenz mittels Kettenabbruchmethode nach Sanger tiberpriift.

Tab. 22: Eingesetzte cDNA und zu verdnderndes Codon mittels sdmPCR

Gen/cDNA Vektor urpriingliches | verindertes codierte Aminosiure
Codon Codon
Eotaxin-1 pReceiver cga cgt Arg, Position 22 in der Aminoséduresequenz
des reifen Proteins, bp 138 in der cDNA
SDF1la pReceiver cga cgt Arg, Position 12 in der Aminosduresequenz
des reifen Proteins, bp 99 in der cDNA

Tab. 23: Verwendete Primer fiir sdmPCR mit den Gesequenzen von Eotaxin-1 und SDF 1o,

Gen/cDNA Primersequenzen 5¢-3¢
Eotaxin-1 ccc ctt cag cgt cta gag agc
SDFla tgc cca tgc cgt ttc ttc gaa

Tab. 24: Sequenzen der cDNA fiir Eotaxin-1 und SDF 1o nach der sdmPCR

cDNA

Ermittelte Sequenzen mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger

Eotaxin-1
Klon 1

Basen 1-498
ttccccectcectancaggagttcgaacc@tgaaggtctccgcagcacttctgtggectgetgetcatag
cagctgccttcagcccccaggggctcecgectgggeccagettectgtcccaaccacctgectgetttaac
ctggccaataggaagataccccttcagegtctagagagctacaggagaatcaccagtggcaaatg
tccccagaaagctgtgatcttcaagaccaaactggccaaggatatctgtgeccgaccccaagaaga
agtgggtgcaggattccatgaagtatctggaccaaaaatctccaactccaaagccatagctcgag
tgcggccgcaacccagcetttettgtacaaagtggttggeccctgaacgacatcttecggecgetcaga
aaatcgaatggcacgaatgaccctaggctgataaaacagaatttgcctggccggcagtagecgcgg
tggtcccacctgacccccatgectgaactcecngaggtgaaaa

atg 26-28 Startcodon, egt 157-159 Argininaustausch (cga—cgt), tag 317-319 Stopcodon

Eotaxin-1
Klon 2

Basen 1-498
ggatacaattcccctctacaggagttcgaaccatgaaggtctccgcagcacttcectgtggetgetg
ctcatagcagctgccttcagecccccaggggectegetgggecagecttetgteccaaccacctgetg
ctttaacctggccaataggaagataccccttcagegtctagagagctacaggagaatcaccagtg
gcaaatgtccccagaaagctgtgatcttcaagaccaaactggccaaggatatctgtgeccgacccce
aagaagaagtgggtgcaggattccatgaagtatctggaccaaaaatctccaactccaaagccata
gctcgagtgcggccgcaacccagctttecttgtacaaagtggttggectgaacgacatcttcecggeg
ctcagaaaatcgaatggcacgaatgacctaggctgataaaacagaatttgcctggccggcagtag
cgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactagaagtgaaaa

atg 33-35 Startcodon, cgt 164-166 Argininaustausch (cga—cgt), tag 325-327 Stopcodon
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cDNA Ermittelte Sequenzen mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger
SDFla Basen 1-483
Klon 1 tacntttcccctctannggagttcgaaccatgaacgccaaggtcgtggtecgtgectggtectegtyg

ctgaccgcgctctgectcagcgacgggaagcecccgtcagectgagectacagatgecccatgeegatt
cttcgaaagccatgttgccagagccaacgtcaagcatctcaaaattctcaacactccaaactgtg
cccttcagattgtagcccggctgaagaacaacaacagacaagtgtgcattgacccgaagctaaag
tggattcaggagtacctggagaaagctttaaacaagaggttcaagatgtagctcgagtgcggecg
caacccagctttcttgtacaaagtggttggcctgaacgacatcttcggcgectcagaaaatcgaat
ggcacgaatgacctaggctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagecgecggtggtcecccacct
gaccccatgccgaactcagaagtgaaataa

atg 30-32 Startcodon, ecga 126-128 Argininaustausch (cga—-cgt), tag 313-315 Stopcodon

SDFla Basen 1-490

Klon 2 cggatacanttcccctctancaggagttcgaacc@tgaacgccaaggtcgtggtecgtgetggtcece
tcgtgctgaccgcgctctgcecctcagcgacgggaagecccgtcagectgagectacagatgececatge
cgtttcttcgaaagccatgttgccagagccaacgtcaagcatctcaaaattctcaacactccaaa
ctgtgcccttcagattgtagecccggctgaagaacaacaacagacaagtgtgcattgacccgaage
taaagtggattcaggagtacctggagaaagctttaaacaagaggttcaagatgtagctcgagtgce
ggccgcaacccagctttcttgtacaaagtggttggectgaacgacatcttcggecgctcagaaaat
cgaatggcacgaatgacctaggctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagecgecggtggtcece
cacctgaccccatgccgaactcagaaagtgaataa

atg 35-37 Startcodon, egt 130-132 Argininaustausch (cga—cgt), tag 313-315 Stopcodon

SDFla Basen 1-489

Klon 3 ggataacaattcccctctagnaggagttcgaaccatgaacgccaaggtcgtggtcgtgetggtcece
tcgtgctgaccgcecgctctgectcagcgacgggaagecccgtcagectgagectacagatgecccatge
cgtttcttcgaaagccatgttgccagagccaacgtcaagcatctcaaaattctcaacactccaaa
ctgtgcccecttcagattgtagecccggctgaagaacaacaacagacaagtgtgcattgacccgaagce
taaagtggattcaggagtacctggagaaagctttaaacaagaggttcaagatgtagctcgagtgce
ggccgcaacccagctttcttgtacaaagtggttggecctgaacgacatcttcggecgectcagaaaat
cgaatggcacgaatgacctaggctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgecggtggtec
cacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaaaa

atg 35-37 Startcodon, egt 131-133 Argininaustausch (cga—-cgt), tag 318-320 Stopcodon

In Tab. 24 sind die Gensequenzen der cDNAs rekombinanter DH5a-Klone nach der sdmPCR
dargestellt. Bei der Gensequenz des SDF1a Klon 1 wurde die urspriingliche Sequenz ermit-
telt. Aufgrund eines moglicherweise unvollstdndigen Abbaus des Templats durch Dpnl nach
der sdmPCR, konnte die urspriingliche Gensequenz bei der Transformation von E. coli tiber-
nommen werden. Ein erfolgreicher Basenaustausch wurde in den Gensequenzen von
Eotaxin-1 Klon 1 und 2 sowie SDF1a bei Klon 2 und 3 festgestellt. Die verdnderten cDNAs
von SDF1a Klon 2 und 3 sowie Eotaxin-1 Klon 2 im Expressionsvektor pReceiver wurden im
E. coli-Stamm BL21 DE3 RIL auf die Expressionsfidhigkeit getestet.

In Abb. 8 sind zwei Western Blots mit den Proben der Expressionsansidtze von BL21 DE3 RIL
mit den rekombinanten Vektoren pReceiverSDFla und pReceiverEotaxin-1 nach dem
Codonaustausch dargestellt. Bei beiden Blots wurde ein Teil nur mit Sekundérantikorper be-
handelt, um dessen Spezifitit zu testen.
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Abb. 8: Western Blots von den Proben der Expressionsanalyse von BL21 DE3 RIL mit den rekombi-
nanten Vektoren nach Codondnderung mittels sdmPCR; A, pReceiverSDF 1o, pK Positivkon-
trolle rhSDF la; B, pReceiverEotaxin-1, pK Postivkontrolle rhEotaxin-1; M Marker, UN iiber
Nacht, nK Negativkontrolle Wildtyp-Zelllysat BL21 DE3 RIL ohne Vektor, A 0,1 mM , B
0,5mM, C 1,0 mM IPTG

Auf dem Blot in Abb. 8 A, der mit dem 1. Antikoérper gegen SDF1a behandelt worden war,
sind in der Negativkontrolle (nK) sowie bei den Ubernachtproben B und C bei 25°C und B
bei 30°C zwei Banden bei 30 und 35 kDa zu sehen, was auf einer unspezifischen Bindung des
Primérantikorpers beruhte. Der Sekundirantikorper zeigte keine unspezifischen Bindungen an
die Positiv- und Negativkontrolle. Es wurden keine Banden auf der Hohe der Positivkontrolle
bei ca. 8 kDa detektiert. Da der Primérantikorper sehr gut an das gekaufte Chemokin (pK)
gebunden hatte, konnte daraus geschlossen werden, dass kein rekombinantes SDFla
exprimiert wurde. Im Western Blot in Abb. 8 B konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Se-
kundirantikorper nicht unspezifisch bindet. Der Primérantikorper hatte an der Negativkontrol-
le unspezifisch gebunden. Die detektierten Banden von den Ubernachtproben lagen bei
10,8 kDa etwas hoher als die der Positivkontrolle. Das exprimierte Eotaxin-1 lag als Vorldu-
fer vor, weil die Bakterien nicht in der Lage waren, das Signalpeptid zu entfernen.

5.1.3 Klonierungen und Expressionstests

Die Verwendung von verschiedenen Vektoren sollte die Wahrscheinlichkeit fiir die Expressi-
on bzw. die Erhhung der Expressionslevel ermoglichen. Um die Expression der Chemokine
mit verschiedenen Expressionsvektoren testen zu konnen, wurden die cDNAs, die die
Chemokine Eotaxin-1, SDFla und IL-8 codieren, in verschiedene Expressionvektoren
(pReceiver, pET22b und pET28a) kloniert. Mittels PCR wurde die jeweilige cDNA (Insert)
amplifiziert und dabei durch die Primer, mit Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme verse-
hen. Beim Design der Primer musste darauf geachtet werden, dass die verwendeten Restrikti-
onsenzyme zusétzliche Basen an den Flanken der Erkennungssequenz benétigen, um die
DNA spiter beim Restriktionsverdau optimal schneiden zu kénnen. Zudem war das Einfiigen
eines Stopcodons im reverse Primer erforderlich, um die Proteinsequenz zu terminieren und
nicht weitere vom Vektor codierte fags an den C-Terminus anzuhéngen. Ob ein Startcodon in
den forward Primer eingefligt wurde, hing vom Ziel des Klonierungsversuches ab. Wenn das
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Insert hinter einer Sequenz fiir einen His-tag oder Signalpeptid im Vektor integriert wurde,
stand das Startcodon am Anfang der tag-Sequenz im Vektor. Wurde das Insert mit His- und
Proteaseschnittstellesequenz vom Amplifikationsvektor, z.B. bei pMA-SDF1a amplifiziert,
musste das Startcodon hinter der Restriktionsenzymschnittstelle im Primer eingefiigt werden.
Das amplifizierte Insert enthielt dem Klonierungsversuch entsprechend die Restriktionsen-
zymerkennungsstellen an den Flanken und wurde fiir den Restriktionsverdau zur Vorberei-
tung auf die Ligation in den jeweiligen Vektor eingesetzt.

Beim Restriktionsverdau wird die DNA durch Restriktionsendonukleasen Typ II geschnitten.
Diese Enzyme erkennen und schneiden spezifisch eine 6-8 bp lange palindromische DNA-
Sequenz. Abhingig von der eingesetzten Endonuklease entstehen dabei glatte Enden oder
Enden mit Einzelstrangiiberhang an den DNA-Molekiilen. Zusétzlich werden dadurch uner-
wiinschte Enden und Phosphorylierungsmuster von der PCR entfernt. Die verwendeten
Schnittstellen wurden entsprechend der MCS (multiple cloning site) im Vektor und der
cDNA-Sequenz ausgewdhlt. Hierbei musste beachtet werden, dass die Erkennungssequenz
nur einmal im Vektor vorlag, um einen einzelnen Schnitt im Molekiil zu gewéhrleisten. Die
cDNA durfte dementsprechend innerhalb der codierenden Sequenz keine Erkennungssequenz
fiir die eingesetzten Restriktionsenzyme enthalten, da sonst das Gen zerschnitten wiirde. Fiir
das Insert und den Expressionsvektor, die in der Klonierung zusammengefiigt werden, sollten
Restriktionsenzyme verwendet werden, deren Schnittstellen komplementir zueinander sind,
das gleiche Phosphorylierungsmuster aufweisen und deshalb bei der Ligation wieder mitei-
nander verkniipft werden konnen. In allen Klonierungsversuchen wurden am Anfang und am
Ende des Inserts verschiedene Restriktionsenzymschnittstellen, z.B. Mscl bzw. Ncol oder
Ndel und Notl angehingt. Der Vektor wurde jeweils mit den gleichen Endonukleasen ge-
schnitten wie das Insert.

Tab. 25: Erkennungssequenzen und Schnittstellen der Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz mit
Schnittstelle
Ncol 5'..c/catgg..3"

3'..ggtac/c..5"

Ndel 5'.ca/tatg..3"
3'..gtat/ac..5"

Notl 5'..gc/ggccge..3?
3'..cgcecgg/cg..5t

Mscl 5'..tgg/cca..3"
3'..acc/ggt..5"

Xmnl 5'..gaann/nnttc..3"

3'..cttnn/nnaag..5"

Da aufgrund der verschiedenen Schnittstellen innerhalb des Vektors unterschiedliche Enden
entstanden, konnte die Wahrscheinlichkeit fiir eine Religation ohne Insert bzw. eine Ligation
des Inserts mit falscher Orientierung reduziert werden. Nach dem Restriktionsverdau wurde
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mit Hilfe der T4-DNA-Ligase das Insert in den Vektor eingefiigt. Um eine erfolgreiche Reak-
tion zu gewdhrleisten, wurden das Insert und der Vektor in einem molaren Verhéltnis von
mindestens 3:1 zusammengegeben. Versuche bei denen der Vektor nach dem Restriktions-
verdau nicht tiber die DNA-Gelextraktion gereinigt, sondern direkt in der Ligation mit einer
groBeren Insertmenge eingesetzt wurde, zeigten ein besseres Ergebnis. Nach der Ligation
wurden 10 pl des Ansatzes in den Amplifikationsstamm DH5a transformiert. Bei erfolgrei-
cher Transformation konnten rekombinante Zellen durch das Antibiotikaresistenzgen des auf-
genommenen Vektors auf antibiotikumhaltigem Ndhrmedium wachsen und wurden auf diese
Weise selektiert.

Um den Erfolg der Klonierung zu iiberpriifen, wurde mit den rekombinanten Zellen eine
Kontroll-PCR durchgefiihrt. Fiir die Kontroll-Ansétze wurden die Primer forward und Primer
reverse aus dem jeweiligen Klonierungsansatz oder die Primer O001 pReceiver forward und
0002 pReceiver reverse eingesetzt, die an Sequenzen des Vektors aullerhalb der
Insertsequenz binden. Fiir eine genaue Uberpriifung der rekombinanten cDNA (Insert) wurde
die Sequenzierung nach Sanger durchgefiihrt, um einen unerwiinschten Basenaustausch, In-
sertionen und Deletionen auszuschlieBen.

In dieser Arbeit wurden mehrere Klonierungsexperimente mit verschiedenen ¢cDNAs und
Vektoren durchgefiihrt. Klonierungen wurden mit dem Buchstaben K abgekiirzt und numme-
riert, z. B. wurde Klonierungsexperiment 1 mit K1 bezeichnet.

Tab. 26: Klonierungsexperimente K1-K4

Klonie- | cDNA Vektor Restrik- Primer Besonder-
rung tions- heiten
enzyme
K1 1 Eotaxin-1 mit | pReceiver | Xmnl, Notl | O010 Eotaxin+Xmnl forw. Ohne Signal-
Codonaustausch 0014 Eotaxint+NotI rev. peptid
2 SDF1a mit 0012 SDFlo+Xmnl forw.
Codonaustausch 0015 SDFlo+NotI rev.
K2 1 Eotaxin-1 pReceiver | Xmnl, Notl | O018 K3TEV forw. Mit K3TEV-
0020 EotaxinB+NotI rev. Protease-
2 1L-8 0018 K3TEV forw. schnittstelle
0022 IL-8+Notl rev.
1 Eotaxin-1 pReceiver | Xmnl, Notl | 0019 EotaxinBo.K3 forw. Ohne K3TEV-
0020 EotaxinB+NotI rev. Protease-
2 IL-8 opt. 0021 IL-80.K3TEV forw. schnittstelle
0022 IL-8+Notl rev.
K3 1 Eotaxin-1 pET22b Mscl, Notl 0023 EotaxinBTEV+Ndel pET22b: pelB-
Ncol, Notl forw Sequenz
pET28a Ndel, Notl 0033 EotaxinB+Ncol forw. pET28a: His-
0025 EotaxinBpelB+Mscl forw. | tagund TEV-
0020 EotaxinB+NotI rev. Protease-

Seite 57 von 146



5. Ergebnisse

Klonie- | cDNA Vektor Restrik- Primer Besonder-
rung tions- heiten
enzyme
2 1L-8 0026 IL-8pelB+Mscl forw. schnittstelle
0024 IL-8TEV+Ndel forw.
0022 IL-8+NotI rev.
3 SDFla pET22b Mscl, Notl 0036 SDFla Mscl forw.
0037 SDFla Notl rev.
pET28a Ncol, Notl 0035 SDF1a Ncol forw.
0037 SDF1la Notl rev.
K4 Eotaxin-1 pET28a Ncol, Notl 0029 Eotaxin-1+Ncol forw. ohne His-tag
0020 EotaxinB+NotI rev.
IL-8 0030 IL-8+Ncol forw.
0022 IL-8+Notl rev.

5.1.3.1 K1: cDNA mit Codonaustausch von Eotaxin-1 und SDF1a ohne Signalpeptid-

sequenz in den Expressionsvektor pReceiver

Humane Chemokine werden mit einem Signalpeptid fiir die Sekretion exprimiert. £ .coli ist
jedoch nicht in der Lage, das Signalpeptid (Precursor) zu entfernen wie in Abb. 8 B zu sehen
ist. Deshalb wurde eine Klonierung durchgefiihrt, bei der nur die Gensequenz fiir das sekre-
tierte Protein (0.P. ohne Precursor) in den Vektor pReceiver eingefiigt wurde. Dabei wurden
die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Xmnl und Notl mittels PCR an das amplifizierte
Insert gehdngt (Abb. 9). Der Expressionsvektor pReceiver wurde mit den gleichen Restrikti-
onsenzymen geschnitten (Abb. 10) und iber DNA-Gelextraktion gereinigt.

Eotaxin-1 SDF1a nK

M

e kb
-
- 1'E
- (5

pReceiver
+Xmnl

M nK +Xmnl +Notl  ynd Notl

M

kb

|\ II’H
S =Neo
8] oMo oo

Abb. 9 (links): Amplifizierte cDNA ohne Signalpeptid fiir die Klonierung in pReceiver, M Marker, nK
Negativkontrolle mit Wasser

Abb. 10 (rechts): Der Expressionsvektor pReceiver nach dem Restriktionsverdau mit Xmnl und Notl,
M Marker, nK pReceiver ohne Restriktionsenzyme
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Eotaxin-1 SDF1a Eotaxin-1 Eotaxin-1 SDF1a
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Abb. 11: Kontroll-PCR-Ansdtze nach Klonierung K1 auf 2%igen Agarosegelen; M Marker, pK Posi-
tivkontrolle SDF 1o mit Signalpeptid, nK Negativkontrolle mit Wasser

Nach der Ligation wurden die Ansétze in DH5a transformiert und amplifiziert. AnschlieSend
wurden eine Kontroll-PCR und die Sequenzierungen durchgefiihrt (Abb. 11,Tab. 27). Abb. 11
zeigt das Agarosegel mit den Kontroll-PCR-Ansétzen von jeweils 6 Klonen von Eotaxin-1
und SDF1a ohne Signalpeptid. Die Klone 2, 3 und 5 mit pReceiver Eotaxin-1 enthielten das
Insert, das als Bande mit einer Grof3e von ca. 350 bp im Gel detektiert wurde. Alle Klone mit
pReceiverSDF1a waren positiv auer Klon 5. Negative Klone zeigten eine Bande, die der
Sequenz der MCS ohne Insert entsprach und demzufolge um 225 bp bzw. 210 bp kleiner war.
Die Bande der Positivkontrolle mit SDF1a, die die Sequenz fiir das Signalpeptid noch ent-
hielt, lag hoher als die der Inserts.

