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I Kurzfassung

Die Forschung in der regenerativen Medizin ist zu groflen Teilen abhédngig von der Verfiig-
barkeit hochreiner bioaktiver rekombinanter Zytokine. Deren Produktionsplattformen basieren
immer haufiger auf Sdugerzellen, da nur diese die Loslichkeit und die korrekte Faltung und

post-translationale Modifikation der Proteine sicherstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden rekombinante CHO-Zelllinien, sowie Aufreinigungs- und
Testungsverfahren im Labormafistab zur Produktion von LIF (Leukdmie inhibierender Faktor),
VEGFi45 (Vaskuldrer Endothelzellwachstumsfaktor 165) und DII1Fc (Fusionsprotein aus der ex-
trazelluldaren Doméne von Delta-like 1 und dem Fc-Feil von IgG) erstellt und etabliert.

Die Erstellung der Zelllinien erfolgte dabei mittels verschiedener chemischer Transfektionsver-
fahren, sowie per lentiviralem Gentransfer. Die lentivirale Transduktion stellte sich dabei als
exzellenter Ansatz zur Erzeugung von Produktionszelllinien heraus und ergab deutlich tiber-
legene Ergebnisse im Hinblick auf die Transfektionseffizienz sowie die Stabilitdt der Expressi-

on.

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Gewinnung von stabil hochproduzierenden Subzell-
linien. Hierfiir wurden Einzelzellklonierungen, sowie FACS-Sortierungen nach verschiedenen
Kriterien durchgefiihrt. Die gewonnen Subzelllinien wurden anschlieffend in Bezug auf ihre
Produktivitait, ihre Stabilitdt und ihr Kultivierungsverhalten im Vergleich mit ihren Parental-

zelllinien analysiert.

Fiir jedes der Proteine konnte, nach einem umfangreichen Screening, erfolgreich ein jeweils
mafigeschneidertes chromatographisches Aufreinigungsverfahren entwickelt und optimiert wer-

den.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Entwicklung von zellbasierten Assays zur Testung der
biologischen Aktivitat von VEGF;¢5 und LIE. Fiir VEGF;45 wurden hierfiir HUVECs verwendet.
Diese wurden nach ihrer Isolierung anhand von Endothelzellmarkern sortiert und anschliefSend
damit ein Proliferationsassay entwickelt. Fiir LIF basierte der Assay auf seiner Wirkung auf die
Proliferation und Pluripotenz von murinen embryonalen Stammzellen. Diese wurde durchflus-

zytometrisch anhand spezifischer Markerproteine untersucht.

Alle drei Proteine konnten erfolgreich aufgereinigt und ihre biologische Aktivitit bestitigt wer-

den. LIF wurde zudem auch als 16sliches trx-Fusionsprotein in E.coli produziert.

Schlagworter: Proteinproduktion, CHO Zellen, rekombinante Zytokine






II Abstract

The research in regenrative medicin is heavily depending on the on the availability of highly
purified bioactive recombinant cytokines. Whose production platforms are more and more often
based on mammalian cells, since only they are able to assure the solubility and the correct

folding and post-translational modifications of the proteins.

Within the scope of this work recombinant CHO cell lines as well as procedures for the pu-
rification and testing for the lab-scale production of LIF (leukemia inhibitory factor), VEGFies
(vascular endothelial growth factor 165) and DIl1Fc (a fusion protein of the extracellular domain
of Delta-like 1 and the Fc-part of IgG) were generated and established.

The generation of the cell lines was carried out using different chemical transfection procedures
as well as lentiviral gene transfer. Within this context the lentiviral transduction turned out to
be an excellent approach to generate production cell lines and achieved significantly superior
results in matters of transfection efficiency and expression stability.

A key aspect of the work was the production of stable high producing substrains. For this single
cell clonings as well as sortings via FACS by different criteria were utilized. The yielded subs-
trains have afterwards been analyzed in regards to their productivity, their stability and their

cultivation behaviour in comparison to the original cell lines.

A tailored chromatographic purification procedure was developed and optimized for each of
the proteins through extensive screenings.

Another key aspect of the work lay was the development of cell based assays for the testing of
the biological activity of VEGF¢5 and LIE. For VEGF65 HUVECs have been used. After their
isolation these were sorted using endothelial cell marker proteins and subsequently used for the
development of a proliferation assay. The assay for LIF based on its effects on the proliferation
and pluripotency of murine embryonic stem cells, which was analyzed flow cytometrically on
the basis of specific marker proteins.

All three proteins were succesfully purified and their biological activities were confirmed. In

addition LIF was also produced as a soluble trx-fusion protein in E.coli.

Key words: protein production, cho cells, recombinant cytokines
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III Abkiirzungsverzeichnis
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Die Forschung in der regenerativen Medizin ist zu grofsen Teilen abhéngig von der Verfiigbar-
keit hochreiner rekombinanter Proteine. Die Produktionsplattformen fiir rekombinante Protei-
ne basieren in der Regel auf der Expression in Bakterien, Hefen, Insekten- oder Saugerzellen.
Die Nutzung von Bakterien ermoglicht eine einfache, schnelle und kostengiinstige Produktion
der jeweiligen Zielproteine. Jedoch leiden eukaryotische Proteine, die in Prokaryoten exprimiert
worden sind hédufig unter schlechter Loslichkeit, woraus Aggregation oder fehlerhafte Faltung
resultiert, oder ihnen fehlen notige post-translationale Modifikationen, welche fiir die biologi-
sche Aktivitdat notwendig sind [1][2]. Hefe-basierte Expressionssysteme bieten Vorteile gegen-
iiber Bakterien in Bezug auf die Ausbeute, die Komplexitdt der exprimierten Proteine und der
Fahigkeit von Hefen einige post-translationale Modifikationen durchfiihren zu kénnen [3][4].
Expressionssysteme die Insektenzellen verwenden, konnen zur Produktion komplexer rekom-
binanter Proteine eingesetzt werden. Thre Etablierung ist jedoch haufig sehr aufwendig und
die korrekte Glykosilierung mit komplexen N-Glykanen, welche Galaktose- und/oder Sialin-
sdurereste enthalten ist problematisch [5][6]. Aus diesen Griinden werden die meisten Proteine
fir die biomedizinische Verwendung in Sdugerzellen produziert. Etwa 70% der kommerziell
produzierten rekombinanten Proteine werden in chinese hamster ovary-Zellen (CHO) exprimiert

[7].

Im Rahmen des Exzellenzclusters Rebirth (From Regenerative Biology to Reconstructive Medicine)
sollen in dieser Arbeit Prozesse zur Produktion, Aufreinigung und Testung rekombinanter hu-
maner Zytokine erarbeitet werden, um hochreine, biologisch aktive Proteine im Labormaf3stab
produzieren zu konnen, die dann anderen Arbeitsgruppen fiir ihre Forschungen zur Verfiigung
gestellt werden konnen. Die Zielproteine in dieser Arbeit sind ein Fusionsprotein aus der ex-
trazelluldaren Doméane (ECD) des Liganden Delta-like 1 (DIl11) und dem Fc-Teil von humanem
Immunoglobulin G1 (IgG1), der vaskuldre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFi¢5) und
der Leukdmie inhibierende Faktor (LIF).

LIF fordert die Proliferation und verhindert die Ausdifferenzierung von murinen embryona-
len und induzierten pluripotenten Stammzellen [8], wodurch es bei der Kultivierung dieser
Zellen zu einem notwendigen Medienbestandteil wird. Murine embryonale Stammzellen wer-
den als Modellsystem fiir humane embryonale Stammzellen verwendet, deren Kultivierung in

Deutschland nur eingeschrénkt erlaubt und stark reguliert ist.

VEGF; 5 wirkt proliferationsférdernd auf Endothelzellen und somit positiv auf die Bildung und
das Wachstum von Blutgefafien [9]. Eingesetzt wird es als Medienbestandteil bei der Kultivie-
rung verschiedener Endothelzellen. Es ist aber auch selber Gegenstand von Untersuchung z.B.
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beziiglich seiner Rolle bei der Angiogenese, welche ein wichtiger Prozess beim Wachstum und
der Metastase von Tumoren ist [10][11].

Das DIll1Fc-Fusionsprotein ist ein Konstrukt, das es ermoglicht die extrazellulire Doméne des
Liganden DII1 zu immobilisieren um somit seine Rolle bei der der Angiogenese und der post-

natalen Arteriogenese zu untersuchen.

Alle drei Proteine sollen in Sdugerzellen produziert werden. Bei der Expression des Fusions-
proteins ist es notig, dass die DNA gespleifst wird, was nur in Eukaryoten moglich ist. Bei LIF
und VEGFj45 handelt es sich um Glykoproteine, daher muss bei ihrer Produktion ein Apparat
zur post-translationalen Modifizierung vorhanden sein. Fiir die Erstellung der Zelllinien sol-
len sowohl chemische Transfektionsmethoden, als auch, in Zusammenarbeit mit einer anderen
Rebirth-Arbeitsgruppe, die Transduktion mittels Lentiviren erprobt werden. Bei der Erarbei-
tung der Produktionsprozesse soll nach der Bestdtigung der Expression und Sezernierung ein
Schwerpunkt auf die Erzeugung hochproduzierender Subzelllinien gelegt werden. Um dies zu
erleichtern wird in einige der Vektorkonstrukte das Gen fiir das green fluorescent protein (GFP)
eingefiigt, dessen Expressionsstiarke als ein Maf$ fiir die Produktivitdt herangezogen werden
kann [12]. Die Erarbeitung und Optimierung von mafigeschneiderten Aufreinigungsstrategien
soll dadurch erleichtert werden, dass VEGF;¢5 und LIF mit Tags exprimiert werden, da fiir sie
keine spezifischen affinititschromatographischen Methoden existieren. Um die biologische Ak-
tivitat der aufgereinigten Proteine zu bestédtigen, miissen zudem Aktivitdtsassays etabliert und
durchgefiihrt werden. Abschliefiend sollen die bei der Erarbeitung der Produktionsprozesse
gewonnenen Erkenntnisse auf ihre Ubertragbarkeit hin diskutiert werden, um abschitzen zu
konnen, in wie weit sich diese zur Erstellung einer allgemeinen Plattform fiir weitere Produkti-

onsprozesse rekombinanter Proteine im Labormafistab einsetzen lassen.



2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen fiir die durchgefiihrten Arbeiten dar-
gestellt. Zundchst gilt es das allgemeine Vorgehen zur Erstellung rekombinanter Saugerpro-
duktionszellen zu erldutern um dann speziell die in dieser Arbeit verwendeten Methoden zum
Gentransfer zu beschreiben. Der zweite Teil dieses Kapitels ist den zu produzierenden Zyto-
kine gewidmet. Fiir LIF wird dabei speziell auf seine pluripotenzerhaltenden Eigenschaften
eingegangen. Es ist ein vielfach genutzter Medienzusatz bei Stammzellkultivierung. Im DII1Fc-
Abschnitt wird besonders die Rolle des DII1-Liganden bei der Angiogenese und postnatalen
Arteriogenese erldutert. Da die zahlreichen Einsatzgebiete des VEGF¢5 den Rahmen dieses Ka-
pitels tiberschreiten wiirden, wird nur eine allgemeine Darstellung seiner Eigenschaften gege-
ben.

2.1 Entwicklung rekombinanter Saugerproduktionszelllinien

Der erste Schritt bei der Entwicklung einer Sdugerproduktionszelllinie ist die Klonierung des
ausgewdhlten Genes (GOI, gene of interest) in einen Sdugerexpressionsvektor. Zusammen mit
einem Selektionsgen, welches sich auf demselben oder einem separaten Vektor befinden kann,
wird das GOl in die Zielzellen transferiert. Hierfiir zur Verfiigung stehende Methoden werden
in den Abschnitten 2.1.1 und 2.1.2 nédher beschrieben. Zur stabilen Integration des exogenen
Gens in ein Chromosom werden die Zellen anschliefsend selektiven Kultivierungsbedingungen
ausgesetzt. Etablierte Selektionsstrategien basieren auf der Komplementierung einer Auxotro-
phie der Wirtszellen. Die am hédufigsten verwendeten Selektionssysteme in CHO-Zellen basie-
ren auf den Genen fiir Dihydrofolatreduktase (dhfr) [13] und Glutamat-Ammonium-Ligase (gs)
[14]. Eine Alternative zur auxotrophen Selektion ist die Verwendung von Genen, welche Re-
sistenzen gegen Antiobiotika wie Geneticindisulfat (G418), Hygromycin B, Bleomycin-Sulfat
oder Puromycin vermitteln [15]. Ein deutlicher Vorteil der dhfr- und gs-Selektionsmethoden ist,
dass sie Vervielfachung der integrierten rekombinanten Gene ermoglichen. Dies wird dadurch
erreicht, dass die Zellen steigenden Konzentrationen an Inhibitoren der Selektionsproteine aus-
gesetzt werden. DHFR kann durch den Zusatz von Methotrexat (MTX) [13] und GS durch Me-
thioninsulphoximid (MSX) [14] inhibiert werden. Um unter diesen Bedingungen zu iiberleben,
miissen die Zellen grofiere Mengen des Selektionsproteins produzieren, was durch Vervielfalti-
gung des Selektionsgens erreicht werden kann, wodurch auch die Kopienzahl des GOI erhoht
wird [16][17][18].

Die Zellpopulationen, welche nach der Selektion erhalten werden, sind meist stark heterogen in
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Bezug auf das Zellwachstum und die spezifische Produktivitit. Um homogene Zellpopulatio-
nen zu erhalten, welche die gewtiinschten Charakteristika aufweisen, miissen zahlreiche Zellen
isoliert und individuell evaluiert werden. Dies wird standardmafig durch Einzelzellklonierung
per Verdiinnung erreicht, bei welcher die Zellen in Multiwellplatten auf eine Konzentration von
einer Zelle pro Ansatz verdiinnt werden. Die einzelnen mit diesem Verfahren gewonnen Klone
werden anschlieffend im Hinblick auf ihre Produktivitdt analysiert. Die ausgewdhlten Hoch-
produzenten werden zusitzlich einem Langzeittest in Bezug auf die rekombinante Expressi-
onsstabilitit unterzogen, da eine Abnahme dieser ein hédufig beobachtetes Problem bei durch
Einzelzellklonierung erzeugten Zelllinien darstellt [19]. Die stabilen Hochproduzenten kénnen

anschlieffend in groflerem Maf3stab zur Produktion kultiviert werden.

2.1.1 Methoden zum nicht-viralen Gentransfer in eukaryotische Zellen

Die Einfiihrung von Nukleinsduren in Zellen ist eine zentrale Technik der Biotechnologie und
Molekularbiologie. Neben der Erstellung von Produktionszelllinien stellt sie einen kritischen
Prozess fiir in vivo-Anwendungen wie die Gentherapie und fiir die Impfstoff- und Medikamen-
tenentwicklung dar. Das grundsétzliche Problem ist, dass Zellmembranen aufgrund der bipo-
laren Eigenschaften ihrer Phospholipiddoppelschicht nicht spontan Nukleinsduren aufnehmen
[20]. Daher wurden verschiedene Moglichkeiten entwickelt Nukleinsduren mit Hilfe mechani-
scher, chemischer, biologischer oder physikalischer Systeme durch die Membranen zu trans-

portieren.

Methoden, bei denen die Zellmembran mechanisch {iberwunden wird, sind beispielsweise die
Mikroinjektion und der Partikelbeschuss. Die Mikroinjektion ist eine sehr einfache Methode, bei
der die Nukleinsdure mittels einer Glaskapillare direkt in die Zelle injiziert wird. Dabei stellt je-
doch der geringe Durchsatz eine grofie Einschrankung dar, da jede Zelle einzeln transfiziert
werden muss. Beim Partikelbeschuss wird eine so genannte Genkanone verwendet. Dabei wer-
den Gold- oder Wolframmikropartikel mit Nukleinsduren beladen und auf hohe Geschwindig-
keiten beschleunigt um so Zellmembranen oder Zellwidnde von Pflanzenzellen durchdringen
zu konnen [21][22].

Eine der am héufigsten angewendeten physikalischen Methoden ist die Elektroporation. Durch
das Anlegen eines elektrischen Feldes an die Zellsuspension kommt es zu kurzzeitiger Depo-
larisation der Membran und zur Bildung von Poren, durch welche hydrophile Makromolukiile
wie Nukleinsduren passiv in die Zellen diffundieren konnen [23].

Die chemischen Transfektionsmethoden umfassen, neben der Calciumphosphatprazipitation
(Abschnitt 2.1.1.1) und dem lipidvermittelten Transfer (Abschnitt 2.1.1.2), unter anderem poly-
mervermittelte Transfermethoden. Hierfiir kann zum Beispiel poly-L-Lysin [24] oder Diethyl-
aminoethyl-Dextran [25] verwendet werden. Die genauen Mechanismen, nach denen der Trans-
fer dabei ablduft sind jedoch nicht bekannt. Weitere Polymere, die verwendet werden konnen,
sind Polyethylenimine (PEIs). Diese synthetischen Polymere bilden Komplexe mit hochkonden-

sierter DNA, welche von den Zellen per Endozytose aufgenommen werden konnen [26].
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2.1.1.1 Transfektion per Calciumphosphatprizipitation

Die Calciumphosphatprazipitation ist, aufgrund ihrer einfachen und kostengtinstigen Durch-
fiihrbarkeit, eine weit verbreitete Methode. Das Prinzip beruht darauf, dass in iibersattigten
Calciumphosphatlosungen, in denen DNA vorliegt, diese in ausfallendes Calciumphosphat in-
korporiert wird. Die entstandenen DNA-Calciumphosphat-Coprézipitate konnen anschliefiend
von Zellen durch Endozytose aufgenommen werden. Die erreichbare Transfektionseffizienz
hiangt dabei von zahlreichen unterschiedlichen Parametern ab.

Die Calciumphosphatprazipitation ist ein dynamischer und reversibler Prozess und die Gro-
8e und Struktur des Prizipitates hiangen stark von der Durchfithrung der Mischung der ver-
wendeten Losungen ab. Zudem kann es schwierig sein die Charakteristika des Prézipitates
nach dessen Bildung wéhrend des gesamten Transfektionsprozesses konstant zu halten. Die-
se hangen zum groflen Teil von der relativen Ubersattigung der Losung ab, welche wiederum
hauptsdchlich von den Calcium- und Phosphatkonzentrationen abhéngig ist [27][28][29]. Cal-
cium liegt hierbei in grofiem Uberschuss vor, was bedeutet, dass das relative Verhiltnis der
beiden Ionensorten starken Schwankungen unterliegt. Der pH-Wert verdndert die Loslichkeit
durch Einfluss auf das Verhiltnis zwischen H,PO, , HPO;™ und PO;~ und ist damit ein Schliis-
selfaktor der sorgfiltig kontrolliert werden muss [30][31][32]. Des Weiteren ist die Loslichkeit
abhéngig von der DNA-Konzentration [30], der Temperatur [33], sowie Verunreinigungen der
DNA und der verwendeten Chemikalien [34]. Nach der Zugabe des Prazipitates zum Medi-
um hédngt sein Zustand zusétzlich noch von der Serumkonzentration, der CO,-Sittigung und
der Zellaktivitét ab. Da fiir diese komplexen Zusammenhénge kein mathematisches Modell zur
Verfiigung steht, muss man auf Interpretationen empirischer Experimente zurtickgreifen.

Die Grofie des Prazipitates wird neben der Calcium- und Phosphatkonzentration und dem pH-
Wert von der Temperatur und dem Gehalt an DNA, Serum und CO; beeinflusst. Sie bestimmt
die DNA-Bindungskapazitdt und die Anzahl der Partikel pro Zelle und beeinflusst damit die
Transfektionseffizienz [30]. Auch wenn die Einflussfaktoren auf die Partikelgrofle alle genau
kontrolliert werden ist eine hohe Reproduzierbarkeit nicht gegeben, denn auch die Art und
Weise in welcher die Calciumchlorid- und die Phosphatlosung gemischt werden hat messbaren
Einfluss [35]. Fiir die Durchfiihrung dieses Schrittes gibt es grundséatzlich unterschiedliche Vor-
gaben in den Protokollen (tropfenweise zugeben (z.B. bei Shen et al. (1982) [36]) oder schnell
mischen (z.B. bei Jordan et al. (1996) [29])). Losungen und Inkubationszeiten die sich fiir einen
Ansatz eignen, miissen nicht auch zwangslaufig fiir einen Anderen funktionieren [37].

Die negativ geladene DNA kann physikochemisch direkten Einfluss auf die Formation des Pra-
zipitates nehmen [38]. Die optimale DNA-Konzentration liegt im Bereich von 25 ng DNA/mL,
wobei dieses experimentell bestimmte Optimum relativ scharf ist [31][39][40]. Es kann auch
carrier-DNA eingesetzt werden [27]. Die Vorteile dabei sind, dass der Anteil der Vektor-DNA
gesenkt und dass das Expressionslevel auf ein mehr physiologisches Niveau reduziert werden
kann [41][42].

Wenn das Prazipitat in das Kulturmedium gegeben wird, kommt es dadurch generell zu ei-
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ner Stabilisierung der Partikel [43]. Zudem treten jedoch auch Prozesse auf, durch die sich die
Partikel in ihrer Zusammensetzung verdndern. Diese sind komplex und beinhalten unter ande-
rem den Austausch von Calciumionen durch andere zweiwertige Ionen aus dem Medium und
den Ersatz von Phosphationen durch z.B. Carbonate [44][45]. Diese konnen sowohl aus dem
von den Zellen produzierten CO, als auch aus dem im Medium enthaltenen NaHCO3 stam-
men. Die Carbonatkonzentration ist daher von verschiedenen Faktoren wie dem pH-Wert, der
Zelldichte und den Konzentrationen von sauren Verbindungen wie Laktat abhédngig, die damit
alle indirekt auch die Transfektionseffizienz beeinflussen. Um grofiere pH-Schwankungen zu

vermeiden, wird daher meist ein zuséatzlicher Puffer zum Medium zugegeben.

Am Ende der Transfektionsprozedur kann durch Zusatz von Verbindungen wie Glycerol oder
Dimethylsulfoxid (DMSO) ein osmotischer Schock induziert werden [46][47][48]. Dieser fordert
bei schwer zu transfizierenden Zelllinien die Expression des Transgens. Der osmotische Schock
bewirkt jedoch keine vermehrte Aufnahme von DNA, sondern wirkt auf Zellen, welche schon
DNA aufgenommen haben [49]. Er erleichtert der DNA das Uberwinden der Kernmembran
und verhindert so ihre Degradation durch zytosolische Nukleasen [50][51].

Prinzipielle Unterschiede zwischen adhérenten Zellen in statischer Kultur und Suspensionszel-
len erfordern entsprechende Angleichung des verwendeten Protokolls. Bei adhédrenten Zellen
ist eine Mindestpartikelgrofse erforderlich, um zu erreichen, dass die Partikel bis auf den Boden
der Zellkulturflasche absinken, wahrend zu grofie Partikel mit einer verminderten Effizienz auf-
genommen werden. Das Bedecken der Zellen mit zahlreichen kleinen Partikeln im Gegensatz
zu einigen Grofien, erhoht zudem die Wahrscheinlichkeit, dass zumindest einer der Partikel
von der Zelle auch aufgenommen wird. Bei einer angenommenen Dichte der Plasmidmolekiile
von 100-10.000 pro Partikel kann auch schon ein einzelner ausreichend fiir die Transfektion der
entsprechenden Zelle sein [35]. Bei Suspensionszellen, welche kontinuierlich durchmischt wer-
den, spielt das Absinken keine Rolle. Hier dominiert die Affinitdt der Partikel zu den Zellen.
Da Zellen negativ geladen sind, interagieren sie vornehmlich mit positiv geladenen Partikeln,
deren Grofie diesbeziiglich zweitrangig ist.

Die hochsten Transfektionseffizienzen lassen sich erreichen, wenn exponentiell wachsende Zel-
len verwendet werden. Die Zellpopulation in der spaten S-Phase des Zellzyklus ist am besten
transfizierbar, da so kurz nach der Transfektion die Mitose eingeleitet wird und die DNA so in
den Kern gelangen kann [52]. Bei adhdrenten Zellen sollte darauf geachtet werden, dass sie sub-

konfluent sind, damit noch mindestens eine Populationsverdopplung stattfinden kann.

Insgesamt gesehen ist die Transfektion per Calciumphosphat eine komplexe Prozedur, die meh-
rere Schritte beinhaltet, die nicht direkt kontrolliert werden konnen und deren molekulare Me-
chanismen nicht vollstindig geklart sind. Obwohl eine grofie Bandbreite verschiedener effizi-
enter Transfektionsreagienzien zur Verfiigung steht, findet die Calciumphosphatprizipitation
weiter Anwendung. Es ist die einzige Methode, bei der keine Spuren synthetischer Reagenzien
in den Zellen oder dem Medium verbleiben. Dies ist ein Vorteil fiir die Viabilitdt der Zellen,
sowie fiir die Qualitit und Reinheit des Produktes.
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2.1.1.2 Lipidvermittelte Transfektion

Kationische Lipide sind aufgrund ihrer Ladung und ihres Aufbaus besonders gut geeignet um
negativ geladene DNA durch die, ebenfalls negativ geladene Zellmembran zu transportieren.
Kationische Lipide bestehen aus einem unpolaren lipophilen Schwanz aus Kohlenwasserstoff-
ketten, einem Lipidanker und einer polaren positiven Kopfgruppe.

Es sind eine Reihe von Lipiden bekannt, welche in diesem Zusammenhang Verwendung finden.
Die erste Gruppe hierbei sind monokationische Lipide, die sowohl als Einzelkomponenten als
auch in Kombination mit Helferlipiden verwendet werden. Beispiele hierfiir sind DOTMA [53],
DOTAP [54][55] oder DORI [56]. Zusétzlich konnen neutrale oder amphiphile Phospholipide,
wie Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) als Additive (Helferlipide) mit hinzugegeben
werden [56]. DOPE wird z.B. zusammen mit DC-Chol eingesetzt [57]. Die Strukturen dieser
Lipide sind in Abbildung 2.1 dargestellt.
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Abbildung 2.1: Strukturen monokationischer Lipide zum Gentransfer.

Eine Weiterentwicklung sind polykationische Lipide, Lipopolyamine bzw. Lipospermine, wel-
che mehrere positive Ladungen tragen und auf natiirlichen DNA-kondensierenden Stoffen ba-
sieren. Ein Beispiel hierfiir ist das Spermin bzw. seine Vorstufe das Spermidin, welche im Zell-
kern von Eukaryonten vorkommen [58][59][60]. Inzwischen gibt es eine Vielzahl von Varianten
beziiglich der Reagenzien. Lipide werden mit oder ohne Helferlipide in Mischungen verwen-
det [56][61][62]. Es ist auch moglich die DNA zu (prd)kondensieren. Hierfiir konnen Peptide
[63][64][65], Polypeptide wie Polyethylenimin [58][66][67] oder Protamin [68][69], Transferrin
[70] oder Histoproteinen [65][71] eingesetzt werden. Zudem gibt es die Moglichkeit statt Lipi-
den Dendrimere zur Komplexierung der DNA zu verwenden [67][72].

Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften sind kationische Lipide in der Lage in wéss-
rigem Milieu Liposomen zu bilden, welche aus einer oder mehrerer membranartiger Lipid-



2 Theoretische Grundlagen

doppelschichten bestehen. Die positiven Kopfgruppen, welche sich auf der Oberfldche des Li-
posoms befinden, konnen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-Riickgrats
wechselwirken und so DNA-Lipid-Komplexe (Lipoplexe) bilden [53][73]. Morphologisch ent-
stehen hierbei verschiedenste Typen von Lipoplexen, deren Struktur durch zahlreiche Fak-
toren beeinflusst wird. Eine typische Struktur ist der sog. ,Spaghetti-Meatball”-Komplex, bei
welchem kugelformige Lipid-DNA-Aggregate von fadenformigen Strukturen umgeben sind
[74][75]. Bei Letzteren handelt es sich hochstwahrscheinlich um je einen rohrenférmigen DNA-
Faden, welcher von einer Lipidschicht ummantelt ist [76]. Des weiteren sind multilammellare
Komplexe [77][78][79], fadenférmige Strukturen [80][81], honigwabenartige Komplexe aus zy-
lindrischen, DNA-enthaltenden Lipidrohren [82][74] und glockenférmige, eingestiilpte Hohl-
kugelstrukturen nachgewiesen worden. Ein direkter Zusammenhang zwischen der jeweiligen
Struktur und der entsprechenden Transfektionseffizienz konnte jedoch noch nicht nachgewie-
sen werden [83][84].

Fiir den Mechanismus mit welchem die Lipoplexe von der Zelle aufgenommen werden, gibt es
zwei grundsatzliche Moglichkeiten: Endozytose [85][86][87] oder Fusion des Liposomens mit
der Zellmembran [53][80]. Viele Studien favorisieren den Mechanismus, nach dem die Lipople-
xe endozytotisch aufgenommen werden. Da die entsprechenden Ergebnisse jedoch nicht voll-
standig eindeutig sind, wird eine Beteiligung von Fusionsprozessen nicht vollstindig ausge-
schlossen [85][88][89]. Die Lipoplex-enthaltenden Endosomen, welche aus rezeptorvermittelter
Aufnahme entstehen, reifen zu spaten Endosomen und fusionieren anschlieflend mit Lysoso-
men [90][91][92]. Das Austreten der Lipoplexe aus den Endosomen vor deren Verschmelzung
mit den Lysosomen wird als kritischer Parameter fiir die effiziente Freisetzung der Nuklein-
sduren ins Zytoplasma betrachtet [93]. In Bezug auf den Eintritt der Plasmid-DNA in den Kern
schliefilich, konnte nachgewiesen werden, dass in der Mitose befindliche Zellen leichter mit
hoheren Effizienzen transfizierbar sind, als solche, die sich in der G1- oder GO-Phase befinden
[61][94][95].

2.1.2 Viraler Gentransfer in eukaryotische Zellen

Diverse verschiedene Viren sind schon verwendet worden, um Expressionsvektoren fiir Sau-
gerzellsysteme zu erzeugen: Adenoviren [96], Adeno-assoziierte Viren [97], Alphaviren [98],
Baculoviren [99], Herpes-simplex-Viren [100] und Retroviren [101].

Bei der Verwendung von Viren als Vektoren werden die Gene, welche fiir die Replikations-
phase ihres Lebenszyklus benétigt werden (nicht-essentiellen Gene) entfernt und eine fremdes
GOl eingefiigt. Bei der Produktion der Vektoren werden die nicht-essentiellen Gene separat zur
Verfiigung gestellt, wodurch die resultierenden Viren die Wirtszelle einmalig infizieren, sich
danach aber nicht mehr replizieren konnen (sog. Transduktion). Die dabei verwendete Zellli-
nie (Packungszelllinie) enthélt die nicht-essentiellen Gene entweder im Genom oder auf einem

oder mehreren Plasmiden [102].
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2.1.2.1 Retroviraler Gentransfer

Retroviren sind aus verschiedenen Griinden besonders geeignet fiir diesen Prozess. Sie sind ei-
ne Klasse eingehiillter Viren, deren Genom aus einem einzelstrangigen RNA-Molekiil besteht,
von welchem jeweils zwei identische Kopien vorliegen. Das retrovirale Genom hat eine Grofse
von ungefdhr 10 kB und beinhaltet mindestens drei Gene. Das Gen gag codiert Matrix-, Kapsid-
und Nukleokapsidproteine, pol codiert Proteasen, reverse Transkriptasen und Integrasen und
env codiert die Hiillenproteine und enthélt Spleifistellen. An beiden Enden des Genoms be-
finden sich LTR-Einheiten (long terminal repeats), die Promotor- und enhancer-Regionen, sowie
Sequenzen, welche fiir die Integration bendtigt werden, enthalten. Im 5’-Bereich befindet sich
zudem eine Sequenz mit der Bezeichnung ¥, welche ein Signal fiir das Verpacken der RNA in
die Viruspartikel beinhaltet [102].

Der Replikationszyklus eines Retrovirus beginnt mit der Infektion der Wirtszelle. Glykopro-
teine auf der Oberfliche des Virus binden an Rezeptoren der Wirtszelle und erméglichen so
die Internalisierung des Virus. In der Wirtszelle wird die Virus-RNA durch eine virale reverse
Transkriptase in DNA transkribiert und durch virale Integrasen ins Genom der Wirtszelle inte-
griert. Dadurch konnen die Proteinbiosynthesemechanismen der Wirtszelle verwendet werden
um neue virale Proteine zu exprimieren. Diese assemblieren zu neuen Viren, die aus der Zelle

ausgeschleust werden [103].

Retrovirale Vektoren basieren haufig auf dem Moloney Maus-Leukdmie-Virus (Mo-MLV), ei-
nem amphotrophen Virus, das sowohl murine als auch humane Zellen infizieren kann. Die
viralen Gene gag, pol und env kénnen durch das entsprechende GOI ersetzt und in der Pa-
ckungszelllinie auf seperaten Plasmiden exprimiert werden. Da den nicht-essentiellen Genen
die Packsequenz ¥ fehlt werden sie nicht in die Virionpartikel aufgenommen [104]. Um zu
verhindern, dass durch Rekombination wieder replikationsfiahige Retroviren entstehen miissen
alle homologen Sequenzen zum Vektorriickgrat entfernt und die nicht-essentiellen Gene auf
mindestens zwei verschiedenen Transkriptionseinheiten exprimiert werden [105].

Die essentiellen Regionen des Virusgenoms beinhalten die 5’- und 3’-LTR und die Packsequenz
V. Die Expression des Transgens in der Zielzelle kann entweder von Promotor- und enhancer-
Regionen im 5-LTR oder durch alternative virale oder zelluldre Promotoren angetrieben wer-
den. Es ist moglich die gesamte gng-Sequenz inklusive der stromaufwirts gelegenen Region
zu entfernen ohne das die Transgenexpression oder das Verpacken des Virus beeinflusst wird
[106]. Die Transgenexpression wird jedoch beeinflusst durch die Position des Transgens, das
Startcodon und Abweichungen im 5’-LTR. Die Kapazitit eines retroviralen Vektors ist maximal

7,5 kb, was fiir einige Gene zu wenig ist, selbst wenn cDNA verwendet wird [107].

Die Zellerkennung des Virus durch die Hiille kann manipuliert werden, um Zellen zu trans-
duzieren, welche das Virus normalerweise nicht infizieren wiirde. Die Bindungsstelle des Hiil-
lenproteins und des zelluldren Rezeptors direkt zu verandern, fiihrt jedoch zu Problemen bei
der Aufnahme des Viruspartikels [108]. Durch Ersetzen eines Teils des Hiillproteingens durch
150 Codons aus dem Erythropoetin (EPO)-Gen, konnten jedoch zum Beispiel EPO-Rezeptor-
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tragende Zellen mit hoher Affinitat angesprochen werden [109]. Durch Behandlung der viralen
Partikel mit Laktose konnten Zellen angesprochen werden, welche Asiaglykoproteinrezepto-
ren exprimieren [110]. Viren unterscheiden sich in Bezug auf ihren Tropismus, daher kann man
durch Ersetzen der Hiillenproteine durch die eines anderen Virus die Anzahl der moglichen
Wirtszellen stark erhohen (Pseudotypisierung) [111][112][113].

Eine Voraussetzung fiir die Integration und Expression der retroviralen Gene ist, dass sich die
Zielzellen teilen miissen, was bei der Erstellung von Produktionszellen unrelevant ist, aber er-
hebliche Einschrankungen fiir die Gentherapie darstellt [114][115]. Eine Schwierigkeit besteht
zudem in der dauerhaften Expression der Transgene, da Retroviren durch den Komplement-
faktor C1 und den anti-a-Galactosyl-Antikorper, welche beide in humanem Serum vorhanden
sind, inaktiviert werden [116][117]. Die Expression wird auch reduziert durch inflammatorische
Interferone, wie IFN-a und -v, die auf virale LTRs wirken [118]. Wenn sich das retrovirale Ge-
nom in das der Wirtszelle integriert, ist es sehr wahrscheinlich, dass die viralen LTR-Promotoren

inaktiviert werden, weshalb alternative Promotoren verwendet werden sollten [119].

2.1.2.2 Lentivirale Vektoren

Lentiviren sind eine Untergattung der Retroviren und kdnnen sowohl proliferierende als auch
nicht-proliferierende Zellen infizieren [120]. Sie sind deutlich komplexer als einfache Retrovi-
ren und enthalten sechs zusétzliche Proteine: tat, rev, vpr, vpu, nef und vif. Lentivirale Vektoren
haben gegeniiber retroviralen noch zwei weitere Vorteile: sie konnen lingere DNA-Sequenzen
von bis zu 10 kB aufnehmen und ermoglichen Langzeitexpression, da sie das Transgen vor-

zugsweise in aktive Transkriptionsbereiche des Wirtsgenoms integrieren [121].

Lentiviralen Vektoren basieren hidufig auf dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV), wobei
einige der nicht-essentiellen regulatorischen Gene entfernt werden um die Biosicherheit dieser
Methode zu gewdhrleisten [122][123][124]. Zusétzlich zur Verwendung von nicht-replikations-
fahigen Viren, werden selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren verwendet. Die Transkription vira-
ler Sequenzen nach der Integration ins Genom der Wirtszelle ist bei diesen nicht méglich. Um
dies zu erreichen konnen zum Beispiel die virale Promotoren aus den 3’-LTRs entfernt werden
[125].

Auch die in dieser Arbeit verwendeten transduzierten Zelllinien wurden mit einem modifizier-
ten HI-Virus (HIV-I) erstellt (nach [124][125]):

Fiir die Produktion der Lentiviren wird als Packungszelllinie HEK293T verwendet. Diese wer-
den mit vier verschiedenen Plasmiden transient transfiziert. Neben dem SIN-Vektor, welcher
das GOI tragt, werden drei Helferplasmide verwendet. Diese bestehen jeweils nur aus einem
Promoter und einem oder zwei Genen. Das erste Helferplasmid trdgt die Gene gag und pol,
das zweite das Gen rev, welches fiir den Transport der viralen RNA ins Cytoplasma der Zelle
zustandig ist und das dritte Helferplasmid die Informationen fiir die Hiillenproteine. Hierbei
wurde das HIV-I-env-Gen durch ein Gen fiir Protein G aus dem Vesicular stomatitis virus (VSV)
ersetzt. VSV-Protein G erkennt ein breites Spektrum an Sdugerzellen [126] und ermoglicht so-
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2.1 Entwicklung rekombinanter Saugerproduktionszelllinien

mit eine Transduktion von CHO-Zellen, welche HIV-I nicht infiziert. Der SIN-Vektor enthilt
als einziger die Packsequenz ¥, wodurch nur dieser in die Viren, die zum Transduzieren der
CHO-Zellen verwendet werden, gelangt. Neben der Packsequenz und dem GOI (flankiert vom
starken SFFV-Promoter (aus dem spleen focus forming virus)) enthdlt der SIN-Vektor eine RRE-
Sequenz (rev response element), welche mit dem REV-Protein interagiert und den Export der RNA
aus dem Kern ermoglicht. In den 3’- und 5’-LTRs befinden sich zudem regulatorische Sequen-
zen, die in der Packungszelllinie die Transkription der Plasmid-DNA in virale RNA ermogli-
chen. Um eine hohere Virusproduktion zu ermoglichen, wurde zudem der U3-Promoter von
HIV-I auf dem SIN-Vektor durch den stirkeren RSV-Promoter (aus dem Rous-Sarkom-Virus)
ersetzt.
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2 Theoretische Grundlagen

2.2 Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe l6slicher Proteine, welche im Immun- und Nervensys-
tem als humorale Vermittler wirken. Dabei spielen sie hauptsdchlich eine Rolle bei der Zellkom-
munikation und der Regulation von Immunantworten [127]. Die Zytokine lassen sich untertei-
len in fiinf Untergruppen: Interleukine, Chemokine, Tumor-Nekrose-Faktoren (TNFs), kolonie-
stimulierende Faktoren (CSFs) und Interferone (INFs)

Interferone werden von Zellen als Antwort auf Pathogene oder Tumorzellen exprimiert und
freigesetzt werden. Sie ermoglichen die interzellulire Kommunikation bei der Steuerung der
Immunantwort zur Bekdmpfung von Pathogenen und Tumoren. Interferone sind benannt nach
ihrer Fahigkeit bei der viralen Replikation zu interferieren. Zudem sind sie in der Lage Immun-
zellen zu aktivieren, die Antigenprésentation fiir T-Lymphozyten hochzuregulieren und die

Widerstandsfahigkeit von Zellen gegentiber neuen Virusinfektionen zu erhchen [128].

