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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Biotechnologische Bedeutung rekombinanter
Glykoproteine aus tierischen Zellen fur die

Humantherapie

Die Entdeckung, Entwicklung und Produktion rekombinanter Proteine flr
therapeutische Anwendungen am Menschen war und ist ein wichtiger Bereich
wissenschaftlicher und medizinischer Forschung.

Durch die Fortschritte der Molekularbiologie und der Biotechnologie in den letzten
Jahrzehnten ist es heute mdoglich, nahezu jedes beliebige Protein zu produzieren
[BERMAN AND LAsSKY, 1985]. Da Proteine die verschiedensten komplexen und
spezifischen biologischen Funktionen erfillen, ertffnet die moderne rekombinante
DNA Technologie eine Fille von neuen Einsatzmoglichkeiten fir therapeutische
Anwendungen in der Humanmedizin. Die rasante Entwicklung spiegelt sich auch in den
Marktanalysen pharmazeutischer Produkte wider. Der Anteil rekombinanter Produkte
am gesamten Weltmarkt fir Pharmazeutika ist zwischen 1985 und 2000 von 1 auf 17 %
gestiegen und betrug im Jahr 2000 bereits 42,5 Millarden US Dollar (Abbildung 1).

Bei den meisten in der Humantherapie eingesetzten rekombinanten Proteinen handelt es
sich um Glykoproteine aus S&ugerzellen. Ausgehend von einem relativ kleinen
Einsatzbereich, der hauptséachlich die Impfstoffproduktion betraf, ist der Einsatz von
Saugerzellen zur Herstellung rekombinanter Biopharmazeutika enorm gestiegen. Den
Hauptanteil medizinisch eingesetzter rekombinanter Produkte bilden heute
rekombinante Glykoproteine aus tierischen ZelleaNkiNs, 1999]. Daher ist die
Entwicklung kostengunstiger Produktionsprozesse, die die biologische Synthese von
Glykoproteinen im grofRen Maldstab sicherstellen, eine der Hauptaufgaben der

biotechnologischen Industrie A®NER, 1999].



Einleitung ’

Gesamter

Pharmarmarkt 250
Erekombinante

Arzneimittel

150
120 125
42,5
17 %
1,2 3 f,5
|
1985 1990 1995 2000

Abbildung 1: Weltmarkt fir rekombinante Therapeutika in Millarden US Dollar

[ NFORMATIONS SEKRETARIAT BIOTECHNOLOGIE (ISB), 2001].

1.2 Produktion rekombinanter Glykoproteine mit

Saugerzellen

Rekombinante humane Proteine kdnnen in Bakterien, Hefen, Pflanzen, Insekten- oder
Saugerzellen kloniert und exprimiert werden. Der Einsatz von Bakterien, wie z. B.
E. coli, fihrt jedoch haufig zu signifikanten Fehlfaltungen des produzierten Proteins.
AulB3erdem werden rekombinante Proteine in der Regel posttranslational modifiziert,
z.B. sind humane Serumproteine haufig glykosyliert. Die Glykosylierung von Proteinen
erfolgt bei eukaryonten Zellen im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und im
Golgiapparat. Bei Prokaryonten fehlt ein vergleichbarer Glykosylierungsapparat, so daf3
rekombinante Proteine nicht korrekt modifiziert werden konnen. Hefen, Pflanzen- und
Insektenzellen sind zwar in der Lage, Proteine mit Oligosaccharidstrukturen zu
versehen, diese unterscheiden sich jedoch sehr von den Glykosylierungsmustern nativer

Proteine [@NKINS et al., 1996]. Die Produktion mit Hefen oder Insektenzellen fihrt z.B.
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zu terminalen Mannoseresten an den Oligosaccharidstrukturen rekombinanter Proteine.
Solche Proteine haben eine vergleichsweise kurze Verweilzeit im Blutkreislauf und
werden in der Leber sehr schnell abgebant{BonN, 1989b].

Saugerzellen besitzen dagegen einen Glykosylierungsapparat, der weitgehend
einheitliche Glykosylierungsmuster synthetisiert. Die Glykosylierung, d.h. das
Anh&ngen von Zuckerketten an ein Polypeptid, gehort zu den wichtigsten
posttranslationalen Modifikationen von Proteinen in Saugerzellen. In Abbildung 2 sind
Beispiele der am haufigsten vorkommenden N-Glykosylierungen, d.h. Glykosylierungen

von Asparaginresten des Proteins, in unterschiedlichen Spezies dargestellt.