Tab. 27: Ergebnis der Sequenzierung der cDNAs vom Klonierungsexperiment K1 (+ Sequenz korrekt, -
Sequenz nicht korrekt,; o.P. ohne Precursor)

Klon Gen Sequenz
2 Eotaxin-10.P. +
3 Eotaxin-10.P. +
5 Eotaxin-10.P. +
1 SDFla o.P. -
2 SDFla o.P. +
3 SDFla 0.P. +
4 SDFla o.P. -

Wie in Tab. 27 zusammengefasst, zeigte die Auswertung der Sequenzierungen, dass die Klo-
nierung der Gensequenz fiir Eotaxin-1 ohne Signalpeptidsequenz in den Vektor pReceiver bei
3 von 6 Klonen und fiir SDF1a ohne Signalpeptidsequenz bei 2 von 6 Klonen erfolgreich war.
Die positiven Klone wurden amplifiziert, die pDNA isoliert und in den Expressionsstamm
transformiert. Die Testexpression erfolgte bei 25°C und bei 30°C mit jeweils zwei bis drei
verschiedenen IPTG-Konzentrationen (A 0,1 mM, B 0,5 mM und D 0,02 mM).
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BL21 DE3 RIL pReceiverSDF1a o.P. BL21 DE3 RIL pReceiverEotaxin-1 o.P.
25°C 30°C 25°C 0%
b Oi v 8 MnKpKOhUpNL"Jpr\\I U?\I UDNUpr\\JnK
ka M PK 0h UN UN ON 0h UN OUN ON 2k R
3 ==
83| —
32,5\ — -— — — - e =8 62| —
25 — — —— — — — 47,5188
16,5 w | 325|— .
& = — gy
16,5| — ". =
‘
&Sr—— "‘

Abb. 12: Western Blots von den Proben der Expressionsanalyse von BL21 DE3 RIL mit den rekombi-
nanten Vektoren; A, pReceiverSDF1o. 0.P. (0.P. ohne Signalpeptid), pK Positivkontrolle
rhSDFla; B, pReceiverEotaxin-1 o.P., pK Positivkontrolle rhEotaxin-1; M Marker, A
0,1 mM, B 0,5 mM, D 0,02 mM IPTG

Die Western Blots mit den Proben der Expressionsanalyse von BL21 DE3 RIL mit den Vek-
toren pReceiverSDF1a 0.P. und pReceiverEotaxin-10.P. sind in Abb. 12 gezeigt. In Abb. 12 A
sind die Proben des Expressionsversuches von SDF1a o.P. dargestellt. Es wurden keine Ban-
den mit einer GroBBe von 8 kDa auf der Hohe der Positivkontrolle detektiert. Aufgrund unspe-
zifischer Bindungen des Primirantikorpers wurden in allen Proben Banden mit ca. 25 kDa
und bei den UN-Proben eine zweite bei 32 kDa beobachtet. D.h. es wurde kein SDF10. bei
diesem Expressionstest exprimiert. Abb. 12 B zeigt den Western Blot mit den Proben der Ex-
pression von Eotaxin-10.P.. Die Expressionsanalyse wurde ebenfalls einmal bei 25°C und bei
30°C mit jeweils zwei verschiedenen IPTG-Konzentrationen (A 0,1 mM und D 0,02 mM)
durchgefiihrt. Banden mit einer Grofle von 8,4 kDa wurden nur in der Positivkontrolle sowie
in der gemischten Probe 25°C UN A+pK (Probe des Expressionsansatzes mit der Positivkon-
trolle rhEotaxin-1 gemischt) detektiert. Daraus wurde gefolgert, dass kein Eotaxin-lo.P.
exprimiert wurde, unabhéngig von Temperatur und IPTG-Konzentration. Bei einem weiteren
Expressionstest mit dem Expressionsstamm BL21 DE3 pLysS wurde im Western Blot eben-
falls kein Eotaxin-1o0.P. detektiert.

5.1.3.2 K2: codonoptimierte cDNA von Eotaxin-1 und Interleukin-8 mit und ohne K3-
TEV-Protease-Sequenz in den Expressionsvektor pReceiver

A, Codonoptimierte synthetische cDNA von Eotaxin-1 im Amplifikationsvektor pMA (MrGene)

atg aaa aaa aaa tgg cgt gag aac ctg tat ttc cag ggt cca gca tca gtt cct aca
acg tgt tgc ttc aat ctg gcc aac cgt aaa att cct ctg cag cgt ctg gag tct tat
cgt cgt att aca agc ggc aaa tgc cct cag aaa gcc gtg atc ttc aaa acc aaa ctg
gcg aaa gac atc tgt gct gat cct aaa aaa aaa tgg gtc cag gac tcg atg aaa tat

ctg gat caa aaa agc ccg acc ccg aaa cca taa

Start | K3 (3x Lysin) TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin -
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B, Codonoptimierte synthetische cDNA von Interleukin-8 im Amplifikationsvektor pMA (MrGene), 79/72 aa

Variante

atg aaa aaa aaa tgg cgt gag aac ctg tat ttc cag ggt gaa ggt gcc gta ctg cct
cgt /tca gca aaa gaa ctg cgt tgt cag tgt atc aaa acc tat tcg aaa ccg ttt
cat ccg aaa ttc att aaa gag ctg cgc gtc att gag tct ggt cca cat tgt gct aac
acc gag atc atc gtc aaa ctg tct gat ggc cgt gag ctg tgt ctg gat cca aaa gag
aac tgg gta cag cgt gtt gtc gaa aaa ttc ctg aaa cgt gcc gag aat tcc taa

Start | K3 (3x Lysin) TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin -

C, Codonoptimierte synthetische cDNA von SDFla im Amplifiaktionsvektor pMA
(MrGene)

atg cac cac cac cat cac cac gag aat ctg tat ttt cag ggc aaa ccg gtc agt ctg
tct tat cgc tgt cca tgt cgc ttt ttc gag agc cac gtt gct cgt gct aat gtg aaa
cat ctg aaa atc ctg aac acc ccg aat tgt gca ctg cag atc gta gcc cgt ctg aaa
aac aat aac cgc cag gtg tgt atc gat ccg aaa ctg aaa tgg atc cag gaa tat ctg

gag aaa gct ctg aac aaa tga

Start Hisg TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin -

Abb. 13: Codonoptimierte synthetische cDNAs von Eotaxin-1, Interleukin-8 und SDF 1o im Amplifika-
tionsvektor pMA von der Firma MrGene; A, codonoptimierte cDNA von Eotaxin-1; B,
codonoptimierte cDNA fiir Interleukin-8; C, codonoptimierte cDNA fiir SDFla, atg
Startcodon, 3x aaa: K3 (3% Lysin), blau: TEV-Erkennungssequenz, rot: Stopcodon, schwarz:
Sequenz fiir das native Chemokin

Fiir weitere Klonierungsversuche wurden codonoptimierte synthetisch hergestellte cDNA-Se-
quenzen von Interleukin-8, Eotaxin-1 und SDFla verwendet. Da sowohl ein Vertreter der
CC- und ein Vertreter der CXC-Chemokine exprimiert werden sollte, wurde die néchste
Klonierung zunichst auf die Chemokine Eotaxin-1 und IL-8 fokussiert. Zudem ist IL-8 laut
Literaturangaben eines der Chemokine, dass gut rekombinant exprimierbar ist.[">*!

Im Klonierungsexperiment K2 wurden zwei Varianten der cDNAs von Eotaxin-1 und IL-8 in
den Expressionsvektor pReceiver kloniert. In einer Variante wurde die Sequenz fiir das sekre-
tierte native Chemokin ohne zusitzliche Anhinge kloniert. Bei der zweiten Variante wurde
eine Gensequenz fiir drei Lysinreste (K3) und eine Proteaseschnittstelle (TEV) vor die Se-
quenz fiir das native Chemokin eingefiigt, um die Expression zu erhéhen. Die Gensequenz fiir
K3TEV (drei Lysinreste und Tobacco-Etch-Virus-Proteaseschnittstelle) wurde wéhrend der
PCR vom Vektor pMA amplifiziert und somit vor der Chemokin-cDNA gehéngt. Nach der
Amplifikation enthielten die Inserts die Schnittstelle fiir Xmnl, das Startcodon, die Sequenz
fir den K3TEV-Anhang, die Sequenz fiir das Chemokin, das Stoppcodon und die Schnittstel-
le fiir NotI (Abb. 14).
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Xmnl Start | K3 (3x Lysin) TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin - Notl
Xmnl |Start Chemokin - Notl

Abb. 14: Struktur der Inserts nach der PCR fiir die Klonierung K2

Fiir die zweite Variante wurden Primer entworfen, so dass am Insert nach der PCR nur die
Schnittstellen fiir Xmnl und Notl, sowie das Start- und Stopcodon angehidngt waren. Der Vek-
tor und die Inserts wurden mit den Restriktionsendonukleasen Xmnl und NotI geschnitten und
danach bei der Ligation miteinander verkniipft. Nach Transformation der Ligationsansitze
beider Varianten in DH50 wurden mehrere Kolonien durch Kontroll-PCR und Sequenzierung
tiberpriift.

Abb. 15 zeigt je 4 Kontroll-PCR-Ansitze nach der Klonierung K2 im Agarosegel. Die ampli-
fizierten Inserts hatten eine Grofle von ca. 360 bp. Die Klonierung von Eotaxin-1K3TEV und
Interleukin-8K3TEV war jeweils bei 3 von 4 Klonen positiv und zeigte im Agarosegel deutli-
che Banden. Mittels Sequenzierung wurden die cDNA-Sequenzen der positiven Klone iiber-
priift. Auf dem Agarosegel in Abb. 15 B ist zu sehen, dass mit Eotaxin-1 ohne K3TEV 2 von 4
Klonen positiv und fiir Interleukin-8 ohne K3TEV 3 von 4 Klonen positiv waren. Diese In-
serts waren 36 bp kiirzer als die Variante mit der Lysin-TEV-schnittstelle.

A B
Eotaxin-1 opt. Interleukin-8 Eotaxin-1 opt. Interleukin-8
mit K3TEV mit K3TEV ohne K3TEV ohne K3TEV
M 12 3 4 1 2 3 4 nK pK M 1.2 3 4 1 2 34 nK pK
kb = - 3 kb
= 20 =
20 1 15 =
1.5 10 =
1,0! "
0,5 Lo
0,5 #% o == — - aw e — - - - -
—-— - " .
nK Negativkontrolle, pK Positivkontrolle nK Negativkontrolle, pK Positivkontrolle

Abb. 15: Kontroll-PCR-Anscitze von Klonierung K2 auf einem 2%igem Agarosegel; A, Eotaxin-1 und
IL-8 mit K3TEV-Sequenz, B, FEotaxin-1 und IL-8 ohne Anhang im Expressionsvektor
pReceiver, pK Positivkontrolle pReceiverEotaxin-1 mit urspriinglicher Sequenz, nK Negativ-
kontrolle mit Wasser, M Marker
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Tab. 28: Ergebnis der Sequenzierung der cDNAs nach dem Klonierungsexperiment K2(+ Sequenz
korrekt, - Sequenz nicht korrekt; K3TEV drei Lysinreste und TEV-Proteaseerkennungs-

sequenz)
Klon Gen Sequenz
1,2 und 4 Eotaxin-1K3TEV +
2-4 IL-8K3TEV +
1 Eotaxin-1 ohne K3TEV -
4 +
2,3 und 4 IL-8 ohne K3TEV -

Die Auswertung der Sequenzierung dieser cDNA-Variante, die in Tab. 28 dargestellt ist, ergab
eine korrekte Gensequenz fiir alle Klone, die die cDNA Eotaxin-1K3TEV und Interleu-
kin-8K3TEV enthielten. Von der Variante ohne K3TEV-Anhang wurde eine korrekte Gense-
quenz fiir einen Klon mit Eotaxin-1 ermittelt. In der Gensequenz des anderen Klons fehlte
eine Base an der Position 193 des sequenzierten Abschnitts. Die Klone mit den Gensequenzen
fir IL-80K3TEV enthielten alle 6-7 zusidtzliche Basen hinter dem Startcodon, so dass die
Aminoséduresequenz am N-Terminus bei einer Expression verdndert gewesen wére.

Die positiven Klone des Klonierungsexperimentes K2 wurden amplifiziert, die pDNA isoliert
und in Expressionsstimme BL21 DE3 bzw. BL21 DE3 pLysS bzw. RIL transformiert, um
ebenfalls Expressionsanalysen durchzufiihren.

2 BL21 DE3 pLysS % BL21 DES3 pLysS pReceiverlL-8K3TEV
pReceiverEotaxin-1K3TEV 25°C 30°C 37°C
25°C30°C 25°C30°C A B A B A
- - kba M nK pK Oh UN UN UN UN UN pK
M pK nK Oh UN UN UN UN
kDa 17—
17 [ et =
7 s - - =
7|— - [

Abb. 16: Western Blots von den Proben der Expressionsanalyse von BL21 DE3 pLysS mit den rekom-
binanten Vektoren; A, pReceiverEotaxin-1K3TEV, pK Positivkontrolle rhEotaxin-1; B,
pReceiverIL-8K3TEV, pK Positivkontrolle rhIL-8, A 0,1 mM, B 0,5 mM IPTG, UN iiber
Nacht, nK Negativkontrolle Expressionsstamm ohne Vektor

Die Expression der rekombinanten Vektoren pReceiverEotaxin-1K3TEV ~ und
pReceiverIL-8K3TEV im Expressionsstamm BL21 DE3 pLysS wurde bei verschiedenen
Temperaturen (25°C und 30°C) und IPTG-Konzentrationen (A 0,1 mM und B 0,5 mM) getes-
tet. Die entnommenen Proben wurden mittels Western Blots analysiert, die in Abb. 16 darge-
stellt sind.

Der Western Blot in Abb. 16 A zeigt nur eine mit Anti-Eotaxin-Ak detektierte Bande in der
Positivkontrolle, d.h. es wurde bei verschiedenen Temperaturen und IPTG-Konzentrationen
kein rekombinantes Eotaxin-1 mit dem Anhang K3TEV exprimiert. In Abb. 16 B sind die
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Proben des Expressionsansatzes mit IL-8K3TEV dargestellt. Auler in der Positivkontrolle
wurden keine eindeutigen Banden mit einer Grofle von 9,7 kDa detektiert. Die schwachen
Doppelbanden, die in allen Proben bei ca. 7 und 10 kDa sichtbar waren, waren auch in der
Negativkontrolle sichtbar und lieBen daher auf eine unspezifische Bindung des Antikorpers

schliefen.
A B
BL21 DE3 RIL pReceiverlL-80.K3TEV BL21 DE3 pReceiverlL-80.K3TEV
30°CA f 30°CA
KDa M nK pK Oh 4h UN 4h UN kDa M nK pK Oh 4h UN 4h UN 4h UN
7 — S : p _' v 7 o -
M Marker, pK Positivkontrolle rhIL-8 M Marker, pK Positivkontrolle rhIL-8

Abb. 17: Western Blots von den Proben der Expressionsanalyse mit den rekombinanten Vektor
pReceiverlL-80.K3TEV; A, in BL2]1 DE3 RIL; B, in BL2l DE3; M Marker, nK
Negtivkontrolle Expressionsstamm ohne Vektor, pK Positivkontrolle rhiL-8, A 0,1 mM IPTG

Das Ergebnis der Expressionsanalyse mit zwei Expressionsstimmen BL21 DE3 und BL21
DE3 RIL mit dem Vektor pReceiverIL-80.K3TEV bei 30°C mit 0,1 mM IPTG wurde in den
beiden Western Blots in Abb. 17 dargestellt. Es wurde weder bei den beiden getesteten Klonen
von BL21 DE3 RIL noch bei den drei Ansidtzen mit BL21 DE3 eine Bande des rekombinan-
ten Interleukin-8 detektiert.

5.1.3.3 K3: Codonoptimierte cDNA von Eotaxin-1, Interleukin-8 und SDF1a in die Ex-
pressionsvektoren pET22b und pET28a

Da verschiedene Varianten der Gensequenzen fiir humanes SDF1a, IL-8 und Eotaxin-1 im
Expressionsvektor pReceiver nicht exprimiert worden waren, wurden zwei weitere Expressi-
onsvektoren getestet. Um die Expression der rekombinanten Chemokine erfolgreich zu etab-
lieren, wurden die beiden Expressionsvektoren pET22b und pET28a eingesetzt.

Es ist bekannt, dass im Cytosol keine optimalen Bedingungen fiir die Ausbildung von
Disulfidbriicken vorhanden sind.!""**! Der Expressionsvektor pET22b enthilt eine zusitzliche
Gensequenz fiir das Signalpeptid pelB (Abb. 18), das den Transport eines Proteins in den
periplasmatischen Raum von Bakterien vermittelt. Das rekombinante Chemokin sollte dort
besser gefaltet werden als im Cytosol von E. coli und seine native Struktur erhalten. Das N-
terminale Signalpeptid wird nach dem Transport durch eine bakterielle Peptidase entfernt, so
dass der korrekte N-Terminus am Protein freigesetzt wird.
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T7 promoter primer #80348-3
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Abb. 18: Expressionsvektor pET22b, Multiple Cloning Site und exprimierbare tags, gelb: Schnittstel-
len fiir Restriktionsenzyme und Sequenz fiir pelB-Signalpeptid

Die codonoptimierten synthetischen cDNAs fiir die Chemokine Eotaxin-1, Interleukin-8 und
SDFla wurden in pET22b integriert. Bei der Amplifikation der Inserts fiir den Vektor
pET22b wurden die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Mscl (glatte Enden) und Notl
(klebrige Enden) sowie das Stoppcodon mit Hilfe der Primer angehidngt. Aufgrund der Pro-
duktion glatter DNA-Enden durch die Pfu-DNA-Polymerase brauchten die Inserts fiir die
Ligation nur mit Notl geschnitten werden. Die Inserts wurden nach dem Restriktionsverdau
an der glatten Schnittstelle fiir Mscl direkt hinter der pelB-Sequenz in den Vektor eingefiigt.

Der Vektor pET28a vermittelt den Anhang eines N- sowie eines C-terminalen Hisg-tags (Abb.
19). Dieser Anhang kann einerseits die Expression des rekombinanten Proteins verbessern
und andererseits zur Reinigung mittels Affinitdtschromatographie genutzt werden. An wel-
cher Position der Anhang gesetzt wird, kann mit Hilfe der Primer und der Auswahl der
Schnittstellen gesteuert werden. In dieser Arbeit wurde bei allen rekombinanten Chemokinen
der N-terminale His-Tag verwendet. Dazwischen wurde eine TEV-Proteaseschnittstelle
eingfiigt, um einen korrekten N-Terminus des rekombinanten Chemokins nach dem Entfernen
des tags zu erhalten. Die Erkennungssequenz der TEV-Protease lautet ENLYFQ/G oder S.
Die DNA-Sequenz wurde im Vektor pET28a hinter der His-tagsequenz gesetzt. Der N-
Terminus von Eotaxin-1 beginnt mit GPAS, der von der 72aa-Variante des IL-8 mit SAKEL
und der von SDF1a mit KPVSL. Da die TEV-Protease sowohl vor Glycin als auch vor Serin
schneidet, wurden die Sequenzen der Protease und der Chemokine so fusioniert
(ENLYFQ/GPAS bzw. ENLYFQ/SAKEL), dass spéter durch den Schnitt der Protease die
korrekten N-Termini von Eotaxin-1 und IL-8 erzeugt werden. Bei SDFla
(ENLYFQ/GKPVSL) bleibt ein Glycin zuriick, das aufgrund der fehlenden Seitenkette wenig
Einfluss auf die Struktur und Funktion haben sollte.
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T7 promoter primer #50348-3
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> Bglll T7 promoter lac operator _Xbal rbs
Neol His*Tag Ndel Nhel T*Tag
MetCly o:,e»\ ” ‘_, ertli sMetAl aSerMet \ GlyCiyG "\‘: n
E. thrombin
- Eagl .
BamH| EcoR | Sacl _Sall Hindll _ Notl  Xhol His*Tag
CCOTCCCCCATCCCAATTCCAGL TCCCTCCACAAGC TTRCGRCCECAC TCCACCACCACCACCATCACTACTCACATCCCECTOC TAAT AAACCLL 'Ba/*
MetSiyArgli ySerCl uPhell uleulrgArgCinAlal hrArgAl aP roProfrof roProleudrgSerBi ylysin
GCTCOGEATCLGAA CAGCTCCGTCOACAACCT TGCCOGCCOTALCTCCARBCALL c GG c o Bo
ClyArghAspProdsnierSeriervalAsplysleul ladl ol laledl ! uHi sH | |
¢ c c CCAC CTeS s gcee [+ AL e CECLTG B Be
c glleArglleArgAl afrode erleulrgfrol erse ul leArgieul eu o
Bpui102 |

T7 terminator

T7 terminator pnmer #58337-3

Abb. 19: Expressionsvektor pET28a, Multiple Cloning Site und exprimierbare tags, gelb: Schnittstel-
len fiir Restriktionsenzyme und His-tag-Sequenz

Ndel TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin - Notl

Ncol Ftart Hisg TEV-Proteaseerkennungssequ. Chemokin - Notl

Abb. 20: Struktur der Inserts nach der PCR fiir Klonierung K3 in den Vektor pET28a

Wiéhrend der PCR fiir die Klonierung in den Vektor pET28a wurden die Schnittstellen fiir die
Endonukleasen Ndel und Notl bzw. Ncol und Notl an die Inserts gehidngt. Das Startcodon lag
hier fiir Eotaxin-1 und IL-8 auf dem Vektor pET28a vor der Hisg-tag-Gensequenz. Zwischen
der Ndel-Schnittstelle und der Sequenz fiir das humane Chemokin wurde eine TEV-Protease-
Erkennungssequenz eingefiigt, die spdter zur Entfernung des Hise-tags genutzt wurde. Die
Gensequenz fiir die TEV-Erkennungsstelle wurde vom Amplifikationsvektor pMA bei der
PCR mit amplifiziert. Fiir SDFla wurden die His¢-tag-, TEV-Erkennungssequenz und das
Startcodon hinter der Schnittstelle Ncol mittels PCR an das Insert angehingt (Abb. 20). Insert
und Expressionsvektor wurden mit beiden Restriktionsenzymen geschnitten und im
Ligationsansatz verbunden. Von allen Ansédtzen wurden nach der Transformation in DH5a fiir
die Kontroll-PCR und die darauffolgenden Sequenzierungen Kolonien entnommen.

Das Agarosegel der Kontroll-PCR der IL-8-Klone in Abb. 21 A zeigt, dass Klon 1 mit Vektor
pET28a die cDNA enthielt. Bei zwei von drei Klonen mit Vektor pET22b wurde das Insert
mit einer GrofBe von 219 bp detektiert. In Abb. 21 B sind die Kontroll-PCR-Ansitze von je-
weils 3 Klonen mit der cDNA fiir Eotaxin-1 in den Vektoren pET22b und pET28a, sowie 3
Klone mit der Gensequenz fiir IL-8 in pET28a zu sehen. Alle Klone mit den Vektor pET28a
waren positiv und zeigten die Inserts als Bande bei einer Gro3e von 244 bp (Eotaxin-1) und
240 bp (IL-8). Die Gensequenz fiir Eotaxin-1 in pET22b konnte bei keinem der drei Klone
mit der Kontroll-PCR nachgewiesen werden.
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Abb. 21: Kontroll-PCR-Ansdtze des Klonierungsversuches K3 auf 2%igem Agarosegel; A, IL-8 in den
Expressionsvektoren pET22b und pET28a; B, Eotaxin-1 in den Expressionsvektoren pET22b
und pET28a und IL-8 in pET28a; nK Negativkontrolle mit Wasser
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Abb. 22: A, Expressionsvektor pET22b nach dem Restriktionsverdau mit Notl und darauffolgende
Religation mit T4-DNA-Ligase auf einem 1%igem Agarosegel; B, Kontroll-PCR-Ansditze der
c¢DNA von Eotaxin-1 im Expressionsvektor pET22b auf einem 2%igem Agarosegel; M Mar-
ker, nK Negativkontrolle 1 mit Wasser und 2 mit cDNA fiir andres Chemokin, pK Positivkon-
trolle mit pMAEotaxin-1

Deshalb wurde die Klonierung der cDNA von Eotaxin-1 in den Vektor pET22b verédndert.
Hierfiir wurde statt Mscl die Schnittstelle Ncol an das Insert gehidngt. Nach dem Restriktions-
verdau des Inserts und des Vektors pET22b mit Ncol und Notl hatten beide DNA-Molekiile
Enden mit Einzelstrangiiberhang. Dadurch wurde einerseits die Wahrscheinlichkeit fiir die
Ligation aufgrund komplementédrer Basen und andererseits die richtige Orientierung des In-
serts in den Vektor erhoht. Die Kontroll-PCR wurde nach der Ligation und der Transformati-
on in DH5a durchgefiihrt.