Interleukine sind nach ihrer Fahigkeit benannt die interzelluldire Kommunikation zwischen
Leukozyten zu steuern. Inzwischen ist bekannt, dass verschiedene Korperzellen Interleukine
mit verschieden Wirkungen produzieren, welche teilweise sehr unterschiedlich sind. So regen
einige Wachstum, Reifung und Teilung bestimmter Zellen des Inmunsystems an, wahrend an-
dere diese inhibieren [129].

Koloniestimulierende Faktoren sind Glykoproteine, die Rezeptoren auf der Oberfliche von ha-
matopoetischen Stammzellen binden. Die dadurch aktivierten intrazelluldren Signalwege kon-
nen zu Proliferation und zu einer Ausdifferenzierung in spezielle Blutzellen (hauptsdchlich
Leukozyten) fithren [130].

Tumor-Nekrose-Faktoren spielen eine Rolle bei der Entziindung und der sog. Akute-Phase-Re-
aktion. Thre Hauptaufgabe besteht in der Regulation von Immunzellen, wobei apoptotischer
Zelltod induziert, Entziindungen ausgeldst und Tumorgenese und virale Replikation inhibiert
werden konnen [131]. Dysregulation der TNF-Expression wurde in Zusammenhang mit zahl-
reichen, weit verbreiteten Krankheiten, wie Morbus Alzheimer [132], Krebs [133], Depressio-
nen [134] und chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (IBDs), wie Morbus Crohn [135]
gebracht.

Chemokine sind nach ihrer Fahigkeit benannt Chemotaxis auszuldsen. Die Mitglieder dieser
Zytokinunterfamilie weisen alle dhnliche strukturelle Charakteristika auf. Sie haben eine Grofse
im Bereich von 8 bis 10 kDa und vier Cyteinreste an konservierten Positionen, wodurch sie ihre
spezielle dreidimensionale Struktur ausbilden kénnen. Chemokine wirken durch die Aktivie-
rung spezieller G Protein-gekoppelter Rezeptoren, wodurch unter anderem die Migration von
inflammatorischen und antiinflammatorischen Zellen ausgelost wird [136].
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2.2.1 Der vaskulire Endothelzellwachstumsfaktor

Die Proteinfamilie der vaskuldren Endothelzellwachstumsfaktoren (VEGFs) umfasst sieben ver-
schiedene Formen. Zuerst entdeckt wurde VEGF-A [137], gefolgt von dem Plazentawachstums-
faktor PLGF [138] und VEGEF-B [139], dessen Funktion in der Stimulierung der embryonalen
Angionese liegt, sowie VEGF-C [140] und VEGF-D [141], welche beide eine wichtige Rolle bei
der Bildung von Lymphgefdfien spielen. Zuletzt wurden die viralen Homologen mit der Be-
zeichnung VEGF-E [142] und die im Schlangengift enthaltenen VEGEF-F [143] entdeckt.

VEGEF-A hat zahlreiche Funktionen. Es induziert die Proliferation von Endothelzellen, fordert
die Zellmigration, inhibiert die Apoptose und induziert die Permeabilisierung von Blutgefafien
[144]. Das humane Gen fiir VEGF-A ist aufgebaut aus acht Exons die durch sieben Introns ge-
trennt werden. Durch alternatives Exon-Splicing kénnen verschiedene Formen von VEGF-A
generiert werden, welche nach der Anzahl ihrer Aminosduren benannt werden. Die Hauptva-
rianten sind VEGF151, VEGF1¢5, VEGF g9 und VEGF,(4 [145][146]. Die stiarkste Wirksamkeit hat
die Variante VEGF¢5 [147]. Diese liegt als antiparalleles Homodimer vor, welches iiber zwei
Disulfidbriicken verkniipft ist (Abbildung 2.2) [148][149]. Das humane Homodimer hat ein Mo-
lekulargewicht von 46 kDa [150][151].

Abbildung 2.2: Schematisches Diagramm der Struktur des Homodimers von VEGFi4s. Die zwei Disul-
fidbriicken sind in rot markiert (aus [152]).

Die biologischen Effekte von VEGF-A werden hauptsachlich durch zwei verschiedene Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTKs) vermittelt: VEGFR-1 und VEGFR-2, die sich in ihren Signaltransdukti-
onseigenschaften deutlich unterscheiden. Beide Rezeptoren beinhalten sieben Immunoglobulin-
dhnliche Doménen in ihrem extrazelluldren Teil, eine Transmembranregion und eine Tyrosin-
kinasekonsensussequenz, unterbrochen durch eine kinase-insert domain [153][154]. Beide wer-
den auf der Zelloberfliche der meisten Blutendothelzellen exprimiert und in lymphatischem
Gewebe gibt es eine weitere Variante, den VEGF-Rezeptor 3. VEGFR-2 ist der hauptsadchliche
Vermittler fiir Mitogenese und Uberleben von Endothelzellen, Angiogenese und mikrovasku-
lare Permeabilitat [155][156]. Im Gegensatz dazu vermittelt VEGFR-1 keine effektive Signale
zur Mitogenese von Endothelzellen. Besonders wihrend der frithen embryonalen Entwicklung
scheint VEGFR-1 VEGF zu binden, um dessen Interaktion mit VEGFR-2 zu verhindern, also
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2 Theoretische Grundlagen

um einen inhibierenden Effekt auszuiiben [157]. Solch eine Rolle als decoy receptor erfiillt wahr-
scheinlich auch der 16sliche VEGFR-1, der eine Spleif3-Variante von VEGFR-1 darstellt [158].
Im vaskuldren Endothelium kann die Aktivierung von VEGFR-1 auch zur Freisetzung von
gewebespezifischen Wachstumsfaktoren fiihren [159]. VEGFR-1, welcher auf der Oberfldche
von Monozyten lokalisiert ist, hat als Hauptaufgabe die Vermittlung von Chemotaxis. Diese
wird dabei sowohl von VEGEF-A als auch von PLGF ausgelost [160][161][159]. Auf den Oberfla-
chen von Leukdmiezellen oder hamatopoetischen Stammzellen kommen beide Arten VEGF-
Rezeptoren vor. Hier vermitteln sie, aktiviert durch VEGF-A, -B oder PLGF, Migration und
Uberleben [162][163]. Einen Uberblick iiber die Rolle der VEGF-Rezeptoren und der sie akti-
vierenden VEGEF-Varianten in Abhédngigkeit vom Zelltyp gibt Abbildung 2.3.

Tumorzelle

Léslicher
VEGFR-1

Monozyt

Endothelzelle

Decoy receptor, Proliferation, Praliferation,

Migration,

Freisetzung von Migration, WMigration, i

5 L iy Uberleben
gewebespezifischen Uberleben, Uberleben,
Wachstumsfaktoren Angiogenese Angiogenese

{hauptsachlich i .
in lymphatischen Hamatopoetische oder

Endothelzellen) leuk@mische Zelle

Abbildung 2.3: Uberblick iiber die Rolle der VEGF-Rezeptoren und der sie aktivierenden VEGF-
Varianten (R1: VEGFR-1, R2: VEGFR-2, R3: VEGFR-3) (nach [164]).

2.2.2 Der Leukdmie inhibierende Faktor

LIF (Leukimia inhibitory factor) wurde erstmals 1987 von Gearing et al. [165] beschrieben. Es

ist ein Glykoprotein, welches aus 180 Aminosduren besteht und je nach Glykosilierungsgrad

14
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ein Molekulargewicht zwischen 32 und 62 kDa aufweist [166][167]. Es gehort der Klasse der
Interleukin-6-Zytokine an. Diese weisen eine 4-Helix-Biindel-Struktur auf, welche durch drei
Disulfidbriicken stabilisiert wird (Abbildung 2.4) [168].

Abbildung 2.4: Schematisches Diagramm der Struktur von LIFE. Die Polypeptidfaltung ist gefarbt in Re-
genbogenfarben, von blau am N-Terminus zu rot am C-Terminus. Die drei Disulfidbriicken sind in rot
markiert (aus [168]).

Der Name leitet sich von der Wirkung ab die Proliferation von Myeloidzellen zu inhibieren
und deren Differenzierung zu Makrophagen zu induzieren [165]. LIF ist ein pleiotropes Zyto-
kin, was bedeutet, dass es Wachstum und Differenzierung von verschiedenen Zellen regulieren
kann. Es spielt unter anderem bei Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen, aber auch

beim Verlauf von Entziindungen und der Reproduktion eine wichtige Rolle. [169].

2.2.2.1 Pluripotenzerhaltende Eigenschaften und Einsatz in der

Stammzellkultivierung

Bei der Kultivierung von murinen embryonalen Stammzellen (mESCs) ist LIF ein essentieller
Medienzusatz, da es pluripotenzerhaltend wirkt. Die Signalwege, die dabei eine Rolle spielen
sind JAK/STATS3 (Janus Kinase/signal transducer and activator of transcription) [170], TGF-§ (trans-
forming growth factor-3)/Smad [171][172][173][174] und MAPK (mitogen-activated protein kinase)
[175][176][177][178].

Der JAK/STAT3-Signalweg (Abbildung 2.5) wird aktiviert durch LIF. Dieses bindet den Trans-
membranrezeptor gp130 (glyco protein 130) und den LIF-Rezeptor § (LIFR-5), welche dadurch
heterodimerisieren. Die intrazelluldren Untereinheiten der Rezeptoren enthalten jeweils eine
Januskinase (JAK), die durch die Heterodimerisierung miteinander assoziieren und sich gegen-
seitig phosphorylieren [180]. An diese, durch die Phosphorylierung aktivierten Rezeptorunter-
einheiten, binden nun STATs (signal transducers and activators of transcription), welche ebenfalls
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2 Theoretische Grundlagen

Abbildung 2.5: Der JAK/STAT3-Signalweg (aus [179]).

phosphoryliert werden. Die phosphorylierten STATs dimerisieren und, nach ihrer Transloka-
tion in den Kern, rekrutieren den Transkriptionskofaktor p300/CBP, um so die Transkription
ihrer assoziierten Gene zu aktivieren [181][182]. Im Fall von LIF beinhaltet dies den Transkrip-
tionsfaktor Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4), welcher einer der Hauptregulatoren der
Pluripotenz ist [183].

Fehlt LIF im Zellkulturmedium kommt es zu spontaner Ausdifferenzierung der mESCs, wobei
sie 1-2 mm grofse Zellaggregate, sog. embroyid bodies bilden [184]. Zudem muss das Medium
serumhaltig sein, woraus geschlossen werden kann, dass im Serum enthaltene Faktoren syner-
gistisch mit LIF agieren und nur so eine kontinuierliche Selbsterneuerung der mESCs ablaufen
kann [185].

2.2.3 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist ein hochkonservierter Signalweg zur interzelluldren Kommunikation,
welcher bei den meisten mehrzelligen Organismen vorliegt [186]. In Sdugetieren gibt es vier
verschiedene Notch-Rezeptoren (NOTCH1-4), die als Transmembranproteine vorliegen. Da die
meisten Liganden auch als Transmembranproteine vorliegen, erfolgt die Bindung des Rezep-
tors in der Regel nur durch direkten Zell-Zell-Kontakt. Dadurch kénnen sich Gruppen von
Zellen so gegenseitig beeinflussen, dass sie grofiere Strukturen bilden kénnen, wobei laterale
Inhibjierungsmechanismen eine grofse Rolle spielen [130].

16



2.2 Zytokine

Die Notch-Liganden gehoren zur Proteinfamilie DSL (Delta/Serrate/LAG-2). In Drosophila me-
longaster, einem Organismus, in dem viele Studien des Notch-Signalweges durchgefiihrt wor-
den sind, gibt es zwei Liganden, welche die Namen Delta und Serrate tragen. In Sdugetieren
heiflen die korrespondierenden Liganden Delta-like und Jagged und es gibt jeweils mehrere
Varianten von ihnen [187]. Die Liganden sind, ebenso wie die Rezeptoren, Transmembranprote-
ine mit nur einer Transmembrandoméne und bestehen extrazelluldr aus kleinen EGF-dhnlichen
(epidermal growth factor) Wiederholungseinheiten [188]. Spezielle Strukturen innerhalb dieser
EGF-dhnlichen Wiederholungseinheiten vermitteln direkten Kontakt zwischen Ligand und Re-
zeptor [189]. Wenn Ligand und Rezeptor miteinander in Kontakt getreten sind, spaltet die Me-
talloprotease TACE (Tumor Necrosis Factor Alpha Converting Enzyme) den Rezeptor direkt au-
erhalb der Membran. Die freigesetzte extrazellulire Doméne des Rezeptors und der Ligand,
mit dem sie weiterhin in Wechselwirkung steht, werden von der Ligand-exprimierenden Zelle
per Endozytose aufgenommen [190]. Nach der ersten Spaltung wird der Rezeptor ein weiteres
Mal direkt innerhalb der Membran von der y-Sekretase gespalten. Das freigesetzte Fragment
Notch" kann nun, nach seiner Translokation in den Kern, durch Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors CSL direkt Einfluss auf die Genexpression nehmen [191][192]. CSL-Proteine sind
sequenzspezifische DNA-Bindungsproteine, welche stromabwirts von Notch agieren und nach
der Bindung des Fragmentes Notch™™ von einem Repressor zu einem Aktivator der Transkrip-
tion werden [193]. In Abbildung 2.6 ist ein Uberblick iiber den Notch-Signaltransduktionsweg
gegeben.

2.2.3.1 Der Ligand Delta-like 1 und seine Rolle bei der Angiogenese und der postnatalen
Arteriogenese

Die Verstopfung von Arterien fiihrt zur Blutunterversorgung von Gewebe, welches zum Teil
relativ weit entfernt sein kann. Fiir die Wiederherstellung des Blutflusses und die Regenerati-
on der ischdmischen Organe ist das Wachstum funktionaler Arterien essentiell. Durch arterielle
Verstopfung wird das Sprieflen von Kapillaren aus kleinen postkapillaren Venolen induziert.
Dieser Vorgang, genannt Angiogenese, hat jedoch nur einen begrenzten Einfluss auf die Wie-
derherstellung des Blutflusses. Die Entwicklung und Reifung kleiner kollateraler Arterien, ge-
nant postnatale Arteriogenese hat das Potential den Blutfluss vollkommen wiederherzustellen
[194]. Die genetischen Grundlagen, durch welche die postnatale Arteriogenese reguliert wird
sind jedoch grofstenteils unbekannt.

Fiir die Regulierung der Entwicklung des embryonalen vaskuldren Systems spielen zwei Protei-
ne eine wichtige Rolle. In arteriellem Gewebe wird spezifisch der Transmembranligand Ephrin-
B2 und in vendsem bevorzugt der Rezeptor EphB4 exprimiert, welcher nur mit Ephrin-B2
interagiert [195][196]. Die Vermittlung der angiogenen Umgestaltung von Arterien und Ve-
nen lauft durch bidirektionale Signaliibertragungen dieser zwei Proteine ab [197][198]. Durch
EphB4-Aktivierung kann sowohl Endothelzellsprieffung und -migration, als auch die postnata-
le Angiogenese gefordert werden [199][200][201]. Der Notch-Signalweg reguliert die vaskulare
Entwicklung stromabwirts von VEGF und stromaufwarts von Ephrin-B2 [202][203][204]. W&h-
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Abbildung 2.6: Schematisches Diagramm des Notch-Signaltransduktionsweges. Ligand Delta und Re-
zeptor Notch sind Transmembranproteine bestehend aus EGF-Wiederholungseinheiten (dargestellt
durch Rechtecke). Die Aktivierung von Notch fiihrt zu zwei proteolytischen Spaltungen, worauthin
die intrazelluldre Doméane von Notch (Notch™) in den Kern gelangen kann und dort den Transkrip-
tionsfaktor CSL aktiviert. Der CSL-Co-Repressor-Komplex wird daraufhin durch einen Co-Aktivator-
Komplex ersetzt, welcher Notch™ enthélt und die Transkription aktiviert (nach [187]).

rend der vaskuldren Entwicklung ist das primédre Zielgewebe der Notch-Signaltransduktion
das Endothel [205][206]. In der spédten Phase der embryonalen Entwicklung konnte hier die
Expression des Liganden Delta-like 1 (DI11) und seine essentielle Rolle fiir die embryonale Ent-
wicklung nachgewiesen werden [207][208]. In postnatalen arteriellen Endothelzellen ist DIl1
ein essentieller Ligand, welcher die von der Notch-Signaltransduktion abhéngige Ephrin-B2-
Expression und die postnatale Arteriogenese reguliert. Seine Expression ist in Gewebe im sta-
tiondren Zustand gering, weshalb auch die Notch-Aktivitdt und das Ephrin-B2-Level gering
sind. Wahrend der Arteriogenese kommt es zu einer perivaskuldren Induktion eines pro-angio-
genen Milieus, was die Freisetzung der angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF (ba-
sic fibroblast growth factor) beinhaltet [209]. Durch deren synergistische Wirkung kann die DII1-
Expression stark hochreguliert werden, was die Notch-Signaltransduktion aktiviert und somit
Ephrin-B2-Expression anregt. Dies induziert eine Ephrin-B2- und EphB4-abhidngige Morphoge-
nese der Verzweigungen humaner arterieller Endothelzellen [210]. Der Mechanismus der post-
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natalen Angiogenese dhnelt also dem der Arterienentwicklung, wo Notch-Signaltransduktion
die artielle Differenzierung stromabwairts von VEGF und stromaufwérts von Ephrin-B2 regu-
liert [203]. Unterschiede finden sich in der Expressionsstidrke von Delta-like 4 (DI114), welches bei
der embryonalen arteriellen Entwicklung ein kritischer Faktor ist, wiahrend bei der postnatalen
Arteriogenese keine spezifische Regulation dieses Faktors stattfindet [211]. Der Schliisselfak-
tor ist hier DII1. Daher wére es moglich das Eingriffe oder Medikamente, welche die vaskulé-
re DII1-Expression wéahrend ischdmischem Stress hochregulieren, einen fordernden Effekt auf
die Arteriogensee haben und so zur Rettung oder Regeneration von Organen beitragen konn-
ten [210]. Untersuchungen zu diesem Thema werden dadurch erschwert, dass die 16slichen
Formen der Liganden eine geringere Aktivitdt haben als zellassoziierte [212] und sich erst zu-
sammenlagern [213][214] oder auf einer Oberfliche immobilisert werden miissen [215] um die
Notch-Signaltransduktion effektiv zu aktivieren und eine biologische Antwort zu induzieren.
Daher soll in dieser Arbeit die extrazelluldre Doméne des DII1 als Fusionsprotein mit dem Fc-
Fragment von IgG produziert werden. Dieses 16sliche und sezernierte Protein konnte auf Plas-
tikoberflachen, wie Zellkulturplatten immobilisiert werden und somit in den entsprechenden
Untersuchungen Verwendung finden.
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3 Das DIl1Fc-Fusionsprotein

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Ab-
schnitt werden die Arbeiten am Fusionsprotein aus der extrazelluliren Doméne von DIl1 und
dem Fc-Teil von IgG dargestellt (im weiteren als DIlI1Fc bezeichnet). Der zweite Abschnitt be-
fasst sich mit den Arbeiten zu VEGF;¢5 und der dritte mit denen an LIF (welches zusatzlich
auch in E.coli produziert wurde). Der Aufbau dieser Kapitel gliedert sich jeweils ungefdhr wie
folgt: Erstellung der Zelllinie, Expressions- und Sezernierungsnachweis, Hochproduzentenge-

winnung, Langzeitexpressionsstabilitit, Aufreinigung und Testung.

Die CHO-Plattform die in dieser Arbeit verwendet wurde, um die Produktionszelllinien fiir die
verschiedenen Zytokine zu erzeugen, ist die CHOS™ (Klon II)-Zelllinie, welche von der Firma
Cell Culture Service bezogen wurde. Diese ist ein Subklon der Zelllinie CHO/dhfr DUKX B11,
der speziell fiir serumfreie Suspensionskultur (SFS) entwickelt worden ist. Die Kultivierung der
Zellen wurde in ProCHO4- und ProCHO5-Medium durchgefiihrt, welches serumfrei ist und
damit die Aufreinigung sezernierter Proteine deutlich erleichtert. Da die verwendete Zelllinie
dhfr-negativ ist, bietet sich die Moglichkeit, durch Kotransfektion des dhfr-Gens einen Selek-
tionsmarker einzufiihren. Die Zellen vor der Transfektion oder jene, welche nicht mit einem
dhfr-Gen kotransfiziert worden sind, wurden unter Zusatz von Hypoxanthin und Thymidin
kultiviert. Die Zellen wurden in verschiedenen Systemen bei 37°C und 5% CO, in Suspension
kultiviert und die Master- und Arbeitszellbdnke wurde mittels der in Kapitel C.1 angegebenen

Methoden angelegt.

3.1 Erstellung der Zelllinien

Der verwendete Vektor (Abbildung 3.1) basiert auf dem pTracer-CMV-Vektor von Invitrogen
und enthélt ein Gen fiir die Expression des Markerproteins green fluorescent protein (GFP)! und
das Sh ble-Resistenzgen. Dies vermittelt eine Resistenz gegen das Glykopeptidantibiotikum
Phleomycin D1 (im Weiteren nach seinem Handelsnamen als Zeocin (Abkiirzung: Zc) bezeich-
net), welches zur Selektion stabil transfizierter CHO-Zellen verwendet werden kann [216]. Das
enthaltene Gen fiir das Fusionsprotein besteht aus dem Teil fiir die extrazellulire Doméne des
DII1, dem Teil fiir die Fc-Region von IgG und einem Intron, durch welches die beiden zusam-
mengespleifst werden. Das DII1Fc-Gen ist tiber eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES)

mit dem neo-Gen verbunden, welches eine Resistenz gegen das Proteinbiosynthese-hemmende

'Die hier verwendete Variante ist sog. Cycle3-GFP, welche durch die Einfithrung von 4 Punktmutationen (F64L,
F100S, M154T und V164A) aus Wildtyp-GFP erzeugt wurde.
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Aminoglykosid Geneticin vermittelt, welches ebenfalls zur Selektion stabil transfizierter CHO-
Zellen verwendet werden kann [217]. Die Insertion der IRES-Sequenz erlaubt die simultane
Expression der zwei Gene durch eine einzelne cDNA in proportionalem Verhiltnis [218]. Die
Expression des Fusionsproteins und die Geneticin-Resistenz stehen unter der Kontrolle des
CMV-Promoters (aus dem humanen Cytomegalievirus), welcher eine effiziente Expression auf
hohem Level ermoglicht [219] [220]. Die Expression des GFP und der Zeocin-Resistenz steht
unter der Kontrolle des SV40-Promoters (aus dem Simian-Virus 40), dessen Expressionsstarke
geringer ist [221] [222].

Ampicillin resistance CMV promoter
Multiple cloning sites

\{f Extracellular domain of DIl

pTracer-CMV DII1ECD-IgGFc-IRES neo

ColE1 origin

SV40 polyadenylation
Splice site
10057 bp
Zeocin ORF (no Met) @f/lntron: CH1..Hinge

.
GFP ORF K
EM-7 promoter\% K?\ CH2
o
IRES

Hinge

SV40 promoter and origin )b 3
f1 origin /@ \
BGH polyadenylation signal \

Multiple cloning site Neomycin resistance

Abbildung 3.1: Schematische Karte des Vektors, welcher fiir die Erstellung der DIl1Fc-produzierenden
Zelllinie verwendet wurde (erstellt von Kai-Oliver Mutz mit der Software Vektor NTI).

Fiir die Erstellung der Produktionszelllinie sollen zwei verschiedene Transfektionsmethoden
miteinander verglichen werden: Die Lipofektion und die Transfektion per Calciumphosphat-

prézipitation.

3.1.1 Amplifikation des Vektors

Der aus der Medizinischen Hochschule Hannover von der AG Limbourg (Institut fiir Moleku-
lare Kardiologie) erhaltene Vektor wurde zunédchst in E.coli amplifiziert. Dazu werden kompe-
tente E.coli XL1 blue nach dem in Abschnitt C.3.1 angegebenen Protokoll transformiert. Die er-
haltenen Kolonien wurden verwendet, um eine 100 mL-Fliissigkultur anzuimpfen, welche nach
18 Stunden geerntet wurde. Mittels des Qiagen Plasmid Purification Midi Kit wurde der Vektor
aufgereinigt (Durchfiihrung siehe Abschnitt C.5.5) und in 10 mM Tris-Puffer (pH 8,5) umge-
puffert. Eine Analyse per Agarosegel ergab eine Grofie im Bereich von 10 kbp, welche mit der
erwarteten Grofle tibereinstimmt. Die Quantifizierung mit dem Spektrophotometer NanoDrop
ND-1000 ergab eine Menge von 88,1 ng, welche fiir die geplanten Transfektionsexperimente
ausreichend ist.

22



3.1 Erstellung der Zelllinien

3.1.2 Transfektion per Lipofektion

Fiir die Lipofektion wurden zwei verschiedene Ansdtze gewahlt: das FuGene6-Kit von Roche
und das TurboFect-Transfektionsreagenz von Invitrogen. Die CHO'® Zellen wurden einen Tag
vor der Transfektion subkultiviert und mit einer Dichte von 50.000 Zellen/mL in 2 mL Medi-
um in 6-Loch-Platten (FuGene6-Ansatz) bzw. mit einer Dichte von 400.000 Zellen/mL in 1 mL
Medium in 24-Loch-Platten (TurboFect-Ansatz) ausgesdt. Die Transfektionen wurden entspre-
chend der Protokolle in den Abschnitten C.1.11 und C.1.12 durchgefiihrt. Es wurden jeweils
drei Ansédtze mit unterschiedlichen Reagenz:DNA-Verhiltnissen (1,5:1, 3:1 und 6:1 fiir FuGene
und 1:6, 1:3 und 1:1,5 fiir TurboFect) angefertigt. Auflerdem wurden jeweils drei entsprechende
Kontrollansitze, welche keine DNA enthielten, angefertigt. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden jeweils 500 pg Zeocin/mL zugegeben. Zeocin, und nicht Geneticin, wurde zur Selek-
tion ausgewdhlt, da seinem Resistenzgen der schwichere Promotor vorangeht und so Zellen
selektiert werden sollten, welche eine hohere Kopienzahl des entsprechenden Vektors integriert
haben. Nachteile in Bezug auf die Expressionsstdarke des DIl1Fc sollten dabei nicht zu erwarten
sein, da diese mit der der Zeocin-Resistenz korrelieren sollte [223]. Wahrend der Kultivierung
im Selektionsmedium wurde zweimal wochentlich das Medium gewechselt und die Vitalitat
bestimmt. Fiir die Zellen der Kontrollen, der TurboFect-Anséatze, sowie des Ansatzes 1,5:1 der
FuGene6-Transfektion konnte nach fiinfzehn Tagen keine Vitalitdt mehr festgestellt werden. Die
Vitalitdten der Zellen der Ansétze 3:1 und 6:1 durchlief nach zehn Tagen ein Minimum und hatte
nach 22 Tagen wieder einen Wert von iiber 90% erreicht (Abbildung 3.2). Die Selektionskulti-
vierung wurde hier beendet und Masterzellbanke wurden angelegt. Die Zelllinien wurden DF6
(Ansatz 6:1) und DF3 (Ansatz 3:1) benannt (eine Ubersicht iiber alle im Rahmen dieser Arbeit
erzeugten DIl1Fc-Zelllinien und -Subzelllinien ist im Anhang in Tabelle A.1 gegeben).
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Abbildung 3.2: Vitalitdtsverlauf der drei FuGene6-Ansitze sowie ihrer jeweiligen Kontrollen (Ktrl) wah-
rend der Selektionskultivierung.

Eine Bestimmung der Transfektionseffizienz konnte nicht erfolgen, da die GFP-Fluoreszenz der

Zellen zu gering ausgepragt war, als dass man sie hétte mikroskopisch unterscheiden kénnen.
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3 Das DI1l1Fc-Fusionsprotein

Auch ist nicht anzunehmen, dass die Transfektionseffizienz mit dem Anteil am Vitalititsmini-
mum vorliegender Zellen {ibereinstimmt. Es gibt grofie Abweichungen im Level der Expressi-
on und Amplifikation der transfizierten Gene in Abhéngigkeit von der Integrationsstelle des
Plamids im Genom [224][225][226]. Integration eines Transgens in oder nahe Heterochromatin
fiihrt zu einem stillgelegten oder unterdriickten Expressionsstatus, wiahrend Integration in das
aktiv transkribierte Euchromatin zur Expression fiihrt [227]. Da der unterdriickte Heterochro-
matinstatus auch an die Tochterzellen weitergegeben wird [228][229][230], werden die positiv
transfizierten Zellen, bei welchen die Integration in diesen Bereich ablief, wahrend der Selekti-
on ebenfalls eliminiert. Zudem wurde das Vitalititsminimum erst nach 10 Tagen Kultivierung

erreicht und die resistenten Zellen wuchsen nach der Transfektion entsprechend weiter.

3.1.3 Transfektion per Calciumphosphatprizipitation

Es wurden Calciumphosphat (CaP;)-Prazipitationen nach zwei verschiedenen Protokollen mit
denselben Reagenzien durchgefiihrt. Eine Durchfiihrung wurde adaptiert nach einem Protokoll
der AG Schambach (Institut fiir Experimentelle Hamatologie, Medizinische Hochschule Han-
nover) (Protokoll I), das andere nach einer Vorschrift der AG Flemington (Abteilung fiir Patho-
logie, Tulane Health Sciences Center, New Orleans) (Protokoll II). Die Zellen wurden einen Tag
vor der Transfektion subkultiviert und mit einer Dichte von 400.000 Zellen/mL in 1 mL Me-
dium in 24-Loch-Platten ausgesit. Die Transfektionen wurden entsprechend der Protokolle in
den Abschnitten C.1.13.1 und C.1.13.2 durchgefiihrt. Es wurden drei bzw. vier verschiedene An-
sdtze und entsprechende Kontrollen angefertigt. Fiir Protokoll I wurde mit einem CaCl,:DNA-
Verhiltnis von 160:1 gearbeitet und dabei 0,2, 0,4 und 0,8 ng DNA eingesetzt (Ansédtze a-c).
Bei Protokoll II wurde ein CaCly:DNA-Verhdltnis von 278:1 verwendet, wobei konstant 1100 ng
DNA fiir alle Ansétze eingesetzt wurde. Dabei wurde ein carrier-Plasmid (pET29a(+) von No-
vagen) verwendet und 3,6, 6,3, 9,0 und 1100 ng DII1Fc-Plasmid bei konstanten 1100 ng Gesamt-
plasmidmenge eingesetzt (Ansitze d-g). Die Selektion wurde wie bei den Lipofektionsansitze
durchgefiihrt. Fiir die Zellen der Kontrollen, sowie der Ansdtze d-g konnte nach 21 Tagen keine
Vitalitat mehr festgestellt werden. Die Ansitze a-c durchliefen ein Vitalititsminimum bei Tag
13 und wiesen nach 58 Tagen wieder Vitalititen von tiber 80% auf (siehe Abbildung 3.3). Die
Selektionskultivierung wurde hier beendet und Masterzellbdnke wurden angelegt. Die Zellli-
nien wurden DFa, DFb und DFc benannt. Der im Vergleich zur Lipofektion deutlich lingere
Zeitraum fiir die Wiedererlangung hoher Vitalitat konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass die
Resistenz durch eine geringere Anzahl integrierter Vektorkopien nicht so ausgepragt war wie
bei den durch Lipofektion erzeugten Zellen.

3.2 Lokalisierungs- und Expressionsnachweise

Der Nachweis der Expression des Zielproteins erfolgte per intrazelluldrer Farbung. Diese wur-
de entsprechend dem Protokoll in Abschnitt C.4.3 durchgefiihrt. Fiir die per Lipofektion erstell-
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Abbildung 3.3: Vitalitdtsverlauf der CaP;-Prazipitationsansdtze a-c sowie ihrer entsprechenden Kontrol-
len wihrend der Selektionskultivierung.

ten Zelllinien wurde eine Kombination aus einem sheep-anti-goat-DI11-?> und einem anti-sheep-
IgG-FITC-Antikorper verwendet. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte CHO®-Zellen
verwendet. Bei der Auswertung wurden diejenigen Zellen als positiv gewertet, deren Fluores-
zenzsignal hoher war als das von 99% der Zellen der Negativkontrolle. Der Anteil positiver
Zellen lag fiir DF3 bei 26,8% und fiir DF6 bei 32,0% (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Fluoreszenzintensititen der untransfizierten Kontrolle ohne Antikorper (blau), mit An-
tikorpern (schwarz, Negativkontrolle) und der jeweiligen Proben (rot) fiir die mittels Lipofektion er-
stellten Zelllinien (in Klammern angegeben ist der Anteil DIl1Fc-positiver Zellen).

Fiir die durch Calciumphosphatpréizipitation erstellten Zelllinien wurde eine Kombination aus
einem sheep-anti-rat-DI11-> und einem donkey-anti-shepp-IgG-FITC-Antikorper verwendet. Da

2Der Antikorper wurde von der AG Limbourg zur Verfiigung gestellt und dort zuvor erfolgreich mit humanem
DIl1 getestet

3 Auch dieser Antikorper wurde von der AG Limbourg zur Verfiigung gestellt und zuvor erfolgreich mit humanem
DII1 getestet
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3 Das DI1l1Fc-Fusionsprotein

eine andere Antikorperkombination zwangsldufig zu anderen Ergebnissen fiihrt, wurde der aus
der DF6-Zelllinie erzeugte Einzelzellklon IIIF11 (siehe Abschnitt 3.3.1) zusatzlich als Positiv-
kontrolle gemessen. Die Ergebnisse in Abbildung 3.5 zeigen, dass die per Lipofektion erhalte-
nen Zelllinien deutlich mehr positive Zellen aufweisen, als die per Calciumphosphatprazipitati-
on erhaltenen. Zwar ist mit der hier verwendeten Antikérperkombination ein deutlich schlech-
teres Ergebnis erhalten worden, wie der Vergleich der beiden Messungen des Klons IIIF11 zeigt
(43,0% gegeniiber 83,6% (siehe Abbildung 3.7)), jedoch sind die Werte fiir die durch Lipofektion

erhaltenen Zelllinien mehr als fiinfmal so hoch wie die hier fiir die Ansédtze a-c erreichten.
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Abbildung 3.5: Fluoreszenzintensitdten der untransfizierten Kontrolle (schwarz) und der jeweiligen Pro-
ben (rot) fiir die durch CaP;-Prazipitation erstellten Zelllinien und den Einzelzellklon IIIF11 (in Klam-
mern angegeben ist der Anteil DIlI1Fc-positiver Zellen).

Diese Ergebnisse waren dahingehend unerwartet, dass alle Zellen die Zeocinresistenz expri-
mieren, nicht jedoch das Zielprotein. Es gibt mehrere moégliche Ursachen hierfiir. Das verwen-
dete Plasmid wurde vor der Transfektion nicht linearisiert. Wenn die zur Integration in das
Genom noétige Bruchstelle innerhalb des DIl1Fc-IRES-neo-Gens liegen sollte, konnten diese Pro-
teine nicht mehr exprimiert werden, die Zeocinresistenz hingegen bliebe bestehen. Eine andere
mogliche Ursache ist der Aufbau des Plasmids. Es ist bekannt, dass wenn das Zielgen strom-

abwirts {iber eine IRES mit dem neo-Gen verbunden ist, die Expression des Zielproteins si-
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3.3 Selektion von Hochproduzenten

gnifikant herunter reguliert sein kann [231]. Eine weitere Moglichkeit sind das Auftreten von
Gen-Stilllegung und Kopienverlusten, welche zusammen mit den Ergebnissen von Abschnitt
3.6 ausfiihrlich diskutiert werden. AufSerdem koénnten auch mehrere dieser Phinomene zusam-

men aufgetreten sein und so zu den hier erhaltenen Ergebnissen gefiihrt haben.

Der Nachweis der Sekretion erfolgte per Western Blot des Zellkulturiiberstandes. Dieser wur-
de entsprechend dem Protokoll in Abschnitt C.2.6 durchgefiihrt. Es wurden jeweils 500 pL
Uberstand (Lipofektionsansitze) bzw. 1,5 mL Uberstand (CaP;j-Prézipitationsansitze) per TCA-
Fallung aufkonzentriert (Durchfiihrung siehe Abschnitt C.2.1). Wie in Abbildung 3.6 zu sehen
ist, konnte im Uberstand aller 5 Zelllinien das Zielprotein bei einer Grofie von ca. 110 kDa
nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde eine dquivalente Menge Uberstand der un-

transfizierten Ursprungszelllinie aufgetragen, hier ist keine Bande zu sehen.
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Abbildung 3.6: Western Blots der Uberstande der fiinf DIl1Fc-Zelllinien ((a) 1: DFa; 2: DFb; 3: DFc; (b) 2:
Negativkontrolle; 3: DF6; 4: DF3).

3.3 Selektion von Hochproduzenten

Durch den ausgeiibten Selektionsdruck wurde das aufgenommene Plasmid in das Genom der
Zellen integriert. Dieser Prozess geschieht jedoch zuféllig und die Wahrscheinlichkeit einer In-

sertion in hochtranskribierte Genombereiche ist gering [232].

Um eine geeignete Methode zur Gewinnung einer hochproduzierende Zelllinie zu erhalten,
wurden mit der aus der Lipofektion stammenden Zelllinie DF6 zwei Einzelzellklonierungen
durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die mittels Calciumphosphatprazipitation erzeugt Zelllinie DFc
per FACS beziiglich ihrer GFP-Expression sortiert, die mit der Expressionsstiarke des Zielprote-

ins korrelieren sollte [223].
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3 Das DI1l1Fc-Fusionsprotein

3.3.1 Einzelzellklonierung

Es wurden zwei Einzelzellklonierungen durchgefiihrt. Dabei wurden per Verdiinnungsmetho-
de 300 Ansitze und per FACS-Sortierung 360 Ansétze angefertigt. Die Protokolle finden sich in
den Abschnitten C.1.15 und C.4.2.

Nach 5 Tagen Kultivierung wurden alle Ansdtze ausgezdhlt, um abschédtzen zu kénnen, ob zu
Beginn der Kultivierung tatsdchlich nur eine einzelne Zelle vorlag. Wenn man von einer Ver-
dopplungszeit von 24 Stunden ausgeht, konnen nach 5 Tagen maximal 32 Zellen pro Ansatz
vorliegen. Da die Zellen statisch kultiviert wurden, konnte auch dadurch, dass zwei oder mehr
raumlich getrennte Zellansammlungen vorlagen darauf geschlossen werden, dass zu Begin
mehr als eine Zelle vorlag. Diese Ansdtze wurde ebenfalls ausgeschlossen. Insgesamt muss-
ten von den Ansédtzen der Durchfiihrung per Verdiinnung 101 (33,7%) und von den Ansaitzen
der Durchfithrung per FACS 20 (5,6%) ausgeschlossen werden. Die Fehleranfilligkeit der ma-
nuellen Methode ist deutlich hoher.

Wihrend der Expansion wurde alle 6 Tage die Hilfte des Mediums vorsichtig abgenommen
und durch frisches ersetzt. Nach 17 Tagen wurden die gewachsenen Ansitze, welche nicht
aussortiert worden sind, auf 1 mL Kulturvolumen in 24-Loch-Platten expandiert. Nach 30 Ta-
gen erfolgte die Expansion auf 2 mL in 6-Loch-Platten. Nach weiteren sechs Tagen wurden
500 pL des abgenommenen Zellkulturiiberstandes per TCA-Fillung aufkonzentriert und fiir
einen Western Blot verwendet um zu bestimmen ob die erhaltenen Zelllinien das Zielprotein
exprimieren. Zu diesem Zeitpunkt waren von den 300 Verdiinnungsansitzen noch sieben und
von den 360 FACS-Ansétzen noch 24 verblieben. Das Zielprotein konnte nachgewiesen werden
im Uberstand von einem der Klone aus dem Verdiinnungsansatz (Klon IlIF11) und neun der
Klone des FACS-Ansatzes (VIIC3, VIIC5, VIID?7, VIID9, VIIF11, VIIIG8, XC9, XF7 und XG5).
Um zu bestimmen, welcher der zehn erhaltenen produzierenden Klone die héchste Produktivi-

tat aufweist, wurde eine intrazelluldre Farbung durchgefiihrt.