Q
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Abbildung 2: Beispiele der haufigsten N-Glykosylierungen in unterschiedlichen
Spezies [modifiziert nach ARkl et al., 1999a].m, N-Acetyl-Glukosamin;

Mannose; v, Fukose;e , Galaktose;[1, N-Acetyl-Neuraminsaure.
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1.2.1 Produktglykosylierung in Saugerzellen

Oligosaccharidketten an Glykoproteinen konnen vielfaltige Funktionen erfillen
[CuMMING, 1991, \ARKI, 1993]. Kohlenhydratkomponenten spielen eine entscheidende
Rolle bei der Proteinfaltung, der Bildung oligomerer Strukturen und der Sekretion und
Stabilitat rekombinanter Produkte §BMAN AND LASKY, 1985]. Sie beeinflussen die
Verweildauer von Glykoproteinen im Blutkreislauf §AWELL AND HARFORD, 1982],
kénnen die biologische Aktivitdt der Substanzen verandesnrgBLL, 1992] und sind

an verschiedensten biologischen Signalwirkungexw|BoN, 1989] und regulatorischen
Prozessen beteiligt. AuRerdem konnen bestimmte Oligosaccharidstrukturen antigene

Wirkungen haben [EzI AND CHILDS, 1987].

1.2.1.1 Oligosaccharidstrukturen von Glykoproteinen aus
Saugerzellen

Es gibt zwei Typen Protein-gebundener Glykane. Asparagin-gebundene
Oligosaccharidstrukturen werden als N-Glykane bezeichnet, Serin- und Threonin-

gebundene Oligosaccharidketten als O-GlykanerMEELD AND KORNFELD, 1985].

Als potentielle N-Glykosylierungsstelle eines Proteins dient die Konsensussequenz Asn-
X-Ser/Thr, wobei X fir jede beliebige Aminosaure aul3er Prolin stehen kann. Alle N-
glykosidisch gebundenen Oligosaccharidseitenketten besitzen dieselbe Kernstruktur, die
entweder mit Oligomannose (High-Mannose-Typ), mit komplexen Oligosaccharidketten
aus N-Acetyl-Neuraminsaure, Galaktose, N-Acetyl-Glukosamin, Mannose und Fukose
(Komplex-Typ) oder einer Mischung aus beiden Strukturen (Hybrid-Typ) verknipft sein
kann [ENKINS et al., 1996].

Das Vorhandensein der Konsensussequenz bedeutet nicht zwangslaufig, dal3 eine
Glykosylierung vorliegt. Tatsachlich sind in der Regel nur ca. ein Drittel aller N-

Glykosylierungsstellen sekretierter Glykoproteine glykosyliere[SMAN, 1990].

Die potentiellen N-Glykosylierungsstellen eines Proteins kdnnen vollstandig, teilweise
oder gar nicht glykosyliert sein. Auch kann eine bestimmte N-Glykosylierungsstelle mit

unterschiedlichen Oligosaccharidvarianten besetzt seARERM AND PATEL, 1992].
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Abbildung 3: N-glykosidische Kernstruktur (grau unterlegt) und reprasentative
Oligosaccharidseitenketten von Glykoproteinen. A, Komplex-Typ (disialo-
biantennar); B, Komplextyp (tetrasialo-tetraantennar); C, High-Mannose-Typ; D,
Hybrid-Typ. Man: Mannose, GIcNAc: N-Acetyl-Glukosamin, Gal: Galaktose, Fuc:

Fukose, Neu5Ac: N-Acetyl-Neuraminsaure.

Diese unterschiedlichen Glykosylierungsvarianten fihren zu einer Reihe von
Glykoformen oder Isoformen eines Proteinsvifx et al., 1993].

Das Auftauchen verschiedener Glykovarianten wird als Mikroheterogenitat von N-
Glykosylierungen bezeichnet p#ki et al., 1999b]. Die Mikroheterogenitat ist abhangig
vom Zelltyp und vom physiologischen Status der produzierenden ZelleMi8G,
1991].