Seite 67 von 146



5. Ergebnisse

Um Fehler bei der Ligation auszuschlieBen und damit die Ausbeute an positiven Klonen zu
erhohen, wurde ein Kontrollansatz mit dem Vektor pET22b durchgefiihrt. Der Vektor wurde
mit dem Restriktionsenzym Notl geschnitten und danach in einem Ligationsansatz eingesetzt,
um die T4-DNA-Ligase zu testen. Das Ergebnis, das in Abb. 22 A dargestellt ist, zeigt zwei
Banden des religierten Vektors auf gleicher Hohe wie die des ungeschnittenenVektors (pK).
Daraus lieB sich schlussfolgern, dass die Ligation mit der T4-DNA-Ligase korrekt verlief. Bei
der Wiederholung der Klonierung von Eotaxin-1 in den Expressionsvektor pET22b wurden
nach der Transformation 12 Klone fiir die Kontroll-PCR entnommen. In Abb. 22 B sind die
PCR-Ansitze der Klone auf einem Agarosegel dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der
Amplifikationsvektor pMAEotaxin-1, als Negativkontrolle wurde zum einem Wasser und
zum anderen der Amplifikationsvektor mit einem anderen Chemokin eingesetzt. Die Negativ-
kontrollen zeigten, dass keine Kontamination und keine unspezifische Bindung der Primer
vorlag. Von den 12 Klonen, die das Gen fiir Eotaxin-1 enthalten sollten, waren 10 positiv und
zeigten eine Bande mit einer Grof3e von 225 bp.

Das Ergebnis der Kontroll-PCR mit je 4 Klonen vom Klonierungsexperiment K3 mit der
cDNA von SDF1la ist in Abb. 23 dargestellt. Das Insert im Vektor pET28a wurde bei 3 von 4
Klonen mit einer GroBe von 254 bp detektiert. Alle Klone mit dem Vektor pET22b enthielten
das Insert mit einer Grof3e von 207 bp. Die positiven Klone wurden durch Sequenzierung wei-
ter Uiberpriift.

SDF1a SDF1a
pET28a pET22b
M123 4pKt 12 34 nkKpkK2 M

bp bp
766 = - 766
500 - 500
250~= — 250
e B ppeme @ -5

Abb. 23: Kontroll-PCR-Ansdtze von der cDNA fiir SDFla im Klonierungsexperiment K3 auf einem
2%igem Agarosegel; M Marker, pKI1 und 2 Positivkontrolle mit pMASDF 1o, nK Negativ-
kontrolle mit Wasser

Tab. 29: Ergebnis der Sequenzierung der cDNAs nach dem Klonierungsexperiment K3 (+Sequenz
korrekt, - Sequenz nicht korrekt)

Klon Gen Sequenz
1-8, 10, 12 Eotaxin-1 pET22b +
11 Eotaxin-1 pET22b -
1-3 Eotaxin-1 pET28a +
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Klon Gen Sequenz
1 und 2 Interleukin-8 pET22b +/-
1 Interleunkin-8 pET28a +
1 pET28a SDFla -
2 und 3 pET28a SDF1a +
1-4 pET22b SDF1a +

Von den zehn positiven Klonen mit pET22b Eotaxin-1 des Kontroll-PCR-Ansatzes wurde bei
neun Klonen die korrekte Gensequenz ermittelt (Tab. 29). Bei der Sequenzierung des Inserts
im Vektor pET28a wurde eine richtige Gensequenz fiir Eotaxin-1 ermittelt. Bei beiden Klo-
nen, die das Gen fiir Interleukin-8 im Vektor pET22b enthielten, wurde die korrekte Gense-
quenz festgestellt. Fiir Klon 1 mit IL-8 im Vektor pET28a wurde ebenfalls eine korrekte Se-
quenz ermittelt. Es wurde bei allen Klonen mit SDF1a die korrekte cDNA-Sequenz festge-
stellt, auer bei dem ersten in pET28a. Klone mit der richtigen Gensequenz wurden amplifi-
ziert und die daraus isolierte pPDNA in den Expressionsstamm BL21 DE3 RIL transformiert
und auf Expression getestet.

BL21 DE3 RIL
pET22bIL-8 pET28alL-8
30°C 25°C 30°C

A A B B A B

kpa M nK pK 0h 4h UN 4h 4h UN ON
175 S—
e 508 1
58 4 el Bl =R
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e wﬁwﬁﬁ—~
30 i . — —
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Abb. 24: SDS-Gel mit den Proben der Expressionsanalyse von pET22bIL-8 und pET28alL-8 in BL21
DE3 RIL; A 0,1 mM und B 0,5 mM IPTG; nK Negativkontrolle BL21 DE3 RIL ohne Vektor,
pK Positivkontrolle rhIL-8

Das SDS-Gel in Abb. 24 zeigt die Proben des Ansatzes, bei dem die Expression von IL-8 im
Vektor pET22b im Expressionsstamm BL21 DE3 RIL bei 30°C mit zwei verschiedenen
IPTG-Konzentrationen (A 0,1 und B 0,5 mM) und bei 25°C mit 0,5 mM IPTG getestet wurde.
Nach 4 h und iiber Nacht wurden bei beiden Temperaturen unabhingig von der IPTG-
Konzentration signifikante Banden bei einer Grofle von 8,4 kDa detektiert. Ebenso wurden
deutliche Expressionsbanden mit einer Grofle von 11,3 kDa von Hise-tag-IL-8 unabhingig
von der eingesetzten Menge des IPTGs beobachtet.
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Abb. 25: SDS-Gele mit den Proben der Expressionsansdtze von Eotaxin-1 in BL21 DE3 RIL; A, ohne
His-tag und B, mit His-tag; M Marker, A 0,1 mM IPTG, pK kommerzielles rhEotaxin-1

In dem in Abb. 25 A dargestellten SDS-Gel mit den Proben der Expressionsanalyse von
pET22bEotaxin-1 ist keine Expressionsbande bei einer GréB3e von 8,4 kDa zu erkennen. Bei
dem Expressionstest des His-getagten Eotaxin-1, in Abb. 25 B, konnte nach 4 h bei 30°C eine
deutliche Bande mit einer Gréfle von 11,3 kDa detektiert werden. Diese Expressionsbande
war in den Ubernachtproben bei weiteren Versuchen nicht mehr zu erkennen. Das exprimierte
rekombinante Hisg-tag-Eotaxin-1 wurde vermutlich in der Zelle durch Proteasen abgebaut.
Sofortiges Einfrieren der Zellpellets nach 4 h Expression und die Zugabe von Protease-
inhibitoren verhinderten nicht den Abbau des Proteins.

A B
BL21 DE3 RIL BL21 DE3 RIL
pET22bSDF1a pET28aSDF1a
30°CA 30°CA
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pE|B-SDF1U 10 HisSDF1a

SDF1a

Abb. 26: SDS-Gele mit den Proben der Expressionanalyse von SDFlo in BL21 DE3 RIL; A,
pPET22bSDF 10, und B, pET28aSDF la; M Marker, nK Expressionsstamm ohne Vektor

Die Proben der Expression von SDF1a mit dem Signalpeptid pelB (pET22b) fiir den Trans-
port in den periplasmatischen Raum werden im SDS-Gel in Abb. 26 A gezeigt. Die

Seite 70 von 146



5. Ergebnisse

ungeschnittene Variante lag als dickere Bande etwas hoher als die des nativen SDF1a, das
eine GroBe von 8,0 kDa hatte. Das native Chemokin war nach 4 h und bei den Ubernachtpro-
ben als schwache Bande zu sehen. Damit wurde gezeigt, dass der Transport in den
periplasmatischen Raum bzw. die Abtrennung des pelB-Peptids in E. coli nicht vollstéindig
war und die Expression schneller als die Verarbeitung ablief. Das SDS-Gel in Abb. 26 B mit
den Proben der Expressionsanalyse mit dem rekombinanten Vektor pET28aSDF1a zeigt deut-
liche Expressionsbanden des Chemokins mit His-tag mit einer GréBe von 9,7 kDa nach 4 h
und iiber Nacht.

5.1.3.4 K4: codonoptimierte cDNA von Eotaxin-1 und Interleukin-8 in den Expressi-
onsvektor pET28a ohne His-tag

Aufgrund der guten Ergebnisse der Expressionsanalyse mit den rekombinanten Vektor
pET28a wurden fiir eine tagfreie Expression die cDNAs von Eotaxin-1 und IL-8 kloniert. Um
die Entfernung des His-Tags zu sparen, wurden die Gene ohne die His-Tag- und TEV-
Erkennungssequenz in den Vektor pET28a eingefiigt. Beim Restriktionsverdau mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Ncol und Notl wurde die His-tagcodierende Sequenz aus dem Vektor
pET28a entfernt. Von den cDNAs fiir Eotaxin-1 und IL-8 wurden nur die Gensequenzen fiir
die nativen Proteine mit den Restriktionsenzym-schnittstellen Ncol und Notl mittels PCR
amplifiziert. Nach dem Restriktionsverdau der Inserts wurden diese mit dem Vektor ligiert
und die Ansdtze danach in DHS5a transformiert. Die Kontroll-PCR wurde mit 2 bis 3 Klonen
durchgefiihrt (Abb. 27).

pET28a pET28a
Eotaxin-10.H. IL-80.H.

M 1 2 3 1 2 nK pK1 pK2
bp

700 —
500

250~
20 SRe——— - —

Abb. 27: Kontroll-PCR-Ansditze der cDNA vom Klonierungsexperiment K4 auf einem 2%igem Agaro-
segel; M Marker, nK Negativkontrolle; pK1 Positivkontrolle mit pMAFEotaxin-1; pK2 Posi-
tivkontrolle mit pMAIL-8; 0.H. ohne His-Tag

Bei nur einem der beiden rekombinanten Klone mit pET28alL-80.H. war das Insert als Bande
mit einer GroBBe von 225 bp erkennbar. Die Inserts von Eotaxin-10.H. hatten eine Gro3e von
228 bp und wurden bei allen Klonen detektiert.
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Tab. 30: Ergebnis von der Sequenzierung der cDNAs nach dem Klonierungsexperiment K4 (+Sequenz
korrekt, - Sequenz nicht korrekt)

Klon Gen Sequenz
1-3 pET28a Eotaxin-1 o.H. +
2 pET28a IL-8 o.H. +

Die Ergebnisse der Sequenzierung der cDNAs von der Klonierung 4 sind in Tab. 30 darge-
stellt. Alle getesteten Klone von den Kontroll-PCR-Ansétzen enthielten die korrekte Gense-
quenz. Nach der Amplifikation, pDNA-Isolierung und Transformation in den Expressions-
stamm Rosetta DE3 bzw. BL21 DE3 RIL wurden die Konstrukte auf Expression tiberpriift.
Die Expression wurde mit einer Endkonzentration von 0,1 mM IPTG induziert und erfolgte
bei 30°C.

Das Ergebnis der Expressionsanalyse mit dem rekombinanten Vektor pET28alL-80.H. in Ro-
setta DE3 und BL21 DE3 RIL wird in Abb. 28 présentiert. Bei beiden Expressionsstimmen
wurden nach 4 h und tiber Nacht deutliche Expressionsbanden mit einer Gré3e von 8,4 kDa
beobachtet. Rosetta DE3 hat einen @hnlichen genetischen Hintergrund wie in BL21 DE3 RIL
mit Ausnahme der /on-Proteasemutation und den Genen fiir zusitzliche tRNAs. Also schei-
nen die zusétzlich produzierten tRNAs nicht expressionsbestimmend zu sein.

Die Interleukin-8-Variante ohne His-tag enthdlt am N-Terminus ein Glycin vor der natiirli-
chen Aminoséduresequenz und ist daher 57 Da grofer als die Positivkontrolle. In der Natur
werden zwei verschiedene Varianten von IL-8 produziert. Die Variante mit 72 Aminosduren
ist genauso aktiv wie die mit 77 Aminosduren. Daher wird vermutet, dass ein Anhang von
zusétzlichen Aminosduren an den N-Terminus der 72aa-IL-8-Variante die Aktivitét nicht re-
duziert.['>”!

Rosetta DE3 BL21 DE3 RIL
pET28a IL-80.H.  |L-8 pET28a IL-80.H.
kDa !VI Oh 4hUN 4h UN sigma Oh 4h

50
37
25 E:

20
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Abb. 28: SDS-Gel mit den Proben der Expressionsanalyse von Rosetta DE3 und BL21 DE3 RIL mit
dem rekombinanten Vektor pET28alL-80.H.; M Marker, IL-8 Sigma Positivkontrolle
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Abb. 29: SDS-Gel (A) und Western Blot (B) mit den Proben der Expressionsanalyse von BL21 DE3
RIL pET28aEotaxin-1o.H.; M Marker, pK Positivkontrolle rhEotaxin-1, nK1 Negativkon-
trolle BL21 DE3 RIL ohne Vektor, nK2 Negativkontrolle rhiL-8

Das Ergebnis der Expression von Eotaxin-1o.H. wird in Abb. 29 gezeigt. Hier wurde nach 4 h
eine schwache Expressionsbande sichtbar, die in der Nullprobe und Ubernachtprobe nicht
erkennbar war. Im Western Blot in Abb. 29 B wurden bei beiden Expressionsansitzen signifi-
kante Banden von Eotaxin-10.H. auf Hohe der Positivkontrolle detektiert. Die Abschwéichung
der Bande vermutlich durch den Abbau des Proteins in den Zellen war bei den Ubernachtpro-
ben (UN) ebenfalls zu sehen. Der Abbau des Proteins wurde nicht durch sofortiges Einfrieren
der Zellpellets und Zugabe von Proteaseinhibitoren verhindert.

5.2 Reinigung von rekombinanten humanen Chemokinen aus E. coli

Die rekombinanten Bakterienstimme, die bei den Expressionstests deutliche Expressionsban-
den gezeigt hatten, wurden in Ansdtzen im Mafstab von 200-800 ml verwendet. Nach der
Induktion mit IPTG erfolgte die Expression der rekombinanten Chemokine fiir zwei bis vier
Stunden oder tiber Nacht bei 25-30°C. Die GroBansétze wurden zentrifugiert und die Zellpel-
lets fiir die Zelllyse und Reinigung der rekombinanten Chemokine verwendet.

5.2.1 Vergleich und Optimierung verschiedener Zelllysemethoden

Zur Optimierung der Zelllyse und fiir die ersten Chromatographieldufe wurde der Vektor
pIL8tac von der Firma Bayer Schering Pharma zur Verfiigung gestellt. Der Vektor ermog-
lichte eine tagfreie Expression von rekombinantem IL-8.

Die ersten Zelllysemethoden wurden nach Koltermann et al. durchgefiihrt.!'*! Dazu wurde
das Zellpellet in Trispuffer resuspendiert, mit Lysozym und EDTA versetzt und auf Eis
inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension in fliissigem Stickstoff eingefroren und wieder
aufgetaut. Das Volumen wurde mit Trispuffer mit 0,5% Tween-20 verdoppelt. Der Uberstand
des Zelllysats wurde nach der Zentrifugation entnommen und chromatographisch mit einer
Heparinsdule getrennt. Chemokine haben am C-Terminus eine Glykosaminoglykanbindungs-
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stelle und binden deshalb spezifisch an Heparin. Bei 280 nm wurden sehr geringe Protein-
mengen detektiert. Deshalb wurde in weiteren Versuchen eine Kombination verschiedener
Methoden getestet, um eine optimale Ausbeute der Proteine insbesondere von IL-8 in der 16s-
lichen Fraktion zu erhalten. Die Proteinmenge in den Uberstéinden der Zelllysate wurden mit
Auftragung gleicher Probenvolumen bei der Affinititschromatographie durch den Vergleich
der Peakfldachen der Durchflussfraktion sowie der Fraktionen im NaCl-Gradienten ermittelt.

Die Expressionsansidtze wurden mit dem rekombinanten Expressionsstamm BL21 DE3 RIL
pIL8tac durchgefiihrt. Nach der Expression iiber Nacht wurden die Zellpellets der 100 ml
Ansitze fiir die Behandlung mit verschiedenen Lysemethoden eingesetzt (Tab. 31). Alle
Zelllysatiiberstdnde hatten ein Gesamtvolumen von 4 ml, von denen je 1 ml fiir die Affinitéts-
chromatographie eingesetzt wurde. Tab. 31 zeigt die einzelnen Arbeitsschritte und ihre Dauer.
In der letzten Zeile der Tabelle wurden die Peakflichen der Durchflussfraktion sowie der
Fraktionen im NaCl-Gradienten dargestellt. Die Peakfldche der Fraktionen (zweiter Wert), die
wiéhrend des Salzgradienten gesammelt wurden, war besonders relevant, da sie das IL-8 ent-
hielten. Die Werte der Ansétze 1-3 zeigten einen Zusammenhang zwischen der Dauer von
Ultraschallbehandlung sowie Lysozymeinwirkung und der Proteinausbeute. Die Peakfldchen
von Ansatz 1, die nur 10 min im Ultraschallbad standen, waren mit 1061 und 31 mAU*min
deutlich niedriger als bei den Ansétzen 2 und 3, die jeweils 30 min sonifiziert worden waren,
mit Werten bei 1257 und 42 mAU*min bzw. 4950 und 172 mAU*min. Im Ansatz 3 wurden
nach 60 min Einwirkungsdauer von Lysozym groflere Peakfldchen ermittelt als im Ansatz 2
nach 25 min. Einen grofen Einfluss hatte der Gefrier-Tau-Zyklus (G-T-Zyklus). Hier wurde
bei den Ansétzen 4, 7 und 8 groBere Peakflachen detektiert als bei den Ansédtzen 5 und 6, die
nicht eingefroren worden waren (Abb. 30, Abb. 31).

Tab. 31: Vergleich der Peakfldichen der Chromatogramme von Zelllysaten nach Bearbeitung mit ver-
schiedenen Zelllysemethoden. Alle Ansditze wurden mit einer Endkonzentration von
0,2 mg/ml Lysozym behandelt sowie mind. 60 min mit detergenzhaltigen Puffer.

Ansatz 1 2 3 4 5 6 7 8
Ultraschallbad [min] 10 30 30 30 30 60 60 60
Lysozymeinwirkung [min] 25 25 60 60 60/Rt | 120 120 120
Lysepuffer mit Detergenz [min] 60 60 60 60 60 90 60 60
Gefrier-Tau-Zyklus nein nein nein ja nein nein ja ja

Peakfldache DF [Area mAU*min]
1061 | 1257 | 4950 6393 | 3665 | 4712 | 5859 | 6193

Peakflache im NaCl-Gradient [Area

mAU*min] 31 42 172 363 | 124 | 134 | 213 | 247
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Abb. 30: Peakflichen der Durchflussfraktionen (DF) und Fraktionen im NaCl-Gradienten von
Chromatogrammen verschiedener Zelllyseansditze
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Abb. 31: Peakflichen der Durchflussfraktionen von Chromatogrammen verschiedener Zelllyseansditze
ohne und mit Gefrier-Tau-Zyklus (G-T-Zyklus)
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Sehr grofle Mengen genomischer DNA verliehen den Lysaten eine hohe Viskositdt. Aufgrund
der negativen Ladungen der DNA binden daran die positiv geladenen Proteine wie IL-8 und
werden bei der Zentrifugation im Pellet zuriickgehalten. Die von den Zelllysetests angefal-
lenen Pellets wurden daher gepoolt (Ansdtze 1-4 und 5-8), nochmals in Trispuffer
resuspendiert und dann zusétzlich mit einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml DNasel behan-
delt.

Tab. 32: Peakflichen der Durchflussfraktion und Fraktionen im NaCl-Gradient von Chromato-
grammen von den Uberstinden der vereinigten Pellets der Zelllysate nach Einwirkung von
DNasel; HiTrap Heparin 1 ml-Scule, 7 ml Probe

Arbeitsschritt\Ansiitze 1 bis 4 5 bis 8
mit DNasel 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml
Probenmenge [ml] 7 7
Peakfliche DF [Area mAU*min] 42076 40593
Peakfliache im NaCl-Gradient [Area mAU*min] 5614 3956

Dadurch verfliissigten sich die Pellets und weitere Proteine wurden in die 16sliche Fraktion
tiberfiihrt, die als Peakfldchen der Chromatogramme in Tab. 32 dargestellt sind. Peakfldchen
im NaCl-Gradienten von 5614 und 3956 mAU*min zeigten, dass weitere heparinbindende
Proteine also vermutlich auch IL-8 durch die Zugabe der DNasel in den Zelllysatiiberstand
freigesetzt worden waren.