Nach Abbildung 3.7 ist der Anteil der produzierenden Zellen bei neun der zehn Klone héher
als bei der urspriinglichen DF6-Zelllinie. Vorrausgesetzt, dass die erhaltenen Zelllinien wirklich
aus einer einzelnen Zelle entstanden sind, wére zu erwarten gewesen, dass der Anteil der po-
sitiven Zellen jeweils bei 100% liegt. Das dies nicht der Fall ist, weist wie schon die Ergebnisse
nach der Selektion auf instabile Zellen hin, welche ihre Produktivitdt durch Kopienverlust und
Gen-Stilllegung zu verlieren scheinen. Dies wird ausfiihrlich im Abschnitt 3.6 diskutiert.

3.3.2 Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitit

Da die Expressionsstidrke des Reportergens mit der Expressionsstarke des GOI korrelieren soll-
te, kann durch die Sortierung der am stirksten GFP-exprimierenden Zellen eine DIl1-hoch-
produzierende Zelllinie gewonnen werden. Als Mafs fiir die GFP-Expression kann die GFP-
Fluoreszenz verwendet werden, welche mit dem intrazelluliren GFP-Gehalt korreliert [233]
[234]. Es wurden zwei Sortierungen durchgefiihrt, bei denen die am stiarksten fluoreszierenden
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Abbildung 3.7: Anteil der positiven Zellen der mittels Einzelzellklonierung aus DF6 erzeugten Zelllinien
im Vergleich zu ihrer Parentalzelllinie.

5% bzw. 10% der Zellen isoliert worden sind. Es wurden jeweils ca. 20.000 Zellen in eine Ka-
vitdt einer 6-Loch-Platte sortiert (Durchfiihrung siehe Abschnitt C.4.1) und diese anschliefSend
expandiert. Nachdem geniigend Zellen zum Anlegen einer Masterzellbank vorlagen, wurde
eine intrazelluldre Farbung per Durchflusszytometer durchgefiihrt, um den Anteil produzie-
render Zellen zu bestimmen. Hierbei wurde, neben dem Anteil DIl1Fc-produzierender Zellen,
auch der Anteil der GFP-positiven Zellen bestimmt.
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Abbildung 3.8: GFP-Fluoreszenzintensititen der mittels GFP-Sortierungen der DIl1Fc-Zelllinie DFc ge-
wonnenen Zellen (schwarz: untransfizierte Zellen als Kontrolle, rot: Ansatz c, lila: jeweilige Sortierun-

gen).

Die Ergebnisse in den Abbildungen 3.8 und 3.9 zeigen, dass die Sortierung prinzipiell funktio-
niert hat. Der Anteil GFP-positiver Zellen konnte von 2,4% auf 6,6% (10%-Sortierung, benannt
DFc-10) bzw. 39,6% (5%-Sortierung, benannt DFc-05) gesteigert werden. Korrelierend damit
nahm auch der Anteil der DIl1Fc-positiven Zellen von 5,3% auf 7,4% bzw. 10,1% zu. Insge-
samt ist der Ansatz per Einzelzellkonierung jedoch deutlich erfolgreicher gewesen, da hoher
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Abbildung 3.9: Anteile der DIl1Fc-positiven Zellen der mittels GFP-Sortierungen der DFc-Zelllinie ge-

wonnenen Zellen (schwarz: untransfizierte Zellen als Kontrolle) (in Klammern angegeben ist jeweils
der Anteil DIlI1Fc-positiver Zellen).

produzierende Zelllinien gewonnen werden konnten.

Das Ergebnis von 2,4% GFP-positiver Zellen bei der DFc-Zelllinie ist unerwartet. Da das GFP
zusammen mit der Zeocinresistenz als Fusionsprotein exprimiert, sollten alle nach der Zeocin-
Selektion vorhandenen Zellen auch GFP-positiv sein. Dies kann lediglich dadurch erklart wer-
den, dass die GFP-Fluoreszenz sehr gering ist. Betrachtet man den Verlauf der Fluoreszenzin-
tensitdat (Abbildung 3.8), erkennt man, dass das Maximum nach der Transfektion deutlich zu
héheren Fluoreszenzwerten hin verschoben ist. Die Verteilung der Fluoreszenzintensitit bei der
Negativkontrolle ist jedoch sehr breit, so dass der Unterschied in den GFP-Fluoreszenzstarken
nicht deutlich wird. Hier wére es nétig, die Zellen einzeln mit ihren Gegenstiicken vor der
Transfektion zu vergleichen, da dies jedoch nicht moglich ist, wird die etablierte Auswertungs-
methode auch hier verwendet. Die Ergebnisse sind in diesem Zusammenhang nicht als Abso-
lutwerte, sondern als Trend zu verstehen. Die geringe Fluoreszenz ist neben dem niedrigen Ex-
pressionslevel von GFP auch damit zu erklédren, dass das primédre Anregungsmaximum der hier
verwendeten GFP-Variante Cycle3-GFP bei 395 nm nicht genutzt werden konnte. Im Durch-
flusszytometer stand nur eine Anregungswellenldnge von 488 nm zur Verfiigung, welche nahe

dem sekundédren Anregungsmaximum des Cycle3-GFP bei 478 nm liegt.

3.3.3 Charakterisierung des Wachstumsverhaltens

Durch Einzelzellklonierung erzeugte Zelllinien konnen in ihrem Wachstumsverhalten (z.B. in
Bezug auf die Verdopplungszeit oder die maximale Zelldichte) von ihrer Ursprungszelllinie
erheblich abweichen. Um zu bestimmen, welcher der Einzelzellklone zur Produktion des Ziel-
proteins besonders geeignet ist, wurde eine Wachstumskurve aufgenommen. Die Zellen wur-
den hierbei in 50 mL Spinnerflaschen bei 80 rpm kultiviert. Die sechs Einzelzellklone mit den
hochsten Anteilen produzierender Zellen (I1IF11, VIIC3, VIIC5, VIID7, VIID9 und VIIF11, siehe
Abbildung 3.7) wurden mit untransfizierten CHOSFS-Zellen verglichen.
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Abbildung 3.10: Lebendzellzahlen und Vitalitdten der sechs hochstproduzierenden Einzelzellklone und
untransfizierter CHOS'S-Zellen (ut).

Wie in Abbildung 3.10 zu erkennen, weisen die beiden Klone VIID7 und VIID9 im Vergleich
zur Ursprungszelllinie dhnliche Wachstumsgeschwindigkeiten und hohere maximale Zelldich-
ten und Vitalitdten in der zweiten Halfte der Kultivierung auf. Aufgrund seiner hoheren Maxi-
malzelldichte wurde von diesen beiden der Klon VIID? fiir die Kultivierungen zur Produktion
des Zielproteins ausgewdbhlt.

Das zum Teil sehr unterschiedliche Kultivierungsverhalten kann damit erklart werden, dass
bei der zufélligen Insertion des Plasmids Leseraster vorhandener Gene zerstort werden kon-
nen [235]. Was sich, wenn fiir die Proliferation wichtige Proteine dadurch nicht mehr transkri-
biert werden konnen, negativ auf das Zellwachstum auswirken kann. Eine entgegengesetz-
te Wirkung konnte auftreten, wenn durch die Insertion apoptotische Faktoren wie p53 und
Caspase-8 ausgeschaltet werden [236]. Diese Effekte treten vor allem bei Einzelzellklonen deut-
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lich auf.

3.4 Aufreinigung

Der Klon VIID7 wurde in 100 mL Spinnerflaschen bei 80 rpm kultiviert. Die Zellkulturiiberstan-
de wurden nach fiinf Tagen abgenommen, da nach diesem Zeitpunkt die Vitalitdt der Kultur
abnehmen wiirde (Vergleich Abbildung 3.10b) und ein erhohtes Vorliegen toter Zellen Verun-
reinigung des Uberstandes mit intrazelluldrem Protein nach sich ziehen wiirde.

Fiir die Aufreinigung von Fc-Fusionsproteinen konnen, wie fiir die Aufreinigung von IgGs, Pro-
tein A- und G-Affinitdtschromatographien verwendet werden. Diese beiden Methoden sollten

beziiglich der Reinheit und Ausbeute verglichen werden.

Es wurden 200 mL Uberstand auf 10 mL aufkonzentriert. Anschliefend wurde das Konzentrat
mit 30 mL Bindungspuffer (20 mM Natriumhydrgenphosphat, pH=7,0) verdiinnt und in vier-
mal 10 mL aliquotiert. Die Aufreinigung erfolgte automatisiert mittels einer BioLogic DuoFlow
FPLC Anlage von Bio-Rad mit 1 mL HiTrap-Protein A- bzw. G-Sdulen von GE-Healthcare Life
Sciences (Protokolle siehe Abschnitte C.2.7 und C.6.3). Die Elution erfolgte bei der Verwendung
der Protein A-Sdule mit 100 mM Citratpuffer (pH 4,0) und bei der Protein G-Sdule mit 100 mM
Glycinpuffer (pH 2,7). Es wurden insgesamt vier identische Laufe durchgefiihrt, bei denen bei-
de Sdulen je zweimal verwendet wurden.

Abbildung 3.11 zeigt die Chromatogramme der vier Laufe und Abbildung 3.12 die entspre-
chenden vergroflerten Elutionspeaks. In Abbildung 3.13 ist ein silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel
von vier Elutionsfraktionen der entsprechenden vier Laufe abgebildet. Es ist zu erkennen, dass
die Ergebnisse gut reproduzierbar sind und dass die Elutionspeaks bei Protein G-Affinitéts-
chromatographie schirfer sind. Die Elutionsfraktionen der einzelnen Laufe wurden vereinigt
und sollten mittels Bradford- (Durchfithrung siehe Abschnitt C.2.2) bzw. mittels BCA-Assay
(Durchfiihrung siehe Abschnitt C.2.3) quantifiziert werden. Jedoch lagen die erhaltenen Ergeb-
nisse in allen Fallen unterhalb der Nachweisgrenzen der beiden Methoden*. Um Abschétzen zu
konnen mit welcher stationidren Phase hohere Ausbeuten erzielt werden konnen, wurden daher
die Flachen unter den Elutionspeaks betrachtet, da diese proportional zur Proteinmenge sind,
betrachtet. Die einzelnen UV-Werten von Minute 47 bis 52 wurden nach dem Abziehen einer
Grundlinienkorrektur aufaddiert und folgende Summen erhalten:

Protein G Protein A Protein G Protein A
Lauf1 Lauf1 Lauf 2 Lauf 2
Summe der UV-Werte [AU] | 39,2 20,9 32,8 20,7

Die erhaltenen Werte weisen auf eine hohere Ausbeute bei der Protein G-Affinitatschromato-
graphie hin. Dieses Ergebnis sollte allerdings nocheinmal bestitigt werden. Im besten Fall durch

eine Proteinquantifizierung nach einer Aufreinigung mit hoherer Ausbeute.

“Unter Optimalbedingungen liegt die Nachweisgrenze fiir den Bradford-Assay bei 1 pug/mL und fiir den BCA-
Assays bei 0,1 ng/mL
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Abbildung 3.11: Chromatogramme der vier affinitdtschromatographischen Aufreinigungen von DIl1Fc
(blau: UV-Absorption bei 280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit [mS/cm?], schwarz: Pufferzusammenset-

zung [%] (A: Bindungspuffer, B: Elutionspuffer)).
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Abbildung 3.12: Elutionspeaks der vier affinitdtschromatographischen Aufreinigungen von DIl1Fc.

Die Elutionspeaks der beiden Liufe der jeweiligen Methoden wurden vereinigt und in PBS

umgepuffert. Mit diesen Proben wurde der im ndchsten Abschnitt beschriebene Aktivitdtstest

durchgefiihrt.
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Abbildung 3.13: Silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel von Elutionsfraktionen der vier affinititschromatogra-
phischen Aufreinigungen von DIl1Fc. 1: Marker; 2: Aufkonzentrierter Zellkulturiiberstand; 3: Pro-
tein G, 1. Lauf, Fraktion 28; 4: Protein A, 1. Lauf, Fraktion 27; 5: Protein G, 2. Lauf, Fraktion 26; 6:
Protein A, 2. Lauf, Fraktion 27.

3.5 Aktivititstestung

Der hier beschriebene Aktivitdtstest wurde im Institut fiir Molekulare Kardiologie (AG Lim-
bourg) der Medizinischen Hochschule Hannover etabliert und durchgefiihrt.

Die wie im Abschnitt 3.4 beschrieben aufgereinigten Proben, sowie aufkonzentrierter Zellkultu-
ritberstand wurden in einem indirekten Aktivitatstest mit einem Luciferaseassay getestet. Hier-
fiir wurden Zellkulturflaschen mit den Proben, beziehungsweise einem IgGFc-Fragment als
Kontrolle beschichtet. Fiir den Assay wurden menschliche Nabelschnurendothelzellen (HU-
VECs, human umbilical vein endothelial cells), welche den Notch-Rezeptor tragen, in diesen Fla-
schen kultiviert. Sie wurden zuvor mit einem von zwei verschiedenen Plasmiden transfiziert.
Eines enthielt die Bindungsstelle fiir den CSL-Co-Aktivator-Komplex (siehe auch Theorie zur
Notch-Signaltransduktion in Abschnitt 2.2.3) stromaufwdérts eines Luciferase-Gens (aus dem
Leuchtkéfer), das andere fungierte als Kontrollplasmid und enthielt eine mutierte Bindungs-
stelle. Die nach dem Zusatz von Luciferin resultierende relative Lumineszenz ist in Abbildung
3.14 dargestellt.

Der Zellkulturiiberstand und die {iber Protein G aufgereinigte Probe zeigten im Vergleich zu
ihren Kontrollen deutlich Aktivitat, nicht jedoch die {iber Protein A aufgereinigte Probe. Eine
mogliche Ursache hierfiir wére, dass die Konzentration der Probe zu gering war um einen Effekt
zu erzeugen. Die Probenhandhabung war identisch und der einzige Unterschied bei der Auf-
reinigung bestand darin, dass der Elutionspuffer bei der Protein G-Affinitdtschromatographie
acider war, was aber nur einen Aktivitatsverlust dieser Probe erklaren wiirde. Der Aktivitatstest

34



3.6 Expressionsstabilitat

168000

14000 4

12000

10000

8000 ~

6000 4

Lumineszenzintensitat [RLU]

4000

2000

ut 1aGFe (KP) I5GFe PA (KP) PA PG (KP) PG US (KP) 1S (KP)

Abbildung 3.14: Ergebnisse des Luciferase-Aktivitdtsassays. Lumineszenzintensitdten (RLU: relative lu-
minescence units) fiir eine untransfizierte Kontrolle (ut), die Kontrollprobe (IgGFc), die zwei aufgerei-
nigten Proben (PA: aufgereinigt tiber Protein A, PG: aufgereinigt iiber Protein G), sowie aufkonzen-
trierten Zellkulturiiberstand. Jeweils mit entsprechender Negativkontrolle per Kontrollplasmid mit
mutierter Bindungsstelle (KP).

sollte mit Proben einer hoheren Konzentration noch einmal wiederholt werden.

3.6 Expressionsstabilitit

Bei der Aufreinigung von DII1Fc aus Kultivierungsiiberstanden fiir eine Wiederholung des Ak-
tivitatstestes wurde eine deutliche Abnahme der Ausbeute beobachtet. Nachdem Fehler bei
der Durchfiihrung und den verwendeten Materialien der Aufreinigung ausgeschlossen werden
konnten, wurden die verwendeten Zellen auf Expressionsstabilitdt getestet. Da kein ELISA-
Kit fiir DII1Fc zur Verfiigung stand, wurden die Zellen hierfiir {iber 60 Tage (per Lipofek-
tion erzeugte Zelllinien) bzw. 30 Tage (per CaP;-Prazipitation erzeugte Zelllinien) in 15 mL-
Schiittelkolben kultiviert und mehrfach durch intrazelluldrer Farbung der Anteil DII1Fc-positi-
ver Zellen bestimmt. Es wurden hierfiir jeweils die gleichen Antikdérperkombinationen wie in
Abschnitt 3.2 verwendet. Um zu tiberpriifen, ob Selektionsdruck einen Einfluss auf die Expres-
sionsstabilitdt hat, wird die Zelllinie VIID7 zusétzlich unter Zusatz von Zeocin kultiviert. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.15 und 3.16 dargestellt.

Wie in den Abbildungen 3.15 und 3.16 zu erkennen ist, nahm der Anteil produzierender Zel-
len schon nach 13 bzw. 14 Tagen bei fast allen Zelllinien deutlich ab. Bei den durch CaP;-
Prazipitation erzeugten Zelllinien konnten nach 13 Tagen keine produzierenden Zellen mehr
nachgewiesen werden. Nach 60 Tagen hatten auch die durch Lipofektion erzeugten Zelllinien
diesen Zustand erreicht (mit Ausnahme von 6% positiver Zellen bei VIIC3). Die Ausiibung von
Selektionsdruck hatte hierauf keinen Einfluss. Alle vorhandenen Zelllinien sind instabil und
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Abbildung 3.15: Anteile positiver Zellen der durch Lipofektion erzeugten Zelllinien zu Beginn der Kul-
tivierung und nach 14, 32 und 60 Tagen (Zc: Kultivierung unter Zeocin-Zusatz).
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Abbildung 3.16: Anteile positiver Zellen der durch CaP;-Prazipitation erzeugten Zelllinien zu Beginn
der Kultivierung und nach 13 und 28 Tagen.

folglich nicht zur Produktion in praparativem Mafistab geeignet.

Die instabile Expression rekombinanter Proteine ist ein weit verbreitetes Problem, welches so-
wohl genetische als auch epigenetische Ursachen haben kann. Haufig wurde eine Abnahme der
Kopienzahl des Transgens beobachtet [237][238][239][240][241][242][243]. Der Genverlust wird
bedingt durch homologe Rekombinationsvorgénge wahrend der Reparatur von Doppelstrang-
briichen der DNA, wie NAHR (non-allelic homologous recombination) und SSA (single-strand an-
nealing) [244]. Die Kopienzahl des Transgens kann per quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
bestimmt werden, wenn der verwendete Vektor als Standard zur kalibration eingesetzt wird.

Neben einer Abnahme der Kopienzahl wurden auch hdufig verringerte Mengen der transge-
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nen mRNA-Menge bei gleich bleibender Kopienzahl [243][245][246] bzw. eine Abnahme der
mRNA-Menge pro Kopie [240] beobachtet. Diese Phidnomene kénnen durch epigenetische Re-
gulationsmechanismen ausgelost werden. Dabei kann entweder, um das Transgen herum durch
Modifikationen der Histone, ein Heterochromatinstatus erzeugt werden [247][248] oder, was
haufiger beobachtet wurde, die Methylierung eines Promoters zur Stilllegung der entsprechen-
den Gene fiihren [248][249][250]. Fiir den hier verwendeten CMV-Promotor konnte nachgewie-
sen werden, dass seine Methylierung in transfizierten Zellen zur Inaktivierung fiithrt [251][252].
Als Nachweismethode fiir die Inaktivierung durch Promotormethylierung, kann stellvertre-
tend die Methylierung des Cytosins an Position -179 durch eine spezielle quantitative PCR
bestimmt werden [235]. Eine Behandlung der Zellen mit dem DNA-Methylierungs-Inhibitor
5-Aza-2’-Deoxycytidin kann die Produktivitit teilweise wieder herstellen [253]. Es konnen zu-
dem Kopienzahlreduzierung und geringere Transkriptionsaktivitdt auch kombiniert auftreten
[254][235].

Die hier nachgewiesene Instabilitdt kann auch erkldren, warum die selektierten Zellen trotz
Zeocin-Resistenz, sowie die Einzelzellklone, jeweils nur zum Teil das Zielprotein exprimier-
ten. Die Zeitraume, welche zwischen den Transfektionen und den intrazelluliren Farbungen
(23 bzw. 59 Tage), sowie den Einzelzellablagen und den entsprechenden Messungen (38 Tage)
lagen, entsprechen den Zeitraumen, in welchen massiver Produktivitdtsverlust nachgewiesen
werden konnte. Die Stabilitdt der Expression des Markergens (welches hier auch die Resistenz
enthdlt) und des Zielgens miissen nicht korrelieren [234]. Dies konnte auch hier beobachtet
werden. Der Klon VIID7 wuchs unter Zc-Zusatz, woraus eine Expression der Resistenz folgt, er

exprimierte jedoch nicht das Zielprotein.

3.7 Zusammenfassung

Es konnten sowohl mittels Lipofektion als auch per Calciumphosphatprézipitation die Zellen
erfolgreich transfiziert werden. Die Ergebnisse lassen darauf schliefien, dass durch Lipofektion
hohere Kopienzahlen erreicht werden konnten. Eine weitere Erhohung der Transfektionseffi-
zienz konnte sich durch Optimierung des Vektors erreichen lassen. Da die Plasmidaufnahme
bei Sdugerzellen umgekehrt proportional zu seiner Grofie ist [255], konnte ein Entfernen des
nicht benotigten neo-Gens, sowie der dann tiberfliissigen IRES eine hohere Transfektionseffizi-
enz zur Folge haben. Zudem konnte dies auch die Produktivitdt erhohen, da das tiber die IRES
mit dem Zielgen verbundene neo-Gen moglicherweise die Expression des Zielgens herunterre-
guliert [231].

Die erhaltenen Zellen sezernierten das Produkt, welches sich durch Protein A- und G-Affini-
tatschromatographie aufreinigen liefs, wobei keine ausgepragten Unterschiede zwischen diesen
Methoden festgestellt werden konnten. Im auf einem Luciferase-Assay mit HUVECs basierende
Aktivitdtstest zeigte anschlieffend nur das tiber Protein G aufgereinigte Protein Aktivitdt. Dies
liegt moglicherweise daran, dass die Konzentration in der iiber Protein A aufgereinigten Pro-

be zu gering war. Eine Wiederholung der entsprechenden Experimente konnte aufgrund der
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instabilen Expression nicht durchgefiihrt werden.

Fiir die Gewinnung von Hochproduzenten wurden Einzelzellklonierungen und Sortierungen
nach GFP-Fluoreszenz durchgefiihrt. Fiir die Einzelzellklonierungen hat sich der Einsatz ei-
nes FACS als sinnvoll erwiesen. Da die Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitdt zu
einer Steigerung des Anteils positiver Zellen gefiihrt hat, wire es durchaus sinnvoll, diese bei-
den Methoden miteinander zu kombinieren, um ausschliefslich Einzelzellklone zu erhalten, die

Hochproduzenten sind.

Die Problematiken, die diesen Produktionsprozess erheblich erschwerten, waren die geringe
Produktivitat und Instabilitdt aller Zelllinien. Als Ursachen hierfiir sind epigenetische Gen-
Stilllegung und/oder Kopienverlust am wahrscheinlichsten. Auch wenn es Moglichkeiten gibt,
diese zu ergriinden und im Falle der Promotormethylierungen sogar die Moglichkeit besteht
diese teilweise riickgédngig zu machen, so ist es aufgrund der Schwere der Instabilitdt voraus-
sichtlich besser einen anderen Ansatz zu wahlen. Es gibt zahlreiche Ansdtze zur Erzeugung
stabiler Produktionszelllinien. So kann die Integration des Expressionsvektors durch die Ver-
wendung von site-spezifischen Nukleasen gezielt ablaufen [256]. Es konnen Expressionsvekto-
ren verwendet werden, welche chromatin opening elements oder matrix attachement regions tragen,
wodurch die Stilllegung des transgenen Lokus verhindert werden sollte [257][258]. Die Inte-
gration des GOI kann gezielt Rekombinase-vermittelt in ausgewihlte Abschnitte erfolgen, z.B.
durch die Verwendung der Rekombinase Cre in einen loxP-Lokus [259] oder durch das Flp-
FRT-System [260]. Zudem kann stabile Expression auch durch lentiviralen Gentransfer erreicht
werden [261]. Ein Ansatz der bei der Erzeugung der Zelllinien fiir VEGF;65 und LIF verfolgt

wurde.
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4 Der vaskulare Endothelzell-Wachstumsfaktor
165 (VEGF45)

Die CHOSFS-Zellen wurden in der AG Schambach an der Medizinischen Hochschule Hannover
mit dem in Abbildung 4.1 dargestellten Vektor lentiviral transduziert (entsprechend Abschnitt
2.1.2.2). Der Vektor enthilt das native Signalpeptid und keine zusétzlichen Marker- oder Selek-
tionsgene. Das VEGF;45 wird mit einem C-terminalen Polyhistidin-Tag! exprimiert. Der Vektor
entspricht damit vom Aufbau her prinzipiell dem Vektor, welcher fiir die (erfolgreiche) Produk-
tion von LIF verwendet wurde (siehe Abschnitt 5).

Das verwendete Lentivirus HIV-1 tendiert dazu mit hoher Frequenz in transkriptionell aktives
Chromatin zu integrieren [262]. Daher sollten auf diese Weise erstellte Produktionszelllinien,
im Vergleich zu chemisch oder physikalisch transfizierten, hohere und stabilere Expressions-
level erreichen. Da es bei der Integration des viralen Genoms in das der Wirtszelle haufig zur
Inaktivierung der viralen LTR-Promotoren kommt [119], miissen zusédtzliche Promotoren zur
Expression des GOI auf dem Vektor vorhanden sein. Da beim CMV-Promoter Stilllegung durch
Methylierung ein hdufiges Problem ist und dies auch nicht durch lentiviralen Gentransfer ver-
hindert werden kann [263], wird hier der Promoter aus dem spleen focus forming virus (SFFV)
verwendet. Dieser wurde bisher fiir die Erstellung von CHO-Produktionszelllinien noch nicht
eingesetzt, aber durch seine Verwendung als interner Promoter in einem HIV-1-basierten Vek-
tor konnten hohe und stabile Expressionslevel in humanen hdamatopoetischen Zellen erreicht
werden [263].

4.1 Lokalisierung- und Expressionsnachweise

4.1.1 Intrazelluldres VEGF4s5

Zum Nachweis der Expression wurden die Zellen per durchflusszytometrischer intrazelluldrer
Farbung analysiert, bei welcher der Primarantikorper gegen den His-Tag gerichtet war. Die
Ergebnisse (Abbildung 4.2) zeigen, dass 97,1% der Zellen das Zielprotein exprimieren.

Anschliefiend wurde, ebenfalls mit einem gegen den His-Tag gerichteten Primérantikorper ein
Western Blot mit aufkonzentriertem Zellkulturiiberstand durchgefiihrt (Durchfiihrung siehe

C.2.6). Da keine Bande auf dem Blot zu erkennen war, wurde dieser noch einmal wiederholt

'Ein Aminosiuremotiv aus sechs aufeinanderfolgenden Histidinresten (kurz: His-Tag)
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Abbildung 4.1: Schematische Karte des Vektors, welcher fiir die Erstellung der VEGF¢5-produzierenden
Zelllinie verwendet wurde.
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Abbildung 4.2: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der VEGF;¢5-positiven Zellen (rot) im
Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (schwarz).

und neben dem Uberstand auch Zellaufschluss aufgetragen (Protokoll fiir den Zellaufschluss
siehe C.1.16). Das Ergebnis dieses Western Blots (Abbildung 4.3) zeigt, dass das Zielprotein
zwar exprimiert, aber nicht, wie es zu erwarten gewesen wire, sezerniert wird. Parallel erstell-
te CHO-Zelllinien, die als Transgene tgf-5 und bfgf enthielten und nach dem gleichen Prinzip
aufgebaut waren, also das Gen fiir das Zielprotein mit His-Tag und dem jeweils nativen Signal-
peptid im selben Vektorriickgrad enthielten, zeigten dieselbe Problematik. In Abbildung 4.4 ist
dies beispielhaft fiir die bFGF-Zelllinie dargestellt.

Als mogliche Ursache hierfiir kommt das Signalpeptid in Frage, da dies das jeweilige Protein fiir
den Export aus der Zelle markiert. Es ist bekannt, dass das bei der Expression von Transgenen

verwendete Signalpeptid in direktem Zusammenhang mit dem Sezernierungslevel steht [264].
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Abbildung 4.3: Western Blot von Zellaufschluss (ZA) und Uberstand (US) der VEGF;45-Zelllinie (M:
Marker).
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Abbildung 4.4: Western Blot vom Zellaufschluss (ZA) und Uberstand (US) der bFGF-Zelllinie (k.: kon-
zentriert per TCA-Fallung; M: Marker).

Daher wurden an der Medizinischen Hochschule Hannover von der AG Schambach neue Vek-
toren konstruiert, die zwei andere Signalpeptide verwenden: Das von murinem IgG-«, hdufig in
der Industrie verwendet und das der Luciferase aus Gaussia princeps (g.Luc.), in der Literatur als
besonders geeignet beschrieben [265]. Als Zielproteine wurden TGF-5 und bFGF ausgewdahlt
(jeweils His-getagt). Die Zelllinien wurden, wie die vorhergehenden auch, lentiviral transdu-
ziert. Wie in Abbildung 4.5 zu erkennen ist, konnte jedoch auch mit diesen Vektoren keine Se-
kretion erreicht werden. Die Zielproteine sind nur im Zellaufschluss der TGF-g-exprimierenden
Zellen mit IgG-k- (Spur 7) und g.Luc-Signalpeptid (Spur 9) und der bFGF-exprimierenden Zel-
len mit IgG-x- Signalpeptid (Spur 8) nachzuweisen. (Die unterschiedlichen Grofien des TGF-f
in Spur 7 und 9 liegen vermutlich an einem unterschiedlichen Glykosilierungsgrad.)

Da die Vermittlung der sekretorischen Expression ein komplexer Prozess ist, welcher von sehr
vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst wird [264][266], sollte gekldrt werden, ob mit einer
Variation der Zelllinie oder der Transfektionsmethode Sekretion eines der Zielproteine erreicht
werden konnte. Zu diesem Zweck wurden HEK293T-Zellen (human embryonic kidney) mittels
Calciumphosphatprazipitation mit verschiedenen Plasmiden transfiziert (Durchfithrung siehe
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Abbildung 4.5: Ergebnis des Western Blots der Uberstinde und Aufschliisse der Zelllinien transduziert
mit den Vektoren, die die neuen Signalpeptiden enthalten (M: Marker, 1: US(k.) TGF-3 (IgG-~), 2:
US(k.) bFGF (IgG-«), 3: US(k.) TGF-3 (g.Luc), 4: ZA TGF- (IgG-), 5: ZA bFGF (IgG-x), 6: ZA TGF-3
(g-Luc), 7: ZA(k.) TGF-$ (IgG-k), 8: ZA(k.) bEGF (IgG-k), 9: ZA(k.) TGF-3 (g.Luc) (ZA: Zellaufschluss,
US: Uberstand, k.: konzentriert durch TCA-Fallung)).

Abschnitte C.1.2 und C.1.14). Dabei wurden die Vektoren fiir ANGPL-5 (Angiopoietin-related
protein-5), bFGEF, hLIF, Activin A und VEGF mit den nativen Signalpeptiden, sowie fiir TGF-/3
mit den Signalpeptiden von g.Luc. und IgG-x verwendet. (Bei den zuvor mittels lentiviralem
Gentransfer erstellten Zelllinien fiir Activin A und ANGPL-5 konnte keine Expression nachge-
wiesen werden. Der Aufbau dieser Vektoren entsprach grundsétzlich dem in Abbildung 4.1.)
Fiinf Tage nach der Transfektion wurden jeweils 1 mL Kultivierungsiiberstand und der Auf-
schluss der entsprechenden Menge Zellen per TCA-Fallung aufkonzentriert und per Western
Blot mit Anti-His-Tag-Antikorper analysiert.

(a) Zellaufschluss (b) Uberstand
Abbildung 4.6: Ergebnisse der Western Blots der Zellaufschliisse und Kultivierungsiiberstinde der

HEK293T-Zellen. (1: TGF-5 (g.Luc.), 2: TGF-$ (IgG-«x), 3: ANGPL-5, 4: bFGEF, 5: hLIF, 6: VEGF, 7: Acti-
vin A, 8: untransfizierte Zellen als Kontrolle).
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4.1 Lokalisierung- und Expressionsnachweise

Die Ergebnisse in Abbildung 4.6 zeigen, dass die Effizienz der Transfektion per Calciumphos-
phatprazipitation sehr gering war. Nur bei zwei der sieben Ansitze konnte das entsprechende
Protein nachgewiesen werden (in Abbildung (a) in Spur 1 bei 21 kDa und in Spur 4 bei 24 kDa).
Beide Nachweise gelangen ausschlieSlich im Zellaufschluss, woraus folgt, dass das Ausbleiben
der Sezernierung nicht durch die verwendete Zelllinie oder Transfektionsmethode begriindet

werden kann.

Fiir das Erreichen der Sekretion wurde ein weiterer Versuch durch Variation des Signalpeptides
unternommen. Hierfiir wurde von der AG Schambach, basierend auf dem Vektor in Abbildung
4.1, ein Vektor konstruiert, welcher das Gen fiir Luciferase kombiniert mit verschiedenen Si-
gnalpeptiden enthilt. Um zu tiberpriifen, ob die Luciferase sekretiert worden ist, konnte direkt
die Lumineszenz des Zellaufschlusses und des Kultivierungsiiberstandes vermessen werden.
Neben den schon verwendeten Signalpeptiden von g.Luc., IgG-x und LIF wurden zusétzlich
ein artifizielles und zwei Varianten des Signalpetides von Interleukin-2 (IL2) getestet. Von In-
terleukinen abgeleitete Signalpeptide sind, sowohl bei der kommerziellen Proteinproduktion,
als auch in der Gentherapieforschung weit verbreitet [267][268][269][270]. Die Vektoren wur-
den lentiviral in HEK293T-Zellen transduziert und nachdem eine ausreichende Zellzahl erreicht
war, wurde die Lumineszenz bestimmt. In Abbildung 4.7 sind die Ergebnisse dieser Messungen

dargestellt.
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Abbildung 4.7: Ergebnisse der Lumineszenzmessung fiir Uberstand und Zellaufschluss der HEK293T-
Zellen nach Transduktion mit den Luciferase-Vektoren (RLU: relative luminescence units).

Die Ergebnisse der Lumineszenzmessungen zeigen, dass die Variante 9 des Signalpeptides von
Interleukin-2 zu einer Sekretion der Luciferase fiihrt. Jedoch zeigen die Ergebnisse auch die
Komplexitdt der gesamten Problematik, denn mit dem nativen Signalpetid von LIF konnte im
Gegensatz zu seiner Verwendung mit LIF als Zielprotein in CHO-Zellen (siehe Abschnitt 5.1)
keine Sekretion erreicht werden. Eine mogliche Ursache hierfiir ist der Einfluss den das Signal-
peptid nach seiner Abspaltung auf die Proteinreifung im ER nimmt. Dabei kann, je nach Kom-
bination aus Signalpeptid und Protein, die Glykoslierung beeinflusst werden [271]. Dies bein-
haltet auch die Markierung mit N-gebundenen Glykanen, welche wiederum Einfluss auf den
Export des Proteins haben [272]. Obwohl eine einfache Ubertragbarkeit der Ergebnisse nicht
gegeben ist, sind die Resultate fiir das IL2-Signalpeptid vielversprechend, weshalb ein neuer

43



4 Der vaskulidre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFq45)

VEGF;65-Vektor erstellt wurde, welcher dieses beinhaltet.

4.1.2 Extrazellulires VEGF;s5

Das neue Vektorkonstrukt enthilt, neben dem Signalpeptid von Interleukin-2, das Markergen
egfp (enhanced green fluorescent protein)* und das Selektionsgen dhfr. Diese werden als Fusions-
protein mit dem Zielgen {iber die enthaltene IRES zusammen als eine mRNA transkribiert.
Zusitzlich sollte das Zielprotein C-terminal neben dem His- auch noch mit einem HA-Tag?
exprimiert werden. Die Vektorkarte ist in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: Schematische Karte des Vektors, der fiir die Erstellung der neuen VEGF;¢5-produzieren-
den Zelllinie verwendet wurde.

Fiir die Erstellung der Zelllinie wurden zwei Ansétze durchgefiihrt. Vom infektiésen Uberstand
der Packungszelllinie wurden zur Transduktion der CHO®*®-Zellen einmal 100 uL und einmal
250 pL verwendet. Die resultierenden Zelllinien werden im Weiteren als VEGF-100 und VEGF-
250 bezeichnet. Eine genaue Berechnung der MOI (multiplicity of infection) ist nicht moglich, da
der Virentiter vor der Transduktion nicht bestimmt wurde. Relativ ist die MOI fiir die VEGF-
250-Zelllinie zweieinhalbmal so hoch.

Der Nachweis der Expression erfolgte auch hier per durchflusszytometrischer intrazelluldrer
Farbung. Die Ergebnisse fiir die beiden Zelllinien sind in Abbildung 4.9 dargestellt.

Die intrazelluldre Farbung ergab, in Bezug auf den Anteil der positiven Zellen, keinen signifi-
kanten Unterschied fiir die beiden Zelllinien. Wenn man jedoch einen direkten Vergleich der
Histogramme betrachtet (Abbildung 4.10), scheint es (unter Beachtung der logarithmischen
Auftragung) so, als wiirde die Zelllinie VEGF-250 deutlich mehr VEGF¢5 exprimieren.

“EGFP ist eine GFP-Variante die aus dem Wildtyp durch zwei Punktmutationen (S65T und F64L) erzeugt wurde.
3Ein HA-Tag besteht aus neun Aminosauren und hat die Sequenz YPYDVPDYA, welche aus dem Hamagglutinin
(HA) stammt.
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Abbildung 4.9: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der VEGF45-positiven Zellen (rot) im
Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (schwarz) fiir die Zelllinien VEGF-100 und VEGF-250 (in
Klammern angegeben ist jeweils der Anteil der VEGF¢5-positiven Zellen).
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Abbildung 4.10: Uberlagerung der Histogramme fiir VEGF-100 (schwarz) und VEGF-250 (rot) aus Ab-
bildung 4.9.

Wenn die zu vergleichenden Zelllinien zu grofsen Teilen positiv sind, scheint die Aussagekraft
dieser Auswertungsmethode an ihre Grenzen zu stoflen. Daher wurde hier eine noch weit-
reichendere Auswertungsmethode angewendet, welche auf der Annahme beruht, dass die ge-
messene intrazelluldre Proteinmenge sowohl proportional zur Fliche unter der entsprechenden
Kurve als auch zur Expressionsstérke ist. Die Durchflusszytometrie-Software WinMDI ermog-
licht einen Export der 1024 diskreten events-Messwerte, die anschlieflend mittels des Tabellen-
kalkulationsprogramms Excel mit ihren entsprechenden logarithmischen Fluoreszenzintensi-
tatswerten multipliziert wurden, um einen Wert fiir die Flache zu erhalten. Um eine Verfal-
schung der Vergleiche durch unterschiedliche Anzahlen an Messwerten zu verhindern, wurde
der erhaltene Flichenwert durch die Anzahl der Gesamtereignisse geteilt und so der Flachen-
quotient A4 gebildet. Dieser betrdgt fiir die VEGF-100-Zelllinie 724,08 und fiir die VEGF-250-
Zelllinie 1015,22. Der Quotient aus diesen beiden Werten sollte ein Maf3 fiir die relative Expres-
sionsstdrke der beiden Zelllinien zueinander sein. Danach ist die Expressionsstarke der VEGF-
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4 Der vaskulidre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFq45)

250-Zellen 1,4 mal so hoch wie die der VEGF-100-Zellen. Um die Aussagekraft dieses Ergeb-
nisses beurteilen zu konnen, sollten nun die relativen Expressionsstdarken der beiden Zelllinien
mittels des etablierten Verfahrens der qRT-PCR bestimmt werden (siehe Abschnitt 4.1.3).

Fiir den Sekretionsnachweis wurde wiederum ein Western Blot mit einem Anti-His-Tag-Anti-
korper durchgefiihrt, dessen Ergebnis in Abbildung 4.11 dargestellt ist. Hierfiir wurden jeweils
500 pL Kultivierungsiiberstand aufkonzentriert.

1 2 3 M

— =

Abbildung 4.11: Western Blot (15% SDS-PAGE) des aufkonzentrierten Uberstandes der Zelllinien VEGF-
100 (1), VEGF-250 (2) und der untransfizierten Ursprungszelllinie (3) (M: Marker).