O-gebundene Oligosaccharide tragen in der Regel eine N-Acetyl-Galaktose (GalNAc)

an der Hydroxylgruppe von Serin oder Threonin, die als Basis fur die Bindung weiterer

Zucker dient. Diese Zuckerstrukturen kénnen aus nur einem Zuck&r#et al.,

1991], kleinen Seitenketten oder sehr komplexen Strukturen bestehen. Proteoglykane
besitzen vornehmlich O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide. Die fur N-Glykane

beschriebene Mikroheterogenitét tritt auch bei O-Glykosylierungsstellen awk[Bt

al., 1993]. Allgemein lassen sich O-Glykane in Gruppen einteilen, die auf funf
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verschiedenen Kernstrukturen basieren. Die Kettenverlangerung erfolgt wie auch bei N-
Glykanen durch Wiederholungen von Gall3(1-4)GIcNAc3(1-3)-Motiven, die mit
unterschiedlichen endsténdigen Zuckern versehen sind. Verzweigte Ketten entstehen
durch die Anbindung des Wiederholungsmotivs an GalaktoserestesiN, 1989b].

1.2.1.2 Funktion terminaler Sialinsauren

Sowohl O-Glykane als auch N-Glykane besitzen héaufig endstandige Sialinsédurereste.
Als Sialinsauren werden verschiedene Neuraminsaure-Derivate bezeichnet. Dabei
handelt es sich um C9-Zucker in Pyranoseform mit substituierter Aminogruppe. In der
Regel sind Acetyl- oder Glykolylreste an die Aminogruppe der Neuraminsaure
gebunden. Die Hydroxylgruppen kdnnen methyliert oder mit Acetyl-, Laktyl-, Sulfat-
oder Phosphatgruppen verestert sein. Proteine aus menschlichen Zellen und aus
Huhnern tragen ausschlieB3lich N-Acetyl-Neuraminsauren (Neu5AaRHlY 1992],
wahrend bei Proteinen aus anderen Vertebraten sowohl N-Acetyl- als auch N-Glykolyl-
Neuraminsduren (Neu5Gc) zu finden sind. Die ausgepragte negative Ladung von
Sialinséduren (der pK-Wert liegt bei pH 2) und ihr Vorkommen in verschiedensten
gewebespezifischen Strukturen impliziert ihre Beteiligung an zellularen Prozessen. In
der Tat fuhrt eine enzymatische Entfernung der Sialinsdurereste zu erheblichen
Veranderungen der biologischen Eigenschaften von Zellen und MoleklmHR

1982, Anosl, 1999]. Desialylierte Serumproteine haben gegeniuber der nativen Form
vergleichsweise kurze Verweilzeiten im Blutkreislauf, da ein spezifischer Rezeptor auf
Hepatozyten durch Erkennung der endstandigen Galaktosereste die Entfernung der

Proteine aus dem Blutkreislauf vermittelt§AWELL AND HARFORD, 1982].
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Es lassen sich funf Hauptfunktionen von Sialinsauren unterschiedenysr, 1985].
Sialinsauren
» erfullen durch ihre negative Ladung wichtige Funktionen bei der Bindung
und dem Transport positiv geladener Substanzen und der Aggregation bzw.
Disaggregation von Zellen,
» beeinflussen die Konformation von Glykoproteinen und damit auch deren
Aktivitat oder Ausrichtung in der Membran,
» koénnen als antigene Determinanten fungieren,
» sind essentielle Komponenten von Rezeptoren,
» koénnen die Erkennung spezifischer Rezeptoren oder Antigenbindungsstellen

verhindern (Maskierungsfunktion).

1.2.2 Rekombinante humane Glykoproteine aus CHO-

Zellen

Rekombinante Glykoproteine werden haufig in Chinese hamster ovary (CHO)-Zellen

produziert. Die genetische Manipulation dieser Zellen ist unproblematisch und sie
lassen sich als Suspensionskulturen in grofRerem Malidstab kultivieren. Der Hauptgrund
fur den Einsatz von CHO-Zellen ist, dal die Glykosylierung des rekombinanten

Produkts weitgehend der des nativen humanen Proteins entspricht.