Durch den Vergleich der durchgefiihrten Zelllysemethoden und den in der Literatur beschrie-
benen Lysemethoden wurde eine optimierte Methode (Wiese et al., im Druck) fiir 16sliche
rekombinante Chemokine mit folgenden Arbeitsschritten etabliert:

Das Zellpellet wurde in Resuspensionspuffer 2 (40 mM Na,HPO4, 90 mM NaCl pH 7,0)
resuspendiert, eine Tablette Complete MINI Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pro 10 ml
Zelllysat, sowie DNasel mit einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml und Lysozym mit einer
Endkonzentration von 0,4 mg/ml dazu gegeben und 2 h auf Eis inkubiert. Die Zugabe von
EDTA fiihrt durch die Bindung von Ca®" zu einer Destabilisierung der Zellwand und verbes-
sert dadurch die Wirkung des Lysozyms. Es wurde Lysispuffer 2 bzw. 3 (mit Triton X-100
bzw. Triton X-114) mit einer Endkonzentration von 0,25% Detergenz und 0,2 mg/ml DNasel
zum Gesamtzelllysat zugegeben. Das Detergenz zerstort die Zellmembran der Bakterien. Die
Sonifizierung erfolgte fiir 3x 30 sec bei 50% Leistung mit einer Ultraschallsonde (Bandelin
Sonopuls) statt dem Ultraschallbad. Danach wurde das Zelllysat fiir 30 min in fliissigem
Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut. Durch die gebildeten Eiskristalle wird die Zell-
membran ebenfalls zerstort. Mit der Kombination der verschiedenen Lysemethoden wurde
der Aufschluss der Zellen verbessert und die Menge des freigesetzten rekombinanten nativen
Chemokins erhoht. Durch Inkubation iiber Nacht wurde der vollstindige Abbau der DNA
durch die DNasel gewihrleistet. IL-8, das noch die hydrophobe pelB-Sequenz enthielt, ver-
blieb nach dem Zentrifugieren im Pellet. Der Zelllysatiiberstand wurde fiir die chromato-
graphische Reinigung des nativen 16slichen Chemokins eingesetzt.
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Fiir die Lyse von rekombinanten Zellen, die Interleukin-8 mit His-tag exprimiert hatten, wur-
den der Resuspensionspuffer 3 und Lysispuffer 4 (300 mM statt 90 mM NaCl und 20 mM
Imidazol) verwendet. Die erhohte Salzkonzentration und das Imidazol verringern unspezifi-
sche Bindungen der E. coli-Proteine an der Nickelsdule und wurden in dem Datenblatt der
HisTrap-Séule vom Hersteller empfohlen. Da das His-getagte SDF1a als unlosliche Form
vorlag, wurde Resuspensionspuffer 3 eingesetzt und nach der Lysozymeinwirkung mit End-
konzentrationen von 3 mM reduziertem Glutathion, 2 M Harnstoff und 0,25% Triton X-114
versetzt. Durch die Zugabe von Harnstoff und reduziertem Glutathion wurden die Einschluss-
korper gelost und das Protein dabei denaturiert. Alle weiteren Arbeitsschritte der Zelllyse
wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Nach der Zelllyse von BL21 DE3 RIL pET28aEotaxin-1 wurde trotz Zugabe von
Proteaseinhibitoren weder im Uberstand noch im Pellet eine Proteinbande des rekombinanten
Proteins im SDS-Gel gesehen. Auch das Einfrieren der Zellpellets direkt nach der Expression
sowie eine Zugabe von grofBeren Mengen der Proteaseinhibitoren verhinderten nicht den Ab-
bau des Proteins. Obwohl die Proteaseinhibitorcocktailtabletten mehrere Proteaserhemmer
enthielten, konnte die bakterielle Protease, die vermutlich das Chemokin abbaut, nicht ge-
hemmt werden.

5.2.2 Freisetzung von IL-8 aus dem periplasmatischen Raum

Um die Faltung des rekombinanten Proteins zu verbessern wurde es mit Hilfe eines Signal-
peptids in den periplasmatischen Raum transportiert. Mehrere verschiedene Signalpeptide,
z.B. pelB, ompA, phoA und StIl, erméglichen diesen Transport. Die in dieser Arbeit
exprimierten Chemokine wurden durch das vom Vektor pET22b codierte pelB-Peptid in den
periplasmatischen Raum transportiert. Dort wurde das Signalpeptid durch eine bakterielle
endogene Aminopeptidase entfernt und das native Chemokin freigesetzt.

Eine weitere Zelllysemethode, die gezielt nur Proteine aus dem periplasmatischen Raum in
den Uberstand iiberfiihren sollte, wurde nach Chen et al.l'®” getestet. Hierzu wurden die re-
kombinanten Zellen mit dem Vektor pET22bIL-8 einem osmotischen Schock, der die Freiset-
zung des Interleukin-8 aus dem periplasmatischen Raum fordert, unterworfen. Dafiir wurde
zuerst eine 20%ige Saccharoselosung mit 0,5 mM EDTA zu den Zellen gegeben. Die hohe
Zuckerkonzentration verursacht ein Schrumpfen der Zelle und EDTA destabilisiert die LPS-
Struktur der Zellwand und fiihrt zu einer hoheren Permeabilitdt der dulleren Membran. Durch
die Zugabe von destilliertem Wasser vergroflert sich die Zelle schlagartig und die Proteine
werden aus dem periplasmatischen Raum nach aulen ins umgebende Medium abgegeben. Die
Proteine sollten nach dem Abzentrifugieren der Zellen gereinigt werden.

Im SDS-Gel waren keine Proteinbanden, die dem rekombinanten IL-8 entsprachen, zu sehen.
AuBerdem wurde eine Zerstorung der inneren Membran bei der Durchfiihrung festgestellt, so
dass die Losung aufgrund der freigesetzten DNA viskos war.
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5.2.3 Reinigung von rekombinanten Chemokinen mittels Chromatographie

5.2.3.1 Auswahl der Chromatographiemethoden

Die ersten FPLC-Léufe wurden mit Affinitdtschromatographie an einer HiTrap Heparin FF
1 ml-Sédule durchgefiihrt. Chemokine besitzen am C-Terminus eine Glykosaminoglykan-
bindungsstelle und binden deshalb mit einer hohen Affinitit an Heparin. Ob die Heparinsaule,
das rekombinante Chemokin bindet, wurde mit gekauftem rhIL-8 iiberpriift. In Abb. 32 ist das
Chromatogramm der Affinitdtschromatographie dargestellt. Die Elution erfolgte mit einem
linearen Gradient von 50 bis 2000 mM NaCl. Eine geringe Verunreinigung des gekauften
IL-8 zeigte sich in einem minimalen Peak in der Druchflussfraktion (DF) X1. Die Elution des
Chemokins erfolgte zwischen 1200-1500 mM NaCl. Die hohe zur Elution benétigte NaCl-
Konzentration bewies eine starke Bindung des Proteins an das Heparin. Beim exprimierten
rekombinanten IL-8 wurden daher ebenfalls hohe Salzkonzentrationen zur Elution verwendet.

—_ UV LCond —— Cong ==--- Inject ~ ===--= Fractions

mAU 29.96

20.0

15.0

10.0

50

543
r\: 0.85 26.7
0.0 ~— 20.19 5152
—
X1 PoAt b A2 1 A3 1AMl A Waste

0.0 10.0 20.0 300 40.0 50.0 min

Abb. 32: Chromatogramm der Affinitdtschromatographie mit einer Heparinsdule mit 1 ml Probe, die
100 ug des gekauften rhiL-8 enthielt. Puffer A1: 20 mM Tris pH 8,0, Puffer B1: 20 mM Tris,
2 M NaCl pH 8,0; blau: Detektion bei 280 nm

Bei der Chromatographie wurden die Proteine bei 280 nm photometrisch detektiert. Welche
Proteine aufgesammelt worden waren, wurde daraus jedoch nicht ersichtlich. Daher war ein
wichtiger Schritt bei der Reinigung der rekombinanten Chemokine die Analytik mittels
Massenspektrometrie. Hierbei wurden die Massen der Proteine in den gesammelten FPLC-
Fraktionen mit den gekauften rekombinanten Chemokinen verglichen. Die Massen der His-
getagten Chemokine wurden aus den Aminosduresequenzen mit Hilfe eines
Proteinmassenkalkulationprogrammes (ProteinCalculator v3.3) ermittelt.

Wihrend der Tests zur Reinigung des rekombinanten Interleukin-8 wurden die gesammelten
Fraktionen nach jedem Chromatographieschritt am Massenspektrometer iiberpriift. Nach der
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Optimierung der Reinigungsmethode wurden am Ende nur die Gelfiltrationsfraktionen mit
dem gereinigten Chemokin analysiert.

In Abb. 33 A ist das Massenspektrum des kommerziellen rhIL-8 (Kontrolle) dargestellt. Das
zweite Massenspektrum (B) zeigt die Analyse einer FPLC-Fraktion eines einzelnen
Chromatographieschrittes mit einer Heparinsdule, bei dem 100 pg kommerzielles rhIL-8 auf-
getragen und iiber einen Salzgradienten eluiert wurden (Abb. 32). Mit dem ProteinCalculator
v3.3 wurde eine Masse von 8380 Da berechnet. In beiden Spektren ist das einfach geladene
Protein als Peak mit einer Masse von 8391 und 8392 Da mit einer Intensitdt von 100% zu
sehen. Im Spektrum A wurde ein Peak mit einer Masse von 16772 Da detektiert, der dem ein-
fach geladenen Dimer von IL-8 entspricht. Die Breite der Peaks entstand durch die Detektion
verschiedener Massenisotope des Chemokins. Ein kleinerer Peak mit einer Masse von
12580 Da in Abb. 33 A war auf eine geringe Verunreinigung des gekauften Chemokins zu-
riickzufiihren.
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Abb. 33: Massenspektren von Interleukin-8, A Positivkontrolle rhiL-8, B FPLC-Fraktion F5 eines
Tests mit 100 ug rhiL-8 bei der Affinitctschromatographie mit einer Heparinsdule
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Als nichster Testansatz wurde ein Zelllysatiiberstand aus dem rekombinanten Expressions-
stamm BL21 DE3 RIL pIL8tac verwendet. Das Chromatogramm der Affinitidtschromatogra-
phie mit 7 ml des Zelllysatiiberstands von BL21 DE3 RIL pIL8tac wird in Abb. 34 gezeigt.
Der Peak der Durchflussfraktion wurde mit 2700 mAU detektiert. Wéhrend der Elution im
NaCl-Gradienten wurden zwei sich tiberlappende Peaks aufgezeichnet. Die Elution der Prote-
ine erfolgte zwischen 30-80%B (600-1600 mM NacCl). Die Methode wurde mit zwei weiteren
Zelllysatiiberstinden wiederholt. Dafiir wurden jeweils 11 ml Probe injiziert. Die gesammel-
ten Fraktionen des Durchflusses und des NaCl-Gradienten wurden mit SDS-PAGE analysiert
(ADb. 35). Pro Probe wurden 10 pg Gesamtproteinmenge aufgetragen. Alle Durchflussfraktio-
nen wurden mit X1 bezeichnet und Fraktionen, die wihrend des NaCl-Gradienten gesammelt
worden waren, wurden mit Al bis A5 nummeriert.
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Abb. 34: Chromatogramm der Affinititschromatographie an einer Heparinsdule mit 7 ml Zelllysat-
tiberstand von BL21 DE3 RIL pIL8tac; Puffer Al und Bl

Im ersten Gel der Abb. 35 wurde als Positivkontrolle, 10 ng kommerzielles rhIL-8 aufgetra-
gen. Bei beiden Gelen zeigten die Durchflussfraktionen X1 dhnliche Banden, die im gréeren
Molekulargewichtsbereich lagen. Das Fehlen der Bande von IL-8 in der Durchflussfraktion
bewies eine vollstdndige Bindung an der Séule. Eine deutliche Bande, die dem Molekularge-
wicht der Positivkontrolle entsprach, war bei allen Léufen in den Fraktionen A4 und A5 zu
erkennen. Die Fraktionen A3 enthielten ebenfalls eine schwache Bande mit einer GréBe von
8,4 kDa. Von zwei Chromatographieldufen wurden die Fraktionen A5 gemischt und 10 ug
Gesamtproteinmenge eingesetzt. Alle Fraktionen, die das rhIL-8 enthielten, zeigten weitere
Banden von E. coli-Proteinen.
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Abb. 35: SDS-Gele mit den FPLC-Fraktionen der Léufe 25-28 mit 10 ug Gesamtproteinmenge pro
Probe, HiTrap Heparin FF 1 mi-Sdule; X1, A1-5 Fraktionen

Die FPLC-Fraktionen von den Tests an der Heparinsdule wurden nicht nur mit SDS-PAGE
(Abb. 35) sondern auch mit Massenspektrometrie analysiert. Dadurch konnten Proteine, die
aufgrund ihrer dhnlichen Massen im SDS-Gel nicht aufgelost worden waren, detektiert wer-
den. Abb. 36 zeigt die drei Spektren der Fraktionen A3-A5 eines Chromatographielaufs. Peaks
mit einer Masse von 8382, 8381 und 8388 Da mit einer Intensitit von 100% entsprachen dem
einfach positiv geladenen Interleukin-8 und stimmten mit dem Nachweis im SDS-Gel tiiber-
ein. In Abb. 36 A-C sind mehrere Peaks von anderen Proteinen aus dem Zelllysatiiberstand
sichtbar, die zusammen mit IL-8 eluieren. Damit wurde zusitzlich zur Gelelektrophorese
nachgewiesen, dass die Heparinsdule nicht nur IL-8 sondern auch E.coli-Proteine bindet. Da-
raus wurde abgeleitet, dass ein einzelner Chromatographieschritt fiir die Reinigung nicht aus-
reichend war.
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Abb. 36: Massenspektren von FPLC-Fraktionen der Affinititschromatographie an einer Heparin-
sdule, bei der 7 ml Zelllysatiiberstand eines Expressionsansatzes mit BL21 DE3 RIL pIL8tac
eingesetzt wurden, A Fraktion A3, B Fraktion A4, C Fraktion A5

Weitere Tests fiir die Reinigung rekombinanter Chemokine wurden mit einer Kationenaustau-
schersdule durchgefiihrt. Der pl bei 9,2 von Interleukin-8 wurde {iber die Aminosiuresequenz
ermittelt. Daher liegt das Chemokin bei pH 7,0 positiv geladen vor und kann an einem Katio-
nenaustauscher binden.

Ein erster Test, der in Abb. 37 zu sehen ist, wurde mit dem Uberstand eines Zelllysats von
BL21 DE3 RIL plIL8tac an einer SP FF 1 ml-Séule durchgefiihrt. Es wurden 7,5 ml Probe
injiziert, und die Elution der positiv geladenen Proteine erfolgte mit einem NaCl-Gradienten
von 0-50%B2 iiber 12 Siulenvolumen. Das Chromatogramm zeigt eine Uberlappung des
Peaks der Durchflussfraktion mit dem ersten Peak im NaCl-Gradienten, was auf eine zu kurze
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Waschphase zwischen Injektion der Probe und Beginn des Salzgradienten zuriickzufiihren ist.
Bei der Elution der Proteine waren zwei sich liberlappende Peaks nach 19,2 und 22,3 min zu
erkennen.
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Abb. 37: Chromatogramm der lonenaustauschchromatographie mit 7 ml Zelllysatiiberstand von BL21
DE3 RIL plILS8tac, Puffer A2: 40 mM Na2HPO4, 80 mM NaCl pH 7,0, Puffer B2: 40 mM
Na2HPO4, 2 M NaCl pH 7,0; blau: Detektion bei 280 nm
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Abb. 38: SDS-Gel mit den FPLC-Fraktionen einer Kationenaustauschchromatographie, SP FF 1 ml-
Sciule, 10 ug Gesamtproteinmenge pro Probe; pK Positivkontrolle rhiL-8, L52 FPLC-Lauf,
X1, A3-A5 Fraktionen
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Die Fraktionen eines FPLC-Laufs mit einer Kationenaustauschersiule sind im SDS-Gel in
Abb. 38 zu sehen. In der Durchflussfraktion X1 sind Banden mit hohen Molekulargewichten
erkennbar. Auf Hohe der Positivkontrolle wurde im Durchfluss keine Bande detektiert, d.h.
IL-8 war vollstindig an den Kationenaustauscher gebunden. In den Fraktionen A3 und A4 ist
eine signifikante Bande bei ca. 14 kDa zu sehen. Diese Bande entspricht dem Lysozym, das
mit einem pl von 9 bei pH 7,0 ebenfalls positiv geladen war. In den Fraktionen A4 und A5 lag
jeweils eine Bande mit einem Molekulargewicht von 8,4 kDa auf gleicher Hohe mit der Posi-
tivkontrolle. Die starke Bande des Lysozyms und die Bande von rhIL-8 waren in Fraktion A4
gut erkennbar. Diese Fraktion beinhaltete die Uberschneidung der beiden Peaks, von denen
der erste das Lysozym und letzterer das rekombinante Interleukin-8 enthielt. Interleukin-8
bindet bei pH 7,0 stirker an den Kationenaustauscher als Lysozym und wurde deshalb bei
einer hoheren Salzkonzentration von der Séule eluiert. Weitere Proteinbanden wurden in den
IL-8 haltigen Fraktionen detektiert.

Die entsprechenden Massenspektren der gesammelten FPLC-Fraktionen vom Test an der SP
FF 1 ml-Sdule, mit einem aufgetragenen Zelllysatiiberstand, sind in Abb. 39 dargestellt. In
Abbildung A sind mehrere Proteinmassen zu erkennen, die den positiv geladenen E. coli-
Proteinen entsprachen und an der SP FF-Sdule gebunden hatten. Die Masse 8380 Da von
rhIL-8 wurde ebenfalls detektiert. Auffillig waren die zwei Peaks mit den Massen 14286 und
14293 Da in Abb. 39 A und B, die dem in der Zelllyse eingesetzten einfach geladenen
Lysozym entsprechen. Die Peaks mit den Massen 7146 und 7151 Da [M+2H]*" entsprechen
dem zweifach geladenen Lysozym. In Abb. 39 C wurde keine Masse detektiert, die dem
Lysozym entspricht. Auerdem fiel auf, dass die Peaks mit der Masse des einfach geladenen
Interleukin-8 bei 8382 Da in den Bildern B und C ein Signal mit 100% Intensitit zeigten. Die
Massen 4188 und 4190 Da entsprechen dem zweifach geladenen Chemokin. In der letzten
Fraktion waren keine anderen Proteine als IL-8 detektiert worden, obwohl im SDS-Gel weite-
re Banden zu sehen sind. Hier zeigte sich die Relevanz der Verwendung von zwei Nachweis-
methoden. Proteine mit &hnlichen Massen konnen im SDS-Gel nicht unterschieden werden
und einige Proteine werden im Massenspektrum nicht sichtbar aufgrund ihrer Flugunfihigkeit
oder einer Masse, die aullerhalb des Messbereichs liegt.

Wie bei der SDS-PAGE (Abb. 38) wurde im Massenspektrum in Abb. 39 B die Uberlappung
der Peaks von Lysozym und rhIL-8 in der Fraktion A4 im Chromatogramm bestitigt, wobei
die Masse von rIL-8 bei 8382 Da mit einer Intensitét von 100% und die Masse von Lysozym
bei ca.12% detektiert wurden (Abb. 39 B). Wenn die IL-8-haltigen Fraktionen der CIEX
gepoolt wurden, enthielten sie dementsprechend neben Interleukin-8 auch Verunreinigungen
von Lysozym und E. coli-Proteinen. Dieser Nachweis zeigte, dass ein einzelner Kationen-
austauschchromatographieschritt nicht ausreichend fiir die Reinigung des Chemokins war.
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Abb. 39: Massenspektren der FPLC-Fraktionen von dem Test an der Kationenaustauschersdule, bei
dem 7 ml eines Zelllysatsiiberstands injiziert wurden. A Fraktion A3, B Fraktion A4, C

Fraktion A5 vom Lauf 52
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5.2.3.2 Kombinierte Chromatographiemethoden

Von den Ergebnissen der vorangegangenen Tests wurde gefolgert, dass fiir die Reinigung der
rekombinanten Chemokine kombinierte Chromatographieschritte erforderlich waren. Die
Chromatogramme in Abb. 34 und Abb. 37 hatten gezeigt, dass das Chemokin stiarker an die
Heparinsdule als an die SP FF-Saule bindet und daher fiir die Elution eine héhere Salzkon-
zentration bendtigt wurde. Um eine Entsalzung nach dem ersten Chromatographieschritt zu
vermeiden, mussten die vereinigten IL-8-haltigen Fraktionen einen geringeren Salzgehalt
vorweisen als fiir die Elution im zweiten Schritt verwendet wird. Darum wurden zuerst eine
Kationenaustauschchromatographie und anschlieend die Affinitdtschromatographie durchge-
fiihrt. Hierfiir wurde ein Puffer gewéhlt, der fiir beide Chromatographiemethoden geeignet ist,
um eine Dialyse und Umpufferung zu vermeiden.

Die Tests zur Reinigung des Interleukin-8 ohne His-tag durch Kombination verschiedener
Chromatographiemethoden wurden mit 20 ml Zelllysatiiberstand von BL21 DE3 RIL
pET22bIL-8 eines 800 ml Expressionsansatzes durchgefiihrt. Das Chromatogramm der ersten
Methode mit der Kationenaustauschsiule zeigt Abb. 40. Die SP FF-Sdule wurde mit Puffer
A2, der dem Puffer des Zelllysatiiberstands entsprach, dquilibriert. Nach der Injektion von
20 ml Zelllysattuiberstand wurde die Sédule mit Puffer A2 gewaschen und die Elution der Prote-
ine erfolgte bei einem Salzgradienten von 0-30% mit Puffer B2 (80-656 mM NaCl). Wahrend
des Gradienten wurden zwei Peaks nach 80,7 min und 96,6 min detektiert. Das rekombinante
IL-8 wurde zwischen 330-425 mM NaCl eluiert.
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Abb. 40: Chromatogramm einer Kationenaustauschchromatographie, SP FF 1 mil-Sdule, 20 ml

Zelllysatiiberstand von BL21 DE3 RIL pET22bIL-8, Puffer A2 und B2, blau: Detektion bei
280 nm
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Vom ersten Chromatographieschritt wurden die Fraktionen gesammelt und mit MALDI-MS
tiberpriift, bevor sie vereinigt und fiir den néchsten Schritt eingesetzt wurden. In Abb. 41 A
und B sind die Massenspektren von zwei Fraktionen der Kationenaustauschchromatographie
dargestellt. In der Fraktion, mit den Proteinen des ersten Peaks im NaCl-Gradienten wurden
verschiedene Massen von E. coli-Proteinen, sowie die Massenisotope des einfach und zwei-
fach geladenen IL-8 mit 8385 und 4191 Da mit Intensitdten von 20% und 15% und die Mas-
sen des einfach und zweifach geladenen Lysozyms mit 14299 und 7152 Da mit Intensititen
von 70% und 40% detektiert (Abb. 41 A). Das heiB3t, diese Fraktion enthielt sowohl das
eluierte Lysozym als auch teilweise eluiertes rhIL-8.