Der Western Blot zeigt, dass beide Zelllinien das Zielprotein sezernieren. Die Bande fiir das
Zielprotein liegt bei etwas tiber 25 kDa, zusitzlich sind aber noch zwei weitere Banden bei
ca. 15 und 12 kDa zu sehen. Die Tatsache, dass diese in der Kontrolle nicht vorliegen und of-
fensichtlich den Anti-His-Tag-Antikorper binden, legt die Vermutung nahe, dass es sich um
unvollstindig translatierte Formen des Zielproteins handelt, welche den His-Tag tragen.

4.1.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Fiir die gRT-PCR wurden drei house keeping genes (HKGs) nach Bahr et al. (2009) ausgewdahlt
[273]: yaf2, eif3i und gapdh. Mittels der Primer-BLAST Online-Software des National Center for
Biotechnology Information* wurden geeignete Primer ausgewahlt. Als Rahmenbedingungen wur-
den eine Lange zwischen 70 und 200 Basenpaaren (bp) und moglichst dhnliche Schmelzpunkte
gewdhlt. Die Sequenzen dieser Primer und derer fiir das GOI vegf finden sich in Abschnitt
B.4.2.

Mit dem Qiagen RNeasy Plus Mini Kit wurde aus Ansétzen von jeweils 10° Zellen die RNA iso-
liert (Protokoll siehe Abschnitt C.5.1). Das erhaltene Praparat wurde mit dem Spektrophotome-
ter NanoDrop ND-1000 quantifiziert. Anschliefend wurde die RNA in cDNA umgeschrieben
(Protokoll siehe Abschnitt C.5.2). Mit dieser konnten jetzt PCRs und qRT-PCRs durchgefiihrt

werden.

4ht’cp:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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4.1 Lokalisierung- und Expressionsnachweise

Tabelle 4.1: Erwartete Produktlingen und ermittelte optimale Anlagerungstemperaturenemperaturen
fur die vier verwendeten Primerpaare.

Primerpaar | Produktlinge | Temperaturoptimum
vegf 177 bp 50,0 °C
eif3i 150 bp 68,6 °C
yaf2 100 bp 54,0 °C
gapdh 69 bp 50,0 °C

Um die optimalen Anlagerungstemperaturen fiir die einzelnen Primer zu ermitteln, wurden
zundchst Optimierungsversuche mittels PCR durchgefiihrt. Dafiir wurden sechzehn Ansitze
pro Primerpaar angefertigt und eine PCR mit Temperaturgradient (50-70°C) durchgefiihrt (Pro-
tokoll siehe Abschnitt C.5.3). Es wurden acht verschiedene Temperaturen jeweils per Doppelbe-
stimmung getestet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden per Agarosegel (Durchfithrung siehe
Abschnitt C.5.4) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.12 dargestellt und in Tabelle 4.1

zusammengefasst.

500 500 515 515 540 540 576 57.6 626 626 662 662 686 686 700 700

(a) vegf (b) eif3i

14 500 50.0 515 515 540 540 57.6 576 626 626 662 662 686 686 700 700 500 500 515 515 540 540 57.6 576 626 626 662 662 686 686 700 700

(c) yaf2 (d) gapdh

Abbildung 4.12: Agarosegele der Temperaturoptimierungsexperimente fiir die vier Primerpaare. (M:
Marker; Angegeben sind die Temperaturen in °C und die Gréfen in bp).

Mit den so ermittelten optimalen Anlagerungstemperaturen wurde nun die qRT-PCR durch-
gefiihrt (Protokoll siehe Abschnitt C.5.6). Es wurde die iQ5 RT-PCR-Station von Bio-Rad ver-
wendet, dessen Software automatische die Ct-Werte der entsprechenden Messungen berechnet.
Aus diesen wurde (mittels der ebenfalls in Abschnitt C.5.6 erlduterten Auswertung) das relative
Expressionslevel von VEGFi¢5 in den beiden Zelllinien berechnet. Nach diesem ist die Expres-
sion in den VEGF-250-Zellen 1,8 mal so stark ist, wie in den VEGF-100-Zellen. Dieses Ergebnis
stimmt gut mit dem aus den durchflusszytometrischen Aq-Werten bestimmten Verhéltnis von
1,4 iiberein. Somit konnte diese Art der Bestimmung durch die etablierte qRT-PCR-Technik be-
statigt werden.
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4 Der vaskulidre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFq45)

4.2 Selektion von Hochproduzenten und Expressionsstabilitat

4.2.1 Extrazellulidres VEGF;s5

Fiir die Selektion von Hochproduzenten per FACS wurde die VEGF-250-Zelllinie gewahlt, da
ihre urspriingliche Expressionsstarke hoher ist, als die der VEGF-100-Zellen.

Es wurden zwei verschiedene Ansitze gewdhlt, die miteinander verglichen werden sollten.
Zum Finen wurden die Zellen anhand ihrer eGFP-Expressionsstidrke indirekt nach Hochpro-
duzenten sortiert, zum Anderen wurde ein Kélteinkubationsassay (CIA, cold incubation assay)
verwendet, um eine direkte Hochproduzentenselektion zu ermoglichen. Der Kélteinkubations-
assay beruht auf einer von Brezinsky et al. (2003) entwickelten Methode [274]. Er beruht auf der
Tatsache, dass sekretiertes Protein wiahrend der Sekretion transient mit der Zelloberflache asso-
ziiert ist und dadurch mit einem proteinspezifischen Antikorper detektierbar wird. Der Vorteil
dieser Methode liegt darin, dass man bei den erhaltenen Subzelllinien neben hoher Expression

auch die Sezernierung berticksichtigt hat.

Es wurden fiir beide Ansdtze zwei Sortierungen durchgefiihrt, bei denen jeweils die 10% bzw.
30% am starksten fluoreszierenden Zellen isoliert wurden (Werte unter 10% sind am verwende-
ten FACSVantange SE nur schwer zu reproduzieren). Die erhaltenen Zelllinien wurden V250-
GFP10, V250-GFP30, V250-CIA10 und V250-CIA30 genannt (Eine Ubersicht tiber die im Rah-
men dieser Arbeit erstellten VEGF-Zelllinien ist im Anhang in Tabelle A.2 gegeben). Sie wurden
ebenso wie die Parentalzelllinie VEGF-250 am Durchflusszytometer per intrazelluldrer Farbung
vermessen . Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13 dargestellt. Eine Bestimmung der Produkti-
vitat war nicht moglich, da fiir in Eukaryoten produziertes VEGF keine ELISA-Kits kommerziell
erhéltlich sind®.

Fiir die Messungen wurde das Messprogramm des Durchflusszytometers neu eingestellt und
kompensiert. Um zu verhindern, dass eine Verschiebung der Ergebnisse zu htheren Fluores-
zenzintensititen dazu fiihrt, dass Messwerte oberhalb des hochsten FL2-Kanales auftreten, was
die Auswertungen erheblich verzerren wiirde. Hierdurch kommen auch die Abweichungen der
Ergebnisse von VEGF-250 mit denen aus Abschnitt 4.1.2 zustande.

Neben dem Anteil an VEGF45-positiven Zellen wurde auch der Anteil an eGFP-positiven Zel-
len durchflusszytometrisch bestimmt. Damit sollte zum Einen kontrolliert werden, ob die eGFP-
Sortierung erfolgreich war. Der Anteil der eGFP-positiven Zellen bei den Zelllinien V250-GFP10
und V250-GFP30 miisste dann deutlich erhoht sein. Zum anderen sollte untersucht werden, ob
eine direkte Korrelation zwischen eGFP- und VEGF;g5-Expression besteht, dann miisste der
eGFP-positiv-Anteil bei den Zelllinien V250-CIA10 und V250-CIA30 proportinal zum VEGF;45-
positiv-Anteil erhoht sein. Die Ergebnisse dieser durchflusszytometrischen Messungen sind in
Abbildung 4.14 dargestellt.

°Es sind ELISA-Kits fiir VEGF erhiltlich, die jedoch Antikorper enthalten, bei welchen in E.coli produziertes VEGF
das Antigen ist. Laut Herstellerangaben wiirde eine Verwendung mit glykolisiertem VEGF eine verminderte
Bindungsfahigkeit und dadurch zu geringe Ergebniswerte zur Folge haben.
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Abbildung 4.13: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der VEGF;45-positiven Zellen (rot)
im Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (schwarz) fiir die per eGFP-Sortierung und Kalteinku-

bationsassay erzeugten Subzelllinien sowie ihre Parentalzelllinie VEGF-250 (in Klammern ist jeweils
der Anteil der VEGF;45-positiven Zellen angegeben).

Da die Anteile der positiven Zellen, besonders bei den eGFP-Messungen, sehr hoch sind, lassen
sich kaum aussagekriftige Angaben {iiber die Giite der Ergebnisse der Sortierungen machen.
Daher wurden zusitzlich die Ag-Werte der Messungen bestimmt. Diese sind zusammen mit

den Anteilen der positiven Zellen in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Messergebnisse der durchflusszytometrischen VEGF¢5- und eGFP-
Bestimmungen der durch eGFP-Sortierung und Kalteinkubationsassay erzeugten Zelllinien sowie ihre
Parentalzelllinie VEGF-250.

Anteil VEGF45- Anteil eGFP-
Zelllinie positiv [%] Aq(VEGFyg5) | positiv [%] | Aq(eGFP)
VEGEF-250 91,6 142,0 98,6 973,1
V250-CIA10 91,0 156,7 99,7 801,4
V250-CIA30 88,9 150,8 99,9 812,8
V250-GFP10 96,2 333,8 99,9 1927,0
V250-GFP30 96,6 259,3 99,2 1005,9

Die Ergebnisse zeigen, dass beide Sortierungsansidtze zu einer Produktivitdtssteigerung ge-
fithrt haben. Die Aq-Wert-Steigerungen durch den Kaélteinkubationsassay sind jedoch sehr ge-
ring und der Unterschied zur Ursprungszelllinie nahezu zu vernachldssigen. Bemerkenswert
ist auch, dass die A4(eGFP)-Werte geringer sind. Eine direkte Korrelation der Genexpressio-

49



4 Der vaskulidre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFq45)

E28

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
LLLLLLLLLLLLLLLLLL

(a) VEGF-250 (98,6%) (b) V250-CIA10 (99,7%) (c) V250-CIA30 (99,9%)

z28

967 cv: a7
1023] 17764 (899%) [404-1023] 11088 (392%)

(d) V250-GFP10 (99,9%) (e) V250-GFP30 (99,2%)

Abbildung 4.14: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der eGFP-positiven Zellen (rot) im
Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (schwarz) fiir die per eGFP-Sortierung und Kalteinku-
bationsassay erzeugten Zelllinien sowie ihrer Parentalzelllinie VEGF-250 (in Klammern ist jeweils der
Anteil der eGFP-positiven Zellen angegeben).

nen scheint nicht zu bestehen, sonst wiare auch hier eine leichte Erh6hung zu erwarten gewe-
sen. Dem widersprechen jedoch die Ergebnisse der eGFP-Sortierung, wobei neben einer hohe-
ren eGFP-Expression auch eine deutliche Steigerung der VEGF45-Expression erreicht werden
konnte. Fiir beide Sortierungsansitze konnten durch Auswahl der 10% am stirksten fluores-
zierenden Zellen bessere Ergebnisse erzielt werden, als wenn die am stidrksten fluoreszieren-
den 30% ausgewdhlt wurden. Von allen Subzelllinien wurden anschlieffend Zellbanke ange-
legt.

Um zu tiberpriifen, ob die Transgenexpression stabil ist, wurden alle fiinf Zelllinien tiber einen
Zeitraum von 27 Tagen kultiviert und anschlieffend alle Messungen wiederholt. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.

Die Anteile der VEGF¢5-positiven Zellen sind in erster Naherung stabil. Eine Ausnahme bildet
V250-GFP30. Bei diesen ist auch der Aq(VEGF¢5)-Wert gesunken ist. Ansonsten sind die Antei-
le nahezu stabil und die Ay-Werte weisen insgesamt eher einen Trend nach oben auf. Die Ag4-
Werte weisen auch deutlicher auf einen Unterschied zwischen den per CIA sortierten und den
urspriinglichen Zellen beztiglich der Expression des Zielproteins hin. Die Erzeugung von héher
produzierenden Subzelllinien mittels dieser Methode war erfolgreich. In der Originalarbeit von
Brezinsky et al. (2009) konnte fiir eine CHO-Zelllinie (welche transgen ein IgG-Fusionsprotein
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4.2 Selektion von Hochproduzenten und Expressionsstabilitat

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Messergebnisse der durchflusszytometrischen VEGF;45- und eGFP-
Bestimmungen der per eGFP-Sortierung und Kailteinkubationsassay erzeugten Zelllinien sowie ihre
Parentalzelllinie VEGF-250 nach 27 Tagen Kultivierung.

Anteil VEGF45- Anteil eGFP-
Zelllinie positiv [%] Aq(VEGF¢5) | positiv [%] | Aq(eGFP)
VEGF-250 98,1 138,528 99,9 832,69
V250-CIA10 94,3 208,143 99,9 790,03
V250-CIA30 82,6 180,765 99,9 602,95
V250-GFP10 96,7 357,291 100,0 1523,35
V250-GFP30 83,4 227,142 99,9 960,08

exprimiert) durch dreifache Sortierung eine Produktivitatssteigerung um den Faktor 10 erreicht
werden, wobei sich die Produktivitdt durch die erste Sortierungsrunde versechsfachte [274]. Ein
bedeutender Unterschied lag jedoch darin, dass die Transfektion dort durch Elektroporation er-
folgte und die Transfektionseffizienz deutlich unter 50% lag. Nach der ersten Sortierungsrunde
wurde folglich eine Population erhalten, die nur noch aus Produzenten besteht und daher auch
eine deutlich hohere Produktivitdt aufweist. Die zweite und dritte Sortierung erfolgte jeweils
aus einer reinen Produzentenkultur, wie sie auch hier nach der lentiviralen Transduktion (Effizi-
enz nahezu 100%) vorlag. Dabei konnten Produktivitidtssteigerungen um Faktor 1,5 und 1,1 er-
reicht werden, was mit den hier erhaltenen Faktoren fiir die Erh6hung des Aq-Wertes ungefdhr
tibereinstimmt. Die CIA-Methode scheint gut geeignet zu sein, um reine Produzentenkulturen

zu erzeugen, nicht jedoch um die Produktivitdt von diesen bedeutend zu steigern.

In Bezug auf die Werte fiir die eGFP-Expression sind zwar alle Zellen komplett positiv, den-
noch ist die Expressionsintensitit in drei von fiinf Féllen gesunken. Dies korreliert nicht mit den
Werten fiir die VEGF45-Expression, obwohl beide Proteine in eine mRNA transkribiert werden.
Es ist bekannt, dass tiber eine IRES verbundene Gene nicht in gleichem Verhdltnis translatiert
werden. Normalerweise ist die Expression des downstream der IRES gelegenen Gens deutlich
weniger effektiv [275]. In Bezug auf die Stabilitdt des Expressionsverhiéltnisses zweier iiber eine
IRES verbundener Gene in CHO-Zellen gibt es jedoch bisher keine Untersuchungen. In vivo ist
die Translation von einer IRES ausgehend, z.B. wihrend der Mitose oder dem programmier-
ten Zelltod, im Gegensatz zu einer Translation von der 5-Cap-Struktur ausgehend, bevorzugt
[130][276]. Dies legt nahe, dass das Verhiltnis auch hier Schwankungen aufweist, welche die

Ergebnisse erkldren wiirden.

Um endgiiltig eine Zelllinie fiir die Produktion auszuwéhlen, sollte zudem das Wachstumsver-
halten untersucht werden. Dafiir wurden die fiinf VEGF-Zelllinien, sowie untransfizierte Zellen
zum Vergleich, in 15 mL-Schiittelkolbenkulturen kultiviert und mit dem TC10 Automated Cell
Counter die Lebendzellzahl und Vitalitit bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.15 dar-
gestellt.

Die maximal erreichbare Zelldichte lag fiir alle VEGF¢5-produzierenden Zellen oberhalb der
der untransfizierten Zellen. Die Kultivierungseigenschaften von V250-CIA30 weichen nur leicht
von denen der untransfizierten Zellen ab. Die Zelllinien VEGF-250 und V250-CIA10 zeichnen
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Abbildung 4.15: Lebendzellzahl- und Vitalitatsverldufe fiir die aus den zwei Sortierungen erhaltenen
Subzelllinien, sowie der beiden Parentalzelllinien.

sich besonders durch hohe Zelldichten aus, wahrend bei V250-GFP10 und V250-GFP30 eine
deutlich verminderte Sterberate vorlag. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das VEGF45
selbst einen Effekt auf die Proliferation und/oder die Sterberate der Zellen hat. In der Litera-
tur sind sowohl ein proliferationsférdender [277] als auch kein Effekt auf die Proliferation von
CHO-Zellen zu finden [278] und auch in Bezug auf die Sterberate ist eine Abnahme beobachtet
worden [277]. Fiir Mammakarzinomzellen gibt es Indizien, dass VEGF neben der angiogenen
auch eine apoptosehemmende Wirkung hat [279]. Die vermutete Wirkungsweise beruht auf
einer Hemmung von proapoptotischen Faktoren wie BAD und Caspase 9 [280], woraus eine
verminderte Sterblichkeitsrate resultieren wiirde. Durch die exogene Zugabe geringer Mengen
VEGFs zu Kulturen nicht-produzierender Zellen liefs sich dieser Effekt jedoch nicht reproduzie-
ren [277]. Da die molekularbiologischen und biochemischen Verdnderungen durch eine Trans-
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4.2 Selektion von Hochproduzenten und Expressionsstabilitat

duktion sehr komplex sind, ldsst sich nicht zweifellos sagen, dass die VEGF-Produktion diese
Effekte auslost.

Fiir die Produktion des VEGF;¢; wird die Subzelllinie V250-GFP10 ausgewaéhlt, da sie neben
dem hochsten Aq(VEGF¢5)-Wert, eine der hchsten Maximalzelldichten und zudem die hchs-
ten Vitalitdten ab einer Kultivierungsdauer von 7 Tagen aufweist.

4.2.2 Intrazelluldres VEGF4s5

Fiir die Zelllinie, die das VEGF¢5 nicht sezerniert, wurde nicht versucht eine hochproduzie-
rende Zelllinie zu erstellen, da zur Produktion die sezernierenden Zellen verwendet werden
sollten.
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Abbildung 4.16: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der VEGF;45-positiven Zellen (rot)

im Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (schwarz) fiir die nicht sezernierende VEGFi¢s5-
Zelllinie (in Klammern sind jeweils die Anteile positiver Zellen angegeben).

Die Testung der Langzeitexpressionsstabilitdt fand in Ubereinstimmung zur Durchfiihrung mit
den sezernierenden Zellen statt. Da hier jedoch kein Markergen auf dem Vektor enthalten war,
wurde nur die Expressionstabilitdt in Bezug auf das Zielprotein tiberpriift. Die Zellen wurden
dafiir nach 12, 26, 58 und 198 Tagen vermessen (Abbildung 4.16) und mit dem Ergebnis aus
Abbildung 4.2 verglichen. Zusitzlich wurden die Ag-Werte bestimmt, welche mit den anderen
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Ergebnissen in Tabelle 4.4 zusammengefasst sind.

Tabelle 4.4: Zusammenfassung der Messergebnisse der durchflusszytometrischen VEGFigs5-
Bestimmungen der nicht-sezernierenden VEGF¢s-Zelllinie wéhrend einer Kultivierung tber
198 Tage.

Kultivierungsdauer | Anteil VEGFg5-positiv [%] | Aq(VEGF1s5)
0d 97,1 1036,0
12d 97,6 693,7
26d 78,3 636,2
58 d 89,8 690,8
198 d 91,8 591,3

Die Werte fiir die Anteile der positiven Zellen nehmen bis Tag 26 ab und anschliefSend wieder
zu. Das dies der tatsdchliche Verlauf ist, ist nicht nur unwahrscheinlich, sondern widerspricht
auch den Ergebnissen fiir die A;-Werte, welcher nach zwolf Tagen abgenommen hat, aber da-
nach nahezu konstant bleibt. Wenn man die Kurven in den Abbildungen 4.2 und 4.16 betrach-
tet, fallt auf, dass jene fiir die Messungen dhnliche Verldufe und Schwerpunkte haben, wahrend
die fiir die Kontrollen starkere Unterschiede aufweisen. Bei den Messungen deren Positivan-
teile unter 90% liegen, sind sie zu hoheren FL2-Werten hin verschoben, woraus die kleineren
Ergebniswerte resultieren. Die Kurve fiir die Negativkontrolle ergibt sich aus unspezifischen
Bindungen der Antikorper an die Zellen, welche deutlich stirker von den Rahmenbedingun-
gen abhidngen. Aus der Entwicklung der Messkurven und den dazu proportionalen Aq-Werten
kann man folgern, dass die Expression nach einer anfanglichen Abnahme auch {iiber sehr lange
Kultivierungszeitraume von bis zu 198 Tagen stabil ist.

4.3 Aufreinigung

4.3.1 Intrazellulires VEGF45

Fiir die Aufreinigung des nicht-sezernierten VEGF;¢5 miissen die Zellen aufgeschlossen wer-
den, woraus eine zusitzliche starke Verunreinigung des Zielproteins resultiert. Fiir die Auf-
reinigung wurden diverse chromatographische Verfahren getestet: Ionenaustausch-, Groéfien-
ausschluss-, Immobilisierte-Metallionen-Affinitdts- (IMAC) und eine direkte Immunoaffinitats-
chromatographie mit auf Epoxy-Discs immobilisiertem anti-VEGF;¢5-Antikorper und, da VEGF
eine Heparin-bindende Domine besitzt [281][282], auch Heparin-Affinititschromatographie.
Mit keinem dieser Verfahren, auch nicht als Zweischrittaufreinigung in Kombination mit ei-
nem anderen Verfahren, gelang es VEGF;¢5 komplett aufzureinigen. Als Alternative zu diesen
FPLC-basierten Verfahren wurde zusitzlich eine Aufreinigung mittels anti-VEGF-Antikorper-
beladener magnetic beads getestet. Magnetic Beads sind kleine paramagnetische Kiigelchen, die
primédre Aminogruppen an ihrer Oberflache tragen, die mit Hilfe von Glutaraldehyd mit ei-
nem anti-VEGF¢5-Antikorper kovalent gekoppelt wurden. Die beladenen magnetic beads kon-
nen sich im Versuchsansatz bei Bindungs- und Waschschritten frei bewegen und zur Trennung

von der jeweiligen Losung mit einem Magneten an der Gefafswand immobilisiert werden.
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4.3 Aufreinigung

Es wurden zwei Ansdtze durchgefiihrt, wobei die Inkubationszeiten der magnetic beads im be-
handelten Zellaufschluss vier und elf Stunden betrugen. Dabei wurden nacheinander zwei ver-
schiedene Elutionpuffer getestet. Der Erste enthielt 2 M MgCl, bei einem pH-Wert von 7,0, der
Zweite 3 M MgCl, bei einem pH-Wert von 3,9. Das Protokoll ist im Abschnitt C.6.6 zu finden.
Die bei der Aufreinigung erhaltenen Fraktionen wurden per SDS-PAGE analysiert. Das Gel fiir
den Ansatz mit vier Stunden Inkubationszeit ist in Abbildung 4.17 dargestellt. Beim Ansatz mit
der elfstiindigen Inkubationszeit wurde das gleiche Ergebnis erhalten. Vier Stunden Inkubati-
onszeit sind folglich ausreichend.
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Abbildung 4.17: Silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel (15%) der VEGF45-Aufreinigung per magnetic beads mit
vier Stunden Inkubationszeit. 1: Zellaufschluss nach Bindung; 2: Spiilen nach Bindung; 3: 2. Spiilen
nach Bindung; 4: 1. Elution (Elutionspuffer 1); 5: Spiilen nach 1. Elution; 6: 2. Elution (Elutionspuffer
1); 7: Spiilen nach 2. Elution; 8: 3. Elution (Elutionspuffer 2); 9: Spiilen nach 3. Elution; M: Marker; (die
Proben 7-9 wurden per TCA-Fillung fiinfzehnfach konzentriert.)

Die Bande bei ca. 25 kDa kann durch Vergleich mit dem Western Blot (Abbildung 4.3) VEGF¢5
zugeordnet werden. Das VEGFj45, welches beim ersten Elutionsschritt eluiert wird (Spur 4),
liegt noch verunreinigt vor, die vorhergehenden Spiilschritte miissen folglich optimiert wer-
den. Beim zweiten Elutionsschritt (Spur 6) konnte reines VEGF;45 gewonnen werden. Die Men-
ge, die durch den zweiten Elutionspuffer noch zusétzlich von den magnetic beads gelost werden
konnte (Spur 8, fiinfzehnfach konzentriert), ist sehr gering, woraus folgt, dass Elutionspuffer
1 fiir diesen Zweck ausreichend ist. Die durch die zweite Elution erhaltene Losung wurde in
PBS umgepuffert, mit dem Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 quantifiziert und einem
Aktivitatstest unterzogen (siehe Abschnitt 4.4.3). Die Quantifizierung ergab eine Gesamtmenge
von 64,5 ng, welche aus dem Aufschluss von 50-106 Zellen gewonnen werden konnte. Bei der
Ernte liegt durchschnittlich eine Zelldichte von etwa 1,6-10% Zellen/mL vor, woraus sich eine
Ausbeute von 2,1 pg/L ergibt. Diese sehr geringe Ausbeute ldsst sich zum Teil damit erkléren,
dass ein Teil des Produktes beim Waschen und beim ersten Elutionsschritt, wo es noch verun-
reinigt vorliegt, verloren geht. Zudem miisste geklart werden, ob fiir die gesamte Menge des
im Aufschluss vorliegenden Produktes ausreichend Bindungsstellen an der stationdren Pha-
se vorhanden sind, bzw. ob sich nicht mit einer geringeren Menge Zellaufschluss die gleiche
Produktmenge erreichen lief3e.
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4 Der vaskulidre Endothelzell-Wachstumsfaktor 165 (VEGFq45)

4.3.2 Extrazellulires VEGF;4s5

Fiir die Aufreinigung des extrazellulairen VEGF¢5 sollte nicht mit antikdrpergekoppelten ma-
gnetic beads gearbeitet werden. Zum Einen ermoglicht dieses System keinen scale-up und zum
Anderen ist diese Methode durch die Verwendung der anti-VEGF65-Antikorper sehr kosten-
intensiv. Fiir die Aufreinigung wurden Heparin-Affinitdtschromatographie, IMAC und Ionen-
austauschchromatographie, sowie Kombinationen dieser Verfahren getestet.

Die besten Ergebnisse fiir den ersten Aufreinigungschritt lielen sich mit IMAC erzielen. Hier-
fiir wurde auf die Ergebnisse der Optimierung fiir das intrazelluldre VEGF45 zuriickgegriffen
(siehe Abschnitt D.1) und Nickel als Metallion sowie Natriumphosphat-Puffer mit 250 mM Imi-
dazol (pH = 8,0) als Elutionspuffer verwendet. Zusitzlich wurde der Waschschritt optimiert
und mit Bindungspuffer, der 20 mM Imidazol enthéalt durchgefiihrt. (Die detaillierte Durchfiih-
rung der Aufreinigung ist in Abschnitt C.6.1.3 wiedergegeben). Das Chromatogramm und das
entsprechende SDS-PAGE-Gel sind in Abbildung 4.18 dargestellt. (Die Probenauftragung wur-
de hier nicht automatisiert durchgefiihrt, weshalb der entsprechende Peak im Chromatogramm
nicht auftaucht.)
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Abbildung 4.18: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel (15%) ausgewdhlter Fraktionen
des 1. Schrittes der Aufreinigung des extrazellularen VEGF;45 per IMAC ((a) blau: UV-Absorption bei
280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit [mS/cm?]); (b) M: Marker, DF: Durchfluss beim Auftragen der Probe;
F: Fraktion).

Im SDS-PAGE-Gel in Abbildung 4.18 ist in den Fraktionen ab 15 bei etwas tiber 25 kDa die
VEGFj¢5-Bande zu erkennen, wo sie nach dem Western Blot in Abbildung 4.11 zu erwarten
gewesen ware. Zusatzlich ist eine weitere Bande zwischen 50 und 70 kDa zu erkennen, welche

eine Verunreinigung darstellt.

Fiir den zweiten Aufreinigungsschritt zum Entfernen der Verunreinigung wurde das beste Er-
gebnis mit der Heparin-Affinitdtschromatographie erreicht. Nach dem Umpuffern der IMAC-
Elutionsfraktionen in Heparin-Bindungspuffer und dem Auftragen auf die Sdule wurde das
VEGF;45 mit einem NaCl-Gradienten (von 0 auf 1 M) eluiert. Das Chromatogramm (auch hier
ohne Probenauftragungspeak) und das entsprechende SDS-PAGE-Gel sind in Abbildung 4.19
dargestellt.

In Abbildung 4.19a sind aufgrund eines baseline-shifts, des hohen Hintergrundrauschens und
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Abbildung 4.19: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel ausgewdhlter Fraktionen des 2.
Schrittes der Aufreinigung des extrazelluldren VEGF¢5 per HAC ((a) blau: UV-Absorption bei 280 nm
[AU], rot: Leitfdhigkeit [mS/cm?]); (b) M: Marker, F: Fraktion).

durch offensichtlich geringe Mengen eluierten Proteins keine Peaks zu erkennen. Das SDS-
PAGE-Gel zeigt jedoch, dass die Verunreinigung zwischen 50 und 70 kDa zuerst von der Hepa-
rin-Sdule eluiert wird und in den Fraktionen zwischen 17 und 25 nachgewiesen werden kann.
Die VEGF;45-Bande im Bereich von 25 kDa ist in den Fraktionen 27 bis 29 nachweisbar, wo-
bei hier noch zwei weitere Banden bei 15 und ca. 12 kDa vorliegen. Diese waren schon durch
einen Western Blot im Kultivierungsiiberstand nachweisbar (siehe Abbildung 4.11). Wenn es
sich hierbei um unvollstdndig translatiertes VEGF;45 oder Fragmente von diesem handelt, wel-
che sowohl den His-Tag als auch die Heparin-bindende-Doméne enthalten, wiirde dies erklaren
weshalb sie sowohl im Western Blot nachweisbar sind, als auch warum sie nach zwei Aufrei-
nigungsschritten per IMAC und HAC noch vorliegen. Fiir eine eindeutige Bestdtigung dieser
Vermutung miisste ein Western Blot mit einem polyklonalen anti-VEGF;5-Antikdrper durch-
gefiihrt werden oder die Banden miissten aus dem Gel isoliert und sequenziert werden. Die
Fraktionen 27 bis 29 dieser Aufreinigung wurden vereinigt, in PBS umgepuffert, durch einen
Bradford-Assay quantifiziert und anschlieffend in einem Aktivitdtsassay getestet (siehe Ab-
schnitt 4.4.3). Die Quantifizierung ergab eine Gesamtmenge von 37,9 ng. Da fiir die entspre-
chende Aufreinigung urspriinglich 240 mL Zellkulturiiberstand verwendet wurde, ergibt sich
eine Ausbeute von 158 pg/L. Verglichen mit der Ausbeute aus der Aufreinigung des intrazel-
luldren VEGFi¢5 von 2,1 png/L konnte eine deutliche Steigerung erreicht werden, welche neben
den dort diskutierten Problemen, vermutlich auch in einer hdheren Produktivitiat der sezernie-
renden Zellen begriindet ist.

4.4 Aktivititstestung

Fiir die Entwicklung eines Assays zur Testung der Bioaktivitdt des produzierten VEGF45, wur-
de seine proliferationsférdernde Wirkung auf Endothelzellen [9][283] betrachtet. Als Endothel-
zellen wurden humane Nabelschnurendothelzellen (HUVECS, human umbilical endothelial cells)
gewaihlt, da diese am leichtesten verfiigbar sind. Die HUVECs zur Etablierung des Assays wur-
den von Stem Cell Technologies bezogen.
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4.4.1 Entwicklung des Aktivititstestes

Fiir die Entwicklung des Testes wurden die Endothelzellen in Medium mit kommerziell er-
hiltlichem VEGF;¢5 in tiblicher Konzentration und in demselben Medium ohne VEGF;45 kul-
tiviert. Diese Ansatze sollten spéter als Positiv- bzw. Negativkontrolle dienen. Als Medium
wurde das Endothelial Cell Growth Medium 2 Kit von Promega gewdhlt, da man verschie-
dene Faktoren separat hinzufiigen muss und so zwei Medien erzeugen kann, welche sich aus-
schliefilich im VEGF;¢5-Gehalt unterscheiden. Die vorgesehene VEGF;¢5-Konzentration betrug
hier 0,5 ng/mL.

Um die Zellproliferation nachzuweisen, wurden verschiedene Assays und Anséitze getestet. Es
wurde stets das 96-Loch-Platten-Format verwendet. Eine Ubersicht gibt Tabelle 4.5. Die detail-
lierten Beschreibungen der Assays und ihrer Durchfithrungen finden sich in den Abschnitten
C.1.6,C17,C1.8und C.1.9.

Tabelle 4.5: Ubersicht der getesteten Varianten des HUVEC-Proliferationsassays. Volumen und Aussaat-
dichte sind angegeben pro Kavitit (96-Loch-Platte).

Assay Kultivierungsdauer | Volumen Aussaatdichte
MTT 6 - 13 Tage 100 - 310 puL | 500 - 2000 Zellen
CellTiter Blue 10 - 11 Tage 300 uL 500 - 2000 Zellen
Ez4U 14 Tage 300 pL 1000 Zellen
BrdU 14 Tage 300 uL 1000 Zellen

Die Tests wurden jeweils in Vierfachbestimmung pro Ansatz durchgefiihrt. Die fiir den jewei-
ligen Test besten Ergebnisse sind in Abbildung 4.20 dargestellt. Es handelt sich dabei fiir den
MTT- und CTB-Assay jeweils um die Ansitze mit einer Aussaatdichte von 500 Zellen/Kavitét.
Es zeigt sich, dass fiir keinen der Ansitze der Unterschied zwischen der Positiv- und Negativ-
kontrolle deutlich ausgepragt ist.

Bei weiteren Versuchen hat sich gezeigt, dass sich mit erhohten VEGF;45-Konzentrationen deut-

lichere Ergebnisse erzielen lassen. Fiir die Tests beziiglich der Konzentrationsabhdngigkeit wur-

de jeweils der Kultivierungszeitraum gewahlt, nach welchem der grofite Unterschied zwischen

Positiv- und Negativkontrolle erreicht werden konnte. Dies entspricht sechs Tagen beim BrdU-

und MTT-, neun Tagen beim Ez4U- und zehn Tagen beim CTB-Assay. Die verwendeten VEGFj45-
Konzentrationen waren 10, 1 und 0,1 ng/mL. In Abbildung 4.21 sind die Ergebnisse dieser Tests

dargestellt.

Die deutlichsten Unterschiede und damit die fiir einen Aktivitdtsassay besten Ergebnisse konn-
ten mit dem CTB- und dem MTT-Assay erreicht werden. Um zu entscheiden, welcher der bei-
den Assays fiir den Aktivitétstest besser geeignet ist, sollte als nidchstes die Reproduzierbar-
keit getestet werden. Hierfiir wurden die Zellen zusétzlich bei einer Konzentration von 100 ng
VEGF;65/mL kultiviert. Die Ergebnisse fiir die beiden Tests sind in Abbildung 4.22 darge-
stellt.

Die Viabilititen der Zellen, kultiviert mit einer Konzentration von 100 ng/mL, sind nur ge-
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Abbildung 4.20: Absorptions- bzw. Fluoreszenzwerte fiir die verschiedenen Assays mit und ohne Zusatz
von 0,5 ng VEGF¢5/mL.

ringfligig hoher als die fiir die Zellen kultiviert mit einer Konzentration von 10 ng/mL. Dies
deutet darauf hin, dass die maximale Wachstumsrate erreicht ist und noch hohere VEGF45-
Konzentrationen keine Steigerungen der Absorptions- bzw. Fluoreszenzwerte bedeuten wiir-
den. Der Vergleich der beiden Durchfithrungen zeigt, dass der CTB-Assay eine deutlich hohere
Reproduzierbarkeit aufweist (Abbildung 4.22). Fiir die Testung des produzierten VEGF45 wird
der CTB-Assay in den hier verwendeten Konzentrationen eingesetzt.

Ein unerwartetes Ergebnis zeigt der CTB-Assay fiir die Kulturen ohne VEGFj4s5. Ihre Fluores-
zenzwerte sind genauso hoch oder hoher als die der Kulturen mit 0,1 ng/mL und z.T auch der
mit 1 ng/mL (Vergleich Abbildungen 4.26 und 4.27). Wenn VEGF45 nicht in der Kultur vorliegt,
scheint es in Endothelzellen einen Kompensationsmechanismus zu geben, der ihre Proliferation
dennoch zu einem gewissen Grad ermoglicht, wie dieser beschaffen ist, ist jedoch sehr schwer
abzuschatzen. Ein Ansatz wire z.B. die Uberpriifung der Expressionsstirke von Rezeptoren fiir
VEGF und Faktoren, die dhnlichen Einfluss auf die Proliferation der Endothelzellen haben, in
Kulturen mit unterschiedlichen Konzentrationen von und ohne VEGE

Es ist aufféllig, dass VEGF-Aktivitétstests in der Literatur zwar auch mit steigenden Konzen-
trationen durchgefiihrt wurden, jedoch keine Angaben zum Vergleich mit Kulturen ohne VEGF

zu finden sind [284][285]. Eventuell ist dieses Ergebnis schon friiher erreicht worden und nicht
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(c) Ez4U-Assay (d 9) (d) CTB-Assay (d 10)

Abbildung 4.21: Konzentrationsabhédngigkeit der Absorptions- bzw. Fluoreszenzwerte fiir die vier ver-
schiedenen Assays.

Absorption [AU]
Fluoreszenz [FU]

100 ngiml 10 ng/mi 1 ng/ml 0,1 ng/nl 0 ng/mi

100 ng/ml 10 ng/ml 1 ng/ml 0,1 ng/ml 0 ng/mi
VEGF-Konzentration

VEGF-Konzentration

(a) MTT-Assay (d 6) (b) CTB-Assay (d 10)

Abbildung 4.22: Vergleich der Konzentrationsabhédngigkeit der Absorptions- bzw. Fluoreszenzwerte fiir
den CTB- und den MTT-Assay.

zu erkldren gewesen.

4.4.2 Primarzellisolation

Da die, fiir die Durchfithrung des VEGF45-Aktivitatsassays benotigten HUVECs, Priméarzel-
len sind, unterliegen sie einer Limitierung beziiglich ihrer maximalen Passagenzahl. Um nicht
fortwihrend neue Priméirzellen kommerziell beziehen zu miissen, wurden diese selbst isoliert.
Dafiir wurde von der AG Biochemie und Tumorbiologie der Klinik fiir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe der Medizinischen Hochschule Hannover eine Nabelschnur zur Verfiigung ge-
stellt.

60



4.4 Aktivititstestung

Die Isolierung erfolgte mittels des in Abschnitt C.1.10 angegebenen Protokolls. Es wurden drei
verschiedene Isolationsansatze durchgefiihrt: Mit 0,5%iger Collagenase Typ I von Worthington
(im weiteren WO0,5) und mit 1% und 0,5% Collagenase Typ I von Biochrom (im weiteren B1 und
BO0,5). In Abbildung 4.23 sind mikroskopische Aufnahmen der drei Kulturen am zweiten Tag
nach der Isolierung gezeigt. Deutlich sichtbar ist, dass die mit der 1% Losung isolierte Kultur

schlechter wichst, die Collagenase-Konzentration scheint zu hoch gewesen zu sein und die zu

isolierenden Zellen wurden geschadigt.

(a) BO,5 (b) WO0,5 (o) Bl

Abbildung 4.23: Kulturen der mit den drei verschiedenen Collagenase-Losungen isolierten Zellen an
Tag 2.

Mittels Durchflusszytometrie wurde anschliefSend der Anteil der Zellen bestimmt, welche den
Endothelzellmarker CD31 (auch PECAM-1, Platelet endothelial cell adhesion molecule) tragen. Die
Durchfiihrung ist in Abschnitt C.4.4 wiedergegeben. Die Wachstumsrate der Kultur B1 war im
Vergleich zu den anderen Beiden sehr gering, weshalb sie fiir den Assay nicht in Betracht gezo-
gen und folglich auch nicht vermessen wurde. Die Ergebnisse in Abbildung 4.24 zeigen, dass
der Anteil der CD31-positiven Zellen bei beiden Kultivierungen deutlich unter 100% betragt,
die Kulturen sind beim Isolieren durch andere Zellen (wie z.B. glatte Muskelzellen oder Fibro-

blasten) verunreinigt worden.

Die Kultur B0,5, welche mit 84,8% den hoheren Anteil CD31-positiver Zellen aufweist (gegen-
iiber 62,8%), wurde deshalb in Passage 2 per FACS nach CD31-positiven Zellen sortiert. Die
Durchfiihrung ist in Abschnitt C.4.1 wiedergegeben. Die Sortierung wurde zweimal durchge-
fithrt. Es wurden, nach einer Farbung mit einem anti-CD31-FITC-Antikorper, jeweils die am
starksten fluoreszierenden 20% sortiert. Die erhaltenen 3. Passagen wurden zweimal expan-
diert und in Passage 5 der Anteil der CD31-positiven Zellen erneut gemessen. Die Ergebnisse
in Abbildung 4.25 zeigen, dass die Sortierung erfolgreich und reproduzierbar ist und eine reine

Endothelzellkultur erhalten werden konnte, von welcher Zellbdnke angelegt wurden.

Um die Eignung dieser Zellen fiir den VEGF;45-Aktivitétstest zu tiberpriifen, wurde nach dem
in Abschnitt 4.4 erarbeiteten Protokoll ein Assay zum Vergleich mit den kommerziell bezogenen
HUVECs (STC) durchgefiihrt.
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Abbildung 4.24: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der CD31-positiven Zellen der bei-
den Isolationskulturen B0,5 und WO0,5 (rot: anti-CD31-Antikoérper, schwarz: Isotypenkontrollantikor-
per, in Klammern sind die Anteile der CD31-positiven Zellen angegebene).
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Abbildung 4.25: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der CD31-positiven Zellen der bei-
den CD31-Sortierungen des HUVEC-Isolierungsansatzes B0,5 (rot: anti-CD31-Antikorper, schwarz:
Isotypenkontrollantikorper, in Klammern sind die Anteile der CD31-positiven Zellen angegebene).

Die Ergebnisse in Abbildung 4.26 zeigen, dass die, zu den Fluoreszenzwerten proportionale
Proliferation, bei allen drei Kulturen eine direkte Konzentrationsabhingigkeit aufweist (abge-
sehen von den Ansédtzen ohne VEGFy45). Die Absolutwerte weisen jedoch deutliche Unterschie-
de auf. Es ist anzunehmen, dass sich die Wachstumsgeschwindigkeit der sortierten Zellen und
der kommerziell erworbenen unterscheiden. Da die Wachstumsgeschwindigkeiten der durch
die Sortierung erhaltenen Zellkulturen auch untereinander stark voneinander abweichen, ob-
wohl sie aus der selben Isolierung stammen, ist dies vermutlich durch die Sortierung verursacht
worden. Die Zellen sind fiir den erarbeiteten VEGF;¢5-Aktivitdtsassay verwendbar. Um deut-
lichere Ergebnisse zu erhalten, wére es notig den Test noch einmal spezifisch fiir die Zellen zu
optimieren. Wenn der Unterschied hauptsachlich in der Verdopplungszeit liegen sollte, wére es
wahrscheinlich bereits ausreichend die Kultivierungsdauer an die jeweils verwendeten Zellen
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500
450 1 mSTC

H Sortierung 1
400 - W Sortierung 2/

Fluoreszenz [FU]

100 ng/ml 10 ng/ml 1 ng/ml 0,1 ng/ml 0 ng/ml
VEGF-Konzentration

Abbildung 4.26: Fluoreszenzwerte fiir die drei CTB-Assays mit den unterschiedlichen HUVEC-Zellen.

anzupassen.

4.4.3 Aktivititstestung des aufgereinigten VEGF¢s5

Das aufgereinigte VEGF45, sowohl das sezernierte als auch das intrazelluldre, wurde nach Um-
pufferung in PBS und Quantifizierung per Bradford-Assay bzw. Spektrophotometer dem ent-
wickelten Aktivitdtstest unterzogen.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.27 zeigen, dass beide VEGF;¢5 Aktivitit aufweisen®. Die Null-
werte fiir die Kultivierungen mit den produzierten VEGF¢5 sind hoher als die fiir die Kulti-
vierung mit dem kommerziellen VEGF¢s5. Es liegt nahe, dass hier ein systematischer Fehler
gemacht worden ist. So konnte zum Beispiel durch eine inhomogene Zellsuspension vor dem
Ausséen eine hohere Anfangszelldichte vorgelegen haben. Lasst man den Wert fiir 100 ng/mL
aufer acht, da hier offensichtlich der Maximalwert erreicht ist, konnten fiir alle Konzentrationen
mit dem extrazelluliren VEGF45 hohere Fluoreszenzwerte erreicht werden. Falls der vermute-
te systematische Fehler vorliegt, konnten diese darin begriindet liegen. Eine andere Moglich-
keit wére, dass das produzierte VEGF¢5 tatsdchlich aktiver ist als das kommerzielle. Letzteres
wurde in Insektenzellen produziert und weifst somit vermutlich andere post-translationale Mo-
difizierungen auf, worin der Aktivitdtsunterschied begriindet liegen kénnte. Ein Vergleich mit
in CHO-Zellen produziertem VEGF;45 wiirde hier eindeutigere Ergebnisse liefern. Das intra-
zelluldre VEGF45 weist fiir die Konzentrationen von Belang ausschliefdlich geringere Fluores-

zenzwerte auf, was bedeutet, dass seine Aktivitidt vermindert ist. Dies kann mehrere Ursachen

®Dabei der Kultivierung mit 100 ng/mL offensichtlich der Maximalwert erreicht ist (entweder ist Sdttigung erreicht
in Bezug auf den Fluoreszenzwert oder die entsprechenden Kavitdten in den 96-Loch-Platten sind komplett
bewachsen) und die Werte fiir 0 ng/mL, wie bereits zuvor beobachtet, hoher als die fiir 0,1 ng/mL sind, wurden
die Ergebnisse auf keine dieser Konzentrationen normiert.
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Abbildung 4.27: Fluoreszenzwerte der drei CTB-Assays mit den unterschiedlichen VEGFgs.

haben. Das VEGF45 konnte von den Zellen bereits vermindert aktiv synthetisiert worden sein
oder es wird durch seine Handhabung beim Zellaufschluss oder wahrend der Aufreinigung
geschadigt. Um letzteres zu priifen, miisste VEGF;¢5 im Zellaufschluss spezifisch quantifiziert
werden und anschlieflend in entsprechenden Konzentrationen demselben Aktivitdtstest unter-
zogen werden. Um zu Beurteilen ob der Zellaufschluss einen Einfluss hat, konnten verschiede-
ne Methoden des Zellaufschlusses bei der Produktion verwendet werden.

4.5 Zusammenfassung

Die lentivirale Transduktion der Zelle mit dem HIV-1-basierten Vektor erzielte gute Effizienzen.
Die nachgewiesene Expressionssteigerung durch eine Erthchung der MOI stimmt mit Literatur-
ergebnissen tiberein, wo nachgewiesen werden konnte, dass sich diese in einer erhthten Anzahl
integrierter Kopien begriinden lédsst [261]. Es sollte zukiinftig getestet werden, bis zu welchem
Grad sich die Expression noch durch eine MOI-Erhohung steigern lassen wiirde, bis negative
Effekte fiir die zu transduzierenden Zellen auftreten. Zusatzlich konnte auch noch eine Stei-
gerung der Kopienzahl durch Selektion mit Methotrexat (MTX) erreicht werden. MTX ist ein
kompetitiver Inhibitor der Dihydrofolatreduktase, dessen Gen zusammen mit dem GOI vom
integrierten Vektor transkribiert wird.

Schwierig hingegen war die Sezernierung des Zielproteins zu erreichen. Mit dem zunéchst ver-
wendeten nativen Signalpeptid gelang es nicht. Ein Wechsel der Zelllinie und der Transfekti-
onsmethode zeigte keinen Einfluss. Schliefslich konnte durch ein Screening das Signalpeptid
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4.5 Zusammenfassung

von IL2 als vielversprechend identifiziert werden, welches dann zur Sezernierung des VEGF¢5
fithrte. Aufgrund der aufgezeigten Komplexitat der Problematik ist es unwahrscheinlich, dass
sich eine Kassette erstellen ldsst, die Sezernierung garantiert. Mit dem hier erfolgreich verwen-
deten Vektoraufbau konnte z.B. die Sezernierung von TGF-3 in CHOSFS-Zellen nicht erreicht
werden [286].

Die Selektion von Hochproduzenten konnte sowohl anhand der GFP-Fluoreszenzintensitét als
auch mit dem direkten Kélteinkubationsassay erfolgreich durchgefiihrt werden. Die besseren
Ergebnisse lieflen sich eindeutig mit der Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitit er-
reichen. Der Kilteinkubationsassay ist trotzdem ein sehr interessanter Ansatz, wenn man bei-
spielsweise mit Zellen arbeitet, welche das Zielprotein nicht vollstindig sezernieren. Der néchs-
te Schritt wire eine Kombination der GFP-Sortierung mit einer Einzelzellklonierung um noch
hoher produzierende Zellen zu erhalten. Der Vergleich des Kultivierungsverhaltens, der durch
die Sortierungen erhaltenen Subzelllinien, ergab hohere Maximalzelldichten und/oder gerin-
gere Sterblichkeitsraten fiir die VEGFg5-produzierenden Zellen. Auch wenn vieles auf einen
Einfluss des VEGFi45 hindeutet, konnte die Ursache hierfiir nicht ergriindet werden. Die an-
hand der GFP-Sortierung der 10% am stdrksten fluoreszierenden Zellen erhaltene Subzelllinie
V250-GFP10 wurde aufgrund ihrer Produktivitit und Wachstumseigenschaften fiir die Produk-

tion ausgewdhlt. Fiir diese sollte ein scale-up in den Bioreaktormafistab etabliert werden.

Die Expression des Zielgens in den verschiedenen Zelllinien war langfristig relativ stabil. Die
Griinde hierfiir sind vermutlich der lentivirale Gentransfer und der SFFV-Promoter. Durch den
lentiviralen Gentransfer wird eine Integration in aktiv transkribierte Bereiche erreicht und eine
Heterochromatisierung grofitenteils vermieden. Der SFFV-Promotor scheint nur zu einem ge-
wissen Teil Methylierungen zu unterliegen. Durch welchen Mechanismus oder durch welches
Verhiltnis unterschiedlicher Mechanismen, die zur Expressionsabnahme fiihren, die hier beob-
achtete anfangliche Abnahme der Expression begriindet ist, konnte geklart werden, wenn man
Kopienzahl und Promotormethylierung quantifiziert. Das verbliebene Expressionslevel konnte

auch tiber sehr lange Kultivierungszeitraume hindurch stabil aufrechterhalten werden.

Die Aufreinigung des intrazelluldren Proteins aus dem Zellaufschluss stellte sich als sehr kom-
pliziert heraus und konnte nur durch eine direkte Immunoaffinititschromatographie erreicht
werden. Aus dem serumfreien Zellkulturiiberstand konnte das VEGF g5 mittels einer Kombi-
nation aus Ni-IMAC und HAC rein erhalten werden. Beide Aufreinigungsprozesse sind noch
optimierbar, wodurch hohere Ausbeuten als die hier erreichten von 2,1 pg/L (intrazelluldr) und
158 png/L (sezerniert) moglich werden sollten.

Fiir die Aktivitdtstestung wurde ein Proliferationsassay etabliert, welcher auf der mitochon-
drialen Reduktion des Redoxfarbstoffes Resazurin basiert. Die hierfiir benttigten HUVE-Zellen
konnten aus einer Nabelschnur isoliert und per FACS-Sortierung anhand des Endothelzell-
markers CD31 als reine Kultur erhalten werden. Ihre Wachstumseigenschaften scheinen jedoch
nicht mit denen der kommerziell erhiltlichen Zellen {iberein zu stimmen, so dass eine Anpas-

sung des erarbeiteten Testes notig ist.

Fiir beide aufgereinigten VEGF;¢5 konnte mittels des erarbeiteten Assays biologische Aktivitat
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nachgewiesen werden. Fiir das intrazelluldare VEGF;¢; war diese jedoch vermindert, was unter-

schiedliche Ursachen, wie z.B. den Zellaufschluss, haben kann.

66



5 Der Leukimie inhibierende Faktor (LIF)

5.1 Vorarbeiten

Die Produktion von LIF in CHO-Zellen ist ein Prozess, der von Pierre Moretti wihrend sei-
ner Promotion [287] und Janina Bahnemann wihrend ihrer Masterarbeit [288] im Institut fiir

Technische Chemie begonnen wurde und in dieser Arbeit fortgesetzt werden sollte.

Die verwendete Zelllinie wurde im Institut fiir Experimentelle Hamatologie der Medizinische
Hochschule Hannover von der AG Schambach mittels lentiviralem Gentransfer (entsprechend
Abschnitt 2.1.2.2) erstellt. Der verwendete Vektor ist in Abbildung 5.1 dargestellt, er enthalt
keine Selektions- oder Markergene. Das LIF wird mit seinem nativen Signalpeptid und einem

C-terminalen His-tag exprimiert.
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Abbildung 5.1: Schematische Karte des Plasmides wie es fiir die Erstellung der LIF-produzierenden
Zelllinie verwendet wurde (aus [287]).

Pierre Moretti konnte in seiner Arbeit die Expression durch PCR und die Sekretion per Western
Blot nachweisen. Zudem konnte eine Aufreinigung mittels Ni-IMAC etabliert werden, welche
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das Zielprotein nahezu komplett aufreinigt. Abbildung 5.2 zeigt ein SDS-PAGE-Gel des per
IMAC aufgereinigten LIFs im Vergleich mit einem Western Blot. In dieser Arbeit sollte nun ein
zweiter Aufreinigungsschritt gefunden werden, mit dem das LIF komplett rein erhalten werden
kann.

A M M B
kDa
— 100
| — 70 —8
1 - 55\
2_>{ ™ — 0\ -
- 35 N
.

Abbildung 5.2: Per IMAC aufgereinigtes LIF, Detektion per silbergefarbtem SDS-PAGE-Gel (A) und
Western Blot (B) (M: Marker). Die Banden 2 und 3 kénnen dem LIF zugeordnet werden, Bande 1 stellt
eine Verunreinigung dar (aus [288]).

Ein Assay zur Aktivitdtstestung unter Verwendung muriner embryonaler Stammzellen, die
an Suspensionsbedingungen adaptiert wurden, konnte von Magda Tomala in ihrer Promoti-
on [289] am Institut fiir Technische Chemie etabliert werden. Dieser Assay sollte zur Testung
des komplett aufgereinigte LIF verwendet werden (die Aktivitit nach dem ersten Aufreini-
gungsschritt konnte bereits belegt werden). Zudem sollte ein Vergleich beziiglich der Aktivi-
tat und pluripotenzerhaltenden Eigenschaften von LIF welches in Pro- und Eukaryoten pro-
duziert wurde durchgefiihrt werden. Prokaryotisches LIF sollte als trx-Fusionsprotein in E.coli
exprimiert und mittels eines von Magda Tomala entwickelten Protokolls [289] aufgereinigt wer-
den.

In der Arbeit von Pierre Moretti wurde zudem eine Einzelzellklonierung zur Gewinnung von
Hochproduzenten durchgefiihrt. Dabei konnten zwei Zelllinien erstellt werden, welche als sol-
che identifiziert, sonst aber nicht weiter charakterisiert wurden. Es wurde festgestellt, dass
sich diese Einzelzellklone aufgrund ihres Wachstumsverhaltens (siehe Abschnitt D.2) nicht zur

Produktion eignen, weshalb in dieser Arbeit nur die urspriingliche Zelllinie verwendet wur-
de.
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5.2 Aufreinigung

5.2 Aufreinigung

Fiir den zweiten Aufreinigungsschritt wurden drei Methoden getestet: Heparin-Affinitats-, Ion-
enaustausch- und Groflenausschluss-Chromatographie. Fiir die Bereitstellung des Ausgangs-
materials wurden 400 mL Uberstand aus Spinnerkultivierungen aufkonzentriert und in 4 FPLC-
Laufen nach dem in Abschnitt C.6.1.4 angegebenen Protokoll iiber eine mit Ni**-Ionen-beladene
IDA75-Membran aufgereinigt. Die erhaltenen Elutionsfraktionen wurden vereinigt und in drei
Aliquots aufgeteilt. Diese wurden, in die fiir die entsprechenden Aufreinigungsansitze beno-
tigten Bindungspuffer, umgepuffert. Die Ausgangslosung vor dem Umpuffern ist in Abbildung
5.3b in der mit IMAC beschrifteten Spur im silbergefarbten SDS-PAGE-Gel zu sehen.

GroBenauschlusschromatographie Es wurde eine Proteema-300A-Siule verwendet (Trenn-
bereich 103-10° Dalton). Es wurde 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH = 7,0) verwendet. Die
Durchfiihrung ist in Abschnitt C.6.4.1 zu finden und die Ergebnisse sind in Abbildung 5.3 dar-
gestellt.
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Abbildung 5.3: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel (12%) ausgewahlter Fraktionen des
2. Schrittes der LIF-Aufreinigung per Grofienausschlusschromatographie ((a) blau: UV-Absorption bei
280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit [mS/cm?]); (b) M: Marker, F: Fraktion, IMAC: vereinigte Elutionsfrak-
tionen des 1. Aufreinigungsschrittes per IMAC).

Ionenaustauschchromatographie (IEX) Mittels der Proteinsequenz aus der UniProt-Daten-
bank! wurde mit der compute pI-Software des Swiss Institute of Bioinformatics® der theoretische
isoelektrische Punkt von humanem LIF mit 9,3 berechnet. Folglich wurde fiir die Ionenaus-
tauschchromatographie ein Bindungs-pH-Wert von 8,3 ein Elutions-pH-Wert von 10,3 und ei-
ne mit Sulfonsduregruppen funktionalisierte stationdre Phase (S75-Membranadsorber) gewdhlt.
Auf diese Weise wiirde die unbekannte Verunreinigung nur dann nicht entfernt werden, wenn
ihr isoelektrischer Punkt ebenfalls zwischen 8,3 und 10,3 liegen wiirde. Die Durchfiihrung ist in
Abschnitt C.6.5.1 beschrieben und die Ergebnisse sind in Abbildung 5.4 dargestellt.

'http:/ /www.uniprot.org/uniprot/P15018
*http:/ /web.expasy.org/compute_pi/
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Abbildung 5.4: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel (12%) ausgewahlter Fraktionen des
2. Schrittes der LIF-Aufreinigung per Ionenaustauschchromatographie ((a) blau: UV-Absorption bei
280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit [mS/cm?]); (b) M: Marker, F: Fraktion).

Heparin-Affinititschromatographie (HAC) Da viele Wachstumsfaktoren eine Affinitdt zu He-
parin aufweisen und sich dariiber aufreinigen lassen [290][291][292][293], sollte fiir LIF auch ei-
ne Aufreinigung per Heparin-Affinititschromatographie getestet werden. Hierfiir wurde eine
1 mL HiTrap Heparin HP-Sdule und 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH=7,0) als Bindungs-
puffer verwendet, dem zum Eluieren 2 M NaCl zugesetzt wurden. Eluiert wurde tiber einen
kontinuierlichen Gradienten. Die Durchfiihrung ist in Abschnitt C.6.2.1 beschrieben und die
Ergebnisse sind in Abbildung 5.5 dargestellt.
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Abbildung 5.5: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel (12%) ausgewadhlter Fraktionen des

2. Schrittes der LIF-Aufreinigung per Heparin-Affinitdtschromatographie ((a) blau: UV-Absorption bei
280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit [mS/cm?]); (b) M: Marker, F: Fraktion).

Die Gele in den Abbildungen 5.3, 5.4 und 5.5 zeigen, dass prinzipiell jede der drei Methoden
zum gewilinschten Ergebnis fiihrt. Bei der Aufreinigung per IEX (Abbildung 5.4) ist jedoch zu
erkennen, dass nicht das gesamte Protein an die stationdre Phase bindet, ein Teil des Produk-
tes befindet sich im Durchlauf (F3-5) und geht verloren. Beim Vergleich von Grofsenauschluss-
und Heparinaffinitdtschromatographie ist der Unterschied, dass bei Ersterer das Produkt tiber
viele Fraktionen verteilt langsam eluiert wird, wahrend bei der HAC ein einzelner scharfer
Produktpeak vorliegt. Die produktenthaltenden Fraktionen der drei Laufe wurden jeweils ver-
einigt und in 1 mL PBS umgepuffert. Mit den so erhaltenen Losungen wurde zur Bestim-
mung der Ausbeute ein Bradford-Assay (Protokoll siehe C.2.2) durchgefiihrt. Fiir die Heparin-
Affinitatschromatographie ergab sich eine Ausbeute von 64 pg LIF pro 100 mL Zellkulturiiber-
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5.2 Aufreinigung

stand. Fiir die anderen beiden Methoden lagen die Konzentrationen der Proben unterhalb der
Nachweisgrenze des Bradford-Assays. Fiir den zweiten Aufreinigungsschritt wurde aufgrund
des besseren Elutionsverhaltens und der htheren Ausbeute die Heparin-Affinititschromatogra-
phie gewdhlt. Ein direkter Vergleich der Proben nach dem ersten und zweiten Aufreinigungs-
schritt (jeweils aufkonzentriert) ist in Abbildung 5.6 zu finden.

Ni-IMAC
Ni-IMAC
+ HAC

.
.
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Abbildung 5.6: Silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel der aufkonzentrierten Elutionsfraktionen nach dem ers-
ten (Ni-IMAC) und zweiten (Ni-IMAC + HAC) Schritt der LIF-Aufreinigung.

Es ist gelungen die Verunreinigung bei ca. 60 kDa zu entfernen, jedoch wurde auch die Ban-
de bei ca. 25 kDa verloren, welche per Western Blot dem LIF zugeordnet werden konnte (sie-
he Abbildung 5.2). Es wurde ein Aktivitdtsassay durchgefiihrt, der die Aktivitat des auf diese
Weise aufgereinigten LIFs bestdtigt (die Ergebnisse der Aktivitdtstestungen sind in Abschnitt
5.5 dargestellt). Die hier erarbeitete Zweischrittaufreinigung kann zur Produktion verwendete
werden.

Da fiir in Eukaryoten produziertes LIF kein ELISA kommerziell erhéltlich ist3, ist es nicht mog-
lich die LIF-Menge im Kultivierungsiiberstand zu quantifizieren und daraus abzuschitzen, wel-
che Volumina maximal in einem einzelnen Schritt aufgereinigt werden kénnen. Um die Kapazi-
taten der eingesetzten stationdren Phasen in Abhdngigkeit von der Menge des eingesetzten Zell-
kulturiiberstandes zu bestimmen, wurden zwei Aufreinigungen durchgefiihrt und per Western
Blot bestimmt ab welcher Fraktion LIF im Durchfluss vorliegt. Fiir die IDA75-Membran wurden
450 mL Uberstand auf 50 mL aufkonzentriert und der Durchlauf in 2 mL Fraktionen aufgefan-
gen. Fiir die HiTrap-Heparin-Sdule wurden 300 mL Uberstand auf 50 mL aufkonzentriert und
in 1,8 mL-Fraktionen gesammelt.

Das Ergebnis in Abbildung 5.7 zeigt LIF ab Fraktion 22 bzw. 19, die Membrankapazitit ist folg-
lich nach Auftragung von 396 mL und die der Sdule nach 204 mL Kultivierungsiiberstand
erschopft. Fiir den scale-up der Aufreinigung werden die entsprechenden Ergebnisse bei der
Durchfiihrung beriicksichtigt und die Uberstande in entsprechenden Aliquots aufgereinigt.

*Ebenso wie fiir VEGF sind ELISA-Kits fiir LIF erhaltlich, welche jedoch Antikérper enthalten, bei welchen in E.coli
produziertes LIF das Antigen ist. Laut Herstellerangaben wiirde eine Verwendung mit glykolisiertem LIF eine
verminderte Bindungsfahigkeit und dadurch zu geringe Ergebniswerte zur Folge haben.
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Abbildung 5.7: Western Blots der Durchldufe von LIF-Aufreinigungen per IMAC und Heparin-
Affinitatschromatographie (M: Marker, F: Fraktion).

5.3 Produktion im Reaktormafsstab

Es wurde ein 2 L-Reaktor mit einer Biostat Bplus-Steuereinheit betrieben. Angeimpft mit 400.000
Zellen/mL aus Spinnerflaschenkultivierungen wurde bei 37°C, 10,5% O,, pH 7,2 und 200 rpm
(Drei-Blatt-Segment-Riihrer) in einem Volumen von 1500 mL kultiviert. Die Bedingungen ba-
sierten auf Ergebnissen von Dr. Marianna Costa [nicht veroffentlicht], welche dieses System

fiir nicht-transfizierte CHOSFS

-Zellen optimiert hat. Zum Vergleich wurde eine Kultivierung in
einer 100 mL-Spinnerflasche unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Zellzahl- und Vi-

talitatsverlaufe sind in Abbildung 5.8 wiedergegeben.
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Abbildung 5.8: Lebendzellzahlen und Vitalititen fiir die Kultivierungen der CHO-LIF-Zelllinie in Bio-
reaktor und Spinnerflasche.

Zum Vergleich der erreichbaren Ausbeuten wurden jeweils 100 mL Zellkulturiiberstand unter
den gleichen Bedingungen aufgereinigt und die erhaltene Produktmenge per Bradford-Assay
quantifiziert. Sie betrug 63 pg fiir den Bioreaktor und 72 pg fiir die Spinnerflasche. Diese Er-
gebnisse korrelieren mit den Kultivierungsverldufen. In der Spinnerflasche konnten zu jedem
Zeitpunkt eine hohere Zelldichte und Vitalitét erreicht werden. Nicht nur liegen dadurch mehr
Produzenten vor, durch die hohere Vitalitit am Ende der Kultivierung ist auch die Menge der

aus den toten Zellen freigesetzten Proteasen verringert, welche unter Umstdnden einen Teil des
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5.4 Produktion in Escherichia coli

Produktes abgebaut haben konnten. Das Ergebnis zeigt, dass die Kultivierung im Reaktor noch
deutlich optimiert werden muss. Offensichtlich ist die Stresseinwirkung hier deutlich hoher
als bei Spinnerflaschen. Dies fiihrt trotz der besseren pH-Wert-und Sauerstoff-Regulierung zu
geringeren Lebendzellzahlen und Vitalitidten. Unter diesen Bedingungen sind mehrerer Spin-

nerkultivierungen einem Reaktorlauf vorzuziehen.

Die Abweichung des Ausbeuteergebnisses fiir die Spinnerflaschenkultivierung mit dem aus
Abschnitt 5.2 lasst sich dadurch erklaren, dass dort Uberstinde von Kultivierungen eingesetzt

wurden, welche schon nach vier oder fiinf Tagen beendet worden sind.

5.4 Produktion in Escherichia coli

Die Produktion von LIF in E.coli basiert auf einem von Magda Tomala in ihrer Promotion [289]

erarbeiteten Verfahren.

Eine direkte Expression von LIF in E.coli fithrt ausschliefdlich zu unldslichem Protein, welches
in Einschlusskorpern (inclusion bodies) ausféllt [294]. Dieses miisste dann in vitro renaturiert
und solubilisiert werden. Aus diesem Grund wurde ein anderer Ansatz gewéhlt, bei dem LIF
als losliches Fusionsprotein mit Thioredoxin (trx) exprimiert wird. Thioredoxin ist eine Oxire-
duktase und reguliert den Redoxzustand im bakteriellen Zytoplasma [295] und soll zur kor-
rekten Ausbildung der Disulfidbriicken und Konformation beitragen. Der Vektor, mit dem
der Wirtsstamm E.coli BL21 (DE3) transformiert wurde, sowie das resultierende Fusionspro-
tein sind in Abbildung 5.9 dargestellt. Das LIF wird N-terminal mit His-getagtem Thioredoxin
fusioniert, getrennt durch eine TEV (Tobacco Etch Virus)-Protease-Spaltungsstelle. Nach einem
IMAC-basierten ersten Aufreinigungsschritt konnen auf diese Weise sowohl das Thioredoxin
als auch der His-Tag abgespalten und in einem zweiten Aufreinigungsschritt vom LIF getrennt

werden.

5.4.1 Kultivierung und Aufschluss

Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium mit Ampicilin-Zusatz bei 23°C und 150 rpm in Schiit-
telkolben. Die 100 mL-Kulturen wurden mit 2 ml Vorkultur angeimpft und bei einer OD von
0,8 erfolgte die Induktion mit IPTG. Acht Stunden nach der Induktion (bei einer OD von 2,2)
wurden die Bakterien geerntet und mittels Zentrifugation von der Kulturbriihe getrennt. Das
aus 50 mL-Kulturbriihe erhaltene Pellet wurde in IMAC-Bindungspuffer auf eine OD von 10
resuspendiert und per Ultraschall aufgeschlossen. (Die detaillierten Protokolle befinden sich in
Abschnitt C.3.3.)
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Abbildung 5.9: Schematische Karte des Vektors, welcher fiir die Transformation der E.coli BL21 (DE3)
verwendet wurde; unten: Schematische Darstellung des resultierenden Fusionsproteins (N: Aminoter-
minus des Polypeptids; trx: Thioredoxin; his: His-Tag; tev: Spaltungsstelle der TEV-Protease; hLIF:
humaner Leukimia Inhibitory Factor; C: Carboxyterminus) (aus [296]).

5.4.2 Aufreinigung

Fiir den ersten Schritt der FPLC-Aufreinigung wurden mit Ni**-beladene IDA75-Membranad-
sorber verwendet. Nach der Auftragung des Proteins wurde zundchst mit 100 mM NaCl und
dann mit 100 mM Imidzol gewaschen bevor mit 100 mM NaCl und 250 mM Imidazol eluiert
wurde (alles in 50 mM Tris (pH = 7,5), Protokoll siehe C.6.1.5). Die Ergebnisse sind in Abbildung
5.10 dargestellt.
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Abbildung 5.10: Chromatogramm und silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel ausgewahlter Fraktionen der Auf-
reinigung des trx-his-tev-hLIF-Fusionsproteins per IMAC ((a) blau: UV-Absorption bei 280 nm [AU],
rot: Leitfahigkeit [mS/cm?]); (b) A: Aufschluss, M: Marker, F: Fraktion).

Die Fraktionen von 25 bis 33, welche das Fusionsprotein ohne nennenswerte Verunreinigun-
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5.4 Produktion in Escherichia coli

gen enthalten, wurden vereinigt und mittels Densitometrie quantifiziert (Durchfiihrung sie-
he Abschnitt C.2.4), da bei Quantifizierungsverfahren wie dem Bradford-Assay oder per UV-
Absorption bei 280 nm das in den Elutionsfraktionen enthaltene Imidazol ein falschpositives
Signal geben wiirde. Fiir die Spaltung wurde eine TEV-Protease verwendet, die von Magda
Tomala im Rahmen ihrer Promotion in E.coli produziert worden ist (siehe [289]). Der Verdau
wurde iiber Nacht bei 4°C mit einem Enzym- zu Substratgewichtsverhaltnis von 1:10 durchge-
fihrt.

Die erhaltene Losung wurde an der FPLC mittels eines S75-Membranadsorbers getrennt. Hier-
bei werden die unterschiedlichen isoelektrischen Punkte von Thioredoxin (pI ~ 5,7) und LIF (pl
~ 9,3) ausgenutzt. Das LIF wurde bei einem pH von 7,0 an den Kationenaustauscher gebunden
und mit 1 M NaCl eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt, steril filtriert, mittels eines
Bradford-Assays quantifiziert und nach Zugabe von 0,5% BSA zum Stabilisieren bei -80°C gela-
gert. Die Ergebnisse der erfolgreichen Aktivitdtstestung sind in Abschnitt 5.5 dargestellt.
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Abbildung 5.11: Chromatogramm des zweiten Aufreinigungsschrittes per IEX und SDS-PAGE-Gel
(15%) der vereinigten Elutionsfraktionen ((a) blau: UV-Absorption bei 280 nm [AU], rot: Leitfahigkeit
[MS/cm?]).

Die per Bradford-Assay bestimmte Proteinmenge betrug 156 ng (entspricht 3120 png/L) und lag
damit bei 78% der Ausbeute von 4000 pg/L Kulturbriihe, die von Magda Tomala in ihrer Dis-
sertation erreicht werden konnte. Diese Abweichung kann mehrere Griinde haben. Zum einen
ist nicht genau beschrieben, welche OD die Kulturbriihe, mit der diese Ausbeute erzielt wur-
de, hatte. Angegeben ist “zwischen 2,0 und 2,5“, hier war die OD 2,2 und die Abweichung zu
2,5 betragt somit 12%. Zum anderen beschreibt Magda Tomala in ihrer Arbeit, dass die unbe-
standigste Grofse bei der Produktion die Menge des exprimierten l9slichen Proteins war, die
dadurch auch den grofiten Einfluss auf die Ausbeute hatte. Diese Schwankungen kénnten auch
das hier erzielte Ergebnis erklaren.
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5 Der Leukidmie inhibierende Faktor (LIF)

5.5 Aktivititstestung von eukaryotischem und prokaryotischem
LIF

5.5.1 Effekte auf murine embryonale Stammzellen

Dieser Aktivitdtstest basiert auf einem Aktivitdtstest den Magda Tomala wahrend ihrer Promo-
tion [289] etabliert hat.

Es wurde die murine embryonale Stammzelllinie Brachyury verwendet, welche an Suspensi-
onskultur adaptiert worden ist und als Zellsphédren wiachst. Dem Kultivierungsmedium wurde
LIF in einer Konzentration von 10 ng/mL zugesetzt. Als Negativkontrolle wurde ohne LIF kul-
tiviert und als Positivkontrolle wurde das kommerziell erhdltliche ESGRO-LIF von Milipore

verwendet, welches in E.coli produziert worden ist.

Fiir den Aktivitdtstest werden die mESC iiber einen Zeitraum von vier Tagen kultiviert und
taglich die Zellzahl und Vitalitdt mit Trypanblau bestimmt. Fiir die Durchfiihrung dieses Testes
wurden vier verschiedene Varianten gewdhlt, welche in Tabelle 5.1 aufgefiihrt sind. Es zeigte
sich, dass die Variante in 35 mm-Petrischalen, bei der fiir jede Probe eine einzelne Kultivierung
angesetzt wird, die robustesten Ergebnisse liefert. Dies liegt hochstwahrscheinlich daran, dass
die in Sphiaren wachsenden mESC sehr heterogen in der Kultur verteilt vorliegen und wenn
man nur einen Teil der Kultur als Probe abnimmt, aus dieser heterogenen Verteilung nur sehr
eingeschrankte Reproduzierbarkeit resultiert. Dieser Ansatz wurde fiir die Durchfiihrung der
nachfolgenden Aktivitatstests ausgewdhlt. Die Protokolle zur Kultivierung und Zellzahlbestim-
mung der mESCs befinden sich in Abschnitt C.1.3.

Tabelle 5.1: Kultivierungsvarianten der LIF-Aktivitdtstestung mit mESCs.

Kultivierungsgefafs Anzahl und Volumen der Kultur(en) | Probenvolumen
Petrischale (50 mm) 1x5mL 1 mL
Petrischale (50 mm) 1x10mL 1 mL
Petrischale (35 mm) 4x2mL 2 mL
Schiittelkolben (110 rpm) 1x10 mL 2 mL

Zum Vergleich der Aktivititen der LIFs wurden die Zellen nicht nur bis zum Zellzahlmaxi-
mum (Tag 4) sondern, um eine genauere Aussage zu ermoglichen, iiber 6 Tage kultiviert. Diese
Ergebnisse und die einer zusétzlich an Tag 4 durchgefiihrten durchflusszytometrischen Apop-
tosemessung (Protokoll siehe Abschnitt C.4.6) sind in den Abbildungen 5.12 und 5.13 darge-
stellt.

Die Ergebnisse zeigen klar, dass sowohl das in CHO-Zellen als auch das in E.coli produzier-
te LIF eine Aktivitat dquivalent zu der des ESGRO LIFs aufweisen. Ein Unterschied beziiglich
der Quelle konnte damit nicht nachgewiesen werden. Da es moglich ist, dass dieses Ergebnis
erhalten wurde, weil LIF im Uberschuss vorlag, wurden die durchgefiihrten Kultivierungen
noch einmal wiederholt und dem Medium dabei verminderte LIF-Mengen von 100 pg/mL
bzw. 1 pg/mL zugesetzt. Die entsprechenden Kultivierungsverldufe sind in Abbildung 5.14
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Abbildung 5.12: Lebendzellzahlen und Vitalitdten fiir die mESC-Kultivierungen mit den zu vergleichen-

den LIFs.
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Abbildung 5.13: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Apoptosemessung der mESCs nach vier Ta-
gen Kultivierung.
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Abbildung 5.14: Lebendzellzahlen und Vitalitédten fiir die mESC-Kultivierungen mit den zu vergleichen-
den LIFs in verminderten Konzentrationen.

Die Ergebnisse der Kultivierungen mit den verminderten LIF-Konzentrationen korrelieren mit
denen der 10 ng/mL-Kultivierung. Sie zeigen keine Unterschiede beziiglich der Quellen der
LIFs. Fiir die 100 pg/mL-Kultivierung kann ebenfalls ein positiver Effekt der produzierten
LIFs auf die Proliferation festgestellt werden, welcher dem des ESGRO LIFs entspricht. Fiir
1 pg LIF/mL kann kein signifikanter Unterschied zur Kultivierung ohne LIF festgestellt wer-
den.

Zusétzlich zum Nachweis der biologischen Aktivitit per Zellzahlbestimmung, sollte auch die
Fahigkeit zur Erhaltung der Pluripotenz nachgewiesen und verglichen werden. Hierfiir wur-
de die Expression des Zelloberflachenmolekiils und Pluripotenzmarkers SSEA-1 (stage specific
embryonic antigen 1) durchflusszytometrisch mittels eines anti-SSEA-1-PE Antikorpers nachge-
wiesen (Protokoll siehe Abschnitt C.4.5). Fiir die Kultivierung, welche 10 ng LIF/mL enthlt,
wurde einmal pro Woche (nach 0, 4, 11, 18 und 25 Tagen) und fiir die Kulturen mit 100 und 1 pg
LIF/mL einmal nach 14 Tagen, der Anteil der SSEA-1-positiven Zellen bestimmt. Die Ergebnis-
se sind in Tabelle 5.2 und den Abbildungen 5.15 und 5.16 dargestellt.

Tabelle 5.2: Durchflusszytometrisch bestimmte Anteile der SSEA-1-positiven mESC-Zellen kultiviert mit
10 ng LIF/mL nach 0, 4, 11, 18 und 25 Tagen in Kultur.

do d4 d11 d18 d25
ohne LIF 98,5% 97,8% 32,4% 22,1% -
ESGRO LIF | 98,5% 98,6% 99,4% 99,4% 97,3%
E.coli LIF 98,5% 98,6% 99,3% 98,9% 98,3%
CHO LIF 98,5% 98,6% 99,1% 99,6% 98,9%

Tabelle 5.2 zeigt, dass die SSEA-1-Expression auf einem Level von iiber 97% bleibt, wenn 10 ng
LIF/mL verwendet werden, aber stark abnimmt fiir die Negativkontrolle. Bei Verwendung von
100 pg LIF/mL (Abbildung 5.15) konnten nach 14 Tagen Anteile SSEA-1-positiver Zellen knapp
unterhalb den Werten fiir 10 ng LIF/mL erreicht werden. Fiir die Kultivierungen mit der Kon-
zentration von 1 pg LIF/mL (Abbildung 5.16) wurden Anteile von um 90% SSEA-1-positiver
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Abbildung 5.15: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der SSEA-1-positiven mESC-Zellen
nach 14 Tagen Kultivierung mit 100 pg LIF/mL (In Klammern sind jeweils die Anteile SSEA-1-
positiver Zellen angegeben).
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Abbildung 5.16: Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils der SSEA-1-positiven mESC-Zellen
nach 14 Tagen Kultivierung mit 1 pg LIF/mL (In Klammern sind jeweils die Anteile SSEA-1-positiver
Zellen angegeben).