Das Massenspektrum (Abb. 41 B) des zweiten Elutionspeaks der CIEX zeigte drei Peaks mit
Massen bei 8384, 4189 und 2792 Da, die den einfach, zweifach und dreifach geladenen Inter-
leukin-8 entsprachen. Die Detektion weiterer Proteinmassen von 4763, 6410 und 9538 Da im
Vergleich zum Spektrum des kommerziellen rhIL-8 in Abb. 41 C zeigte, dass das rekombinan-
te Protein nicht optimal gereinigt vorlag, da einige E.coli-Proteine ebenfalls eine starke Bin-
dung mit der SP FF-Sdule eingangen waren.
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Abb. 41: Massenspektren von FPLC-Fraktionen der Kationenaustauschchromatographie nach Auf-
tragung von 20 ml Zelllysatiibertand, A: Fraktion F16 mit Proteinen des ersten detektierten
Elutionspeak im NaCl-Gradienten, B: Fraktion 21 mit Proteinen des zweiten Peaks wdih-
rend des NaCl-Gradienten, C: Positivkontrolle kommerzielles rhIL-8

Die IL-8-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und 1:2 mit Puffer A2 verdiinnt und damit die
Salzkonzentration auf 230 mM gesenkt. Die Absenkung der Salzkonzentration ist wichtig,
weil die Elution im zweiten Chromatographieschritt ebenfalls mit NaCl erfolgt und eine zu
hohe Anfangskonzentration die Bindung des Chemokins an der Sdule verhindern wiirde.

Die HiTrap 1 ml Heparinsdule wurde dementsprechend mit einem Puffergemisch von A2 und
B2 &quilibriert, das eine etwas niedrigere Salzkonzentration enthielt als die vereinten mit Puf-
fer A2 verdiinnten Fraktionen der CIEX (< 230 mM, hier 214 mM NaCl). Dadurch wurde die
Bindung von IL-8 ans Sdulenmaterial gewihrleistet.
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Abb. 42: Chromatogramm der Affinitdtschromatographie an der Heparinsdule mit 26 ml der vereinten
mit Puffer A2 verdiinnten IL-8-haltigen Fraktionen vom Kationenaustauscher, Puffer A2 und
B2; blau: Detektion bei 280 nm
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Abb. 43: Chromatogramm der Gelfiltration mit 6 ml der gepoolten IL-8-haltigen Fraktionen von der
Heparinsdule, Puffer A2 und B2
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In Abb. 42 ist das Chromatogramm des zweiten Reinigungsschrittes dargestellt. In der Durch-
flussfraktion F1+2 wurde ein flacher Peak beoabachtet, der Proteine enthielt, die nicht an das
Heparin gebunden hatten. Die Elution der Proteine erfolgte mit einem Salzgradienten von
214-1232 mM (7-60%B). Das rekombinante IL-8 wurde bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
nach 71,7 min zwischen 464 mM und 848 mM NaCl eluiert und in den Fraktionen F5 und F6
gesammelt.

Um die letzten Verunreinigungen (Abb. 44 A) zu entfernen und das Chemokin in einen Puffer
zu tiberfiihren, der fiir die direkte Anwendung in Bioassays eingesetzt werden kann, wurde als
letzter Chromatographieschritt eine Gelfiltration durchgefiihrt, bei der die Einstellung der
Salzkonzentration auf annidhernd physiologische Werte erfolgte. Hierfiir wurde eine Superdex
75 prep grade-Séule mit einer Salzkonzentration von 138 mM (3%B) mit Puffer A2 und B2
dquilibriert. Nach dem Auftragen der vereinigten Fraktionen der Affinitdtschromatographie
wurde das rekombinante IL-8 bei einer Flussrate von 0,8 ml/min mit 1,2 CV mit 3% Puffer
B2 nach 91,6 min eluiert und bei 280 nm mit ca. 460 mAU detektiert.(Abb. 43) Der Uber-
schuss an Salz, tber die Leitfdhigkeit (braune Linie) gemessen, eluierte nach ungefdhr
130 min. Der detektierte Peak nach 61,9 min zeigte die Elution weiterer Proteine, die im
zweiten Chromatographieschritt nicht entfernt worden waren.

Abb. 44 A zeigt das Massenspektrum einer Fraktion von der Affinitdtschromatographie mittels
Heparinsdule. Die Peaks mit den Werten 8383, 4191 und 2792 Da entsprechen den Massen-
isotopen des einfach, zweifach und dreifach geladenen Interleukin-8. Der Peak mit dem Wert
16759 Da stammt von dem einfach geladenen Dimer des Chemokins. Alle anderen detektier-
ten Massen wiesen auf E. coli-Proteine hin, die ebenfalls an Heparin binden konnten. Im Ge-
gensatz dazu wurden im Massenspektrum von einer Fraktion der Endreinigung mittels Gelfilt-
ration in Abb. 44 B keine zusétzlichen Massen als die der einfach, zweifach und dreifach gela-
denen Varianten des rekombinanten Interleukin-8 detektiert. Die Analyse mit SDS-PAGE
(Abb. 45) und Massenspektrometrie (Abb. 44 B) belegen die hohe Reinheit des gereinigten
rhIL-8.
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Abb. 44: Massenspektren zur Reinheitskontrolle der IL-8 haltigen FPLC-Fraktionen; A: Fraktion vom
zweiten Reinigungsschritt mit einer Heparinsdule, B: Fraktion vom Endreinigungsschritt
durch Gelfiltration

Die Fraktionen F14 und F15 der Gelfiltration, die das gereinigte Chemokin enthielten, wurden
vereinigt, mit der MALDI-MS {iberpriift und die Proteinkonzentration bestimmt. Als Gesamt-
proteinmenge wurden 10,6 mg gereinigtes rhIL-8 mittels BCA-Test ermittelt. Umgerechnet
entsprach das einer Ausbeute von 13,2 mg/l Expressionsansatz.

Damit das gereinigte thIL-8 in Bindungsstudien eingesetzt werden konnte, wurden die Frak-
tionen konzentriert. Nach dem Lyophilisieren und dem Losen in 2 ml Wasser wurde die Probe
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mit einer HiTrap Desalting-Sdule entsalzt. Am Ende lag eine Proteinkonzentration von
2,0 mg/ml vor und insgesamt standen 8,12 mg rhIL-8 zur Verfligung. Um einen Verlust des
gereinigten Proteins zu vermeiden, wurde die Aufkonzentrierung nur durchgefiihrt, wenn eine
hohere Konzentration des Chemokins benétigt wurde.

Den gesamten Ablauf von der Expression bis zur Endreinigung von rhIL-8 zeigt das SDS-Gel
in Abb. 45. Als Positivkontrolle (pK) wurde das kommerzielle rhIL-8 aufgetragen. Es wurden
die Nullprobe, die Probe nach 2 h Expression bei 30°C, das Pellet und der Uberstand des
Zelllysats sowie alle IL-8-haltigen Fraktionen der Chromatographieschritte aufgetragen. Beim
Vergleich der Null- und 2 h-Probe ist eine deutliche Expressionsbande zu sehen. Nach der
Zelllyse enthielt das Pellet das unlésliche pelB-IL-8 mit einer GréBe von 10,5 kDa sowie ei-
nen Teil des nativen IL-8 als Bande darunter zu sehen. Der Zelllysatiiberstand enthielt das
16sliche native Interleukin-8 mit einer Grof3e von 8,4 kDa. Diese Bande ist bei allen vereinig-
ten Fraktionen der drei Chromatographieschritte und nach der Entsalzung deutlich sichtbar.
Die Abnahme anderer Proteinbanden von Reinigungsschritt 1-3 und der Entsalzung ist eben-
falls zu erkennen. Sogar die geringfiigige Verunreinigung nach der Gelfiltration war nach der
Entsalzung zusitzlich entfernt worden.

BL21 DE3 RIL FPLC-Fraktionen

pET22b IL8 Heparin

Expression Zelllysat CIEX ¥ Gefi Ents.
kba M pPK 0h 2h PelletUS L77L79 L81 L85
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Abb. 45: SDS-Gel mit Proben der Expression, Zelllyse und Reinigung von rekombinantem IL-8 ohne
His-tag aus BL21 DE3 RIL pET22bIL-8, pK Positivkontrolle rhIL-8 (Genscript)

10

———

Die Reinigung des l6slichen Interleukin-8 ohne His-tag wurde mit dieser Methode erfolgreich
und reproduzierbar durchgefiihrt. Der Vorteil dieser Methode ist die Verwendung eines einzi-
gen Puffersystems fiir alle drei Chromatographieverfahren, so dass keine zeitaufwéndigen
Dialyse- und Pufferaustauschschritte notig waren. AuBBerdem wurden keine organischen Lo-
sungsmittel verwendet und das gereinigte rekombinante Chemokin lag direkt anwendbar fiir
Bioassays in einem PBS-dhnlichen Puffer vor. Als Mittelwert wurden 5,91 mg+3,74 rhIL-8
pro Liter Expressionsansatz (n=5) mit BL21 DE3 RIL pET22bIL-8 berechnet. Mit Hilfe der
in dieser Arbeit etablierten Reinigungsmethode wurde auBlerdem eine Ausbeute von 7,93 mg
pro Liter Expressionsansatz mit dem Bakterienstamm BL21 DE3 RIL pET28alL-80.H. er-
zielt. Die Schwankungen in der Ausbeute beruhten teilweise auf dem Alter der eingesetzten
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Zellen, von dem die exprimierte Chemokinmenge abhingig war. Das Expressionslevel des
gleichen rekombinanten Expressionsstammes war in verschiedenen Ansdtzen unterschiedlich
stark abhingig davon, ob die Expressionsansitze mit Ubernachtkulturen frisch transformierter
Zellen, Ubernachtkulturen eines Glycerolstocks oder Ubernachtkulturen einer ilteren im
Kiihlschrank gelagerten UNK angesetzt worden waren. Andererseits beruhten die Schwan-
kungen in der Ausbeute auf dem Verlust wahrend der Fraktionierung und dem Umfiillen der
Fraktionen (poolen) sowie der Injektion bei der Chromatographie.

5.2.3.3 Reinigung von rekombinanten Chemokinen mit His-tag

Bei der Expression der Chemokine mit Hilfe des Vektors pET28a wurde an den N-Terminus
ein His-tag gefolgt von einer TEV-Proteaseschnittstelle angehingt. Dieser Anhang wurde
dann gezielt fiir die Reinigung iiber eine Nickel-Sepharose-Sdule genutzt. Nach dem Entfer-
nen des His-tags mit Hilfe der TEV-Protease wurde als Endreinigung eine Gelfiltration
durchgefiihrt. Von den zwei Chromatographieschritten wurden die Fraktionen gesammelt und
am Massenspektrometer analysiert.
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Abb. 46: Chromatogramm der Affinitdtschromatographie mit einer HisTrap 5 mi-Sdule von 12,5 ml
Probenvolumen eines Ansatzes mit BL21 DE3 RIL pET28alL-8; Puffer A3: 40 mM Tris,
300 mM NaCl, 15 mM Imidazol pH 8,0, Puffer B3: 40 mM Tris, 300 mM NaCl, 800 mM
Imidazol pH 8,0

Fiir die Reinigung von Interleukin-8 mit His-Tag wurde zuerst eine HisTrap FF 1 ml-Saule
verwendet. Die Affinitdtssdule wurde mit 40 mM Tris, 300 mM NaCl und 15 mM Imidazol
pH 8,0 (Puffer A3) dquilibriert. Der gleiche Puffer wurde auch bei der Zelllyse verwendet.
Die eingesetzten Salz- und Imidazolkonzentrationen entsprachen den Angaben des Sdulenher-
stellers und sollten die unspezifischen Bindungen der E. coli-Proteine an der Sdulenmatrix
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reduzieren. Nach der Injektion und dem Waschen der Sdule wurden wéhrend des
Imidazolgradients mehrere Peaks bei 280 nm detektiert. HisIL-8 wurde zwischen 40-65% von
Puffer B3 detektiert und in den Fraktionen F19 und 20 gesammelt (Abb. 46). Die Detektion
weiterer Peaks wihrend des Imidazolgradienten zeigte, dass mehrere E. coli-Proteine an die
Sdule gebunden hatten.

Das Massenspektrum der HisIL-8-haltigen Fraktion von der Nickelsdule zeigt einen verbrei-
terten Proteinpeak des Proteins (Abb. 47). Mit dem Programm ProteinCalculator v3.3 wurde
mit Hilfe der Aminoséuresequenz ein Molekulargewicht von 11336 kDa ermittelt. Je grofer
ein Protein ist, desto mehr mogliche Massenisotope sowie verschiedene Addukte mit Natrium
und Nickelionen existieren. Im Massenspektrum wurde eine Masse von 11344 Da detektiert,
die anndhernd dem einfach geladenen HisIL-8 entsprach. Zudem wurde ersichtlich, dass das
rekombinante Chemokin nach der Elution von der Affinitétssidule noch einige Verunreinigun-
gen enthielt.
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Abb. 47: Massenspektrum einer FPLC-Fraktion von der Reinigung des rhIL-8 mit His-tag mittels ei-
ner Nickelsdule

Die Fraktionen, die das HisIL-8 enthielten, wurden vereint, lyophilisiert und vor der Abspal-
tung des His-tags entsalzt, da die TEV-Proteaseaktivitdt von hohen Imidazol- und Salzkon-
zentrationen gehemmt wird.

Die TEV-Protease ist ein Enzym, das eine spezifische Aminosduresequenz erkennt und zwi-
schen den Aminosdureresten Q/G oder S schneidet. Damit wurde der His-tag so entfernt, dass
das Interleukin-8 mit dem korrekten N-Terminus (NH,-SAKEL...) vorlag (Abb. 48).
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Abb. 48: SDS-Gel mit den Proben des TEV-Proteaseansatzes, HisIL-8-haltige entsalzte Fraktion,
Positivkontrolle: kommerzielles IL-8 (Sigma)

Auf dem SDS-Gel in Abb. 48 wurden die Proben des TEV-Proteaseansatzes aufgetragen. Ein
Teil der entsalzten Fraktion mit HisIL-8 ist neben dem Proteinmarker dargestellt. Die gleiche
Fraktion wurde nach der Zugabe der TEV-Protease (Invitrogen) in zwei Ansitzen bei 20°C
und 30°C tiber Nacht inkubiert. Davon wurden jeweils nach 2 h, 6 h und am néchsten Morgen
Proben entnommen, die im Gel aufgetrennt zu sehen sind. Die Probe ohne TEV-Protease
zeigt eine starke Bande bei 11,3 kDa, die der berechneten Masse des HisIL-8 entspricht. Bei
den Proben der beiden TEV-Proteaseansitze sind die Banden der TEV-Protease mit einer
GroBe von 27 kDa sowie die signifikanten Banden des IL-8 mit einer Grof3e von 8,4 kDa zu
erkennen. AuBlerdem sind die Reste des ungeschnittenen Proteins als schwache Bande mit
einer GroBBe von 11,3 kDa und der abgetrennte Anhang mit einer Gro3e von ca. 3 kDa zu se-
hen. Deutlich wurde ebenfalls, dass der groBte Teil des HisIL-8 innerhalb der ersten 2 h bei
beiden Temperaturen geschnitten worden war. Damit wurde die Effektivitdt der Protease ge-
zeigt, so dass die Inkubationszeit bei weiteren Ansétzen auf 2-3 h gekiirzt werden konnte.

Um die Protease und den abgetrennten His-tag zu entfernen, wurde der TEV-Proteaseansatz
tiber eine Gelfiltrationssdule aufgetrennt. Dafiir wurde eine Superdex 75 prep grade-Séule mit
40 mM Tris, 140 mM NaCl pH 8,0 dquilibriert. Nach der Injektion der Probe wurden die Pro-
teine mit einer Flussrate von 0,8 ml/min mit 1,2 CV isokratisch mit 9,3%B (140 mM NaCl)
eluiert (Abb. 49). Das rekombinante IL-8 wurde nach 91,3 min und der abgetrennte His-tag
mit TEV-Erkennungsstelle nach 128,1 min bei 280 nm detektiert. Der kleine Elutionspeak
nach 53,1 min enthielt die TEV-Protease, die mit einem Molekulargewicht von 27 kDa grof3er
als das Chemokin ist und daher vor IL-8 eluiert wurde. Mit diesem Chromatographieschritt
war eine gute Trennung des Zielproteins von den restlichen Verunreinigungen méglich.
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Abb. 49: Chromatogramm der Gelfiltration nach der Entfernung des His-tag im TEV-Proteaseansatz;
Puffer Al und Bl mit 1,5 M NaCl pH 8,0; blau: Detektion bei 280 nm
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Abb. 50: Massenspektrum von der Reinigung von rhIL-8 mit His-tag, Massenspektrum einer Fraktion
von der Gelfiltration nach dem TEV-Proteaseverdau

Das Massenspektrum der IL-8-Fraktion F8+9 von der Gelfiltration in Abb. 50 zeigt Peaks mit
den Massen 8383, 4190 und 2792 Da, die den einfach, zweifach und dreifach geladenen rhIL-
8 entsprachen. Das einfach geladene Dimer von IL-8 wurde ebenfalls mit einer Masse von
16759 Da detektiert. Das Massenspektrum der Fraktion von der Gelfiltration zeigt eine sehr
hohe Reinheit des gereinigten Chemokins. Die Proteinkonzentration wurde spektrophoto-
metrisch bei 280 nm am Nanodrop gemessen. Fiir die Fraktion F§ wurden 0,38 mg/ml und fiir
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F9 0,26 mg/ml ermittelt. Das entsprach einer Gesamtausbeute von 3,9 mg/l Expressions-
ansatz.

Die SDS-Gele mit den Proben der Expressionsansidtze von BL21 DE3 RIL pET28aSDFla
enthielten eine signifikante Expressionsbande 4 h nach der Induktion. Fiir die Reinigung von
HisSDFla wurden 800 ml Zellkultur angesetzt. Die Anwendung der optimierten
Zelllysemethode erwies keine hohe Ausbeute an HisSDFla, da das Protein als inclusion
bodies vorlag. Das exprimierte His-getagte SDF1a wurde deshalb durch Zugabe von 2 M
Harnstoff und 3 mM GSH in den Zelllysatiiberstand tiberfiihrt.

Zur Reinigung von rhSDFla mit His-tag wurde eine Nickelaffinitdtssdule wie fiir HisIL-8
verwendet. Die Aquilibrierung der HisTrap 1 ml-Séule erfolgte mit Puffer A3 mit 2 M Harn-
stoff und 3 mM GSH. Wihrend der Injektion der Probe kristallisierte jedoch der Harnstoff in
der Probenschleife aus und konnte nur mittels Erwédrmung der Probe und Puffer wieder gelost
werden. Moglicherweise war die Kombination von Harnstoff und Triton X-114 im Lysepuffer
nicht optimal, da sich Harnstoff besser bei Warme und das Detergenz besser in der Kilte 16st.
Die Riickfaltung des Proteins erfolgte mit Hilfe eines abfallenden Harnstoffgradienten iiber
240 CV an der Affinitétssdule, so dass das gebundene Protein im Puffer A3 ohne Harnstoff
vorlag. Die Elution des riickgefalteten HisSDF1o wurde mit einem Imidazolgradient von 0-
100% mit Puffer B3 durchgefiihrt.
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Abb. 51: Chromatogramm der Affinititschromatographie mit einer HisTrap 1 ml-Scule mit 36 ml
Probenvolumen eines Zelllysatiiberstandes von BL21 DE3 RIL pET28aSDFla. ; Puffer A3
und B3
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Abb. 52: Massenspektrum der FPLC-Fraktion von der HisTrap-Sdule nach der Riickfaltung des
HisSDF la vor Beginn des Imidazolgradienten

Abb. 51 zeigt das Chromatogramm der Affinitétschromatographie mit HisSDF1a. Das Injekti-
onsventil wurde nur kurz auf ,inject’ gestellt, um die Fraktionierung vor Beginn des Imida-
zolgradients zu starten. Obwohl die Imidazolkonzentration bei 15 mM lag, wurden kurz vor
dem Gradienten nach 1,5 bis 2,7 min Proteine von der Saule eluiert und in Fraktion F1 ge-
sammelt. Wihrend des Imidazolgradienten wurden keine eindeutigen Peaks detektiert, da das
UV-Signal vermutlich aufgrund von Verunreinigungen des Imidazols stetig anstieg und bei
800 mM Imidazol einen Wert von iiber 300 mAU erreichte. Das Chemokin hatte entweder gar
nicht oder schwach an der HisTrap-Sédule gebunden, war vorher eluiert worden oder lag in zu
geringen Mengen vor. Die Fraktion F1 wurde am MALDI-MS analysiert. Das berechnete
Molekulargewicht des rekombinanten Chemokins lag bei 9695 Da.