Zellen erreicht, auch wenn durch diese LIF-Menge in Bezug auf die Zellzahl und Vitalitit kein
Unterschied zur Kultivierung ohne LIF nachweisbar war. Dennoch ist bei keinem dieser Ergeb-

nisse ein Unterschied zwischen den LIFs in Bezug auf ihre Quelle belegbar.

5.5.2 Effekte auf murine induzierte pluripotente Stammzellen

Neben der Testung mit murinen embryonalen Stammzellen wurden die Effekte der produ-
zierten LIFs auch mit murinen induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) getestet.
Die verwendete iPS-Zelllinie YM100 wurde aus reprogrammierten OG2-Fibroblasten generiert
[297] und enthélt ein gfp-Reportergen unter der Kontrolle eines endogenen Oct4-Promoters.
Auch diese Zellen wachsen als Sphéren in Suspension und die Kultivierung und Durchfiihrung
der Aktivitatstestung entsprach der mit den mESCs. Die Zellzahl- und Vitalitdtsergebnisse sind
Abbildung 5.17 dargestellt.

Die erhaltenen Wachstumskurven belegen auch hier die Aktivititen der produzierten LIFs, je-
doch sind keine Unterschiede beziiglich dieser feststellbar.
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Abbildung 5.17: Lebendzellzahlen und Vitalitéten fiir die iPS-Kultivierungen mit den zu vergleichenden
LIFs bei einer Konzentration von 10 ng/mL.
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Abbildung 5.18: Ergebnisse der durchflusszytometrischen SSEA-1- (FL2) und GFP-Messungen (FL-1)
der iPS-Zellen an Tag 4 (in Klammern ist jeweils der Anteil der doppelt positiven Zellen angegeben)

Fiir die Bestimmung der pluripotenzerhaltenen Eigenschaften wurde hier neben der SSEA-1-
Expression auch die Expression von GFP bestimmt, welche unter der Kontrolle eines Oct4-
Promoters steht. Oct4 ist ein Protein, welches entscheidend in die Selbsterneuerung von un-

differenzierten embryonalen Stammzellen involviert ist. Fiir SSEA-1 wird als Negativkontrolle
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Abbildung 5.19: Ergebnisse der durchflusszytometrischen SSEA-1- (FL2) und GFP-Messungen (FL-1)
der iPS-Zellen an Tag 21 (in Klammern ist jeweils der Anteil der doppelt positiven Zellen angegeben)

ein Isotypenkontrollantikdrper verwendet. Da dies bei der GFP-Messung nicht moglich ist, wer-
den die Ergebnisse mit denen zu Beginn der Kultivierung verglichen (d.h. der Wert auf der FL1
LOG-Achse, bei welchem 99% der urspriinglichen Kultur positiv waren, wird hier als Grenz-
wert verwendet). Die Ergebnisse der Messungen an Tag 4 und Tag 21 sind in den Abbildungen
5.18 und 5.19 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen eine leichte Abnahme der SSEA-1-Expression und stabile Werte fiir die

von GFP, aber keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der Quelle der verwendeten LIFs.

5.5.3 Effekte auf adhdrente murine embryonale Stammzellen

In der AG Cantz (JRG Stem Cell Biology) an der Medizinischen Hochschule Hannover wur-
den die Effekte der verschiedene LIFs zuséitzlich an adhdrent wachsenden murinen embryo-
nalen Stammzellen getestet. Diese wurden in 6-Loch-Platten auf C3H-bestrahlten murinen em-
bryonalen Fibroblasten als Feederzellen mit LIF-Konzentrationen von 40, 10 und 2,5 ng/mL
kultiviert. Als Positivkontrolle wurde bei der 10 ng/ml-Kultur LIF verwendet, das vom Max-
Planck-Institut fiir molekulare Biomedizin (Miinster) in E.coli produziert und entsprechend ge-
testet worden ist. Das Medium wurde jeweils alle zwei Tage gewechselt und die Zellen zweimal
wochentlich passagiert. Nach 24 Tagen wurden die Zellen geerntet und eine qRT-PCR durch-

gefiihrt. Dabei wurde $-Actin als HKG verwendet und die Expressionslevel der Pluripotenz-
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marker Oct4 und Nanog, sowie von Markern fiir jedes der drei Keimblitter (Trp63 fiir ektoder-
male, AFP fiir endodermale und Brachyury fiir mesodermale Differenzierung) wurden quanti-

fiziert.
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Abbildung 5.20: Relative Expressionsstiarken der Pluripotenzmarker Oct4 und Nanog, des ektodermalen
Markers Trp63 und des mesodermalen Markers Brachyury fiir Kultivierungen der adhdrenten mESC
mit den drei verschiedenen LIFs nach 25 Tagen Kultivierungsdauer (die Werte fiir den endodermalen
Marker AFP konnen nicht dargestellt werden, da keine Kopien nachweisbar waren).

In Abbildung 5.20 kann man erkennen, dass relativ zur Negativkontrolle die Pluripotenzmarker
hochreguliert und der mesodermale Marker runterreguliert sind. Dies spricht fiir eine spontane
Differenzierung der Negativkontrolle in das mesodermale Keimblatt. Zwischen den verwende-
ten LIFs konnten jedoch fiir keine der verwendeten Konzentrationen bedeutende Unterschiede
festgestellt werden.

Insgesamt konnte in keinem der durchgefiihrten Experimente ein Unterschied zwischen den
eukaryotischem und prokaryotischem LIF festgestellt werden. Die Aktivitdt der produzierten
LIFs stimmt in Bezug auf die proliferationsférdernden und pluripotenzerhaltenden Eigenschaf-
ten mit denen von kommerziell erhéltlichem LIF iiberein. Die post-translationalen Modifika-
tionen des Proteins {iben folglich keinen Einfluss auf eine dieser Funktionen auf. Die Frage,
welches der beiden Produktionssysteme in Zukunft bevorzugt werden sollte, hangt damit nur
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5.6 Zusammenfassung

vom Produktionsprozess ab. Betrachtet man diese, so sind als hauptsidchliche Unterschiede die
Kultivierungsdauer und -kosten, die Ausbeute und die zusitzlich notige TEV-Protease fiir die
E.coli-Produktion zu nennen. In Bezug auf die Aufreinigung dhneln sich die Prozesse. Essind
beides Zweischrittaufreinigungen mit einer IMAC als erstem Schritt. Der E.coli-Prozess weist als
grofiten Nachteil die Notwendigkeit der zusitzlichen Produktion der TEV-Protease auf. Diese
kann zwar auch kommerziell bezogen werden, jedoch wiirde dies den E.coli-Prozess deutlich
teurer machen als den CHO-Prozess. Vorteile der Produktion in E.coli hingegen sind die deut-
lich kiirzere Dauer, die einfachere Handhabung und die grofiere Reproduzierbarkeit des Kulti-
vierungsprozesses, sowie die Ausbeute, welche bei den in dieser Arbeit erreichten Werten fiir
die E.coli-Produktion mehr als viermal so hoch war (3120 gegeniiber 720 ng/L). Aus diesen
Griinden wird eine zukiinftige Produktion in E.coli empfohlen.

5.6 Zusammenfassung

Die in der Arbeit von Pierre Moretti begonnene Produktion von LIF in CHO-Zellen konnte
in dieser Arbeit grofitenteils abgeschlossen werden. Fiir die Aufreinigung wurde ein zweiter
Schritt gefunden, durch welchen das Zielprotein komplett rein und aktiv, mit einer Ausbeu-
te von bis zu 720 pg/L erhalten werden konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nach dem
hier etablierten Verfahren insgesamt etwa 1,8 mg reines CHO-LIF produziert. Es wurde ein
scale-up der Kultivierung in den Reaktormafistab (2 L Volumen) durchgefiihrt. Aufgrund un-
geniigender Ubertragbarkeit der Optimalbedingungen fiir nicht-transfizierte Zellen konnten
dabei keine besseren Ausbeuteergebnisse als bei der Kultivierung in Spinnerflaschen erzielt
werden. Die von Pierre Moretti per Einzelzellklonierung erstellten Subzelllinien konnten auf-
grund ihrer schlechten Wachstumseigenschaften nicht fiir die Produktion verwendet werden.
Durch eine Wiederholung der Klonierung konnten moglicherweise Einzelzellklone erhalten
werden, deren Wachstumseigenschaften denen der Parentalzelllinie entspricht. Zudem konn-
te LIF als trx-Fusionsprotein in E.coli produziert werden. Zur Evaluierung des Einflusses der
post-translationalen Modifikationen auf die Bioaktivitdit wurden sowohl murine embryonale
als auch induzierte pluripotente Stamzellen mit den verschiedenen LIFs kultiviert und dabei
die proliferationsfordernden und pluripotenzerhaltenden Eigenschaften untersucht. Die Ergeb-
nisse dieser Tests zeigten, dass die post-translationalen Modifikationen fiir die Bioaktivitdt des
LIFs nicht nétig sind und ein Vergleich der Produktionsprozesses ergab Vorteile fiir die zukiinf-
tige Produktion in E. coli.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war es die Proteine LIF, VEGF;¢5 und DIl1Fc rekombinant in CHO-Zellen zu
exprimieren, hochproduzierende Subzelllinien zu generieren, ein Aufreinigungsverfahren und
eine Methode zur Aktivititstestung zu etablieren und zu optimieren und die entwickelten Ver-

fahren dann zur Produktion im Labormafstab einzusetzen.

Fiir das DIl1Fc konnten sowohl durch Lipofektion als auch per Calciumphosphatprazipitation
produzierende Zelllinien erstellt werden. Hochproduzenten konnten sowohl mittels Einzelzell-
klonierungen, als auch per FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitit gewonnen
werden. Fiir die Aufreinigung konnten Protein G- und A-Affinitdtschromatographie erfolgreich
eingesetzt werden und die Aktivitdt des tiber Protein G aufgereinigten Proteins konnte mittels
eines Luciferase-Assays nachgewiesen werden. Fiir die Produktion eignen sich die erstellten
Zelllinien jedoch nicht, da die Expression des Zielproteins instabil ist. Es muss eine neue Zell-
linie erstellt und erneut eine Hochproduzentenselektion durchgefiihrt werden. Die etablierten

Aufreinigungs- und Testungsverfahren kénnen tibernommen werden.

Bei der Erstellung der Zelllinien fiir VEGF¢5 konnte erfolgreich lentiviraler Gentransfer ein-
gesetzt werden. Die Sezernierung des VEGF;45 wurde mittels des IL2-Signalpetides erreicht,
da hier, im Gegensatz zu den anderen beiden Zielproteinen, das native Signalpetid nicht zur
Sezernierung fiihrte. Fiir die Erzeugung hochproduzierender Subzelllinien stellte sich die indi-
rekte Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitit als erfolgreicher heraus, als ein direk-
ter Ansatz mit einem fluoreszenzgekoppelten anti-VEGF-Antikorper. Alle erhaltenen Zelllinien
zeigten nach einer anfanglichen Abnahme relativ stabile Langzeitexpressionslevel. Die Aufrei-
nigung aus dem Zellaufschluss war nur mittels einer direkten Affinititschromatographie mog-
lich. Fiir das sezernierte VEGF¢5 konnte eine Zweischrittaufreinigung mittels IMAC und HAC
etabliert werden. Fiir die Testung der Aktivitdt wurden ein Proliferationsassay mit HUVECs
und ein Verfahren zur Gewinnung dieser Zellen etabliert. Die Testung der Aktivitdt der aufge-
reinigten VEGF45 zeigte eingeschrankte Aktivitat fiir das aus dem Zellaufschluss aufgereinig-
te und mit einem kommerziellen Protein vergleichbare Aktivitit fiir das sezernierte VEGFq¢5.
Noch zu etablieren ist ein scale-up der Kultivierung in den Reaktormafstab fiir die Subzelllinie
V250-GFP10, welche aufgrund ihrer Produktivitdt und Wachstumseigenschaften fiir die Pro-
duktion ausgewdhlt worden ist.

Die Produktion von LIF ist ein Prozess, der in den Arbeiten von Pierre Moretti [287] und Ja-
nina Bahnemann [288] begonnen wurde und hier nahezu abgeschlossen werden konnte. Die
Aufreinigung wurde um einen zweiten Schritt per HAC ergédnzt, wodurch das Protein kom-

plett rein erhalten werden konnte. Ein scale-up in den Reaktormafsstab konnte durchgefiihrt
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werden, benotigt aber noch spezifische Optimierungen in Bezug auf die Kultivierungsbedin-
gungen. Insgesamt konnte etwa 1,8 mg LIF aus CHO-Zellen produziert werden um anderen
Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt zu werden. Zuséatzlich wurde LIF als trx-Fusionsprotein
in E.coli produziert und die pluripotenzerhaltenden und proliferationsférdernden Eigenschaf-
ten beider LIFs in mehreren Assays mit embryonalen und induzierten Stammzellen getestet.
Ein Effekt der Glykosilierung auf die Bioaktivitdt konnte jedoch nicht gefunden werden und

tiir die zukiinftige Produktion wird das prokaryotische System empfohlen.

Fir die zukiinftige Erstellung von CHO-basierten Produktionsystemen haben sich in dieser
Arbeit einige Prozesse als sehr vielversprechend herausgestellt. Es hat sich gezeigt, dass der
Aufbau des Vektors und das System fiir den Gentransfer von zentraler Bedeutung fiir die er-
folgreiche Etablierung solcher Produktionsplattformen sind.

Fiir den Gentransfer konnte die Uberlegenheit des lentiviralen Ansatzes iiber die hier verwen-
deten chemischen Methoden der Lipofektion und der Calciumphosphatprazipitation gezeigt
werden. Die Transfektionseffizienzen der chemischen Methoden waren deutlich geringer, bzw.
gelang in einigen Fillen die Transfektion nicht. Mittels lentiviraler Transduktion konnten Ef-
fizienzen von nahezu 100% erreicht werden. In Bezug auf das Expressionslevel konnte eine
Abhiéngigkeit von der MOI nachgewiesen werden. Diese beruht wahrscheinlich auf einer er-
hohten Anzahl integrierten Vektorkopien. Fiir die zukiinftige Erstellung von Zelllinien kénnte
durch eine Optimierung der MOI wahrscheinlich auch das Expressionslevel noch weiter gestei-
gert werden. Zudem ist bei den durch lentivirale Transduktion erzeugten Zelllinien die Expres-
sion deutlich stabiler, was vermutlich in einem Zusammenhang mit der gezielten Integration
des Vektors in das Genom steht, wodurch die Heterochromatisierung weitestgehend vermie-

den werden kann.

In Bezug auf den Aufbau des Vektors haben sich zwei Elemente als besonders bedeutend her-
ausgestellt: das Signalpeptid und der Promotor. Nach den erzielten Ergebnissen ist es unwahr-
scheinlich, dass es moglich sein wird, ein universell verwendbares Signalpeptid zu finden.
Auch bei etablierten Saugerproduktionsplattformen kann Sezernierung verschiedener Prote-
ine nur durch eine Variation des Signalpeptides erreicht werden [7]. So wird auch in Zukunft
fiir unterschiedliche Zielproteine eine individuelle Anpassung notig sein. In Bezug auf den Pro-
motor konnte mit dem bei LIF und VEGF;¢; verwendeten SFFV-Promotor bessere Ergebnisse
erzielt werden als mit dem CMV-Promotor bei DIl1Fc. Die Instabilitidt der DIl1Fc-Expression
ist vermutlich zum Teil auf die Stilllegung des Promotors zuriickzufiihren, die beim CMV-
Promotor bekanntermafien ausgepragt ist [251]. Durch die Kombination des SFFV-Promotors
mit lentiviralem Gentransfer, konnten deutlich geringere Reduktionen des Expressionslevels
erreicht werden, das nach einer anfanglichen Abnahme iiber sehr lange Kultivierungszeitrau-
me stabil blieb. Fiir zukiinftige Ansétze konnten zuséatzlich UCOEs (ubiquitous chromatin opening
elements) in den Vektor integriert werden, durch welche die Stilllegung integrierter lentiviraler
Transgene noch weiter reduziert werden kann [298][299]. Es wire empfehlenswert die genau-
en Ursachen fiir die Expressionsabnahme zu analysieren um zielgerichtete Gegenmafinahmen

ergreifen zu konnen. Dafiir miissten die Kopienzahl, die Methylierungen des Promoters und
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das Expressionslevel iiber einen langeren Kultivierungszeitraum hindurch quantifiziert wer-

den.

In Bezug auf die verwendeten Selektionsgene sh ble und dhfr bietet das dhfr-System den Vorteil,
dass die selektiven Bedingungen (Kultivierung ohne Thymidin und Hypoxanthin) keine Belas-
tung fiir die Zelle darstellen und es durch die Verwendung von MTX trotzdem noch die Mog-
lichkeit gdbe eine Amplifikation des integrierten Vektors zu erzwingen. Dieser Ansatz konnte
in dieser Arbeit aufgrund Zeitmangels nicht mehr verfolgt werden, sollte aber bei zukiinftigen
Arbeiten berticksichtigt werden. Die Integration des Markergens gfp hat sich als sehr hilfreich
fiir die Selektion von Hochproduzenten erwiesen. Die Kombination mit dem Selektionsgen und
die zusétzliche Verkniipfung mit dem GOI {iiber eine IRES (wie im zweiten VEGF-Vektor reali-
siert) ist ein sehr vielversprechender Ansatz korrespondierende Expressionslevel zu erreichen.

Hiermit sollte weitergearbeitet und die Korrelation per qRT-PCR tiberpriift werden.

Bei der Erzeugung hochproduzierender Subzelllinien bietet sich fiir die Zukunft eine Kombina-
tion der Einzelzellklonierung mit einer FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitat
an. Unter Verwendung eines Vektors, der das GOI tiber eine IRES mit dem gfp-Gen verkniipft,
sollte man so ausschliefslich hochproduzierende Einzelzellklone erhalten und die Effizienz der

Einzelzellklonierung deutlich erh6hen kénnen.

Ein scale-up der Kultivierung in den Reaktormafistab von 2 L wurde in dieser Arbeit nur fiir die
CHO-LIF-Zellen durchgefiihrt. Dabei hat sich gezeigt, dass sich die Kultivierungsbedingun-
gen, die fiir die untransfizierte Parentalzelllinie als optimal ermittelt wurden, nicht auf die LIF-
produzierenden Zellen iibertragen lassen. Da bei der Charakterisierung des Wachtumsverhal-
tens der verschiedenen VEGF¢5- und DIl1Fc-produzierenden Zellen z.T. deutliche Unterschie-
de zur parentalen CHOSS-Zelllinie festgestellt werden konnten, ist auch fiir diese wahrschein-
lich keine Ubertragbarkeit der Bedingungen gegeben. Es ist vermutlich notig die Optimalbe-
dingungen fiir jede Zelllinie einzeln zu ermitteln. Beziiglich der erreichten Zelldichten finden
sich in der Literatur fiir die hier verwendeten CHOS"-Zellen keine Vergleichsdaten. Wenn man
Produktionsprozesse in stabil transfizierten, dhfr-negativen CHO-Zellen in serumfreier Suspen-
sionskultur betrachtet, findet man Maximalzelldichten von 1,8:10% Zellen/mL (CHO-DUKX-
B11) [300] iiber 3,0-10° Zellen/mL (CHO-DG44) [284] bis zu 5,5-10° Zellen/mL (CHO-DG44)
[301]. In Bezug auf die Zelldichte sollte evaluiert werden, in wie weit eine Optimierung der
Prozessbedingungen noch eine Steigerung zulédsst oder ob auf eine andere Zelllinie gewechselt
werden sollte. Wenn als neue Zelllinie eine andere dhfr-negative CHO-Zelllinie gewdhlt werden
wiirde, so sollten sich auch die gemachten Uberlegungen beziiglich des Vektoraufbaus und des

Gentransfersystems tibertragen lassen.

In Bezug auf die Aufreinigung ist eine Verallgemeinerung der Ergebnisse schwierig, da hierbei
die jeweiligen physikochemischen Eigenschaften des entsprechenden Molekiils eine bedeuten-
de Rolle spielen. Fiir die Etablierung der Aufreinigungen von LIF und VEGF¢s stellte der His-
Tag eine deutliche Vereinfachung dar, ermdglichte jedoch keine Einschrittaufreinigung. Fiir den
in der zweiten VEGF-Zelllinie zusitzlich verwendeten HA-Tag existiert eine spezifische Affini-
tatschromatographie. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Affinitdatsmatrix per
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Verdrangung eluiert werden muss. Hierfiir wird ein synthetisches Peptid, dessen Sequenz der
des HA-Tags entspricht, im Uberschuss eingesetzt. Dadurch ist dieses Verfahren sehr kosten-
intensiv. Sollte sich so jedoch Ubertragbarkeit des Aufreinigungsprozesses innerhalb der CHO-
Plattform realisieren lassen, wire es dennoch der vorzuziehende Ansatz, da dadurch die duflert
zeitintensive Etablierung des Aufreinigungsverfahrens entfallen wiirde. Durch die Addition ei-
nes Tags besteht bei rekombinanten Proteinen immer die Gefahr verringerter biologischer Akti-
vitdt. Auch wenn dies bei den hier produzierten Proteinen nicht festgestellt werden konnte, so
sollte zukiinftig auf einen der Tags verzichtet werden, da eine Notwendigkeit fiir die gleichzei-

tige Verwendung von zwei Tags nicht gegeben ist.
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A Ubersicht iiber die im Rahmen der Arbeit
erstellten Zelllinien

Tabelle A.1: Ubersicht iiber die mit dem DII11Fc-Vektor (Abbildung 3.1) erstellten Zelllinien und Subzell-
linien

Name | Parentalzelllinie | Ursprung
DF3 CHO®FS 3:1-Ansatz der Lipofektion mit dem FuGene6-Kit
DF6 CHOSFS 6:1-Ansatz der Lipofektion mit dem FuGene6-Kit
DFa CHOSFS 0,2 pg-Ansatz der Calciumphosphatprazipitation
DFb CHOSFS 0,4 pg-Ansatz der Calciumphosphatprazipitation
DEFc CHOFS 0,8 pg-Ansatz Calciumphosphatprazipitation
IIF11 DFé6 Einzelzellklonierung per Verdiinnung
VIIC3 DF6 Einzelzellklonierung per FACS
VIIC5 DFé6 Einzelzellklonierung per FACS
VIID7 DF6 Einzelzellklonierung per FACS
VIID9 DFe6 Einzelzellklonierung per FACS
VIIF11 DF6 Einzelzellklonierung per FACS
VIIG8 DFe6 Einzelzellklonierung per FACS
XC9 DF6 Einzelzellklonierung per FACS
XF7 DFe6 Einzelzellklonierung per FACS
XG5 DF6 Einzelzellklonierung per FACS
DFc-05 DFc FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitat
(am hochsten fluoreszierende 5%)
DFc-10 DFc FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitat
(am hochsten fluoreszierende 10%)
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A Ubersicht iiber die im Rahmen der Arbeit erstellten Zelllinien

Tabelle A.2: Ubersicht iiber die mit dem zweiten VEGF-Vektor (Abbildung 4.8) erstellten Zelllinien und
Subzelllinien

Name Parentalzelllinie | Ursprung
VEGF-100 CHOSFS Von der AG Schambach mit 100 pL infektiosem Uberstand
lentiviral transduziert
VEGF-250 CHOFS Von der AG Schambach mit 250 pL infektiosem Uberstand

lentiviral transduziert

V250-GFP10 VEGF-250 FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitat
(am hochsten fluoreszierende 10%)

V250-GFP30 VEGF-250 FACS-Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitat
(am hochsten fluoreszierende 30%)

V250-CIA10 VEGEF-250 FACS-Sortierung nach Kalteinkubationsassay (am
hochsten fluoreszierende 10%)

V250-CIA30 VEGEF-250 FACS-Sortierung nach Kalteinkubationsassay (am
hochsten fluoreszierende 30%)

Zudem wurde von der AG Schambach mit dem ersten VEGF-Vektor (Abbildung 4.1) eine Zell-

linie per lentiviraler Transduktion erstellt aus der keine Subzelllinien erzeugt wurden.
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B.1 Verbrauchsmaterialien

Produkt

CultiFlask 50 Tubes
Einmalhandschuhe Semperguard
Einmalpipetten

1,2,5,10,25und 50 ml
Erlenmeyerkolben 125 und 250 ml
Filterpapiere, Filzpads
Kryordhrchen 1,6 ml
Petrischalen

60 und 94 mm Durchmesser
Pipettenspitzen Typ A, B, D
PVDF Membran

Reagenz- und Zentrifugenrohrchen
(Falcon Tubes) 15 mL, 50 mL
Reagiergefifie 1,5 ml, 2 ml
Spritzen 10 ml, 20 mL, 50 ml
Spritzenvorsatzfilter

Minisart 0,2 pm

Vivaspin 2, 6 und 20 ml

Vivaflow 50

Zellkulturflaschen

T175-, T75-, T25-Flaschen
Zellkulturplatten

96-, 24-, 6-Lochplatten

Zellsiebe 40 pm Ausschlussgrofie

B.2 Gerate

Produkt
Biostat Bplus Steuereinheit

Hersteller
Sartorius-Stedim Biotech GmbH, Gottingen
Semperit AG Holding, Wien, Osterreich

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

VWR International GmbH, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Greiner Bio One, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Bio-Rad, Miinchen

Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Terumo Europe NV, Leuven, Belgien

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Nunc ThermoFischer, Langenselbold

BD Biosciences, Heidelberg

Hersteller
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
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Cleanbench MSC Advantage
Durchflusszytometer EPICS XL-MCL
Elektrophoresekammer
Electrophoresis Power Supply EPS 301
FACS Vantage SE

Feinwaage MC 1

FPLC BioLogic AVR7-3
Fraktionssammler Model 2128

HI 221 Calibration Check
Microprocessor pH Meter

HiTrap Protein A HP Saule

HiTrap Protein G HP Saule

iCycler

Inkubatorschrank

iQ5 Multicolor Real Time

PCR Detection System
Lichtmikroskop Olympus BH-2
Magnetriihrer RCTb

Megafuge 1.0 RS

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Beckmann-Coulter, Florida, USA

Bio-Rad, Miinchen

Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Satorius Stedim Biotech, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Hanna Instruments, Kehl am Rhein

GE Healthcare, Fairfield, Connecticut, USA
GE Healthcare, Fairfield, Connecticut, USA
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Electron Corporation, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg
IKA Werke Gmbh, Staufen

Heraeus Instruments GmbH, Osterode

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Neubauer Zdhlkammer

0Os-Sensor OXYFERM

pH-Elektrode Checker

Proteema 300A- Siule

Px2 Thermal Cycler
Reinstwasseranlage Arium 611 uf uv
Spinnerflaschen

S-Membran Sartobind S75

TC10 Automated Cell Counter
Ultraschallbad Sonorex Super RK510H
Ultraschallsonde

Vortex-Mixer VM-300
Wasseraufbereitungsanlage
Wasserbad

Zentrifuge Multifuge 3s

Zentrifuge 5415C
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Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Hamilton, Bonaduz, CH

Hanna Instruments Ltd, Leighton Buzzard, UK
Polymer Standard Services, Mainz

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Sartorius, Gottingen

Techne AG, Jahnsdorf

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin

B. Braun Biotech International GmbH

NeoLab Migge GmbH, Heidelberg

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg



B.3 Chemikalien

B.3 Chemikalien

Produkt

Acrylamid

Agarose

Aminosaduren, nicht essentielle
Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ampicillin

APS

B-Mercaptoethanol
Bismethylenacrylamid
Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid
Chloramphenicol
Cobaltsulfat

Coomassie PhastGel Blue R
Coomassie Brilliantblau R-250
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

DMSO

dNTPs

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Formaldehydldsung (36,5%)
Fotales Kélberserum
Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat(III)
Kaliumdihydrogenphosphat

Hersteller

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
ABgene, Hamburg

Gibco, Karlsruhe

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Merck KGaA, Darmstadt
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Merck KGaA, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden

Merck KgaA, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen

Fluka Chemie AG, Buchs, CH

PAA Laboratories GmbH, Pasching
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

AppliChem, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Fluka, Buchs, CH

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Fluka Chemie AG, Buchs, CH
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Kupfersulfat
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Methanol

MTT
Natriumacetat
Natriumazid
Natriumborat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Natriumthiosulfat
Natronlauge
Natriumpyruvat
Nickelsulfat
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Phosphorsaure
Poly-L-Lysin
Propidiumiodid
Pyridin

RNAse freies Wasser
Salzsaure

Saponin

SDS

Silbernitrat

Sso Advanced SYBR Green Supermix
TEMED
Trans-3-Nitrostyrol
Tris (Base)
Tris-HC1

Triton X-100
Trypanblau
Trypsin

Trypton

Tween 20

Zitronensaure
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Merck KgaA, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Merck KgaA, Darmstadt

Sigma, Buchs, CH

Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, CH
Honeywell Riedel-de Haén, Seelze

Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
PAA Laboratories GmbH, Pasching
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen

Honeywell Specialty Chemicals GmbH, Seelze

Qiagen, Hilden

Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen

Honeywell Specialty Chemicals GmbH, Seelze

Bio-Rad, Miinchen

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
Merck KgaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen
Fluka Chemie AG, Buchs, CH

Sigma, Buchs, CH

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen



B.4 Biomolekiile, Kits und Fertigmedien

B.4 Biomolekiile, Kits und Fertigmedien

Produkt Hersteller

Annexin-V FITC-Kit Invitrogen, Carlsbad, USA

BSA Sigma, Buchs, CH

Cell Proliferation ELISA BrdU Roche GmbH, Basel, CH

CellTiter Blue Viability Assay Promega GmbH, Mannheim
Collagenase Typ 1 Biochrom AG, Berlin

Collagenase Typ 1 Worthington Biochemical Corp., New Jersey, USA
DMEM high glucose Gibco, Karlsruhe

Endothelial Cell Growth Medium 2 Kit PromoCell GmbH, Heidelberg

Ez4U Cell Proliferation Assay Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co. KG, Wien, A
FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching, A
Page Ruler #0661 unstained protein

ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Page Ruler #0671 prestained protein

ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Page Ruler #1841 prestained protein

ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Plasmid Midi Kit Qiagen, Venlo, NL

ProCHO4 Lonza, Koln

ProCHO5 Lonza, Koln

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Venlo, NL

B.4.1 Antikorper

Produkt Hersteller

donkey-anti-shepp-IgG-FITC Dianova, Hamburg
goat-anti-mouse-IgG-(H+L)-

alkaline phosphatase-conjugate BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
goat-anti-mouse-PE BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-anti-His-Tag Santa Cruz Biotechnology, USA
mouse-anti-human-CD31-FITC BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-anti-human-CD34-PECy5 BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-anti-human-CD73-PE BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-anti-human-CD90-FITC BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA

mouse-IgG1-FITC, Isotype Control BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-IgG1-PECyS5, Isotype Control ~ BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
mouse-IgG1-PE, Isotype Control BD Biosciences Pharmingen, New Jersey, USA
sheep-anti-rat-DII1 R$D Systems, Minneapolis, USA
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B.4.2 Primer

* vegf
- Forward: GGCCTGGAGTGTGTGCCCAC
- Reverse: CCGCTCTGAGCAAGGCCCAC
- Produktldnge: 177

* yaf2
- Forward: CGCCGAGGCCTTCAAGTGCA
- Reverse: CTGCGTGACCTGCTGTGCGA
- Produktlénge: 100

* cif3i
- Forward: GCAGGCCACGAGAGCGGAG
- Reverse: AGCTGTGTTGTCCTTAGATGCAGTG
- Produktldange: 150

* gapdg
— Forward: AACCCTGGACCACCCACCCC
- Reverse: TGTTGGGGGCCGAGTTGGGA

— Produktldnge: 69

B.5 Puffer und Losungen

Die Puffer fiir die chromatographischen Aufreinigungsverfahren sind der Ubersichtlichkeit hal-
ber direkt bei den jeweiligen Methoden in Kapitel C.6 angegeben.

Allgemein

PBS-Puffer:
137 mM NaCl, 2,7 mM KC], 4,3 mM Nay;HPOy, 1,4 mM KHyHPOy4, pH 7,5

PBST-Puffer:
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM NayHPOy, 1,4 mM KHyHPQOy, 0,5 % Tween 20, pH 7,5

SSC-Puffer:
3 M Nad(l, 0,3 M Natriumcitrat, auf pH 7,0 einstellen
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B.5 Puffer und Lésungen

Western Blot

Transfer-Puffer:
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% Ethanol, pH 8,3

TBS-Puffer:
25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4

TBST-Puffer:
25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,5% Tween 20, pH 7,4

Block-Puffer:
25 mM Tris, 150 mM NaCl, 2% BSA, 0,5% Tween 20, pH 7,4

AP-Puffer:
100 mM TrisHCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9,5

Farbentwicklungsldsung:
25 mL AP-Puffer und 250 pL Farbreagenz A und B

Bradford-Assay

Bradford-Reagenz:
25 mg Coomassie Blue G-250, 12,5 mL Ethanol (95%), 25 mL H3PO4 (85%), 250 mL dH,O

Agarosegel-Elektrophorese

TAE-Puffer:
40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM Eisessig, pH 8,5

SDS-PAGE

2x Laemmli:

250 mM Tris-HCI, 20 % Glycerin, 5 % SDS, 5 % -Mercaptoethanol, 0,1 % Bromphenolblau, pH
6,8

Trenngel (12%):

3 mL Rotiphorese Gel 40, 2,5 mL 1,5 M Tris (pH 8,8), 1,78 mL dH>O, 1 ml 1% SDS, 20 nL TEMED,
20 uL APS

Sammelgel (6%):
750 pL Rotiphorese Gel 40, 1,25 ml 1,5 M Tris (pH 6,8), 2,46 mL dH»0O, 520 uL 1% SDS, 10 pL
TEMED, 10 uLL APS

Fixierer/Entfarber fiir die Silberfarbung:
45% dH»0O, 45% Ethanol, 10% Essigsdure

Farmers Reducer:
1 Spatelspitze K3[Fe(CN)s], 1 Spatelspitze NasS,O3 in 100 mL dH>O
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Silber-Losung;:
1 Spatelspitze AgNO3 in 100 mL dH,O

Formaldehyd-Losung:
300 pL Formaldehyd in 100 mL 2,5% NaCOs-Losung

MTT-Test

MTT-Losung:
DMEM, 10% FCS, 1% P/S, 10% MTT

SDS-Losung:
10% SDS in dH>O

Durchflusszytometrische intrazelluldre Farbung

Block-Puffer:
2% FCS in PBS

Permeabilisierungslosung;:
0,1% Saponin in 2% FCS in PBS

Fixierungs-LOsung:
4% Paraformaldehyd, 0,1% Saponin, 2% FCS in PBS

B.6 Medien

ESC /iPS-Medium:
82% DMEM, 15% ECS, 1% Pen/Strep, 1% nicht-essentielle Aminosduren (100x), 0,000007% /3-
Mercaptoethanol, 1% L-Glutamin (100x), 10 ng/ml LIF

SOB-Medium:
5 g/L Hefe-Extrakt, 0,5 g/L NaCl, 10 ml/L 250 mM KCl-Losung, (fiir Platten: 1,5% Agar)
autoklavieren und anschliffend 5 ml/L sterile 2M MgCl,-Losung zugeben

CHO-Medium:

5 mL Glycin aus Stammldsung (50 mg in 20 mL PBS), 300 uL Hypoxanthin aus Stammlésung
(27,22 mg in 1,2 mL 1 M NaOH), 200 pL Thymidin aus Stammldsung (9,69 mg in 1,6 mL 1 M
NaOH), 10 mL Glutamin (100x), 5 mL P/S

mit 500 mL ProCHO4 oder 5 auf 500 ml auffiillen

HEK293T-Kultivierungsmedium:
83% DMEM, 15% FCS, 1% Pen/Strep, 1% L-Glutamin (100x)
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B.7 Software

HEK?293T-Transfektionsmedium:

87% DMEM, 10% FCS, 1% Pen/Strep, 1% Natriumpyruvat, 1% L-Glutamin (100x), 25 mM Chlo-

roquin

B.7 Software

Produkt

Ascent Software for Fluoroskan Ascent
BioLogic DuoFlow

Cell?

CellQuest

ChemSketch 12.0

Gel Pro-Analyzer 6.0

iQ5 Optical Systems Software
MFCS/DA v. 2.1. Eth
Microplate Manager 5.2.1.
Microsoft Office Excel XP
Nanodrop 1000 V3.7.1
pdfTex 1.40.11

Skanlt

TeXnic Center 1.0

Vektor NTI

WinMDI 2.8

Hersteller

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Bio-Rad, Miinchen

Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA
ACD Labs, USA

Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius-BBI-Systems GmbH, Melsungen
Bio-Rad, Miinchen

Microsoft Corporation, Redmond, USA

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

freie Software

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

freie Software

Invitrogen, Carlsbad, USA

Joseph Trotter, USA
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B.8 Bakterienstimme und Zelllinien

B.8.1 Bakterienstimme

Stamm Bezogen von
E.coli XL1 blue Agilent Technologies, Boblingen
E.coli BL21 (DE3) Novagen, Darmstadt

B.8.2 Zelllinien

Zellline CHOS™

Ein speziell fiir serumfreie Suspensionskultur (SFS) entwickelter Subklon der Zelllinie CHO/dhfr
DUKX B11.

Bezogen von: Cell Culture Service, Hamburg

Zelllinie HEK293T

Aus primdren humanen embryonalen Nierenzellen durch eine Transformation mit Adenoviren

vom Typ 5 erhaltene Zelllinie.
Bezogen von: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
schweig

HUVEC-Primérzellen

Durch Collagenase-Verdau aus einer humanen Nabelschnur isolierte Endothelzellen.

Bezogen von: Stem Cell Technologies, Grenoble, F

murine embryonale Stammzelllinie Brachyury (E14.1, 129/0la)

Die murine ES-Zelllinie E14.1, isoliert aus dem Mausstamm 129/0la, erlaubt aufgrund eines
eGFP-Transgens im brachyury-Lokus das Nachverfolgen der Mesoderm-Induktion im Verlauf
der Differenzierung [302].

Murine iPS-Zelllinie YM100 (Klon M13)
Die iPS-Zelllinie YM100 wurde generiert aus reprogrammierten murinen OG2- Fibroblasten

[297] und enthélt ein GFP-Reporterprotein unter der Kontrolle des endogenen Oct-4 Promo-
ters.

Beide Stammzellllinien wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Ulrich
Martin (Klinik fiir Herz-, Thorax-, Transplantations- und Geféafschirurgie (HTTG), Medizinische
Hochschule Hannover).
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C Methoden

C.1 Zellkulturmethoden

C.1.1 Kultivierung von CHO-Zellen

Die CHO®*®-Zellen werden in Lochplatten oder T-Flaschen statisch kultiviert, bei dynamischen
Kultivierungen werden fiir Schiittelkolben 110 rpm und bei Spinnerflaschen 80 rpm verwendet.
Alle diese Kultivierungen werden im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO, und maximaler
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Nach maximal fiinf Tagen werden die Zellen subkultiviert bzw. expandiert. Hierfiir werden
sie bei 180 g fiir fiinf Minuten zentrifugiert und das erhaltene Pellet anschliefSend in frischem

vorgewdrmten Medium bei einer Zelldichte von 400.000 Zellen/mL resuspendiert.

C.1.1.1 Kultivierung im Bioreaktor

Die Kultivierung erfolgt in einem 2L-Glasreaktor mit einem Arbeitsvolumen von 1500 mL. Fiir
die Prozesssteuerung wird eine Biostat Bplus-Steuereinheit verwendet. Nach der Autoklavie-
rung des Rektors wird dieser tiber eine Animpfflasche mit 1000 mL Medium befiillt, welches
auf 37°C temperiert und mit Luft gesittigt wird um den 100% Kalibrationspunkt fiir den O»-
Sensor zu erhalten. Anschlieflend wird die Luft mit Stickstoff verdrangt um den 0% Kalibra-
tionspunkt zu erhalten. Der Kultivierung wird durchgefiihrt bei 50% 05 (entspricht 10,5% Ab-
solutsauerstoff). Der pH-Wert mittels eines pH-Meters per Feedback-Kontrolle mit 1 M NaOH
und 1 M HCl auf 7,2 reguliert und konstant gehalten. Mit 600-10° Zellen (400.000 Zellen/mL)
aus Spinnerkultivierungen wird der Reaktor angeimpft und mittels eines Drei-Blatt-Segement-
Riihrers bei 200 rpm geriihrt. Die Probenentnahme erfolgt mit einer Spritze tiber eine Bakteri-

enfalle.

C.1.1.2 Kryokonservierung

Dem jeweiligen Kultivierungsmedium werden 10% DMSO zugesetzt um das Kryomedium zu
erhalten. Die Zellen werden gezihlt, fiir fiinf Minuten bei 180 g abzentrifugiert und in der ge-
wiinschten Konzentration im gekiihlten Kryomedium resuspendiert. Nach dem Aliquotieren
in Kryorohrchen werden die Zellen fiir 24 Stunden in einer Gefrierbox mit 100% Isopropanol
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bei -80°C eingefroren und anschliefsend in fliissigen Stickstoff fiir die Langzeitlagerung tiber-
fiihrt.

C.1.1.3 Revitalisierung

Das Kryorshrchen wird durch Schwenken im 37°C-Wasserbad erwédrmt bis nur noch Kern ge-
froren ist. Anschlieflend wird der Inhalt des Kryorohrchens in ein 15 mL-Tube tiberfithrt und
2 mL auf 37°C erwdrmtes Medium zugegeben. Nach einer Wartezeit von einer Minute wird
unter leichtem Schiitteln tropfenweise warmes Medium zugegeben bis 10 mL Gesamtvolumen
erreicht sind. Das Tube wird fiir fiinf Minuten bei 180 g zentrifugiert und nach Abnahme des
Mediums das Pellet in dem gewiinschten Volumen Medium bei einer Zelldichte von 400.000

Zellen/mL resuspendiert.

C.1.2 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Die Kultivierung erfolgt im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO; und maximaler Luftfeuch-
tigkeit in T-Flaschen oder 6-Loch-Platten mit DMEM mit 15% FCS.

Zum Passagieren wurde nach dem Absaugen des Mediums, mit PBS gewaschen und 1 mL
Trypsin/25 cm? Flaschenfliche zugegeben. Nach 3 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die
Flasche geschiittelt, unter dem Mikroskop kontrolliert ob sich alle Zellen abgelst haben und
ein Volumen Kultivierungsmedium zugegeben. Nun kénnen die Zellen gezihlt, bei 400g fiir 3
Minuten abzentrifugiert und mit einer Dichte von 80.000 Zellen/cm? in frischem Medium neu

ausgesidt werden.

Die Kryokonservierung und Revitalisierung erfolgen mit der hier angegebenen Aussaatdichte
und Zentrifugationszeit und -geschwindigkeit wie bei den CHO-Zellen.

C.1.3 Kultivierung von mES- und miPS-Zellen

Die Kultivierung der mES- und iPS-Zellen erfolgt in DMEM-Medium (mit den entsprechenden
Zusédtzen) in Petrischalen bei 37°C, 5% CO; und maximaler Luftfeuchtigkeit. Spétestens nach
vier Tagen werden die Zellen subkultiviert oder expandiert. Dabei miissen die Zellsphédren mit-
tels Trypsin getrennt werden. Hierfiir wird die Zellsuspension abgenommen und folgenderma-
en behandelt:

e Fiir drei Minuten bei 140 g zentrifugieren.

Pellet in PBS resuspendieren.

Fiir drei Minuten bei 140 g zentrifugieren.

Pellet in 500 pL Trypsin resuspendieren.

Tube eine Minute im 37°C Wasserbad schiitteln.
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¢ 500 pL FCS zugeben.

¢ Zellen durch auf- und abpippetieren vereinzeln.
¢ Zellzahl bestimmen.

¢ Fiir drei Minuten bei 140 g zentrifugieren.

¢ In entsprechendem Volumen Medium resuspendieren. Die Aussaat erfolgt bei den ESCs
mit einer Dichte von 20.000 Zellen/mL und bei den iPSCs mit 40.000 Zellen/mL.

C.1.4 Kultivierung von HUVE-Zellen

Die Kultivierung erfolgt im Inkubationsschrank bei 37°C, 5% CO, und maximaler Luftfeuchtig-
keit in T-Flaschen oder Loch-Platten mit Endothelzellmedium aus dem Endothelial Cell Growth
Medium 2 Kit (PromoCell, Heidelberg).

Zum Passagieren wurde nach dem Absaugen des Mediums, mit PBS gewaschen und 1 mL
Accutase/25 cm? Flaschenflache zugegeben. Nach 5 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die
Flasche geschiittelt, unter dem Mikroskop kontrolliert ob sich alle Zellen abgeltst haben und
ein Volumen PBS + 10% FCS zugegeben. Nun konnen die Zellen gezéhlt, bei 200g fiir 5 Minuten
abzentrifugiert und mit einer Dichte von 4.000 Zellen/cm? in frischem Medium neu ausgesit

werden.

Die Kryokonservierung und Revitalisierung erfolgen mit der hier angegebenen Aussaatdichte
und Zentrifugationszeit und -geschwindigkeit wie bei den CHO-Zellen.

C.1.5 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die manuelle Bestimmung der Zellzahl und Vitalitét erfolgte mittels einer Neubauer-Zahlkam-
mer am Mikroskop. Die entsprechende Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen 5%
Trypanblau-Losung (bzw. 0,5% fiir ES- und iPS-Zellen) vermischt ind fiir 60 s inkubiert. Der
blaue Farbstoff konnte in die toten Zellen ohne Zellmembran hinein diffundieren, wodurch sie
anschlieffend unter dem Mikroskop optisch unterscheidbar wurden. Die toten und lebenden
Zellen in den Grofiquadraten der Zellkammer wurden seperat ausgezahlt und anschliefSind mit
dem Faktor 5000 multipliziert um die Zellzahl pro mL zu erhalten. Die Vitalitat ist anschlieflend

berechenbar als Quotient aus Lebend- und Gesamtzellzahl.

Fiir die automatische Zellzahlbestimmung wurde der TC-10 Automated Cell Counter von Bio-
Rad verwendet. Die Probenvorbereitung war dquivalent zu jener bei der manuellen Bestim-

mung. Er wurde ausschliefSlich fiir CHO-Zellen eingesetzt.
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C.1.6 MTT-Test

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) ist ein Tetrazoliumsalz, wel-
ches in lebenden Zellen zu violettem Formazan reduziert wird [303]. Eine Solubilisierungslo-
sung (hier SDS-Losung) wird anschlieffend zugegeben um das unlosliche Formazan aufzulo-
sen und eine violette Losung zu erzeugen, dessen Absorption proportional zur Zellviabilitat
ist.

Durchfithrung Der Assay wird durchgefiihrt in 96-Loch-Platten in welchen die Zellen in der
gewiinschten Dichte (hier zwischen 500 und 2000) ausgesat und fiir die benotigte Dauer kul-
tiviert werden. Dann wird das Medium aus den Kavitdten der 96-Loch-Platte wird vorsichtig
abgesaugt und jeweils 110 pL DMEM-Medium inkl. 10% MTT-Loésung werden zugegeben. Zu-
sdtzlich wird in leeren Kavitdten vierfach eine Nullwertmessung angesetzt. Nach vier Stunden
Inkubation bei 37°C werden jeweils 100 pL SDS-Lésung zugeben und 24 Stunden bei 37°C inku-
biert. Die Messung erfolgt abschliefSend bei 570 nm gegen 630 nm als duale Endpunktmessung

im Plattenleser.

C.1.7 BrdU-Inkorporationsassay

Bei BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridin) handelt es sich um ein synthetisches Analogon von Thy-
midin. In proliferierenden Zellen muss die DNA repliziert werden bevor Teilung stattfinden
kann. Wenn BrdU in der Kultur vorliegt wird dieses an Stelle von Thymidin in die DNA ein-
gebaut und kann mittels spezifischer monoklonaler anti-BrdU-Antikorper in einem ELISA-

Prozess quantifiziert werden [304].

Durchfiithrung Der Assay wird durchgefiihrt in 96-Loch-Platten in welchen die Zellen in der
gewiinschten Dichte (hier zwischen 500 und 2000) ausgesat und fiir die benttigte Dauer kul-
tiviert werden. Am Tag der Durchfithrung wird die BrdU labeling solution so mit Medium ver-
diinnt, dass eine Endkonzentration von 10 pM BrdU vorliegt. Nach der Zugabe wurden die
Zellen fiir drei Stunden bei 37°C und 5% COy inkubiert. AnschlieSend wird das Medium ab-
gesaugt und in jede Kavitat 200 uL FixDenat solution gegeben. Nach 30-mintitiger Inkubation
wurde die FixDenat solution griindlich aber vorsichtig geleert und je 100 uL anti-Brdu-POD wor-
king solution zugegeben. Nach 90-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde auch diese
Losung griindlich aber vorsichtig geleert und jede Kavitat dreifach mit je 200 uL washing solution
gewaschen. Abschlieffend wurde jeweils 100 uL substrate solution zugegeben und die auftreten-
de Farbentwicklung nach 20 Minuten durch Zugabe von je 25 pL. 1M Schwefelsdure gestoppt.
Die Messung erfolgte am Spektrophotometer bei 450 nm mit einer Referenzwellenldnge von
690 nm.
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C.1.8 Ez4U-Proliferationsassay

Dieser Test basiert auf dem XTT-Assay. XTT (Natrium-3,3’-(1-phenylaminocarbonyl)-3,4- te-
trazolium-bis-(4-methoxy-6-nitro)benzensulfonsdure) wandelt sich in Anwesenheit des Elek-
tronentibertragers PMS (N-Methyldibenzopyrazinmethylsulfat) in ein orangefarbenes losliches
Formazan um. Im Gegensatz zum MTT-Test ist hier also kein eigener Schritt zum Losen des

Formazans nétig [15].

Durchfithrung Der Assay wird durchgefiihrt in 96-Loch-Platten in welchen die Zellen in der
gewiinschten Dichte (hier zwischen 500 und 2000) ausgesat und fiir die benétigte Dauer kulti-
viert werden. Das Ez4U-Substrat wird in der Aktivatorlosung geldst, auf 37°C erwdarmt und in
jede Kavitat werden 10% des Volumens gegeben. Nach zwei- bis fiinfstiindiger Inkubation bei
37°C und 5% CO, wird die Absorption bei 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 630 nm

am Spektrophotometer ausgemessen.

C.1.9 Cell Titer Blue-Assay

Der fiir diesen Assay verwendete Farbstoff ist das blaue nicht-fluoreszierende Resazurin (7-
Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide). Er wird in Mitochondrien reduziert zum pinken stark
fluoreszierenden Resorufin. Der Grad der Fluoreszenz ist also ein Maf3 fiir die metabolische Ak-

tivitiat lebender Zellen.

Durchfithrung Der Assay wird durchgefiihrt in 96-Loch-Platten in welchen die Zellen in der
gewiinschten Dichte (hier zwischen 500 und 2000) ausgesidt werden. Nach der entsprecheden
Kultivierungsdauer wird in jede Kavitit auf 10% Gesamtvolumen Cell Titer Blue-Reagenz ge-
geben und fiir 3 oder 4 Stunden bei 37°C und 5%CO, inkubiert. Nun kann die Fluoreszenz bei
560 (Anregung) und 590 nm (Emission) bestimmt werden.

C.1.10 Primarzellisolation von Nabelschnurendothelzellen

Die Nabelschnur wird in Cordpuffer gelagert und die Enden mit einem geraden Schnitt ent-
fernt. Zunachst wird die Vene mit einer runden Kaniile versehen und mittels einer Spritze mehr-
fach mit Cordpuffer gespiilt. Das untere Ende wird verschlossen und mittels einer Spritze wird
die Nabelschnur mit der entsprechenden Collagenaseldosung gefiillt. Nach dem Verschlieflen
der Nabelschnur wird diese fiir 25 Minuten bei 37°C inkubiert. Dabei wird durch die Colla-
genase die intrazelluldre Matrix abgebaut. Die Collagenaselosung wird in einen 50 mL-Tube
tiberfiihrt und die Schnur mit 20 mL Cordpuffer gespiilt, welcher ebenfalls in das 50 mL-Tube
tiberfiihrt wird. Die Zellsuspension wird fiir fiinf Minuten bei 500 g abzentrifugiert, das Pel-

let in 3 mL Medium resuspendiert und in eine 25er T-Flasche {iberfiihrt. Am darauffolgenden

105



C Methoden

(a) Injektion der Collagenase-Losung (b) VerschliefSen der Nabelschnur

Abbildung C.1: Fotos von der Primérzellisolation aus einer Nabelschnur.

Tag wird kontrolliert ob die Zellen angewachsen sind und falls dies der Fall ist, das Medium
gewechselt.

C.1.11 Lipofektion mit dem FuGene6-Kit

Die theoretischen Grundlagen der Lipofektion werden in Kapitel 2.1.1.2 erortert.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 300.000/mL in je 2
mL Medium in 6-Loch-Platten ausgesit. Es werden drei Transfektionsansitze angefertigt mit
Reagenz:DNA-Verhiltnissen von 6:1, 3:1 und 3:2, sowie drei Kontrollansédtze die nur Reagenz
enthalten. Zundchst wird das Transfektionsreagenz mit ProCHO5-Medium verdiinnt, dazu wer-
den zweimal je 97 pL (3:1), 98,5 pL (3:2) und 94 pL (6:1) Medium vorgelgt. Das Transfektions-
reagenz wird nun direkt in das Medium pipettiert, 1,5 puL in die ersten, 3 puL in die zweiten
und 6 pL in die dritten Ansdtze. Nach kurzem Vortexen werden die Ansdtze fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In jeweils einen der drei Doppelansitze wird nun je 1 ng DNA ge-
geben. Nach kurzen Mischen wird fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch
wird nun tropfenweise zu den Zellkulturen gegeben, welche dabei leicht geschiittelt werden um
gleichméflige Verteilung sicherzustellen. Spétestens nach zwei Tagen sollte das Medium durch
frisches ersetzt werden.
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C.1.12 Lipofektion mit dem TurboFect-Transfektionsreagenz

Es werden 500.000 Zellen pro Kavitat einer 24-Loch-Platte in 1 mL Medium vorgelegt. Die be-
notigte Menge DNA wird in je 100 pL ProCHO-Medium gegeben und dann werden 2 puL Trans-
fektionsreagenz zugegeben. Das Gemisch wird fiir 15-20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Gemisch wird nun tropfenweise zu den Zellkulturen gegeben, welche dabei leicht geschiit-
telt werden um gleichmaflige Verteilung sicherzustellen. Spétestens nach zwei Tagen sollte das

Medium durch frisches ersetzt werden.

C.1.13 Calciumphosphatprazipitation von CHO-Zellen
C.1.13.1 Protokoll I, adaptiert nach AG Schambach

Es werden 1,4 pg Plasmid mit Wasser auf 114 pL aufgefiillt und 16 pL 2,5M CaCly-Losung
zugeben. Separat werden 130 pL 2xHBS vorgelegt und die DNA /CaCl,-Mischung zur 2xHBS-
Losung tropfenweise zugeben. Dabei muss die 2xHBS-Losung mit Luft durchstromt werden, so
dass ein konstanter Strom seperater Blasen entsteht. Die Losung wird anschlieffend 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann werden 800 pL altes Medium vorsichtig abgenommen und
800 pL neues Medium zugegeben. Nachfolgend wir die DNA /CaCl,-Mischung zu den Zellen
in der gewiinschten Menge zugegeben. Nach einer Inkubation von 12 Stunden bei 37°C und 5%
CO; wird das Medium entsprechend dem Standardprotokoll gewechselt.

C.1.13.2 Protokoll II, adaptiert nach AG Flemington

Sechs Stunden vor der Transfektion wird das Medium gewechselt.

Es werden 18 pL 2x HBS-Losung vorgelegt und die Plasmid-/Carrier-DNA-Mischung und 1,1
pg 2,5M CaClp-Losung zugegeben. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die Mi-
schung tropfenweise auf die Zellen geben und vorsichtig gemischt. Nach 18 Stunden bei 37°C
und 5% CO; wird das Medium gewechselt.

C.1.14 Calciumphosphatprazipitation von HEK293T-Zellen

Die Zellen werden einen Tag vor der Durchfiihrung in T25-Flaschen in 1 mL Medium ausgesiit.
Fiir die Transfektionsmischung wurden 1,6 pg Plasmid mit dH2O auf 140 pL aufgefiillt und
18 pL 2,5 M CaCl,-Losung zugegeben. Anschlieffend wurden 158 ng 2xHBS-Losung in einem
15 mL Tube vorgelegt und die DNA /CaCl,-Mischung zur 2xHBS-Losung tropfenweise zuge-
ben. Dabei muss die 2xHBS-Loésung mit Luft durchstromt werden, so dass ein konstanter Strom
seperater Blasen entsteht. Die Losung wird anschliefiend 20 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Dann wird das alte Medium abgesaugt und 1 mL Transfektionmedium zugegeben. Nach-
folgend wir die DNA /CaCly-Mischung zu den Zellen in der gewiinschten Menge zugegeben.
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Nach einer Inkubation von 12 Stunden bei 37°C und 5% CO; wird das Medium entsprechend
dem Standardprotokoll gewechselt.

C.1.15 Einzelzellklonierung per Verdiinnungsmethode

Dieses Verfahren basiert auf einer in [305] entwickelten Methode.

Die eigentlichen Ansédtze werden mit einer Zelle pro 3 Kavitidten angefertigt um sicher zu sein,

dass nicht mehrere Zellen pro Ansatz vorliegen. Zusétzlich werden als Kontrolle noch jeweils

eine Platte mit 10 Zellen und eine mit 1 Zelle pro Kavitit angefertigt.

Vorbereitung der 96-Loch-Platten In alle Kavitdten der 96-Loch-Platten, welche am Rand lie-
gen werden 200 pL PBS gegeben, da hier verstarkt Verdunstung auftritt konnen sie nicht genutzt

werden. In alle anderen Kavititten wird jeweils 100 pL konditioniertes Medium (Medium in

dem ein Tag lang kultiviert wurde, steril filtriert) mit 200 pg/mL Zeocin vorgelegt.

Durchfiihrung der Verdiinnung

Die Ausgangskonzentration betrug 2,4-10° Zellen/mL.

2,4 mL der Ausgangslosung werden zu 7,6 mL frischem Medium gegeben um eine Kon-
zentration von 10.000 Zellen/mL zu erhalten.

110 pL mit 10.000 Zellen/mL werden zu 9,89 mL frischem Medium und 22 pL Zeocin
gegeben um eine Konzentration von 100 Zellen/mL zu erhalten.

In eine 96-well-Platte werden in jede Kavitat 100 pL der 100 Zellen/mL-Suspension gege-

ben um eine Konzentration von 10 Zellen/Kavitit zu erhalten.

1,8 mL mit 100 Zellen/mL werden zu 16,2 mL frischem Medium und 32 puL Zeocin gege-

ben um eine Konzentration von 10 Zellen/mL zu erhalten.

In eine 96-well-Platte werden in jede Kavitdt 100 uL der 10 Zellen/mL-Suspension gege-

ben um eine Konzentration von 1 Zelle /Kavitit zu erhalten.

11 mL mit 10 Zellen/mL werden zu 22 mL frischem Medium und 44 puL Zeocin gegeben
um eine Konzentration von 3,33 Zellen/mL zu erhalten.

In fiinf 96-well-Platten werden in jede Kavitdt 100 uL der 3,33 Zellen/mL-Suspension

gegeben um eine Konzentration von 1 Zelle/3 Kavitidten zu erhalten.

C.1.16 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die Zellsuspension wird fiir vier Minuten bei bei 300 g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird

mit PBS gewaschen und anschlieffend im gewtinschten Puffer resuspendiert, dem auf 1/1000
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Volumen Triton X zugegeben wurde. Die Sonifizierung wird unter Eiskiihlung fiir acht mal 30
Sekunden mit je 30 Sekunden Pause mit den folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Cycle: 0,5,
Amplitude: 100%. Der erhaltene Aufschluss wird fiir fiinfzehn Minuten bei 10.000 g zentrifu-
giert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und durch einen 0,2 pm-Filter filtriert. Das
Pellet wird verworfen.
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C.2 Proteinbiochemische Methoden

C.2.1 TCA-Fallung

Die zu fallende Probe wird mit 100% Trichloressigsdure (TCA) auf eine TCA-Endvolumen von
10% gebracht und anschliefsend fiir fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Das gefillte Protein wird fiir
mindestens fiinfzehn Minuten bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert und nach dem
Verwerfen des Uberstandes in 20 ul 1,5M Tris-Puffer resuspendiert.

C.2.2 Bradford-Assay

Mit dem Bradford-Assay [306] lassen sich Proteinkonzentrationen im pg/mL Bereich photo-
metrisch bestimmen. Der verwendete Farbstoff Coomasie-Brilliant-Blue hat ungebunden ein
Absorptionsmaximum von 470 nm. In saurer Losung bildet er mit kationischen und unpola-
ren Seitenketten von Proteinen Komplexe wodurch sich sein Absorptionsmaximum auf 595 nm
verschiebt [307]. Die Zunahme dieser Absorption ist ein Mafs fiir die Proteinkonzentration der

entsprechenden Losung.

Durchgefiihrt wird der Assay in 96-Loch-Platten-Format mit BSA als Referenzprotein im Kon-
zentrationsbereich von 0 bis 2000 png/mL. Es werden in Drei- oder Vierfachbestimmung jeweils
10 pL der Test- bzw. Referenzldsungen vorgelegt und 300 uL Bradford-Reagenz zugegeben.
Nach zehnminiitiger Inkubation werden die Platten vorsichtig 30 Sekungen geschiittelt und

anschlieffend im Spektralphotometer bei 595 nm mit der Software Skanlt ausgemessen.

C.2.3 BCA-Assay

Der Bicinchoninsdure-Assay (BCA, nach engl. bicinchoninic acid [308]) beruht auf der Biuret-
Reaktion, bei welcher Proteine mit zweiwertigen Kupferionen Komplexe bilden. Die Petidbin-
dungen der Proteine reduzieren dies anschlieBend zu Cu™. Der Cu™-Gehalt der Losung ist also
proportional zur Proteinkonzentration. Durch Komplexierung des einwertigen Kupfers durch
die Bicinchoninsdure kommt es zur Bildung eines pinkfarbenen Komplexes mit einem Absorp-

tionsmaximum von 562 nm.

Durchfiihrung Durchgefiihrt wird der Assay in 96-Loch-Platten-Format mit BSA als Refe-
renzprotein im Konzentrationsbereich von 0 bis 2000 pg/mL. Es werden in Vierfachbestim-
mung jeweils 25 pL der Test- bzw. Referenzlosungen vorgelegt und 200 nL Reagenz zugegeben,
welches zuvor frisch aus den Losungen A und B im Verhiltnis 50:1 angesetzt worden ist. Nach
griindlichem Mischen werden die Platten fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschliefSend
die Absorption bei 562 nm bestimmt.

110



C.2 Proteinbiochemische Methoden

C.2.4 Densitometrie

In imidazolhaltigen Losungen kann der Proteingehalt nicht {iber eine UV-Messung bei 280 nm
oder eine der klassischen Quantifizierungsmethoden erfolgen. Hier wird die Densitometrie an-
gewandt, da im SDS-PAGE-Gel die Proteine von der storende Losung befreit vorliegen. Ne-
ben den zu quantifizierenden Proben wird hierbei eine BSA-Standardreihe mit Konzentratio-
nen zwischen 100 und 500 ng/mL aufgetragen. Das Coomasie-gefarbte-Gel wird digitalisiert
und mittels der Software Gel Pro-Analyzer 6.0 wird die Intensitidt der Banden bestimmt und
eine Quantifizierung durch Vergleich mit der Kalibrationsreihe ermoglicht.

C.2.5 SDS-PAGE

Das sodium dodecyl sulfate (SDS, H3C-(CH3)11-O-SO; Na™) assoziiert mit den Polypeptidketten
von Proteinen, wodurch es zu negativer Aufladung durch die Sulfat-Gruppen kommt. Dies
hat zur Folge, dass die urspriingliche Ladung des Proteins maskiert wird und sich ein re-
lativ konstantes Verhéltnis von Ladung zu Masse ergibt. Zusitzlich werden durch SDS, -
Mercaptoethanol und Erhitzung auf 95°C Sekundir-, Tertidr- und Quartérstruktur, sowie Di-
sulfid- und wasserstoffbriickenbindungen gebrochen so dass alle Proteine in einer ellipsoiden
Form vorliegen. Die Polypeptidketten zeigen daher ein einheitliches Wanderungsverhalten im
elektrischen Feld, so dass sie bei der Gelelektrophorese gemafs ihrer Molmasse aufgetrennt
werden. Polyacrylamid bildet inerte und besonders stabile Gele aus. Die Polymerisation des
Acrylamids (HoC=CH-CO-NH3;) erfolgt als Copolymerisation mit dem Vernetzer Bisacrylamid
(CH2(NH-CO-CH=CHy>)3). Als Polymerisationsstarter dient APS (Ammoniumperoxodisulfat,
kurz Ammoniumpersulfat, (NH4)2520g) mit TEMED ((H3C)2N-CH2-CH>-N(CH3s)2) als Kata-
lysator. Die Polymerisation erfolgt unter Luftausschluss, da Sauerstoff zum Kettenabbruch fiih-
ren wiirde. Um schérfere Banden zu erhalten werden meist diskontinuierliche Elektrophoresen
durchgefiihrt, wobei iiber das engporige Trenngel ein weitporiges Sammelgel gegossen wird.

Die Gele konnen entweder direkt entwickelt oder anschliefSend geblottet werden.

Durchfiihrung Es werden 12%ige oder 15%ige Trenngele und 6%ige Sammelgele verwendet.
Zuerst wird das Trenngel gegossen und zum Polymerisieren mit Wasser iiberschichtet, welches
anschlieffend wieder entfernt wird. Vor dem Auftragen werden die Proben, versetzt mit Pro-
benauftragspuffer (2x Laemmli) fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Beim Sammelgel wird eine
Spannung von 80 V, beim Trenngel eine von 160 V angelegt und das Gel laufen gelassen bis die
Lauffront das Ende des Gels erreicht.

C.2.5.1 Silberfarbung
Zum Farben mit Silber werden die Gele zunéchst fiir 30 Minuten in einer Fixierlosung inkubiert

welche Fisessig und Ethanol enthélt und durch welche die Proteine ausfallen und nicht weiter

innerhalb des Geles wandern bzw. diffundieren konnen. Nach Waschen mit Wasser wird das
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Gel fiir 180 Sekunden in Reduziererlosung inkubiert und anschliefSend abermals mit Wasser ge-
waschen. Aus der dann fiir 30 Minuten zugegebenen Silbernitratlésung lagern sich Ag*-Ionen
an die Proteine an. Diese werden abschliefSend durch die Zugabe von alkalischem Formaldehyd
zu elementarem Silber reduziert. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode ist mit 0,1 bis 1 ng

pro Bande deutlich geringer als bei der Coomassiefarbung.

C.2.5.2 Coomassie-Firbung

Zum Féarben mit Coomasie werden die Gele zunédchst fiir 60 min in der Coomassie-Losung
inkubiert, welches sich an die basischen Seitenketten der Proteine anlagert und diese damit
unspezifisch farbt. Anschlieflend wird ins Gel eingelagerte Farbstoff durch Waschen mit einer
Entfarberlosung entfernt. Dieser Vorgang wird wiederholt bis sich das gewiinschte Banden zu

Hintergrund-Verhiltnis eingestellt hat.

C.2.6 Western Blot

Beim Western Blotting werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf einer geeigneten
Tragermembran (hier eine PVDF-Membran) immobilisiert um anschlieflend immunologisch
nachweisbar zu sein [309][310]. Dabei wird ein Peroxidase-gekoppelter Sekundarantikorper
verwendet, welcher durch Katalysierung einer Farbstoffbildungsreaktion die Detektion ermog-
licht.

Durchfiihrung Die PVDF-Membran wird zundchst mit 96% Ethonal gewaschen und anschlie-
Bend zusammen mit dem SDS-Gel, den Filter- und den Filzpapieren in Transferpuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glycin, 10% Ethanol, pH=8,3) d4quibriliert. Die Blotkammer wird mit Transferpuf-
fer gefiillt.

Der Proteintransfer wird bei 2mA /cm?Gelflache fiir 60 min unter Eiskiihlung durchgefiihrt.

Die Entwicklung der Membran erfolgt anschliefSend folgendermafSen:
¢ 5 min in dH>O waschen.

* 1 hin Blockpuffer (TBS (25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH=7,4) mit 2% BSA und 0,5% Tween

20) inkubieren.
¢ 2 hmit der primdren Antikdrperldsung inkubieren.
¢ 3 mal 5 min waschen mit Blockpuffer.

* 1hinder sekunddren Antikdrperldsung (goat-anti-mouselgG-(H+L)-alkaline-phosphatase-
conjugate) 1:3000 in TBS mit 0,5% Tween 20) inkubieren.

¢ 3 mal 5 min waschen mit TBST.

¢ 2 mal 10 min waschen mit TBS.

112



C.2 Proteinbiochemische Methoden

¢ 5 min waschen mit AP Puffer (aus AP Conjugate Substrate Kit von BioRad).

Die Bandenentwicklung wird ausgeldst durch Zugabe der Farbentwicklungslosung (25 mL AP
Puffer und je 250 nL Farbreagenz A und B (fertige Losungen aus B-CIP und NBT aus dem AP
Conjugate Substrate Kit von BioRad). Wenn die benotigte Bandenintensitat erreicht ist wird die
Farbung mit dH»O gestoppt und die Membran an der Luft getrocknet.

C.2.7 Vorbereitung der Zellkulturiiberstiande fiir die FPLC

Die Uberstdnde werden fiir 30 min bei 4000 rpm zentrifugiert und die Pellets verworfen. Die
dabei erhaltenen Uberstinde werden steril filtriert durch einen 0,2 um-Filter. Mittels einer Vi-
vaflow 50-Membran mit einer der Proteingroe angepassten Ausschlussgrenze werden die Uber-
stande auf das benoétigte Volumen aufkonzentriert. Wenn das benotigte Volumen unterhalb des
Totvolumens der Vivaflow 50-Einheit von 14 mL liegt, wird zum weiteren Konzentrieren ein
Vivaspin 20-Zentrifugalkonzentrator eingesetzt. Je nach weiterem Vorgehen wird anschliefSend
der pH-Wert der erhaltenen Losung auf den des Bindungspuffers eingestellt oder sie wird mit

dem entsprechenden Bindungspuffer verdiinnt.
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C.3 Mikrobiologische Methoden

C.3.1 Bakterientransformation

Es wurden E.coli XL1 blue verwendet und nach dem folgenden Protokoll transformiert:
* 20 ng Vektor mit 150 pL kompetenten Zellen mischen.
* 15 min auf Eis inkubieren.
¢ 2 min Hitzeschock: 2 min bei 42°C unter Schiitteln (300 rpm) inkubieren.
e 2 min auf Eis inkubieren.
* 900 pL SOC-Medium zugeben.
* 60 min bei 37°C unter Schiitteln (300 rpm) inkubieren.
* 3 min bei 3000 rpm zentrifugieren.
 Uberstand verwerfen.
¢ Pellet in SOB-Medium resuspendieren.
¢ Auf SOB-Platten mit Ampecilin ausplattieren.
¢ Bei 37°C uiber Nacht wachsen lassen.

Neben den transformierten Bakterien werden als Negativkontrolle auch untransformierte aus-
plattiert. Wenn die entsprechenden Platten leer bleiben, kann man die angewachsenen transfor-

mierten Bakterien zum Animpfen einer Fliissigkultur verwenden.

C.3.2 Kultivierung von E.coli zur Vektoramplifikation

Die auf den Ampecilin-versetzten Platten gewachsenen Kolonien werden verwendet um 100
mL-Schiittelkolbenkulturen anzusetzen. Hierfiir werden SOB-Medium und Doppelschikanekol-
ben verwendet und es wird fiir 18 Stunden bei 130 rpm und 37°C kultiviert. Aus den durch
Zentrifugation geernteten Bakterien werden anschliefsend die Plasmide aufgereinigt (siehe Ab-
schnitt C.5.5).

C.3.3 Kultivierung und Aufschluss von E.coli zur Expression des
trx-his-tev-hLIF-Fusionsproteins

Mit den Kryokulturen werden 20 mL-Schiittelkolben-Vorkulturen in LB-Medium mit Ampeci-
lin angesetzt, welche tiber Nacht bei 37°C und 130 rpm in Schikanekolben kultiviert werden.
Die 100 mL-Hauptkultur wird mit 2 mL Vorkultur angeimpft und unter Vorkulturbedingun-
gen kultiviert bis eine OD von 0,8 erreicht ist. Dann wird die Expression durch zugabe von 0,5
mM IPTG induziert und die Kultivierungsbedingungen auf 23°C und 150 rpm gedndert. Acht
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Stunden nach der Induktion (bei einer OD zwischen 2,0 und 2,5) werden die Kulturen durch

zentrifugation (4000 g) geerntet. Die Pellets werden bei -20°C gelagert.

Vor dem Aufschluss werden die Pellets auf eine OD von 10 in Bindungspuffer resuspendiert.
In Aliquots von maximal 10 mL werden diese nun per Ultraschall (Pulsdauer 1s, 100 W, 3x 60
sec, je 60 sec Pause, Eiskiihlung) aufgeschlossen. Nach dem Abzentrifugieren (max. rpm, 15
min, 4°C) werden die Lysate durch einen 0,2 um-Filter filtriert und kénnen nun auf die FPLC

aufgetragen werden.
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C.4 Durchflusszytometrische Methoden

Mit einem Durchflusszytometer konnen gleichzeitig die Streulicht- und verschiedene Fluores-
zenzeigenschaften von Zellen bestimmt werden. Die Streulichtmessungen lassen dabei Riick-
schliisse auf Zelleigenschaften wie Grofie und Granularitit zu, wahrend die Fluoreszenzkanile
fir die Farbung der Zellen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern
verwendet werden konnen. Durch die Kombination mit einem Zellsortierer (FACS) kénnen so

auch gezielt bestimmte Subpopulationen der Zellkulturen isoliert werden.

C.4.1 Sortierung per FACS

Es wird das FACS Vantage SE mit der CellQuest Software von Becton Dickinson verwendet.

C.4.1.1 Sortierung CD31-positiver Zellen

Zum Einstellen des Gerites und der Gates wird eine Probe von (i.d.R.) 10.000 Zellen vermes-
sen, welche noch nicht sortiert werden, aber ebenso wie die zu sortierenden Zellen mit dem

entsprechenden Antikorper inkubiert wurden.

Das erste Gate wird im Front Scatter (FS) gegen Side Scatter (SS)-Modus gesetzt, hier werden
alle Partikel welche zu klein sind um Zellen zu sein (also sowohl kleine FS- als auch SS-Werte
aufweisen) ausgeschlossen. Mit dem zweiten Gate sollen Aggreagte ausgeschlossen werden.
Bei einer Auftragung der Flache gegen die Peakhohe der FS- oder SS-Werte wird ein Positivga-
te entlang der Winkelhalbierenden gesetzt. Um tote Zellen auszuschliefsen wird der jeweiligen
Kultur PI zugesetzt und die PI-positive Subpopulation im FL3-Kanal per Gate ausgeschlossen.
Zudem wird das Gerdt im Counter-Modus betrieben. (Dies bedeutet, dass wenn zwei aufein-
anderfolgende Events in ihren Fluoreszenzeigenschaften stark voneinander abweichen werden
sie beide ausgeschlossen.) Die Zellen werden in PBS mit 2% FCS (zum Blocken) resuspendiert
und mit 1 pug anti-CD31-FITC-Antikorper (pro 10° Zellen) versetzt und fiir 15 Minuten bei 4°C
inkubiert (die geringe Temperatur soll die Ausbildung unspezifischer Bindungen vermindern).
AnschliefSend werden die 20% der Zellen isoliert, deren Fluoreszenz im FL1-Kanal am hochsten
ist.

C.4.1.2 Sortierung anhand der GFP-Fluoreszenzintensitit

Die Einstellungen des Gerétes beziiglich des Ausschlusses der toten Zellen, Partikel und Aggre-
gate entsprechen dem Protokoll fiir die CD31-Sortierung. Es werden die 10% bzw. 30% Zellen
sortiert, deren Fluoreszenz im FL1-Kanal am hochsten ist.
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C.4.2 Einzelzellklonierung per FACS

Die Grundeinstellungen um Partikel, Aggregate und tote Zellen auszuschliefien entprechen de-
nen der Sortierung per FACS.

In alle Kavitdten der 96-Loch-Platten, welche am Rand liegen werden 200 pL PBS gegeben, da
hier verstarkt Verdunstung auftritt konnen sie nicht genutzt werden. In alle anderen Kavitdten
(die 60 Inneren) wird jeweils 100 uL konditioniertes Medium (Medium in dem ein Tag lang
kultiviert wurde, steril filtriert) mit 200 pg/mL Zeocin vorgelegt. In jede dieser wird per FACS

eine einzelne Zelle abgelegt.

C.4.3 Intrazellulire Farbung des Zielproteins

Es werden jeweils 1-10° Zellen abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen. Das Pellet wird
in 500 pL Fixiererlosung (4% Paraformaldehyd, 0,1% Saponin in 2% FCS) resuspendiert und die
Zellsuspension nach dem folgenden Protokoll behandelt, bevor die Probe am Durchflusszyto-

meter vermessen wird:
¢ 30 min bei 4°C inkubieren.
¢ Zweimal mit 0,1% Saponin in 2% FCS waschen.
e Zellzahl einstellen auf 1 - 10° pro 100 pL Aligout.
¢ Zu einem Aligout 20 pL der priméren AK-Losung geben.
¢ 30 min bei 4°C inkubieren.
¢ Zweimal mit Saponin waschen.
¢ Pellet in 100 pL der sekundédren AK-Losung resuspendieren.
¢ 30 min bei 4°C inkubieren.
¢ Zweimal mit Saponin waschen.
¢ Pellet in 500 pL Saponin resuspendieren.
¢ Probe am Durchflusszytometer messen.

OSFS

Als Negativkontrolle werden untransfizierte CHO>"*>-Zellen nach dem selben Protokoll gefarbt.

Bei der Auswertung werden diejenigen Zellen als positiv gewertet, deren Fluoreszenzsignal

hoher war als das von 99% der Zellen der Negativkontrolle.

C.4.4 Messung der Expressionsstarke des Endothelzellmarkers CD31

Das Medium wird von den Zellen abgesaugt und diese mit PBS gewaschen. Anschlieflend wird

vorgewdrmte Accutase-Losung auf die Zellen gegeben und diese drei bis fiinf Minuten bei 37°C
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inkubiert. Zum Abloschen der Accutase wird das doppelte Volumen an PBS mit 10% FCS zu-
gegeben. Die erhaltene Zellsuspension wird fiir drei Minuten bei 400 g zentrifugiert und das
Pellet in einem definierten Volumen PBS aufgenommen. Nach der Zellzahlbestimmung werden
100.000 Zellen pro Ansatz abgenommen, abzentrifugiert und in 100 pL PBS + 2% FCS resuspen-
diert. Hierzu werden 20 pL der Antikorperlosung (1,3 pL (= 0,1 png) anti-CD31-FITC auf 20 pL
bzw. 2,0 puL (= 0,1 pg) Isotypenkontrollantikorper (BD 555748) auf 20 uL) gegeben und anschlie-
8end fiir zwanzig Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Zugabe von
400 pL PBS + 2% FCS kann die Probe am Durchflusszytometer vermessen werden.

C.4.5 Messung der Expressionsstiarke des Pluripotenzmarkers SSEA-1

SSEA-1 (stage specific embryonic antigen 1, auch CD15) ist ein Kohlenhydratadh&sionsmolekiil,
welches Phagozytose und Chematoxie vermittelt. Es ist ein Markerprotein fiir murine pluripo-
tente Stammzellen, bei welchen es wichtige Funktionen beziiglich der Adhésion und Migration
der Zellen innehat.