Das in Abb. 52 dargestellte Massenspektrum von der FPLC-Fraktion, die vor Beginn des
Imidazolgradienten aufgefangen wurde, zeigt das einfach und zweifach geladenen HisSDF1a
mit Massen bei 9692 und 4845 Da mit Intensitdten von 75% und 35%. Dies zeigt, dass das
Chemokin sehr schwach am S&ulenmaterial gebunden hatte und daher schon bei geringen
Imidazolkonzentrationen eluiert wurde. Moglicherweise hatte die Riickfaltung des Proteins zu
einer sterischen Hinderung bei der Bindung des His-tags an die Nickelionen gefiihrt, so dass
es leicht vom Imidazol verdrangt werden konnte.

5.2.4 CD-Spektroskopie zur Strukturanalyse von rhIL-8

Das gereinigte Interleukin-8 sollte in Bindungsstudien verwendet werden. Dafiir musste die
korrekte Struktur des Chemokins gewihrleistet sein. Um die Sekundérstruktur des Proteins zu
analysieren, wurde eine CD-Spektroskopie durchgefiihrt. Hierzu wurde das gereinigte rhIL-8
mittels Dialyse in 100 mM NaF {iberfiihrt, da NaCl bei der Messung stort. Die Probe wurde
nach einer 1:5 Verdiinnung drei Mal von 190-250 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe des Algorithmus CDSSTR.
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Das gemessene CD-Spektrum von IL-8 zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem mit-
tels CDSSTR simulierten CD-Spektrum (Abb. 53). Die Anteile an Sekundérstrukturelementen,
die aus der Proteindatenbank entnommen wurden, lagen fiir alpha-Helix bei 15,3%, beta-
Faltblatt bei 20,8%, beta-Turn bei 9,7% und fiir ungeordnete Strukturen bei 54,2%. Aus der
CDSSTR-Auswertung gingen folgende Werte fiir die Anteile der Strukturelemente hervor:
alpha-Helix: 19 %, beta-Faltblatt: 23 %, beta-Turn: 17% und ungeordnete Strukturen: 40%.
Die Werte und die sehr gute Ubereinstimmung des Spektrums mit dem rekonstruierten Spekt-
rum vom CDSSTR-Algorithmus belegen die korrekte Faltung des Chemokins.

Helix1 Helix2 |Strand1 | Strand2 | Turns | Unordered Total

0,12 0,07 0,14 0,09 0,17 0,4 0,99
Interleukin-8 in 100 mM NaF in H,O and reconstructed spectrum
25000 (CDSSTR)
20000
’\-«\/
15000 |2
\1 —0-MRE exp. Data
_ \ MRE reconstructed data
~— 10000 ‘
©
£
(6] \
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5 )
oy )
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Abb. 53: CD-Spektrum von Interleukin-8 in 100 mM NaF, Auswertung mit dem Algorithmus CDSSTR

5.3 Nachweis und Entfernung von Endotoxinen

Ein wichtiger Bestandteil der Reinigung von rekombinanten Chemokinen war die Entfernung
von Endotoxinen. Um das Interleukin-8 in Studien und Aktivitétstests mit Leukozyten ein-
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setzten zu konnen, mussten diese pyrogenen Substanzen entfernt werden. Makrophagen und
Monozyten reagieren auf sehr geringe Mengen LPS (10-1000 EU, 1 EU=120 pg Endotoxin
von E. coli) und eine Interpretation der Ergebnisse bei Tests mit endotoxinhaltigen IL-8-
Fraktionen wire schwierig, da die Reaktionen sowohl auf Chemokin als auch die auf Endo-
toxine dhnlich sein konnen.

Zur Beseitigung von Endotoxinen wurden verschiedene Methoden getestet. Die Entfernung
von Lipopolysacchariden mittels Endotoxin Removal Kit, die auf den Einsatz einer
Polymyxin B-Sdule beruhte, war einerseits umstidndlich und erbrachte nicht den gewiinschte
LPS-Reduzierung. Auflerdem wurde ein Proteinverlust dabei festgestellt. Eine andere ver-
wendete Methode war die Phasenabtrennung nach Liu et al.!'®"! Hierbei wurden die
Endotoxine mit Hilfe des Detergenz Triton X-114, das bei erhohter Temperatur eine separate
Phase ausbildet, entfernt. Die Eigenschaft des Detergenz, an Endotoxine zu binden und sein
niedriger cloud point bei 22°C, wurde bei dieser Methode genutzt. Die proteinhaltige Losung
wurde mit 1% Triton X-114 versetzt und auf Eis inkubiert. Durch Erh6hung der Temperatur
auf 35°C erfolgte eine Phasentrennung, bei der das Endotoxin in der schwereren
Detergenzphase verbleibt und mittels Zentrifugation von der Proteinlosung abgetrennt werden
kann. Eine einfachere Methode zur Entfernung von Lipopolysacchariden bestand in der Zu-
gabe von 0,5% Triton X-114 statt Triton X-100 ins Zelllysat. Wéhrend der Zelllyse wurden
die freigesetzten Lipopolysaccharide an das Detergenz gebunden und nach der Injektion der
Probe auf die CIEX- oder Nickelsdule durch einen ldngeren Waschschritt von der
Chromatographiesédule gespiilt. Alle Konzentrationsbestimmungen der Endotoxine wurden
mit dem ToxinSensor ™ Chromogenic Limulus-Amébozyten-Lysat Endotoxin Assay Kit von
Genscript durchgefiihrt.

Das in Abb. 54 dargestellte Diagramm zeigt die gemessenen Endotoxinkonzentrationen ver-
schiedener IL-8-haltiger Fraktionen nach der Endreinigung durch Gelfiltration. Die Standard-
abweichung wurde von den mehrfach gemessenen Endotoxinkonzentrationen ermittelt. Die
mit dem Endotoxin Removal Kit behandelte Probe wies einen deutlich hdoheren
Endotoxingehalt mit 2000 EU/ml auf als Fraktionen, die entweder mit einer hdoheren
Detergenzkonzentration (2) von Triton X-100 bzw. Triton X-114 (4) bei der Zelllyse oder mit
dem Phasenabtrennungsverfahren (3) behandelt worden waren. 1L-8-haltige Fraktionen, bei
denen nur 0,25% Triton X-114 (5) wéhrend der Zelllyse eingesetzt worden waren, zeigten
deutlich hohere Endotoxinkonzentrationen von durchschnittlich 3880 EU/ml. Mit Werten von
433 und 441 EU/ml hatten die Proben, die mit der Phasenabtrennung behandelt oder mit 0,5%
TritonX-114 versetzt worden waren, die niedrigsten gemessenen Endotoxinkonzentrationen.
Diese Chemokinproben konnten fiir die Anwendung in Bioassays eingesetzt werden.

Seite 100 von 146



5. Ergebnisse

Endotoxinkonzentration [EU/mI] von Fraktionen mit gereinigtem
Interleukin-8
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Abb. 54: Endotoxinkonzentrationen von Proben mit rhIL-8 nach Entfernung der Lipopolysaccharide
mit verschiedenen Methoden.
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die rekombinante Expression und Reinigung von drei humanen
Chemokinen. Die Auswahl beruhte einerseits auf der Zugehorigkeit zu den zwei Hauptfami-
lien der Chemokine und andererseits darauf, ob sie im Organismus induziert oder konstitutiv
exprimiert werden. Interleukin-8 gehort zur CXC-Familie und ist ein induzierbares
Chemokin, das die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten bewirkt. SDF1a ist ein in vie-
len Gewebearten konstitutiv exprimiertes Chemokin und zéhlt zur gleichen Chemokinfamilie
wie IL-8. Das induzierbare Eotaxin-1 ist ein Vertreter der CC-Familie und bindet an dem Re-
zeptor CCR3. Es wurden die cDNAs der Chemokine IL-8, Eotaxin-1 und SDF1a in verschie-
dene Expressionsvektoren kloniert, in E. coli transformiert und die Expression getestet. Bei
einer starken Expression wurden die rekombinanten Zellen im 200-800 ml Maflstab angesetzt.
Die Reinigung der rekombinanten Proteine erfolgte mittels optimierter Zelllysemethoden und
tiber Chromatographieverfahren. Zusétzlich wurden verschiedene Methoden zur Entfernung
der Endotoxine, die durch die Zelllyse freigesetzt worden waren, durchgefiihrt.

6.1 Expressionsvektoren fiir die Herstellung humaner Chemokine in
E. coli

Das von Studier et al. 1990 entwickelte auf der T7-RNA-Polymerase basierende pET-System
ist das meistgenutzte Expressionssystem zur Herstellung rekombinanter Proteine in
E. coli."MM ) 1 dieser Arbeit wurden die drei Vektoren pReceiver, pET22b und pET28a fiir
die Expression rekombinanter Chemokine verwendet. Zur Expression wurden daher Bakteri-
enstimme, die das Phagenfragment DE3 (Gen fiir die T7-RNA-Polymerase) im Genom inte-
griert haben, benotigt. Obwohl der von anderen Forschungsgruppen meistverwendete Expres-
sionsstamm fiir die Chemokinproduktion BL21 DE3 ist,l"*®!*2-115] konnte mit den in dieser
Arbeit eingesetzten Expressionsstimmen BL21 DE3 RIL und Rosetta DE3 eine deutlich bes-
sere Expression erzielt werden. In einer Studie von Wu et al. wurde gezeigt, dass rekombinan-
te Proteine von Wildtypgensequenzen sowie von optimierter synthetisch hergestellter cDNA
in verschiedenen Derivaten von BL21 DE3 unterschiedlich starke Expressionsausbeuten zeig-
ten. Hierbei wurde beobachtet, dass codonoptimierte cDNAs nicht generell zur Verbesserung
der Expression fithren. Eher scheint die Anzahl sowie die Verteilung einiger Codons und die
daraus resultierende Sekundirstruktur der mRNA das Expressionslevel zu beeinflussen.!'®! In
dem Chemokin Eotaxin-1 sind drei aufeinanderfolgende Codons fiir Lysin enthalten. Der
Lysinanteil in E. coli-Proteinen betrdgt nur 5%, so dass eine Codonanhidufung zu einem
Lysyl-tRNA-Mangel fithren kann. Dabei wird die Translation gestoppt, was zu einem
Codontibersprung oder sogar zu einem Abbruch fithren kann.''”) Einen weiteren Einfluss auf
die Expression haben die Translationsgeschwindigkeit und die Geschwindigkeit beim Fal-
tungsprozess.[163 ]

Die T7-RNA-Polymeraseaktivitdt wird iiber das lacI-Gen des pET- und pReceiver-Vektors
reguliert. Die Expression des Proteins wird mit Galactosederivaten wie IPTG induziert. Auch
andere Promotoren wie Py, Ppnoa und Py wurden fiir die Regulation und Induktion der Ex-
pression von rekombinanten Chemokinen eingesetzt.!'**"812] [y [abormaBstab ist der Ein-
satz von IPTG gerechtfertigt, aber fiir die Produktion im GrofmaBstab kostenintensiv. Hier
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sollte die Induktion mit Hilfe von nihrstoff- oder temperaturregulierten Promotoren wie Pphoa,
Parap und APL erfolgen.[mﬂ

Mit dem in dieser Studie verwendeten Vektor pReceiver wurde keines der humanen
Chemokine auBler geringe Mengen des Precursors von Eotaxin-1 exprimiert. Ohne Signalpep-
tid oder mit einem N-terminalen K3 (drei Lysinreste)-TEV-Anhang wurden keine Expressi-
onsbanden detektiert. Um die Expression zu verbessern, wurden die cDNAs in den Vektor
pET28a, der zusitzlich eine Hisc-Sequenz enthielt, kloniert. Bei den in dieser Studie herge-
stellten Chemokinen mit und ohne His-tag wurden IL-8 teilweise und SDF1a vollstdndig als
unldsliche Produkte vorgefunden. Der His-tag kann zwar die Expression verbessern aber nicht
die Loslichkeit."*”! Sehr viele Gruppen fanden unabhingig ob mit oder ohne rags die
exprimierten Chemokine ebenfalls in der unldslichen Form vor.!*H8HITST pag problem
der Aggregatbildung rekombinanter Proteine ist bekannt und wird von deren Struktur, z.B.
Disulfidbriicken beeinflusst.!'**!2H132] Eahey et al. erklirten schon 1977 den unterschiedli-
chen Disulfidbriickengehalt von cytosolischen und extrazelluldren Proteinen.!'®”! Da alle
Chemokine Disulfidbriicken enthalten und im Cytoplasma von E. coli ein reduzierendes Mili-
eu herrscht, ist die Wahrscheinlichkeit fiir die korrekte Faltung sehr gering. Proteine, die nach
der Translation nicht schnell genug gefaltet werden, aggregieren eher zu unloslichen
Einschlusskorpchen (inclusion bodies) als korrekt gefaltete.[lég]

Im periplasmatischen Raum der Bakterien herrscht ein oxidierendes Milieu, das die Bildung
von Disulfidbriicken, somit die Faltung eines Proteins beglinstigt und deshalb die Entstehung
von inclusion bodies verringert. Der Transport von Proteinen kann mit Hilfe bestimmter Sig-
nalpeptide, z.B. dem pelB-Peptid, erfolgen. Die Verwendung eines Signalpeptids fiir den
Transport des Proteins in den periplasmatischen Raum wurde von einigen Gruppen angewen-
det.'O4HIMITO) pfirctinger et al. produzierten RANTES mit dem Signalpeptid ompA und ex-
trahierten dieses aus dem periplasmatischen Raum.!'”!)

Das Signalpeptid pelB wurde vom Vektor pET22b kodiert. Bei Expressionsansitzen mit dem
Vektor pET22b waren die Mengen von SDF1a und Eotaxin-1 sehr gering. Interleukin-8 wur-
de sehr gut exprimiert, aber das pelB-Signalpeptid fiir den Transport in den periplasmatischen
Raum war bei mehr als 50% des Proteins nicht entfernt worden. In der vorliegenden Arbeit
wurden trotzdem 3-13 mg Interleukin-8 pro Liter Expressionsansatz erhalten. Die Entfernung
von Signalpeptiden ist meistens nicht optimal, und van Coillie erhielt nach der Reinigung nur
200-500 pg MCP-1-Varianten aus 3 Liter Expressionsansatz.l'?"'"") Andere Gruppen, die
ebenfalls den Vektor pET22b verwendeten, aber die Sequenz fiir das pelB-Peptid bei der
Klonierung entfernt hatten, berichteten, dass die Proteine als inclusion bodies
vorlagen !B 1 der Arbeit von Cho et al. wurde die Loslichkeit von SDF1a mittels
eines MBP-Fusionproteins erhoht und dadurch eine geringere Bildung von inclusion bodies
erzielt. Aber der fag wurde nach der Reinigung nicht entfernt.""*® Das wiire fiir viele Studien
nicht annehmbar, da Chemokine wichtige Bindungsstellen an ihren Termini besitzen und da-
her ihre natiirliche Aminoséuresequenz bendtigen, um ihre Funktion beizubehalten.!”*"*) Die
Erzeugung des korrekten N-Terminus bei der Herstellung von rekombinanten IL-8 ist essen-
tiell fiir die Bindung an Rezeptoren. Ein Aktivitdtsverlust bzw. die Modifizierung zum Anta-
gonisten durch einen verdnderten N-Terminus konnte in mehreren Studien gezeigt

werden !!72H129]
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Daher wird oft die Expression des Chemokins mit N-terminalen zags vermieden. Bei der An-
wendung von Affinitédts- und Fusionproteinen muss eine Proteaseschnittstelle vor der Sequenz
fiir das native Chemokin integriert werden, um den Anhang spédter entfernen zu konnen. Da
die Proteasen spezifische Aminosduresequenzen erkennen und schneiden, werden oft ein bis
mehrere Aminosduren am N-terminus zuriickgelassen, wenn die C-terminale Seite der
Schnittstelle nicht mit dem N-terminus des Zielproteins iibereinstimmt.!'’#47]

In der Publikation von Ye et al. wurde ein Verfahren gezeigt wie zusitzliche Aminoséurereste
vermieden werden konnen.!'*! Vom rekombinanten Eotaxin-1 mit His-tag wurden mehrere
Varianten, die sich in der integrierten Proteaseschnittstelle unterschieden, exprimiert. Faktor
Xa schnitt unspezifisch und die Enterokinase war ineffizient, wohingegen mit Thrombin sehr
gute Ergebnisse erzielt wurden. Da Thrombin vor einem Glycinrest schneidet, wurde die
Thrombinschnittstelle mit der Aminosduresequenz von Eotaxin-1, die als erste Aminosiure
Glycin enthélt, fusioniert. Der korrekte N-Terminus des Chemokins wurde bei dem Verdau
mit Thrombin freigesetzt.['*!

In der hier prisentierten Arbeit wurde #hnlich vorgegangen, aber eine andere Protease-
schnittstelle verwendet. Die Erkennungssequenz der TEV-Protease lautet ENLYFQ/G oder S.
Die DNA-Sequenz wurde im Vektor pET28a hinter der His-tagsequenz gesetzt. Die DNA-
Sequenzen der Protease und der Chemokine wurden so fusioniert, dass bei der Entfernung des
Anhangs durch die Protease die korrekten N-Termini von Eotaxin-1 und IL-8 erzeugt werden.
Bei SDF1a wird ein Glycin zuriickgelassen, das aufgrund einer fehlenden Seitenkette wenig
Einfluss auf die Struktur und Funktion haben sollte.

6.2 Zelllysemethoden

Um Bakterienzellen aufzuschlieBen, werden mechanische Methoden wie Ultraschall und
French press durchgefiihrt. Durch Eiskristalle werden die Zellwénde beim Gefrier-Tau-Zyklus
ebenfalls geschidigt. Der Einsatz von Lysozym z&hlt zu den enzymatischen und die Zugabe
von Detergenzien zu den chemischen Lysemethoden. Die Lipopolysaccharidschicht gram-
negativer Bakterien wird durch die Zugabe von EDTA durch Bindung der Ca*"-Ionen destabi-
lisiert. Lysozym spaltet die Peptidoglykanschicht der Bakterien. Die Zerstérung der Zell-
membran und die zusétzliche Inhibition hydrophober Interaktionen zwischen den freigesetz-
ten Proteinen erfolgt durch Zugabe eines nichtionischen Detergenz. Der Abbau des rekombi-
nanten Proteins durch Proteasen wird mit Proteasehemmern und dem Arbeiten bei niedrigen
Temperaturen verhindert.

Bei der Reinigung rekombinanter Chemokine aus Bakterienzellen verwendeten einige Ar-
beitsgruppen nur eine einzelne mechanische Lysemethode, z.B. Ultraschall, French Press oder
Homogenisierer.['?8H!62H1081173]
lysieren sind als Sdugerzellen, sind Kombinationen mehrerer Lysemethoden effektiver als
eine einzelne Methode. Viele Forschungsberichte beschrieben die Kombination von dem Ein-
satz von Lysozym sowie einer mechanischen Methode."** ! Dyrch den Abbau der
Peptidoglykanschicht sind die Zellen vorgeschiadigt und konnen durch Ultraschall, Gefrier-
Tau-Zyklen oder French Press besser aufgeschlossen werden. Wie auch in dieser Arbeit ge-
zeigt wurde, ist der Aufschluss der Zellen effektiver bei Anwendung einer Kombination von

139 Da Bakterienzellen aufgrund ihrer Zellwand schwerer zu
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drei bis vier der bekannten Lysemethoden. Oft wurden chemische sowie enzymatische und
mechanische Lysemethoden nacheinander durchgefiihrt. Crump et al. lysierten die Bakterien
mit Gefrier-Tauzyklen, Triton X-100 und mit der French Press.*” Durch eine Kombination
von chemischen und mechanischen Methoden wurden die Proteine aus den Bakterien in den
Studien von Eigenbrot et al. und Harun et al. freigesetzt. In der Studie von Eigenbrot et al.
wurden die Zellen durch einen Gefrier-Tauzyklus, der Zugabe von EDTA und anschlieender
Zugabe einer hochkonzentrierten Zuckerlosung aufgeschlossen.!'”” Harun et al. verwendeten
bei der Zelllyse ein Detergenz und Ultraschall.!'’®!

In der hier prisentierten Arbeit wurde die Kombination mehrerer Methoden wie Lysozym-
einwirkung, Ultraschall und Gefrier-Tauzyklus getestet. Die Effektivitidt der kombinierten
Lysemethoden wurde iiber die ermittelten Peakfldchen bei der Affinitdtschromatographie
durch die Detektion bei 280 nm verglichen. Der Vergleich wurde nicht mit SDS-PAGE
durchgefiihrt, weil bei dem Chromatographieverfahren gleichzeitig die Bindung des Zielpro-
teins an die Sdule getestet werden konnte.

Die Menge von freigesetzten Proteinen war nach einer Lysozymbehandlung von 60 min gro-
Ber als bei 10 min, d.h. eine langere Einwirkung verbessert die Freisetzung der 16slichen Pro-
teine in den Zelllysatiiberstand. Ebenfalls wurde mit dem Gefrier-Tau-Zyklus eine Erh6hung
der Proteinkonzentration im Lysatiiberstand erzielt. Diese Methodenkombination wurde auch
in den Arbeiten von Furuta und Koltermann durchgefiihrt.*#1'*) Zusitzlich wurde in der hier
beschriebenen Studie gezeigt, dass die Zugabe von DNasel ebenfalls eine weitere Freisetzung
von Proteinen insbesondere der positiv geladenen bewirkt. Die negativ geladene DNA bindet
an positiv geladene Proteine wie Chemokine. Durch den Abbau der DNA wurden die Be-
standteile in die 16sliche Form iiberfiihrt. Aus diesen Erkenntnissen wurde eine optimierte
Zelllysemethode etabliert: Die Zellen wurden mindestens 1 h mit Lysozym auf Eis inkubiert
und zusitzlich EDTA, DNasel und Proteasechemmer dazugegeben. Die Zellmembran wurde
dann durch Zugabe von 0,25% Triton X-100 zerstort und die Lyse mit Ultraschall und einem
Gefrier-Tau-Zyklus vollendet. Durch eine grole Menge von DNasel wurde der Verdau der
DNA gewihrleistet. Die eingesetzten Proteasehemmer sowie das EDTA reduzierten die Akti-
vitdt freigesetzter Proteasen und verhinderten dadurch den Abbau des Zielproteins. Die
Zelllyse wurde sowohl mit Phosphat- als auch mit Trispuffer erfolgreich durchgefiihrt.