Durchfithrung Es werden pro Ansatz 10.000 Zellen verwendet, welche in 100 pL Blockpuffer
resuspendiert und mit 20 pL Antikérperlosung (10 uL PE-mouse-anti-SSEA-1 + 10 uL Blockpuf-
fer, bzw. 3 pL isotypenkontrollantikorper + 17 pL Blockpuffer) versetzt werden. Nach 20 min
Inkubation (im Dunklen) werden 400 pL Blockpuffer und 1 pL Propidiumiodidldsung zugege-

ben und die Proben sofort im Durchflusszytometer vermessen.

C.4.6 Apoptoseassay

Fiir die Apoptosebestimmung wird FITC-markiertes Annexin-V kombiniert mit PI verwendet.
Annexin-V bindet Zellen welche auf ihrer Oberfldche Phosphatidylserin exprimieren, welches
ein Marker fiir frithe Apoptose ist [311] [312]. PI wird jedoch nur von den Zellen aufgenom-
men, welche nekrotisch oder spatapoptotisch, also in der Durchflusszytometeranalyse dop-
pelt positiv und somit von den nur FITC-positiven frithapoptotischen Zellen zu unterscheiden
sind.

Es wird der Annexin-V FITC-Kit von Invitrogen verwendet. 2:10° Zellen/Messansatz werden
abgenommen mit PBS gewaschen und anschlieffend in 100 pL Annexin-V Bindungspuffer re-
suspendiert. Es werden 5 pL Annexin-V-FITC- und 10 pL PI-Lésung zu jedem Ansatz gegeben
und fiir 15 Minuten im Dunklen inkubiert. Anschlieffend werden die Ansitze mit je 400 pL
Bindungspulffer aufgefiillt und am durchflusszytometer vermessen.
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C.5 Molekularbiologische Methoden

C.5.1 RNA-Isolierung

Fiir die Isolierung und Reinigung von RNA wird der RNeasy Plus Mini Kit von Qiagen verwen-
det. In der Regel werden 10¢ CHO-Zellen fiir die Isolierung eingesetzt. Diese werden pelletiert
und in 350 pL RLTplus Puffer durch griindliches Vortexen lysiert. Das Lysat wird homogenisiert
durch Zentrifugation durch eine QIAschredder spin column (2 min bei maximaler Geschwindig-
keit). Das homogenisierte Lysat wird anschliefsend in eine gDNA Eliminator spin column gege-
ben und fiir 30 sec bei 10.000 g zentrifugiert. Nach der Zugabe von einem Volumen 70% Ethanol
zum Durchfluss wird das Gemisch in eine RNeasy spin column gegeben, fiir 15 sec bei 10.000 g
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Um die Membran zu waschen werden zunichst
700 pL RW1 Puffer und dann zweimal 500 uL. RPE Puffer fiir 15 sec (zweites Mal RPE Puffer:
2 min) bei 10.000 g hindurch zentrifugiert. Abschlieflend werden 50 pL RNase-freies Wasser
zum Eluieren auf die Membran gegeben, fiir 1 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Vorgang
mit dem Durchfluss nocheinmal wiederholt. Die Quantifiziwerung erfolgt mit dem NanoDrop
Spektrometer.

C.5.2 cDNA-Synthese fiir die PCR

18 uL RNA-Losung (mit maximal 20 pg RNA) werden in einem 0,5 mL-Regiergefafs vorgelegt
und 3 pL Oligo-Primer zugegeben. Falls noch nicht erreicht wird das Volumen mit Wasser auf
21 pL aufgefiillt. Die Mischung wird fiir fiinf Minuten bei 65°C denatuiriert und anschliffend fiir
eine Minute auf Eis gekiihlt. Nun werden nacheinander 8 pL 5x Puffer, 4 uL dNTPs, 6 uL Wasser
und 2 pL reverse Transkriptase (MLV-Transkriptase (Promega)) zugegeben und die Mischung
fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

C.5.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) ist eine Technik, welche
die Amplifikation einer bestimmten Region eines DNA-Stranges ermdglicht [313]. Hierfiir wer-
den neben der DNA-Vorlage zwei Primer benotigt, welche komplementar zu den 3’-Enden des
sense- und anti-sense-Stranges des entsprechenden Abschnittes sind, sowie eine Polymerase,
deren Temperaturoptimum im Bereich von 70°C liegt (z.B. Tag-Polymerase), Desoxynukleosid-
triphosphate (ANTPs) und entsprechende Puffer, welche u.a. Mg?™ und K* enthalten miissen,
benotigt. Eine PCR besteht typischerweise aus einer Serie von 20-40 wiederholten Temperatur-
dnderungen, den sog. Zyklen, die wiederum aus drei diskreten Temperaturschritten bestehen.
Zuerst wird auf ca. 94-96°C erwarmt um die DNA zu schmelzen (Denaturierungsschritt), an-
schliefflend wird bei einer Temperatur zwischen 50 und 70°C die Anlagerung der Primer an die
einzelstrangige DNA ermoglicht (Anlagerungsschritt). Abschlieffend wird die Temperatur auf

119



C Methoden

das Optimum fiir die jeweils verwendete Polymerase erhoht, so dass diese einen neuen, kom-
plementdren DNA-Strang aus den vorliegenden dNTPs synthetisiert. Um den Erfolg der PCR
zu beurteilen werden die Produkte per Agarosegel-Elektrophorese analysiert.

Durchfithrung Als Ausgangsmaterial fiir die PCR wird hier cDNA eingesetzt. Es wird pro

Ansatz folgende Mischung verwendet:
10 uL.  5x Puffer
4ul  dNTPs
1ul revers Primer
1puL  hin Primer
1ul cDNA
0,25 pL  Polymerase
32,75puL  Wasser

Die PCR wird durchgefiihrt mit dem iCycler von Bio-Rad. Dafiir werden die Ansitze zuerst fiir
5 min bei 95°C denatutiert. Anschlieffend werden 35 Zyklen des folgenden Programms durch-
gefiihrt: fiir 30 sec bei 95°C denaturieren, 30 sec bei 57°C fiir die Anlagerung der Primer und
30 sec bei 72°C, dem Temperaturoptimum der Polymerase. Der Schritt bei 57°C kann fiir die
jeweiligen Primer optimiert werden, indem man eine Temperaturgradienten-PCR durchfiihrt,
bei welcher verschiedene Temperaturen zwischen 50 und 70°C gewidhlt werden. Abschliefiend
werden die Proben bis zu ihrer Analyse auf 4°C gekiihlt.

C.5.4 Agarosegel-Elektrophorese

Agarosegele werden verwendet um durch Anlegen eines elektrischen Feldes die negativ ge-
ladenen Nukleinsduren in der Agarosematrix nach ihrer Grofie aufzutrennen. Dabei wandern

kleinere Molekiile schneller und weiter als grofe.

Durchfiihrung Agarose wird 1,5%ig (w/w) in 150 mL TAE-Puffer durch Erwdrmen gelost
(ftr 70 sec bei 800 W in der Mikrowelle) und nach Abkiihlen auf ca. 45°C 60 pL Ethidiumbro-
midlosung zugegeben. Die Proben werden 1:1 mit Probenauftragspuffer verdiinnt und in das
Gel aufgetragen. Im Laufpuffer TAE wird anschlieffend fiir 45 min eine Spannung von 100 V
angelegt und das Gel abschliefflend unter UV-Bestrahlung gescannt, welche die Detektion der
Ethidiumbromid-interkalierten Nukleinsduren erlaubt.

C.5.5 Plasmidpraparation
Die Préperation wurde mit dem Plasmid Midi Kit von Qiagen folgendermafsen durchgefiihrt

(soweit nicht anders angegeben wird eine Zentrifuge mit einem 45°-Festwinkelrotor verwen-
det.):
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1. 25 mL Kulturbriihe werden fiir 15 min bei 6.000 g und 4°C abzentrifugiert.

2. Das erhaltenen Pellet wird in 4 mL P2 Puffer resuspendiert.

3. 4 mL Puffer P2 zugegeben, gut mischen, fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubieren.
4. 4 mL Puffer P3 zugegeben, gut mischen, fiir 45 min auf Eis inkubieren.

5. Fiir 45 min bei 16.100 g und 4°C zentrifugieren. Uberstand abnehemen.

6. Uberstand nochmals fiir 25 min bei 16.100 g und 4°C zentrifugieren.

7. Equibrilieren einer QIAGEN-tip 100 mittels Auftragung von 4 mL QBT Puffer, welcher

ohne Zentrifugation durchflieflen gelassen wird.

8. Durchfluss auf die QIAGEN-tip 100 auftragen und ebenfalls ohne Zentrifugation durch-

fliefSen lassen.
9. Waschen der QIAGEN-tip 100 mit zweimal 10 mL QC Pulffer.
10. Eluieren der DNA mit 5 mL QF Puffer.

11. Féllen der DNA durch Zugabe von 0,7 Volumen 70% Isopropanol zum Durchfluss aus
dem vorherigen Schritt.

12. Direkt anschlieSende Zentrifugation fiir 80 min bei 3.300 g und 4°C in einer Zentrifuge

mit Ausschwingrotor.
13. Waschen des Pellets mit 2 mL 70% Ethanol (abzentrifugiert bei 15.000 g fiir 10 min).

14. Lufttrockung des Pellets fiir 10 min und anschliefende Resuspendierung in 500 nL 10 mM
Tris-Puffer (pH=8,5).

Die Quantifizierung der DNA-Menge wurde mit dem NanoDrop Spektrophotometer durchge-
fiihrt.

C.5.6 Quantitative Echtzeit-PCR

Mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR, engl. quantitative real time
polymerase chain reaction kann ein DNA Molekiil sowohl amplifiziert als auch zugleich quanti-
fiziert werden [314]. Die qRT-PCR wird hier mit Reverser Transkription gekoppelt um so indi-
rekt mRNA-Mengen zu quantifizieren und eine Aussage iiber die Expressionstirke bestimmter
Gene zu erhalten. Die Quantifizierung kann dabei sowohl als absolute Kopienzahl als auch re-
lative zu einem anderen Gen erfolgen. Prinzipiell wird eine PCR ausgefiihrt, bei welcher die
amplifizierte DNA wahrend des Reaktionsablaufes in Echtzeit detektiert wird. Hierfiir gibt es
zwei Ansdtze: entweder wird ein nicht-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff verwendet, welcher
in doppelstrangige DNA (dsDNA) interkaliert oder eine sequenzspezifische DNA-Sonde, be-
stehend aus Oligonukleotiden, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind und nur mit
bestimmten DNA-Abschnitten hybridisieren. In dieser Arbeit wird der erstgenannte Ansatz
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verwendet und als Farbstoff SYBR Green verwendet, welcher nur fluoresziert nach Interkala-
tion in die dsDNA. Bei der Durchfithrung wird nach jedem Zyklus die Fluoreszenzintensitat
bestimmt und durch Vergleich mit einer Standardverdiinnung die dsDNA-Konzentration be-
stimmt. Als Bezug zur Normalisierung werden sog. house keeping genes verwendet. Dies sind
Gene deren Expressionslevel moglichst bestandig sind, wodurch sie als konstanter Referenz-
wert verwendet werden konnen (relative Quantifizierung). In der ersten Phase der qRT-PCR ist
die Menge der Vorlage noch sehr gering, weshalb die Amplifikatmenge noch zu stark von der
Wahrscheinlichkeit abhédngt, dass sich Templat, primer und Polymerase treffen, wahrend in der
letzten Phase der qRT-PCR die Produktmenge ein Plateau erreicht, welches mehr von der an-
fanglichen Menge an Primer als an der der DNA-Vorlage abhidngt. Nur in der Phase dazwischen
liegt ein exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg vor. Der Anfang der exponentiellen
Phase wird mit dem Ct-Wert markiert (cycle treshhold), welcher den Zyklus beschreibt in dem
die Fluoreszenz erstmals signifikant hoher als die Hintergrundfluoreszenz ist. Die Berechnung
der relativen Menge erfolgt hier nach einer auf der AACt-Methode basierenden Auswertung,
welche die Verwendung mehrerer HKGs gleichzeitig zuldsst [315]. Hierbei wird die relative
Expressionsstirke eines GOI bei zwei verschiedenen Proben mittels mehrerer HKGs nach dem
folgenden Ansatz berechnet:

Zunichst wird aus den einzelnen Messwerten der Mehrfachbestimmungen der Ct-Werte eines
Gens in einer Probe der arithmetische Mittelwert Ct,,cqy, bestimmt.

Dann wird aus der genspezifischen Amplifikationseffizienz AE, dem fiir das Gen minimalen
Ct-Wert tiber alle Proben Ct,,,;, und Ct,,cqr, die fiir das jeweilige Gen und die Probe spezifische
Quantity () nach der folgenden Formel bestimmt:

Q — AECtmin_Ctmean

Nun wird aus den Q-Werten aller HKG einer Probe das geometrische Mittel gebildet um den
Normalisierungsfaktor NF einer Probe zu erhalten. Dieser wiederum wird verwendet als Di-
visor fiir den Q-Wert des jeweiligen GOI um das normalisierte Expressionslevel E L, des
jeweiligen GOl in der entsprechenden Probe zu erhalten:

ELporm(GOI) = 2L&91

Um jetzt das relative Expressionslevel eines GOIs in zwei Proben zu bestimmen, muss aus die-

sen der Quotient gebildet werden:

] ; _ ELnorm(GOI, Probe x)
relatives Expressionslevel GOI = BT (GOT Probe )

Durchfiithrung Es wurden pro Gen und Probe Doppelbestimmungen angesetzt, welche je-
weils dreifach gemessen worden sind, also jeweils sechs Messwerte erhalten. Der Versuchan-
satz bestand jeweils aus:
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1ul cDNA
12,5 uL  Sso Advanced SYBR Green Supermix
0,5uL revers Primer
0,5ul  hin Primer

10,5 uL  Wasser
Der enthaltene Fluoreszenzfarbstoff ist iQ SYBR Green und es wird die iQ5 qRT-PCR Station

(bestehend aus dem iCycler und dem iQ5 Multicolor Real Time PCR Detection System) von
Bio-Rad verwendet. Die enthaltene iQ5 Optical Systems Software bestimmt automatische die
Ct-Werte aus welchen dann mittels der oben angegebenen Auswertung die relativen Expressi-

onslevel berechnet werden konnen.
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C.6 Chromatographische Methoden

C.6.1 Immobilisierte-Metallionen-Affinititschromatographie

Bei der IMAC (immobilized metal ion affinity chromatographie) ist eine Metall-chelatierende Grup-
pe (in diesem Fall Nitrilotriessigsdure) auf dem Sdulenmaterial immobilisiert. Daran wird ein
Ion eines Ubergangsmetalles so gebunden, dass dieses mehrere seiner Koordinationsbindun-
gen fiir Interaktionen mit der basischen Aminosdaure Histidin zur Verfiigung stellen und so
zur Aufreinigung His-getagter Proteine genutzt werden kann. Fiir die Selektivitdt der Bindung
ist jeweils die vom Metallion abhidngige Geometrie der Koordinationsbindungen entscheidend.
Eluiert wird per Verdrangung durch Pufferlosungen, welche Imidazol enthalten, das Bestand-
teil der Seitenkette von Histidin ist.

C.6.1.1 Screening nach zu verwendender Metalsalzlosung fiir die priparative Aufreinigung
mit 8-strip-columns
* Verwendete Puffer:
- Equibrilierungspuffer: 100 mM NaAc, 500 mM NaCl, pH=4,5
- Bindungspuffer: 50 mM NaH3;PO,4, 500 mM NaCl, pH=8
- Elutionspuffer: 50 mM NaH3PO,4, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH=8
* Verwendete Metallsalzlosungen:
- Ni?*: 0,1 M Nickelsulfat (NiSO4-6 H20) in Equibrilierungspuffer
— Co?*:0,1 M Cobaltchlorid (CoCl,-6 HyO) in Equibrilierungspuffer
- Cu?": 0,1 M Kupfersulfat (CuSO4-5 H20) in Equibrilierungspuffer
- Zn%**:0,1 M Zinksulfat (ZnSOy-7 HyO) in Equibrilierungspuffer

Es wurde 15-lagige Metall-Chelat-Strips verwendet. Diese wurden zunédchst nach dem folgen-
den Protokoll mit den entsprechenden Metallionen beladen:

e 300 pL Equibrilierungspuffer auf die Membranen geben und fiir 2 min bei 1500 g zentri-

fugieren.

e Zweimal je 300 nL Metallsalzlosung (jede auf je 2 columns) geben und fiir 2 min bei 1500

g zentrifugieren.

e Zweimal mit je 300 uL Equibrilierungspuffer waschen um ungebundene Metallionen zu

entfernen, 2 min bei 1500 g zentrifugieren.

Die Aufreinigung des His-getagten Proteins erfolgte anschlieffend nach dem folgenden Proto-
koll:
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¢ Equibrilieren der Membran mit zweimal je 300 uL Bindungspuffer, 2 min bei 1500 g zen-

trifugieren.

¢ Beladung der Membran mit zweimal je 300 pL Probe (Doppelbestimmung pro Metalion),
4 min bei 1500 g zentrifugieren.

¢ Zweimal mit je 300 pnL Bindungspuffer waschen um ungebundene Proteine zu entfernen,
4 min bei 1500 g zentrifugieren.

¢ Protein mit je 300 uL Elutionspuffer in drei Fraktionen eluieren, 4 min bei 1500 g zentrifu-

gieren.

C.6.1.2 Vorbereitung der IDA75-Membranadsorber

Fiir die praparative IMAC werden IDA75 Membranadsorber von Sartorius verwendet. Die Be-
und Entladung der Membran erfolgt an der FPLC-Anlage. Zum Beladen wird die Membran
zundchst mit 10 mL Equibrilierungspuffer, dann mit 10 mL Nickellosung und abschliefSend
nocheinmal mit 10 mL Bindungspuffer gespiilt. Zum Entladen der Membran wird sie dreifach
mit zundchst 10 mL 1 M Schwefelsdure und dann mit 10 mL Equibrilierungspuffer gespiilt.
Alle Be- und Entladungsprozesse werden bei einer Flussrate von 1 mL/min durchgefiihrt. Ab-
schlieffend wird der Membranadsorber zur Lagerung mit Equibrilierungspuffer, welcher 0,02%
Natriumazid enthélt, gefiillt.

Verwendete Puffer/Losungen:
Equibrilierungspuffer: 100 mM NaAc, 500 mM NaCl, pH=4,5
Ni?*-Losung: 0,1 M Nickelsulfat (NiSO,4-6 H2O) in Equibrilierungspuffer

C.6.1.3 Aufreinigung des extrazelluliren VEGF65

Der Uberstand wurde bis auf die Hilfte des gewlinschten Volumens aufkonzentriert, mit einem
Volumen Bindungspuffer versetzt und dann der pH-Wert auf 8,0 eingestellt. Nach der Equibri-

lierung der beladenen Membran erfolgt die Aufreinigung dem folgenden Protokoll:

Volumen Puffer Flussrate
5mL Bindungspuffer 1 mL/min

Probenauftragung mit Bindungspuffer 0,5 mL/min
10 mL Bindungpuffer 1 mL/min
10 mL Waschpuffer 1 mL/min
5mL Bindungspuffer 1 mL/min
10 mL Elutionspuffer 1 mL/min
10 mL Bindungspuffer 1 mL/min
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Verwendete Puffer:

Bindungspuffer: 50 mM NaH>PO,, 500 mM NaCl, pH=8,0

Waschpuffer: 50 mM NaH;PO,4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH=8,0
Elutionspuffer: 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH=8,0

C.6.1.4 Aufreinigung von LIF aus CHO-Zellen

Der Uberstand wurde bis auf die Hilfte des gewiinschten Volumens aufkonzentriert, mit einem
Volumen Bindungspulffer versetzt und dann der pH-Wert auf 8,0 eingestellt. Nach der Equibri-
lierung der beladenen Membran erfolgt die Aufreinigung nach dem folgenden Protokoll:

Volumen Puffer Flussrate
5mL Bindungspuffer 1 mL/min

Probenauftragung mit Bindungspuffer 0,5 mL/min
10 mL Bindungpuffer 1 mL/min
10 mL Elutionspuffer 1 mL/min
10 mL Bindungspulffer 1 mL/min

Verwendete Puffer:
Bindungspuffer: 50 mM NaH>PO,, 500 mM NaCl, pH=8,0
Elutionspuffer: 100 mM NaAc, 500 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH=4,5

C.6.1.5 Aufreinigung von LIF aus E.coli

Der Zellaufschluss wurde in Bindungspuffer durchgefiihrt und kann deshalb direkt fiir die
Aufreinigung eingesetzt werden. Nach der Equibrilierung der beladenen Membran erfolgt die
Aufreinigung nach dem folgenden Protokoll:

Volumen Puffer Flussrate
5mL Bindungspuffer 1 mL/min

Probenauftragung mit Bindungspuffer 1 mL/min
10 mL Bindungpuffer 1 mL/min
10 mL Waschpuffer 1 mL/min
5mL Elutionspuffer I 1 mL/min
15 mL Elutionspulffer II 1 mL/min
10 mL Bindungpuffer 1 mL/min

Verwendete Puffer:
Bindungspuffer: 50 mM NaH;PO,4, 500 mM NaCl, pH=8,0
Waschpuffer: 50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH=8,0
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Elutionspuffer I: 50 mM Tris, 100 mM Imidazol, pH=7,5
Elutionspuffer II: 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH=7,5

C.6.2 Heparin-Affinititschromatographie

Heparine sind variabel veresterte Glykosaminglykane, die aus der wechselnden Abfolge von D-
Glucosamin und einer Uronsédure bestehen, welches aufgrund seiner Affinitdten zu bestimmten
Biomolekiilen, wie Koagulationsfaktoren oder Zytokinen, als funktionelle Gruppe einer Affini-
tatschromatographiematrix verwendet werden kann.

C.6.2.1 Aufreinigung von extrazellulirem VEGF;65 und CHO-LIF

Es wird eine 1 mL Heparin HP HiTrap-Saule von GE Healthcare verwendet.

Nach dem der aufkonzentrierte mit Bindungspuffer verdiinnte Uberstand bzw. die in Bin-
dungspuffer umgepuffeten Elutionsfraktionen des vorherigen Aufreinigungsschriottes in die
Probenschleife gespritzt wurde, wird die FPLC nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Volumen Puffer Flussrate
10 mL Bindungspuffer 0,5 mL/min

Probenauftragung mit Bindungspuffer 0,2 mL/min
10 mL Bindungpuffer 0,5 mL/min
10 mL Elutionspuffer 0,5 mL/min
10 mL Bindungspuffer 1 mL/min

Abschliefiend wird die Sdule zur Lagerung mit 20% Ethanol gespiilt. Bei der Etablierung der
Protokolle wurde die Elution per Gradient durchgefiihrt. Dabei wurde (statt der oben angege-
benen Elution) tiber 10 mL der Elutionspufferanteil linear von 0 auf 100% erhoht und anschlie-
8end fiir 5 mL konstant auf 100% gehalten (alles mit 0,5 mL/min).

Verwendete Puffer:
Bindungspuffer: 10 mM NaH,PO,, pH=7,0
Elutionspuffer: 10 mM NaH>POy4, 2 M NaCl, pH =7,0

C.6.3 Protein G- und A-Affinititschromatographie

Die Proteine A und G konnen aufgrund ihrer hohen Affinitdt zur Fc-Region von Immunoglo-
bulinen als stationdre Phasen in der Affinitdtschromatographie zur Aufreinigung von diesen
eingesetzt werden. Fiir humane Immunoglobuline hat Protein A eine hohe Affinitdt zu IgG1,
IgG2 und IgG4, sowie eine mafiige Affinitat zu IgM, IgA und IgE. Protein G bindet mit ho-
her Affinitdt an IgG1-4, jedoch nicht an IgM, IgA und IgE. Der Fc-Teil des aufzureinigenden

Fusionsproteins stammt von einem humanen IgG1.
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C.6.3.1 Aufreinigung des DI111Fc-Fusionsproteins

Es werden 1 mL HiTrap Protein A/G-Sdulen von GE Healthcare verwendet. Vor Beginn der
FPLC wird in die Fraktionsrohrchen (Fraktionsvolumen je 1 mL) jeweils 60 pL 1 M Tris-HCI-
Puffer vorgelegt um den stark sauren Elutionspuffer zu neutralisieren. Nachdem der aufkon-
zentrierte, mit Bindungspuffer verdiinnte, Uberstand in die Probenschleife gespritzt wurde,
wird die FPLC nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Volumen Puffer Flussrate
10 mL Bindungspuffer 1 mL/min
Probenauftragung mit Bindungspuffer 0,5 mL/min
10 mL Bindungpuffer 1 mL/min
5mL Elutionspuffer 1 mL/min
5mL Bindungspuffer 1 mL/min

Abschliefiend wird die Sdule zur Lagerung mit 20% Ethanol gespiilt. Die laut SDS-PAGE pro-
duktenthaltenden Fraktionen werden mit Vivaspin-2-Zentrifugalkonzentratoren in PBS umge-

puffert.

Verwendete Puffer:

Bindungspuffer: 20 mM Natriumphosphat, pH=7,0
Elutionspuffer Protein G-Saule: 0,1 M Glycin-HCl, pH=2,7
Elutionspuffer Protein A-Sdule: 0,1 M Zitronensdure, pH=3,5

C.6.4 Grofsenausschlusschromatographie
Die Groflenauschschlusschromatographie basiert auf der unterschiedlichen Permeation der Pro-
teine in ein poroses Tragermaterial mit kontrollierter Porengrofie. Das hydrodynamische Volu-

men der Pproteine bestimmt dabei ihr Trennverhalten. Die Aufenthaltsdauer der Proteine in

der stationdren Phase ist dabei umgekehrt proportional zu ihrer Grofe.

C.6.4.1 Aufreinigung von LIF aus CHO-Zellen
Es wird eine Proteema-300A-Siule von PSS verwendet. Als Puffersystem kommt 50 mM NPP-

Puffer (pH=7,0) zum Einsatz. Die Sdule wird mit dem Puffer gespiilt und nach der Auftragung

der Probe fiir 30 mL mit einer Flussrate von 0,2 mL/min laufen gelassen.

C.6.5 Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie basiert auf der ionischen Wechselwirkung geladener Pro-
teine mit einer Ionenaustauscher-Matrix als stationdrer Phase. Die Ladung der amphoteren
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Proteine wird dabei durch den pH-Wert des Puffers und den isoelektrischen Punkt des Prote-
ins bestimmt. Es gibt verschiedene funktionelle Gruppe welche fiir Ionenaustauscher-Matrizes
verwendet werden. Es werden Carboxymethyl- (CM) als schwache und Sulfomethyl- (S) und
Sulfopropylgruppen (SP) als starke Kationenaustauscher eingesetzt, sowie Diethylaminoethyl-
gruppen (DEAE) als schwache und die quarterndre Ammoniumverbindung Trimethylaminoe-
thyl (Q) als starke Anionentauscher. Die Elution kann entweder durch Verdrangung mit hohen
Salzkonzentrationen oder durch eine pH-Wert-Anderung, bei welcher der isoelektrische Punkt

des jeweiligen Proteins tiber- bzw. unterschritten wird, erfolgen.

C.6.5.1 Aufreinigung von LIF aus CHO-Zellen

Fiir die Aufreinigung von LIF wurde aufgrund seines theortische berechneten pl-Wertes von
9,3 ein Bindungs-pH-Wert von 8,3 und ein Elutions-pH-Wert von 10,3 gewdhlt. Als stationdre
Phase wurde ein S75-Membranadsorber von Sartorius verwendet. Nach der Einstellung des
pH-Wertes der Probe auf 8,3 und der Equibrilierung der Membran mit Bindungspuffer wurde
die Ionenaustauschchromatographie nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Volumen Puffer Flussrate
10 mL Bindungspuffer 1 mL/min
Probenauftragung mit Bindungspuffer 0,5 mL/min
5mL Bindungpuffer 1 mL/min
20 mL Elutionspuffer 1 mL/min

Abschliefiend wird der Membranadsorber zur Lagerung mit PBS mit 1M NaCl und 0,02% Na-
triumazid gespiilt.

Verwendete Puffer:
Bindungspuffer: 20 mM Tris, pH=8,3
Elutionspuffer: 20 mM NaHCOs3, pH=10,3

C.6.6 Aufreinigung des intrazelluliren VEGF;¢; mit magnetic beads

Magnetic beads sind kleine paramagnetische Kiigelchen, welche (in diesem Fall) auf ihrer Ober-
flaiche primédre Aminogruppen tragen. An diese wird mit Hilfe von Glutaraldehyd ein anti-
VEGF¢5-Antikorper kovalent gekoppelt. Hierfiir werden zundchst 333 puL der magnetic beads
mit 1333 nL Kopplungspuffer fiir 5 min bei 20 rpm inkubiert. Die Partikel werden mittels eines
Magneten an der Gefdflwand immobilisiert und der Puffer abgenommen. Dieser Vorgang wird
insgesamt drei Mal wiederholt. Die magnetic beads werden fiir 3 h bei 20 rpm mit 666 pL Glut-
araldehydlosung inkubiert und der Waschschritt mit Kupplungspuffer anschlieffend noch drei
mal wiederholt. Die magnetic beads sind nun fiir die Antikérperimmobilisierung aktiviert. Dafiir

werden 333 pL des in PBS gelosten Antikorpers mit 667 L Kupplungspuffer verdiinnt und 7,3
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mg BSA darin gelost. Die aktivierten magnetic beads werden in dieser Losung fiir 20 h bei 20 rpm
inkubiert und darauf folgend fiir 30 min mit Glycin-Quenching-Losung deaktiviert und drei-
mal fiir 5 min mit Waschpuffer gewaschen, in welchem sie auch gelagert werden konnen. Fiir
die Aufreinigung werden die magnetic beads drei Mal fiir 5 min mit 1,8 mL Bindungspuffer ge-
waschen. Der Aufschluss von 150-10% Zellen in 3,6 mL Bindungspuffer wurde in zwei Aliquots
aufgeteilt und die magnetic beads darin fiir 4 bzw. 11 h inkubiert. Nach zwei zehnmindiitigen
Waschschritten bei 20 rpm mit Bindungspuffer folgen die erste Elution fiir 5 min mit Eluti-
onspuffer I, die zweite Elution fiir 10 min mit Elutionspuffer I und dann die dritte Elution fiir
5 min mit Elutionspuffer II. Die Elutionspuffervolumina betragenm jeweils 1,5 mL. Zwischen
den Elutionsschritten wird jeweils fiir 10 min mit 1,5 mL Bindungspuffer gewaschen.

Verwendete Puffer/Losungen:

Kupplungspuffer: 0,1 M Pyridin, pH=6,0

Glutaraldehydlosung: 5% Glutaraldehyd in Kupplungspuffer
Glycin-Quenching-Losung: 1 M Glycin, pH=8,0

Waschpuffer: 0,01 M Tris, 0,1% NaNs, 0,1% BSA, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA, pH=7,4
Bindungspuffer: 20 mM NaH,PO,, pH=7,0

Elutionspuffer I: 20 mM NaH>POy, 2 M MgCl,, pH=7,0

Elutionspuffer II: 20 mM NaH3PO4, 3 M MgCl,, pH=3,9
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D Erginzende Ergebnisse

D.1 Optimierung der IMAC-Aufreinigung von intrazellulirem
VEGPF;45 mit 8-strip-columns

Fiir die Optimierung der Aufreinigung wurden sog. 8-strip-columns verwendet, dies sind kleine
IMAC-Membranen, welche in Platikbehéltern so angeordnet sind, dass sie mit 96-Loch-Platten
als Sammelbehdlter in Zentrifugen betrieben werden kénnen. Die detaillierte Durchfiihrung ist
in Abschnitt C.6.1.1 dargestellt.

D.1.1 Optimierung der verwendeten Metalsalzl6sung
Zuerst sollte festgestellt werden, welches Metallion die besten Ergebnisse liefert. Die hierfiir
verwendeten Metallsalzlosungen waren:

* Ni?*: 0,1 M Nickelsulfat (NiSO; - 6H50) in Equibrilierungspuffer

* Co?*:0,1 M Cobaltchlorid (CoCls - 6H20) in Equibrilierungspuffer

e Cu?":0,1 M Kupfersulfat (CuSOy - 5H20) in Equibrilierungspuffer

e Zn?*:0,1 M Zinksulfat (ZnSOy - 7H-0) in Equibrilierungspuffer

Jede der Aufreinigungen wurde doppelt durchgefiihrt ((1) und (2)). Es wurden 20 Millionen
Zellen verwendet und der entsprechende Aufschluss in acht Aliquots aufgeteilt. Die Ergebnisse
der entsprechenden SDS-PAGE-Gele sind in Abbildung refpic:8scMetalGele dargestellt.

Dem Western Blot in Abbildung 4.3 zufolge liegt die Grofle des VEGF45 im Bereich 21-24 kDa.
Wenn man davon ausgeht, dass die Bande welche in allen Gelen etwa in der Mtte zwischen
den Markern 20 und 25 kDa zu finden ist, das VEGF45 darstellt, so konnte durch Verwendung
von Nickel und Kupfer deutlich mehr VEGFj45 eluiert werden. Bei der Verwendung von Nickel
ist der Grad der Verunreinigung geringer als bei Kupfer, weshalb fiir die folgenden Versuche

Nickel als Metallion ausgewéhlt wurde.

D.1.2 Optimierung des verwendeten Elutionspuffers

Im ersten Versuchsteil wurde als Elutionspuffer 50 mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 250 mM

Imidazol mit pH = 8,0 verwendet. Hier sollte nun gekldrt werden ob durch erhohte Imida-
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Abbildung D.1: Silbergefarbte SDS-PAGE-Gele der Optimierung per 8-strip-columns. Die Probenauftra-
gung ist in Tabelle D.1 zusammengefasst.

zolkonzentration und gesenkten pH-Wert die Menge des eluierten VEGF;45 erhoht und/oder
umgekehrt die Menge der Verunreinigung gesenkt werden kann. Die Durchfiihrung entsprach
jener der Metallsalzoptimierung (mit 40 Millionen aufgeschlossener Zellen, aufgeteilt in 16 Ali-
quots). Es wurden acht verschiedene Elutionspuffer (jeweils als Doppelbestimmung) getestet,
alle enthielten 50 mM NaH,PO,4, 500 mM NaCl und verschiedene Konzentrationen Imidazol
bei verschiedenen pH-Werten: 0,1 M und 0,5 M Imidazol jeweils mit den pH-Werten 3.5, 5.0,
6.5 und 8.0. Die Ergebnisse der entsprechenden SDS-PAGE-Gele sind in Abbildung D.2 darge-
stellt.

Eine deutlich geringere Verunreinigung des Zielproteins liefs sich mit keinem der Ansétze er-
reichen. Die grofite Menge VEGF¢5 wurde mit 0,5 M Imidazol bei pH = 8,0 erhalten. Da jedoch

Tabelle D.1: Probenauftragsschema fiir die SDS-PAGE-Gele der Optmierung der Metallsalzlosung
(PA=Probenauftrags-, W=Wasch-, E=Elutionsfraktion, uZ=urspriinglicher Zellaufschluss)

Auftragsschema:

Spur | Gel (a) Gel (b) Gel (c) Gel (d)
1 Marker Marker Marker | Marker
2 PA1Ni(1) | PA1Cu(1) | E1Ni(1) | uz
3 E1 Ni(1) E1 Cu(1) E1Ni(2) | PA1 Co(1)
4 PA1Ni(2) | PA1Cu(2) | E1 Co(2) | PA2 Co(1)
5 E1 Ni(2) E1 Cu(2) E1 Cu(1) | W1 Co(1)
6 PA1 Co(1) | PA1Zn(1) | E1 Cu(2) | E1 Co(1)
7 E1 Co(1) E1 Zn(1) E1Zn(1) | E2 Co(1)
8 PA1 Co(2) | PA1Zn(2) | E1Zn(2) | E3 Co(1)
9 E1 Co(2) E1 Zn(2) uz -
10 | uz uZ - -
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8-strip-columns
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(c) 0,5 M Imidazol - pH 3,5 (3-8) und pH =5,0 (9-14)  (d) 0,5M Imidazol - pH 6,5 (3-8) und pH = 8,0 (9-14)
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Abbildung D.2: Silbergefarbte SDS-PAGE-Gele der Elutionspuffer-Optimierung per 8-strip-columns (1:
Marker, 2: urspriinglicher Zellaufschluss, 3/9: 1. Probenauftrag, 4/10: 1. Waschschritt, 5/11: 1. Elution,
6/12: 2. Elution, 7/13: 3. Elution, 8/14: 1. Elution (2. Ansatz))

hier die Verunreinigung besonders ausgepragt ist, soll nun nach einem Waschschritt gesucht

werden, welcher dieses Problem minimiert.

D.1.3 Optimierung beziiglich Waschschritt und Molaritit der
Metalsalzl6sung

Zusitzlich zur Suche nach einem Waschschritt, welcher moglichst viele der Verunreinigungen
und moglichste wenig VEGF65 eluiert, soll geklart werden ob durch eine hohere Konzentrati-
on der zum Beladen der Membran verwendeten Metallsalzlosung die Kapazitdt der Membran
erhoht und damit mehr Zielprotein gewonnen werden kann. Als Metalsalzlosungen werden 0,1
M und 0,5 M Nickelsulfat (NiSOy - 6 H,0) in Equibrilierungspuffer verwendet, als Waschpuffer
0,1 M Imidazol mit pH = 8,0 und 0,5 M Imidazol mit pH = 5,0 in 50 mM NaH2PO,, 500 mM
NaCl (jede der Kombinationen als Doppelbestimmung). Die Ergebnisse der entsprechenden
SDS-PAGE-Gele sind in Abbildung D.3 dargestellt.

In Bezug auf die verwendete Metallsalzlosung konnte kein eindeutiger Einfluss der Molaritat
festgestellt werden.

Die erhaltenen Elutionsfraktionen zeigen auf Gel (d) das beste Ergebnis, eine Bande bei ca. 22-
23 kDa ist erkennbar, es liegen jedoch noch Verunreinigungen durch mindestens zwei weitere

Proteine vor. Ein anschliefSfender zweiter Aufreinigungsschritt ist also notig.
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Abbildung D.3: Silbergefarbte SDS-PAGE-Gele der Waschpuffer- und Nickelkonzentrations-
Optimierung per 8-strip-columns. Die Probenauftragung ist in Tabelle D.2 zusammengefasst.

Tabelle D.2: Probenauftragsschema fiir die SDS-PAGE-Gele der Optimierung der VEGF¢5-Aufreinigung
beziiglich Waschschritt und Nickelkonzentration.

Auftragsschema:

Lane | Probe

1 Marker

2 urspriinglicher Zellaufschluss
3 1. Probenauftrag

4 | 2. Probenauftrag

5 1. Spiilen mit Bindungspuffer
6

7

8

9

1. Waschen mit Waschpuffer

2. Waschen mit Waschpuffer

2. Spiilen mit Bindungspuffer

1. Elution

10 | 2. Elution

11 | 3. Elution

12 1. Waschen mit Waschpuffer (2. Ansatz)
13 1. Elution (2. Ansatz)

14 | 2. Elution (2. Ansatz)

134



D.2 Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der LIF-hochproduzierenden

Einzelzellklone

D.2 Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der

LIF-hochproduzierenden Einzelzellklone

Die von Pierre Morreti in seiner Dissertation per Einzelzellklonierung erzeugten hochproduzie-
renden Klone 6 und 21 wurden beziiglich ihres Wachstumsverhaltens mit der urspriinglichen
CHO-LIF-Zelllinie und den untransfizierten CHOSS-Zellen verglichen. Hierfiir wurden sie in
Schiittelkolben bei 110 rpm in 15 mL Medium kultiviert. Die Ergebnisse der Zellzahl- und Vita-
litdtsbestimmungen sind in Abbildung D.4 dargestellt.
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Abbildung D.4: Lebendzellzahl- (a) und Vitalitatsverldufe (b) fiir die Kultivierung der beiden LIF-
Einzelzellklone 6 und 21 im Vergleich zu ihren Ursprungszelllinien.

Wie zu erkennen ist, sind die erreichbaren maximalen Zelldichten fiir beide Klone deutlich
unter denen der urspriinglichen LIF-Zelllinie. Da dies fiir die Handhabung bei der Kultivierung
das Problem ergab, dass man z.T. nicht mal das doppelte Volumen erreichte und da zusitzlich
die Vitalitatswerte auch deutlich schlechter als bei der Ursprungszelllinie waren, wurde letztere

fiir die weiteren Kultivierungen zur Produktion von LIF verwendet.
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