Fiir die Reinigung von Proteinen mit His-tag wurde auf die Zugabe von EDTA verzichtet, um
spéter die Nickelionen der Affinitdtssdule nicht zu komplexieren. Dafiir wurden eine hohere
Salzkonzentration (300 mM statt 90 mM NaCl) sowie Imidazol mit einer Endkonzentration
von 15 mM eingesetzt. Hohe Salzkonzentrationen (300-500 mM NaCl) wurden auch bei der
Zelllyse vor der Nutzung einer Nickelsiule in anderen Studien verwendet.!'’"H!76HI78 pje
hohen Salzkonzentrationen verhindern sowohl unspezifische Bindungen zwischen den Protei-

nen bei der Zelllyse als auch an der Nickelséule.

Rekombinante Proteine, die durch ein Signalpeptid in den periplasmatischen Raum der Bakte-
rien transportiert wurden, konnen mit einem Sonderverfahren, dem osmotischen Schock frei-
gesetzt werden. Einige Gruppen verwendeten hohe Saccharosekonzentrationen und eine da-
rauffolgende Wasserzugabe, die eine Freisetzung des Proteins durch den osmotischen Schock
bewirkte ['H7OHI Die Freisetzung des rekombinanten IL-8 aus den periplasmatischen
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Raum durch den osmotischen Schock nach Chen et al. fithrte nicht zu den gewiinschten Er-
gebnis, da keine Proteine im Uberstand auf dem SDS-Gel zu sehen waren.!">® Moglicherwei-
se war das Chemokin aufgrund der Verwendung gro3er Volumen zu gering konzentriert. Zu-
dem wurde eine Lyse der Zellen beobachtet, wodurch die genomische DNA am positiv gela-
denen IL-8 binden konnte.

6.3 Expression und Reinigung von rekombinantem Interleukin-8

In dieser Arbeit wurde Interleukin-8 mit den Vektoren pET22b und pET28a in E. coli erfolg-
reich exprimiert. Beim Einsatz beider Vektoren wurden sowohl 16sliche als auch unlosliche
Produkte gebildet. Die Expression von Interleukin-8 in E. coli wurde bereits von zahlreichen
Arbeitsgruppen durchgefiihrt.!! 210120 Bairhrother et al. und Lowman et al. verwende-
ten Systeme zur Sekretion von IL-8 in den periplasmatischen Raum, um die Bildung von
inclusion bodies zu vermeiden und konnten somit die Reinigung in einem Puffersystem ohne
denaturierende Substanzen durchfiihren.!'**"'%! Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Ar-
beit préisentierten Reinigungsmethode wurden von Fairbrother et al. zwei Verdiinnungs-
schritte, Salzféllung, Entsalzung sowie Aufkonzentrierung zwischen den Chromatographie-

laufen angewendet.

Bei der Expression von rekombinantem IL-8 in den Projekten von Lindley et al. und Hebert et
al. musste aufgrund der Bildung von unléslichen Aggregaten (inclusion bodies) eine Denatu-
rierung mittels Harnstoffzugabe erfolgen, um das Protein reinigen zu kénnen.!'?*H!™*% Der
Vorteil von in inclusion bodies vorliegenden Proteinen ist eine geringerer Abbau durch
Proteasen.!*) Der Nachteil ist der hohe Verlust von Protein aufgrund der schwierigen Riick-
faltung. Besonders disulfidbriickenhaltige Proteine lassen sich schwer in ihre native Form
iiberfithren.!'*"! Bei der Herstellung von rekombinantem IL-8 in dem Bericht von Furuta et al.
wurden sowohl die 16slichen und unloslichen Produkte aus E. coli gereinigt. Der Einsatz von
Ammoniumsulfat und Harnstoff in der Reinigungsmethode erforderte mehrere Dialyse- und
Konzentrierungsschritte.® Mehrere Dialyseschritte wurden auch von Alouani et al. wihrend
der Reinigungsprozedur durchgefiihrt.">”) Lowman et al. konnten verschiedene Varianten von
IL-8 in E.coli exprimieren und reinigten diese liber Kationenaustausch- und hydrophobe
Interaktionschromatographie. Allerdings wurde auch bei dieser Reinigungsmethode zwischen
den Chromatographieldufen dialysiert und entsalzt. Die Ausbeute betrug 1 mg pro Liter Zell-
kultur."®! Zur Reinigung von IL-8 aus 15 Liter Zellkultur benutzten Koltermann et al. zwei-
mal eine Heparinsdule. Im dritten Chromatographieschritt mit einer Hydroxylapatitsdule wur-
de der Puffer gewechselt und danach die IL-8-haltige Fraktion dialysiert. Am Ende der Reini-
gung betrug die Ausbeute 8 mg.!"**' In den Arbeiten von Hou et al. und spiter von Cheng et
al. wurden viele bakterielle Proteine durch eine Temperaturerh6hung auf 70°C fiir 10 min und
der sofortigen Abkithlung auf 0°C von der hitzestabilen IL-8-Variante abgetrennt.!'7*H!*!
Diese Methode wurde auch in der vorliegenden Studie getestet, wobei das rekombinante In-
terleukin-8 wahrend des folgenden Dialyseschrittes ausfiel und deshalb nicht weiter gereinigt
werden konnte. D.h. die Durchfiihrung von Zwischenschritten wie Dialyse, Umpufferungen
und Membranfiltration sind sowohl zeitaufwédndig und erhohen die Wahrscheinlichkeit eines
Proteinverlustes, z.B. durch Prézipitation und unspezifischen Bindungen an den Materialien.

Seite 107 von 146



6. Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine einfache reproduzierbare Methode fiir die Reinigung von tagfrei-
en loslichen Interleukin-8 etabliert. Diese Methode wurde von den physikalischen Eigen-
schaften des Chemokins hergeleitet. Aufgrund des hohen pl bei 9,2 wurde im ersten Schritt
eine CIEX durchgefiihrt. Nach der 1:2 Verdiinnung der IL-8-haltigen Fraktion mit dem Nied-
rigsalzpuffer (Puffer A2) wurde der Ansatz im zweiten Reinigungsschritt auf eine
Heparinsédule gegeben. Die Bindung an die Affinititsséule erfolgte mittels der Glykosamino-
glykanbindungsstelle am C-Terminus des Proteins. Nach der Elution mit dem Hochsalzpufter
wurde eine Endreinigung mit Hilfe einer Ausschlusschromatographie durchgefiihrt. Hierbei
wurde das gleiche Puffersystem, das auch fiir die vorangegangenen Chromatographie-
methoden verwendet worden war, eingesetzt und auf eine annéhernd physiologische Salzkon-
zentration von 138 mM NaCl in Phosphatpuffer mit pH 7 eingestellt. Am Ende lag das reine
Chemokin in einem fiir Bindungsstudien kompatiblen Puffer vor.

Die in dieser Arbeit etablierte Methode zur Reinigung des tagfreien Chemokins IL-8 erfolgte
mit einem einfachen Einpuffersystem (nur Phosphatpuffer) bei dem keine Dialyse- und
Membranfiltrationsschritte durchgefiihrt werden mussten. Mit dieser Reinigungsmethode
wurde das 16sliche IL-8 mit Ausbeuten von durchschnittlich 6 mg+3 mg pro Liter Zellkultur
isoliert. Zusitzlich lag das gereinigte IL-8 am Ende des Prozesses einsatzbereit in einem fiir
Bioassays kompatiblen Puffer vor.

IL-8 mit His-tag und einer TEV-Proteaseschnittstelle wurde mit dem Vektor pET28a sehr gut
exprimiert. Um die Struktur des rekombinanten Proteins zu bewahren, wurde nur das l6sliche
Produkt gereinigt. Der His-tag wurde fiir die Reinigung mit einer Nickelsdule verwendet. Die
TEV-Proteaseschnittstelle, die hinter der 6x Histidinsequenz eingefiigt worden war, iiberlapp-
te mit dem N-Terminus der 72aa Variante von IL-8. Daher konnte mittels TEV-Protease das
Protein mit dem nativen N-Terminus erzeugt werden.

Damit die TEV-Protease eingesetzt werden kann, muss die Salzkonzentration nach der
Elution verringert und das Imidazol entfernt werden, da diese Substanzen die Aktivitit des
Enzyms beeinflussen.!'®!! Die Protease ist eine Cysteinprotease und benétigt ein Reduktions-
mittel. Statt des tiblichen DTT muss ein Redoxsystem in den Proteaseansatz eingesetzt wer-
den, da sonst eine Reduktion an den Disulfidbriicken des Chemokins stattfindet. Von Waugh
wurde in der kurzen Anleitung TEV Protease FAQ das Redoxsystem 3 mM GSH/0,3 mM
GSSG als Ersatz fiir DTT vorgeschlagen.!'®" Die Protease ist in einer groBen Temperatur-
spanne aktiv (4-34°C). Die Aktivitét ist bei 20°C viermal hoher als bei 4°C. Bei dem groften
Teil des Fusionsproteins HisIL-8 war der Anhang nach 6 h bei 20°C vollstindig abgetrennt.

Nach der Entfernung des Tags mittels TEV-Protease wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt.
Das Chemokin lag nach der Grofenausschlusschromatographie ebenfalls in einem fiir Aktivi-
tatsstudien anwendbaren Phosphatpuffer vor. Durchschnittlich wurden mit dieser Methode
3 mg IL-8 pro Liter Zellkultur hergestellt.

6.4 Expression und Reinigung von rekombinantem SDF1a

Mit den Expressionsvektoren pET22b und pET28a konnte ebenso das Chemokin SDF1a in
E. coli exprimiert werden. Die Expression des nativen Chemokins war mit dem Vektor
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pET22b sehr gering, weshalb die Reinigung mit der etablierten Methode fiir tagfreies IL-8 fiir
den in dieser Arbeit nicht durchgefiithrt wurde. In der Arbeit von Murphy et al. wurde das
Chemokin ebenfalls mit Hilfe des Vektors pET22b in E. coli rekombinant exprimiert.'® Die
Reinigung erfolgte mittels CIEX und RP-HPLC nach Zugabe von denaturierenden Substan-
zen zu dem als inclusion bodies vorliegenden Protein. In der Studie von Cho et al. wurde
SDF1a sowohl mit GST als auch mit MBP-tag mittels pET22b exprimiert. Mit letzterer Vari-
ante wurde eine sechsmal groflere Menge an 16slichem Produkt als inclusion bodies erhalten.
Allerdings erfolgte keine Entfernung des MBP nach der Chromatographie.!'*® Holmes und
Mitarbeiter reinigten 20 mg rekombinantes SDF 1o pro Liter Expressionsansatz.'””) Die Rei-
nigung war hier aufgrund mehrerer Wasch- und Filtrationsschritte, der Denaturierung und
Riickfaltung des Proteins sowie der Lyophilisierung sehr zeitaufwéndig. In der Arbeit von
Chen et al. wurde das Produkt des ersten Expressionsvektors pCRII nach 3 h wieder abge-
baut.!"**! Der Einsatz eines anderen Vektors resultierte in der Expression des rekombinanten
SDF1a, das noch das Initiatormethionin enthielt und als inclusion bodies vorlag. Die Reini-
gung wurde nach Zugabe von Harnstoff &hnlich wie von Murphy et al. ausgefiihrt.

Viele Forschungsgruppen haben rekombinantes SDF 1o mit His-tag exprimiert,['**-41H1131184]

Im Projekt von Shimoda et al. wurde die Expression des Chemokins im Bakterienstamm M15
mit [IPTG induziert, und die Reinigung erfolgte mit Hilfe eines Nickel-NTA-Resin spin Kits
von Qiagen ohne anschlieBende Entfernung des His-tags. Die Priparationen wurden sowohl
mit denaturierenden und nicht denaturierenden Puffern erfolgreich durchgefiihrt.!'® Alten-
burg und Mitarbeiter verwendeten den Expressionsvektor pET23a zur Herstellung verschie-
dener Varianten von SDF1 im Expressionsstamm BL21-Gold DE3 pLysS. Die rekombinanten
Proteine enthielten einen C-terminalen His-tag, der zur Reinigung mit einer Nickel-NTA-
Saule genutzt wurde. Nach der Zugabe von Harnstoff wurde die Riickfaltung des Proteins
durch einen stufenweise abfallenden Harnstoffgradienten erbracht.*! Der His-tag wurde nach
der Elution von der Nickelsdule nicht entfernt und es wurden keine weiteren Reinigungs-
schritte durchgefiihrt. Als Gesamtausbeute der His-getagten SDF1-Varianten wurden 0,5-
2,0 mg pro Liter Expressionsansatz angegeben. Ryu et al. und Veldkamp et al. exprimierten
rekombinantes SDF1a mit einem N-terminalen His-tag und TEV-Sequenz. Allerdings musste
auch in dieser Arbeit eine Reinigung aus inclusion bodies erfolgen." "™ zyr Entfernung
des abgeschnittenen His-tags wurde ein zweiter Chromatographieschritt an der Nickelsdule
von Ryu und Mitarbeiter durchgefiihrt. Die Endreinigung erfolgte mit Hilfe der
Gelfiltration.!''!

Die Reinigungsmethode von Ryu et al. wurde auch in dieser Arbeit getestet, da ein dhnliches
DNA-Konstrukt fiir die Expression verwendet worden war. Es wurden deutliche Expressions-
banden von SDF1a mit His-tag detektiert. Nach der Zelllyse zeigte sich im SDS-Gel, dass das
rekombinante Chemokin nur als unlosliche Form im Pellet des Zelllysats vorlag. Daher muss-
te das Protein vor der Reinigung iiber die HisTrap-Sdule mit denaturierenden Substanzen in
die 16sliche Fraktion tiberfiithrt werden. Zusétzlich waren noch 15 mM Imidazol dazugegeben
worden. Nach der Riickfaltung von SDF1a durch Anwendung eines abfallenden Harnstoff-
gradienten und Zugabe des Redoxsystems 3 mM GSH/0,3 mM GSSG wurde die Elution mit
einem Imidazolgradienten durchgefiihrt. Die Elution des Proteins erfolgte jedoch schon bei
niedrigen Imidazolkonzentrationen (15-50 mM), was auf eine sehr schwache Bindung des
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His-tags an der Séule zuriick zufiihren war. Mit einer Absenkung der Imidazolkonzentration
im Lysis- und Riickfaltungspuffer konnte die Bindung des His-tags an das Sdulenmaterial
verstdarkt werden. Ein Vorteil bei einer schwachen Bindung des His-tags wére die aufgrund
der in der eluierten Fraktion geringen Imidazolmenge entfallende Entfernung und sofortige
Anwendung der TEV-Protease. Andererseits konnten mehr bakterielle Proteine an der Nickel-
sdule binden und die SDF1a-haltige Fraktion wére weniger rein. Die Endreinigung kann dann
wie bei IL-8 mit einer Gelfiltration vollzogen werden.

6.5 Expression und Reinigung von rekombinantem Eotaxin-1

Schon in dem Bericht von Edgerton im Jahr 2000 wurde beschrieben, dass einige Chemokine,
z.B. IL-8 und MCP-3 mit Hilfe von pET-Vektoren gut exprimierbar sind und andere, z.B.
Eotaxin-1 und MCP-1 gar nicht oder in sehr geringen Mengen produziert werden. Die Limi-
tierungen beruhen hochstwahrscheinlich auf Fehlern bei der Translation durch ungiinstige
Sekundirstrukturen der gebildeten mRNA.!'®! Rekombinantes Eotaxin-1 wurde von einigen
Gruppen in Sdugetier- und Insektenzellen exprimiert. Kitaura et al. hatten 1997 mit Insekten-
zellen humanes Eotaxin-1 hergestellt und nach der Dialyse des Mediums, das Protein iiber
eine HiTrap Heparin- und anschlieBend mit einer SP FF-Siule gereinigt.'” Eine #hnliche
Herstellung von Eotaxin-1 wurde in der nachfolgenden Arbeit von Nakajima et al. durchge-
fiihrt.'®! Andere Arbeitsgruppen stellten humanes Eotaxin-1 mittels Festphasensynthese
her.!" ¥ Die Reinigung von in COS-Zellen exprimiertem Eotaxin-1 mit einem C-
terminalen FLAG-tag mittels Anti-FLAG-Antiképer wurde von Garacia-Zepeda
vorgestellt.!'® Nach der Expression in COS-Zellen wurde das Protein von Ishi et al. nur iiber
Ultrafiltration aus dem Kulturmedium gereinigt.'™ Die Herstellung von rekombinantem
Eotaxin in E. coli wurde von wenigen Arbeitsgruppen durchgefiihrt.!'** M2 Morita und
Kollegen stellten Eotaxin-1 mit einem N-terminalen His-tag gefolgt von einer
Enterokinaseschnittstelle her. Nach der Reinigung mit einer Affinitétssdule und der Entfer-
nung des His-tags wurde die Endreinigung mit RP-HPLC durchgeﬁihrt.[lgo] In der Studie von
Ye et al. wurde die Expression des rekombinanten His-tag-Chemokins fiir 4-6 h mit 1 mM
IPTG induziert. Die Zellen wurden direkt im Bindungspuffer fiir die Affinitdtschromatogra-
phie durch dreimaliges Sonifizieren lysiert. Die drei gesammelten Lysatiiberstdinde wurden
auf eine Nickel-NTA-Séule gegeben. Der His-tag wurde mit Hilfe von Thrombin abgeschnit-
ten.'"*! Als Endreinigungsschritt wurde eine CIEX durchgefiihrt. Ebenfalls konnte von dieser
Gruppe gezeigt werden, dass die tagfreie Expression von Eotaxin sehr gering war. Die Ex-
pression des Proteins mit His-tag war deutlich hoher als ohne tag und die Ausbeuten betrugen
5-10 mg pro Liter Zellkultur."**! Die gleiche Reinigungsmethode wurde auch von Chung und
Mitarbeitern publiziert.' Diese Berichte legen nahe, dass eine Expression von humanen
Eotaxin-1 mit His-tag vorzuziehen ist.

Bei den in diesem Projekt durchgefiihrten Expressionstests von rekombinantem Eotaxin-1 mit
Hilfe der Vektoren pReceiver, pET22b und pET28a wurden keine oder sehr geringe Mengen
exprimiert. Das in geringen Mengen exprimierte Protein mittels pReceiver enthielt zusdtzlich
das Signalpeptid. Mit und ohne andere Anhidnge wie K3TEV konnte das Chemokin nach der
Expression nicht nachgewiesen werden. Auch nach der Expression mit dem Vektor pET22b
wurden keine Expressionsbanden von tagfreien Eotaxin-1 im SDS-Gel ermittelt. Eine Verbes-
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serung der Expression wurde mit dem Vektor pET28a erzielt. Im Gegensatz zur Studie von
Ye et al. konnte die Expression von tagfreiem Eotaxin ebenfalls mittels pET28a in der hier
vorliegenden Arbeit beobachtet werden.!'*! Das rekombinante Eotaxin mit His-tag war nach
vierstiindiger Expressionsdauer im SDS-Gel gut erkennbar. Bei beiden exprimierten Varian-
ten wurde in weiteren Versuchen festgestellt, dass das Protein wieder abgebaut wurde. Nach
der Expression {iber Nacht wurde die Expressionsbande, die in der Probe nach 4 h im SDS-
Gel zu sehen war, nur noch im Western Blot detektiert. Auch nach der direkten Zelllyse und
der sofortigen Zugabe von Proteaseinhibitoren nach der vierstiindigen Expression war das
Chemokin weder im Uberstand noch im Pellet des Zelllysats erkennbar. In den Publikationen
von Ye und Chung wurde dieses Phdnomen nicht beschrieben, obwohl beide den Bakterien-
stamm BL21 DE3, der dem in dieser Arbeit benutzten Stamm BL21 DE3 RIL dhnlich ist,
einsetzten.!' M2 Der Abbau ist vermutlich auf eine E. coli-Protease zuriick zufiihren.!'’!
Eine Begriindung wire ein Fehler aufgrund einer falschen Transkription oder eines fehlenden
Codons in der mRNA, der zu einer Markierung der mRNA durch E. coli fithrt. Dadurch ent-
hélt der C-Terminus des exprimierten Proteins eine Erkennungssequenz (SsrA) fiir die E. coli-
Proteasen HfIB und Clp, die das Protein abbauen.!"”" In der Studie von Herman et al. wurde
dieser Erkennungsmechanismus genauer untersucht. Je mehr unpolare Aminosdurereste in
den letzten fiinf Aminosduren des C-Terminus vorlagen, desto schneller wurde das Protein
abgebaut.'” Beim Vergleich der C-Termini der Chemokine IL-8, SDFla und Eotaxin-1
wurden eine, zwei bzw. drei unpolare Aminoséduren in den letzten fiinf Aminosduren ermittelt.
D.h. vermutlich wird Eotaxin-1 aufgrund seiner hohen Anzahl an unpolaren Aminosdure-
resten am C-Terminus von den E. coli-Proteasen HfIB und Clp erkannt und abgebaut. Die
Anwendung einer sehr schnellen Lysemethode wie von Ye et al. durchgefiihrt, schien den

Abbau durch Proteasen zu unterbinden.!'*!

6.6 Verbesserungsansitze fiir die Expression von humanem SDF1a und
Eotaxin-1 in E. coli

Die Verbesserung der Expression von rekombinanten SDF1a und Eotaxin-1 kann auf vier
verschiedenen Ebenen stattfinden. Auf der DNA-Ebene ist eine Verbesserung in der Codon-
usage und der damit verbundenen tRNA-Verfiigbarkeit moglich. Durch die Wahl eines geeig-
neten Expressionsstamms, z.B. Rosetta-gami DE3 pLysS und/oder der Verwendung eines
bestimmten fags kann die Expression verstiarkt sowie die Proteinfaltung verbessert werden.
Die Einstellung der Zellkulturbedingungen erméglicht eine weitere Verbesserung der Expres-
sion. Und eine Erh6hung der Ausbeute kann durch die Minimierung des proteolytischen Ab-
baus erfolgen.

Die im Menschen hiufig genutzten Arginincodons agg/aga, cga und cgg gehoren zu den am
wenigsten genutzten Codons in E. coli. Auch die Cystein- und Prolincodons tgt, tgc, ccc und

I Die zwei Amino-

cca sind mit einer Frequenz von 3-5 pro 1000 Codons selten vertreten.!
sduren Cystein und Prolin sind in den Sequenzen der Chemokine SDF1a und Eotaxin-1 héu-
fig vorhanden. Alle Chemokine enthalten Cystein, die Aminosdure, die in E. coli-Proteinen
am wenigsten vertreten ist.''”! Arginin liegt in der Aminosiuresequenz von SDF1a mit einem
hoheren Anteil vor als in E.coli-Proteinen. Daher sollten mindestens diese Aminosédurecodons

fiir in E. coli haufiger genutzte Codons umgewandelt werden. Mehr tRNAs stehen fiir die
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Aminosduren Arginin und Prolin zu Verfiigung, wenn die Codons ctg und cct eingesetzt wer-
den. Bei den Codons fiir Cystein kann keine Anderung erfolgen. Generell sind
codonoptimierte synthetische cDNAs fiir die Expression rekombinanter Chemokine zu emp-
fehlen.

Die Expression kann aber nicht nur durch selten verwendete Codons limitiert werden, sondern
auch von der Haufigkeit der Codons bzw. den Anteil einer Aminosdure im Protein. Der
Lysinanteil von 15% in Eotaxin-1 ist dreimal hoher als in Proteinen des Wirtsorganismus. In
der Studie von Wang et al. wurde ein Protein, das einen Lysinanteil von 12% aufwies,
exprimiert. Die Expression wurde durch den zwei bis dreifachen Lysincodonanteil und den
daraus resultierenden hohen Verbrauch an Lysyl-tRNA limitiert.!"' '**) Der Unterschied, der
zwischen den durchschnittlichen Anteil von einzelnen Aminoséuren in E. col/i- und humanen
Proteinen besteht, kann nicht beeinflusst werden. Daher sollten Expressionsstimme, die mehr
seltene tRNAs tiberexprimieren, z.B. Rosetta DE3 pLysSRARE statt in der hier prisentierten
Studie BL21 DE3 RIL, verwendet werden. Das konnte den Mangel an bestimmten tRNA-
Molekiilen wéhrend der Expression von Eotaxin-1 ausgleichen. Die Expression, insbesondere
die Translation, wird nicht nur von seltenen Codons sondern auch vom Startcodon beeinflusst.
Das Initiationscodon atg ist das in E. coli meist genutzte Startcodon (91%) '
her fiir Expression von rekombinanten Proteinen verwendet werden.

und sollte da-

Damit das Initiationsmethionin durch die endogene Aminopeptidase in E. coli entfernt werden
kann, sollte in der Sequenz eine Aminosdure mit einer kurzen Seitenkette folgen, da sonst das
Enzym aus sterischen Griinden nicht oder ineffizient schneidet."® Bei den in der vorliegen-
den Arbeit exprimierten Chemokinen IL-8 und SDFla mit His-tag wurde mit der Massen-
spektrometrie festgestellt, dass das Initiationsmethionin entfernt worden war. Beide Chemo-
kine enthielten ein Glycinrest an zweiter Stelle.

Um bei der Expression eine korrekte Faltung des Proteins und die Verminderung der Aggre-
gatbildung zu gewihrleisten, konnen zwei verschiedene Maflnahmen helfen. Erstens kann die
Verwendung eines anderen Signalpeptids, z.B. StIl oder ompA fiir den Transport in den
periplasmatischen Raum, die Proteinfaltung aufgrund des oxidierenden Milieus
verbessern.'"*M'7! Zusitzlich bleibt nach der Abtrennung des Peptids der N-Terminus des
nativen Chemokins erhalten. Diese Anwendung fiihrt aber nicht immer zum gewiinschten
Ergebnis, da in einigen Féllen wie auch in dieser Arbeit das Signalpeptid nicht vollstindig
entfernt wird.""’ Eine Verbesserung der Faltung von rekombinanten Proteinen im Cytosol
kann mit Hilfe von bestimmten Expressionsstimmen erreicht werden. Bardwell et al. hatten
1994 den Mechanismus fiir die verminderte Disulfidbriickenbildung im Cytoplasma von E.
coli entdeckt und die Proteine dsbA-C als wichtige Bestandteile erkannt. Eine Schliisselrolle
bei der Aufrechterhaltung des reduzierenden Milieus und die dadurch verringerte Bildung von
Disulfidbriicken spielt auBerdem die Thioredoxin-Reduktase (TrxB)."*! Eine im Cytoplasma
erhohte Produktion von l6slichen rekombinanten Antikorperfragmenten sowie 16slichem
MCP-1 mit Hilfe eines TrxB-defizienten Expressionsstammes konnte in den Studien von
Proba et al. und Paavola et al. erzielt werden.!"”"'*!! Es wurden ohne Bildung von inclusion
bodies mit Hilfe des Expressionsstammes TAP302 0,5-5 mg MCP-1 aus 1,5 Liter Zellkultur
gewonnen.?!! Mittlerweile konnen diese trxB-defizienten Stimme kéuflich erworben werden
und sollten bei der Produktion von disulfidhaltigen Proteinen beriicksichtigt werden. Zwei-
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tens, kann die Verwendung von His-tag und 16slichkeitsféordernden Fusionsproteinen die Ex-
pression verbessern.'*¥ In der Arbeit von Chung und Mitarbeitern wurde, nachdem die Ex-
pression einer Eotaxin-1-MCP-3-Chimédre mit His-tag erfolglos war, ein kombinierter tag
verwendet. Durch die Kombination von Hise- mit Thioredoxin (TRX) wurde die Expression
deutlich verbessert und ein Isliches Produkt erhalten.!'®”! Dieser kombinierte Hisg-TRX-tag
wire eine Alternative zum in dieser Arbeit verwendeten einfachen Hise-tag fiir die Expression
von SDFla und Eotaxin-1. Um am Ende der Reinigung ein natives Chemokin zu erhalten,
muss eine Proteaseschnittstelle zwischen dem Anhang und der Aminosduresequenz der
Chemokine integriert sein.

Die dritte Ebene der moglichen Verbesserungen beruht auf den Einfliissen des Mediums und
der Temperatur auf die Expression. Die Bildung von inclusion bodies kann durch das Herab-
setzen der Temperatur und durch die Anpassung des pH reduziert werden.!'?”-!1¢H120MI66 e
Zugabe von frischem Medium zum Expressionsansatz nach dem Erreichen der log-Phase
kann ebenfalls die Expressionsrate von rekombinanten Proteinen erhohen.!''™ Die Zusam-
mensetzung des Mediums beeinflusst signifikant die metabolischen Effekte sowohl in den
Zellen als auch bei der Proteinproduktion.'?*-!!¢!

Um den Abbau von Eotaxin-1 zu verhindern, sollte die Zellen sehr schnell aufgeschlossen
werden und das Protein durch Chromatographie von den Proteasen getrennt werden. Eine
andere Moglichkeit ist die direkte Zugabe von Heparin zum Zelllysat. Ellyard et al. zeigten in
ihrer Studie, dass Eotaxin durch die Bindung an Heparin vor einem proteolytischen Abbau
geschiitzt wurde.®®” Die Heparin-Eotaxin-1-Komplexe kénnen durch Gelfiltration von ande-
ren Proteinen sowie Proteasen isoliert und fiir weitere Reinigungsschritte eingesetzt werden.

6.7 Konzept zur Reinigung von rekombinantem SDF1a und Eotaxin-1

Die Grundvoraussetzung fiir eine effektive Reinigung ist die Expression selbst, da in dieser
Phase, die Menge sowie die Struktur und somit die Bildung von l6slichen oder unloslichen
Produkten beeinflusst wird.

Die physikalischen Eigenschaften, die bei der Reinigung von IL-8 ausgenutzt werden, d.h.
hoher pl und die GAG-Affinitit, sind auch bei den anderen Chemokinen vorhanden. Die
1soelektrischen Punkte von SDF1a und Eotaxin-1 liegen bei 9,9 und 10,0 (Protein Calculator
v3.3). Deshalb sind die beiden Proteine dafiir pradestiniert, im ersten Schritt mit einem Katio-
nenaustauscher gereinigt zu werden. Da die beiden Chemokine ebenfalls eine
Glycosaminoglycanbindungstelle aufweisen, kann im zweiten Schritt wie bei IL-8 eine
Heparinsiule benutzt werden.!''"®! Fiir 16sliche tagfreie Formen von SDFla und Eotaxin-1
sollte die fiir IL-8 beschriebene Reinigungsmethode sehr gut anzupassen sein. Aufgrund der
hoheren pl-Werte wiirden die Chemokine mit einer hoheren Salzkonzentration von der SP FF-
Sdule eluiert werden. Die Verdiinnung vor dem Auftragen auf die Heparinsiule miisste ent-
sprechend angepasst werden. Mit Hilfe der Gelfiltration konnen auch diese Chemokine end-

gereinigt und in eine gewiinschte Pufferzusammensetzung tiberfiihrt werden.

Fiir die His-getagten Varianten bieten sich zwei verschiedene Methoden an, abhingig davon,
ob das Produkt 16slich oder unloslich vorliegt. Fiir die Reinigung von loslichen His-getagten
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Chemokinen erfolgt die Zelllyse ohne denaturierende Substanzen und Reduktionsmittel. Die
Zugabe von Salz und geringen Mengen Imidazol kann unspezifische Bindungen an der
HisTrap-Sadule mindern, muss aber fiir jedes Protein angepasst werden. Bei dem ersten Reini-
gungsschritt wird das Protein mit einem linearen bzw. unter optimierten Bedingungen mit
einem Stufengradienten eluiert.

Fiir den letzten Reinigungsschritt nach der Abtrennung des His-tags durch die Protease gibt es
drei Moglichkeiten. Entweder die Reinigung erfolgt mit einer Heparinsdule, an der das
tagfreie Chemokin bindet und der His-tag und die Protease im Durchfluss erscheinen oder mit
einer HisTrap-Sédule, an die der 7ag bindet und das Chemokin im Durchfluss vorliegt. Letztere
Variante wire aufgrund des im Durchfluss fehlenden Imidazols und weniger hohen Salzkon-
zentration als im Eluat der Heparinsdule besser. Die dritte Moglichkeit, wie fiir His-IL-8 ge-
zeigt, ist, die Endreinigung iiber eine Gelfiltrationssdule durchzufiihren. Dabei wird die
Protease vor und der His-tag nach dem Chemokin eluiert. AuBerdem kann mittels Gelfiltrati-
on der gewliinschte Puffer, in dem das Protein am Ende der Reinigung vorliegen soll, einge-
stellt werden.

Fiir den Fall das unl6sliche Varianten von SDF1a und Eotaxin-1 vorliegen, wird die Methode
bei der Zelllyse und im ersten Chromatographieschritt abgewandelt. Um die Proteine in Lo-
sung zu bringen, konnen 2 M Harnstoff oder GuanidinHCl sowie 3 mM GSH zum
Lysispuffer und zum Bindungspuffer fiir die Nickelsdule gegeben werden. Nach der Bindung
des Chemokins an der Sédule kann eine on-column-Riickfaltung wie von Ryu et al.oder
Veldkamp et al. beschrieben und danach die Elution mit Imidazol erfolgen.'*!{!3°
ren Schritte werden wie fiir die Reinigung l6slicher Chemokine mit His-tag durchgefiihrt.

| Die weite-

6.8 Entfernung von Endotoxinen

Endotoxine sind Lipopolysaccharide aus der Zellwand gram-negativer Bakterien, die
Monocyten und Makrophagen aktivieren. Um die Aktivitdt gereinigter Chemokine in Zell-
migrationstests oder spdter in vivo testen zu konnen, sollten die Chargen nur sehr geringe
Mengen von Lipopolysacchariden enthalten.!'*! Deshalb wurde in dieser Arbeit zusitzlich die
Entfernung von Endotoxinen betrachtet.

In der Literatur wurden verschiedene Methoden, um LPS zu entfernen, beschrieben. Dazu
gehoren die Ultrafiltration, Affinitédts-, Ionenaustausch- und hydrophobe-Interaktionschro-
matographie, sowie die Zweiphasenextraktion und die Verwendung adsorptiver Membra-
nen.['*”]

In dieser Studie wurden drei verschiedene Methoden getestet. Die erste beruht auf die Bin-
dung der Endotoxine an Polymyxin B. Die Phasenabtrennung mittels Triton X-114, beschrie-
ben von Aida et al., wurde als zweite Methode getestet.'™*) Bei der dritten Variante fiir die
Entfernung von Endotoxinen wurde das Detergenz direkt zum Zelllysat gegeben und mit Hil-
fe des Bindungspuffers im ersten Chromatographieschritt herausgewaschen. Hierbei sollten
die freigesetzten Lipopolysaccharide im gekiihlten Zelllysat an das Triton X-114 binden und
nach der Bindung des Proteins an dem S&dulenmaterial entfernt werden. Der gleiche Prozess
wurde auch mit Triton X-100 durchgefiihrt.
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Eine IL-8-haltige Fraktion wurde nach der Gelfiltration manuell auf eine Polymyxin B-Saule
gegeben. Dabei sollte das Endotoxin an der Sdulenmatrix binden und die Proteine eluiert wer-
den. Polymyxin B ist ein Peptid aus dem gram-positiven Bakterium Bacillus polymyxa, das
mit einer sehr hohen Affinitit an den Lipid A-Anteil der meisten Endotoxine gram-negativer
Bakterien bindet.!'” So konnte in der Studie von Issekutz et al. gezeigt werden, dass in Lo-
sung vorliegende Endotoxine sehr effizient mit Hilfe von Polymyxin B-Sdulen entfernt wer-
den.!"! Da aber viele Molekiile, z.B. kationische Proteine mit LPS interagieren, ist die Effek-
tivitdt verschiedener Methoden zur Entfernung der Endotoxine von dem jeweiligen Protein
abhingig.*""'*" Hauptsichlich werden elektrostatische Wechselwirkungen als treibende
Kraft fiir die Bindungen von Endotoxinen an Proteine vermutet. Moglicherweise fithren Kal-
ziumionen zwischen den Carboxylgruppen der Proteine und den Phosphatgruppen der LPS-
Molekiile zu dynamisch stabilen Bindungen zwischen den beiden Komponenten.!'*”! Durch
Zugabe des Detergenz Octyl-B-D-glucopyranosid und einer daraus resultierenden Dissoziati-
on der LPS-Proteinkomplexe wurde in der Arbeit von Karplus et al. eine effektivere Entfer-
nung der Endotoxine iiber eine Polymyxin B-Séule erzielt.""* Liu et al. demonstrierten durch
den Vergleich verschiedener Methoden, dass die Anwendung einer Polymyxin B-Séule weni-
ger erfolgreich war als die Phasentrennung mit TritonX-114.1""1 Auch in der vorliegenden
Arbeit wurde durch die Benutzung der Polymyxin B-Siule keine optimale Reduktion der
LPS-Menge erbracht.

Die Ergebnisse der Tests zur Endotoxinentfernung zeigten, dass sowohl mit der Phasentren-
nung mit Triton X-114 als auch mit der Zugabe von 0,5% Triton X-114 in den Zelllyseansatz
eine deutliche Verringerung der LPS-Konzentration erzielt worden war. Dabei werden die
hydrophoben Interaktionen zwischen den Alkylketten des Lipid A und dem Detergenz ausge-
nutzt und aus der wissrigen Phase entzogen. Bei einer bestimmten Temperatur (cloud point)
aggregieren die Micellen des Detergenz zu Tropfen mit einem geringen Wassergehalt und
bilden dadurch eine neue Phase. Die Endotoxine verbleiben in der detergenzreichen Phase,
die mittels Zentrifugation und Temperaturerhhung sedimentiert.!">*"!">* Urspriinglich wurde
die Phasentrennung zur Separation integraler Membranproteine von hydrophilen Proteinen
entwickelt.**!! Diese Methode wurde spiter von Aida et al. fiir die Endotoxinentfernung ab-
gewandelt. In mehreren Studien wurde mit Hilfe dieses Verfahrens die erfolgreiche Absen-
kung der Endotoxinkonzentrationen gezeigt. ['>*H202HIH0] Triton X-114 ist aufgrund seines
cloud points bei 22°C besser geeignet als Triton X-100 mit einem cloud point bei 75°C. Ei-
nerseits bleibt das Detergenz bei niedrigen Temperaturen (0-15°C) sehr gut in Lésung und
bindet an die Endotoxine, andererseits ldsst sich die Phasentrennung bei proteinschonenden
Temperaturen durchfiihren.

Diese Eigenschaft wurde auch in der Studie von Cheng et al. genutzt, die das Detergenz in
einer Endkonzentration von 1% in den Waschpuffer bei der CIEX gaben und damit die LPS-
Konzentration im isolierten Protein drastisch reduzieren konnten."* In der Arbeit von Hou et
al. wurde mit Hilfe eines Anionenaustauschers die Entfernung von Endotoxinen aus Abwasser
erfolgreich durchgefiihrt. Aber eine zufriedenstellende Entfernung von LPS aus Proteinlésun-
gen wurde mit dieser Methode nicht erzielt. Erst durch die Variation der pH-Werte und der
Salzkonzentration wurden ca. 75% der Endotoxine aus der Proteinlosung extrahiert. Aller-
dings fiihrte diese Methode zu einem Proteinverlust.”*” Die Ergebnisse eines Vergleichs ver-
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schiedener Methoden wurde in einer Studie von Wilson et al prasentiert. Die Verwendung
eines Kationenaustauschers, Anionenaustauschers oder Polymyxin B erzielte keine signifi-
kante Reduktion der Endotoxinlevel. Waschschritte mit Ethanol, Isopropanol oder Essigsdure
wihrend der CIEX ergaben eine 70-90%ige Absenkung der Konzentrationen, aber hatten au-
Berdem einen 50-60%igen Proteinverlust zur Folge. Andere Waschschritte mit 10 mM EDTA
und 0,1% TritonX-100 konnten keine Endotoxinreduktion bewirken. Die effizienteste Reini-
gung ergab sich mit der Zugabe von 4 M GuanidinHCI und 0,75 M Ammoniumsulfat wih-
rend einer Hydrophoben-Interaktionschromatographie.”””! Fiir die Reinigung von loslichen
Proteinen, die ihre korrekte Tertidrstruktur vorweisen, wire diese Methode kontraproduktiv,
da die Zugabe von GuHCI eine Denaturierung des Zielproteins verursacht.

Bei dem Vergleich mehrerer Studien wurde die Phasentrennung mit Detergenzien als effek-
tivste Methode zur Endotoxineliminierung ermittelt.!'> "2 Dag fiir Proteinlosungen gut
geeignete Triton X-114 ist dabei die erste Wahl fiir diese Anwendung. Sowohl die Methode
von Aida et al. als auch die selbst etablierte Methode, die Zugabe von Triton X-114 mit einer
Endkonzentration von 0,5% im Zelllyseansatz zeigten in der hier prédsentierten Arbeit gute
Ergebnisse mit Endotoxingehalten von unter 450 EU/ml. Die Proteinausbeute des mit 0,5%
Triton X-114 versetzten Zelllysats und dem darauffolgenden Waschschritt bei der Chroma-
tographie war mit 5 mg/l Zellkultur deutlich hoher als die des Lysats , das mit der Phasen-
trennung behandelt worden war, mit 3 mg/1 Zellkultur. Eventuell konnte durch eine Kombina-
tion der beiden Methoden eine groflere Reduktion der LPS-Level erzielt werden. Die Anwen-
dung von 0,5% Triton X-100 oder 0,25% Triton X-114 im Zelllysat erbrachte keine optimale
Reduktion der Endotoxinkonzentration.

6.9 Ausblick

Voraussetzung fiir die Entwicklung und Priifung potenzieller Inhibitoren in Bindungsstudien
und Aktivitétstests ist die Verfiigbarkeit der Chemokine. In dieser Arbeit wurde die Grundla-
ge geschaffen, drei rekombinante humane Chemokine mit Hilfe zwei verschiedener Expressi-
onsvektoren in E. coli zu exprimieren und die Moglichkeit, diese gezielt mit einer einfachen
schnellen Methode reinigen zu koénnen. Das Expressionssystem ermdoglicht die tagfreie Ex-
pression und auch die Expression mit unterschiedlichen tags. Durch eine spezielle Konstruk-
tion der DNA-Sequenzen von den Fusionsproteinen wird die Produktion der Chemokine mit
ihrem natiirlichen N-Terminus gewihrleistet. Zudem konnen spezifische Anderungen wie
Mutagenese und Isotopenmarkierung durchgefiihrt werden. Desweiteren wurde die Verbesse-
rung der Zelllyse durch die Kombination mehrerer Methoden und der daraus resultierenden
erhohten Freisetzung der 16slichen Proteine in den Zelllysatiiberstand, welche zu einer besse-
ren Ausbeute fiihrt, dargestellt. Die Reduzierung der Endotoxinkonzentration durch die hier
présentierte einfache Methode, die Zugabe von 0,5% Triton X-114 ins Zelllysat, ist fiir andere
basische Chemokine anwendbar. Daher konnten die gereinigten Proteine auch in Aktivitéts-
tests mit Zellen eingesetzt werden. Die entwickelte neuartige Reinigungsmethode basierend
auf den physikalischen Eigenschaften von IL-8 ist fiir andere humane basische Chemokine
kompatibel einsetzbar. AuBerdem werden mit dieser Methode sowohl zeitaufwindige Ar-
beitsschritte wie Dialyse und Membranfiltration als auch daraus resultierende Proteinverluste
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vermieden. Demzufolge konnen groere Mengen der fiir Bindungsstudien bendtigten
Chemokine hergestellt und direkt eingesetzt werden.
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