Beispiele einiger wichtiger rekombinanter Glykoproteine aus CHO-Zellen, ihre

Eigenschaften und Glykosylierungen sind im folgenden aufgefuhrt:

Antithrombinlll (AT 1ID):

AT Il ist ein Plasmagligoprotein, das in der Leber synthetisiert wird. Es gehort zur

Gruppe der Serinprotease-Inhibitoren und gilt als Hauptregulator von Thrombin und
verschiedenen anderen Koagulations-Faktor@msHet al., 1994]. In der Medizin wird

AT Il zur postoperativen Thrombosephylaxe, bei Leber- und Nierenerkrankungen
oder bei septischem Schock eingesetzt. Das monomere Protein besteht aus 432

Aminosauren und besitzt vier potentielle N-Glykosylierungsstellen.
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Tissue plasminogen activator (t-PA):

Der Tissue plasminogen activator (t-PA) ist an der Fibrinolyse beteiligt. Das Protein
besitzt vier potentielle Glykosylierungsstellen. Es gibt zwei verschiedene naturlich
vorkommende Glykoformen des Proteins. Ein Protein ist an drei, das andere an zwei

Stellen glykosyliert [RREKH et al., 1989].

Erythropoietin (rhEPO):

Rekombinantes  humanes Erythropoietin (rhEPO)  wird klinisch  zur

Wachstumsstimulierung von roten Blutkdrperchen verwendet. Das Protein besitzt drei
potentielle N- und eine O-Glykosylierungsstelle. Die Kohlenhydratstrukturen des
Proteins machen 40 % des Molekulargewichts von 36 kDa anssfiM et al., 1994].

Die Effektivitat des Proteins ist abhangig von der Art der GlykosylierunggUcHi et

al., 1989; RiGGset al., 1974].

Interferony (INF-y):

Humanes Interferony ist ein Glykoprotein mit antiviraler, antiproliferativer und
immunmodulatorischer Wirkung. Es besitzt zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen,
von denen eine jeweils vollstandig sialyliert vorliegt, die andere aufgrund sterischer

Effekte nur teilweise sialyliert ist [GAND WANG, 1997].

Interferon R1(INF-R1):

Humanes rekombinantes Interferon 31 (rhINF-31) besitzt antivirale Aktivitat und wird

in der Chemotherapie gegen Gehirntumore und Melanome eingesetzt. Das Protein
besitzt eine potentielle N-Glykosylierungsstelle. Bei dem naturlichen Protein ist diese

Glykosylierungsstelle zu 80 % mit biantennéren Oligosacchariden vom Komplex-Typ

besetzt [RGAWA et al., 1988].

Leishmanolysin (GP63):

Leishmanolysin (GP63) ist das Hauptoberflachenprotein der parasitischen Protozoe

Leishmaniaund ein potentieller Impfstoff-Kandidat. Es handelt sich um eine GPI-
gebundene Metalloproteinase mit drei potentiellen Glykosylierungsstellen. CHO-Zellen

wurden sowohl fir die Expression von membranstadndigem GP63 als auch von GP63 als
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sekretiertem Protein eingesetzt, wobei das membranstandige Protein jedoch nicht

vollstandig sialyliert wird [MbRRISONet al., 2000].

1.3 Produktintegritat und Produktqualitat

Fur den medizinischen Einsatz werden an rekombinante Proteine besondere
Anforderungen gestellt [&THS, 1995]. Die Produktqualitat ist fur den therapeutischen
Einsatz eines rekombinanten Glykoproteins ein entscheidendes Kriterium. In Bezug auf
die Oligosaccharidstrukturen eines Proteins wird gefordert, dal3 das rekombinante
Protein und das native Referenzprotein identisch sind und das Glykosylierungsmuster
des rekombinanten Proteins keine Heterogenitat zeigtGTet al., 1994]. Die
vollstandige Charakterisierung, und wenn moglich auch die Kontrolle der
Glykosylierungsprofile humaner Glykoproteine fur therapeutische Zwecke, sind dabei
unabdingbar, da schon 1995 sowohl in den Vereinigten Staaten (USA) von der ,Food
and Drug Administration (FDA) als auch in Europa vom ,Commitee for Proprietary
Medical Productions® (CPMP) der Européischen Union verstarkt eine umfassende
Kohlenhydratanalyse aller neuen Glykoproteine fur den Einsatz in der Humantherapie

gefordert wurde [ENKINS AND CURLING, 1995]

Nicht nur der Zelltyp sondern auch die Kultivierungsbedingungen beeinflussen die
Oligosaccharidstrukturen von GlykoproteinenAf$eLL et al., 1999, XNG AND
BUTLER, 2000]. Die Kohlenhydratanteile eines Proteins sind Produkte einer
intrazellularen Prozessierung mit zelleigenen Glykosyltransferasen und Glykosidasen
des Wirtsorganismus. Die Kontrolle und Steuerung dieser Prozessierung ist daher

aullerst kompliziert [B\NLEY, 1992].
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1.3.1 Unterschiede in der Glykosylierung nativer humaner

und rekombinanter Glykoproteine aus CHO-Zellen

Humane Glykoproteine und rekombinante Glykoproteine aus CHO-Zellen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Glykosylierung in einigen Punk&nkiNs AND
CURLING, 1995; ENKINS et al., 1996]:

¢ CHO-Zellen besitzen keine2,6-Sialyltransferase und kénnen daher aRj3-
gebundene terminale Sialinsaurereste synthetisierean$Pn et al., 1989a].

e In CHO-Zellen ist keine Sulfatierung von N-Acetyl-Galaktoseresten mdglich,
die fUr einige Glykoproteinhormone von Bedeutung ist.

» CHO-Zellen fehlt einenl,3-Fukosyltransferase, so dal3 keine Fukosylierungen
der produzierten Glykoproteine wie z.B. beim nativen TSH (Thyroid stimulating

hormone) vorliegen.

Allerdings kann der Glykosylierungsapparat von CHO-Zellen durch gezielte
Transformation mit den entsprechenden Glykosyltransferasen an das humane
Glykosylierungsprofil angepafdt werden, z.B. durch die Transformation a2y-
Sialyltransferase cDNA [tE et al., 1989, MIcH, S. et al., 1995]. AuRerdem wurden in

den letzten Jahren eine Reihe von CHO-Klonen isoliert, die veranderte
Glykosylierungseigenschaften besitzen und die Expression von Glykoproteinen mit

minimaler Heterogenitat garantiere@EfkINS AND CURLING, 1995].

1.3.2 Bedeutung von Glykosidasen far die
Produktglykosylierung

Die Hauptaufgabe intrazellularer Glykosidasen in eukaryonten Zellen ist die
posttranslationale Modifikation von Glykoproteinen (trimming-Prozess). Eine Inhibition
von Glykosidasen im Endoplasmatischen Reticulum (ER) kann die Ausbildung der
korrekten dreidimensionalen Struktur eines Glykoproteins verhindern oder den
Transport von Proteinen aus dem ER blockiereaRMvEN et al., 1994].

Bei Produktionsprozessen werden Glykosidasen bei der Zellyse freigesetzt und kbnnen

das sekretierte Produkt angreifen. Im Gegensatz zur erwinschten posttranslationalen
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Modifikation werden rekombinante Glykoproteine im Kulturiiberstand durch
Glykosidasen postsekretorisch modifiziert. Dieser Deglykosylierungsprozess im
Kulturiberstand kann zu einer Verringerung der biologischen Aktivitat der
rekombinanten Glykoproteine und damit zu einer verminderten Wirksamkeit der
Produkte fuhren [BRMAN AND LASKY, 1985, Gisow, 1992, TAKEUCHI et al., 1989].
Insbesondere die Freisetzung von Sialidase fiihrt durch die Entfernung der endstandigen
Sialinsdurereste zu einer Reduktion der biologischen Aktivitat der produzierten
Produkte. Studien bei unterschiedlichen pH-Werten haben gezeigt, dal} Sialidase bei
physiologischen pH-Werten (pH 7) in Zellkulturiiberstanden Aktivitat zeigAMER

AND GOOCHEE 1993a und b] und sekretierte Glykoproteine desialyliert. Beispielsweise
besitzt desialylierter t-PAn vitro eine gesteigerte biologische Aktivité, vivo ist die
Aktivitdt von asialo-t-PA dagegen erheblich reduziertigdw, 1992]. In CHO-Zellen
produziertes rhEPO liegt zunachst vollstandig sialyliert voaT8®N et al., 1994].
Veranderte Kulturbedingungen bei der Produktion von rhEPO in CHO-Zellen kénnen
jedoch eine Desialylierung des Proteins bewirkemN AND BUTLER, 2000].
Desialyliertes EPO besitah vitro eine gegenuber der sialylierten Form gesteigerte
Aktivitat [TAKEUCHI, et al., 1989], ist aban vivo aufgrund von Abbaufunktionen der
Leber weit weniger wirksam [u, 1992]. Bei rekombinanten Glykoproteinen zum
Einsatz in der Humantherapie ist insbesondere die Verweildauer im Blutkreislauf ein

entscheidendes Kriterium fur die Wirksamkeit.
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1.3.3 Sialidasen in Produktionsprozessen

Der Zusammenhang zwischen dem Anstieg der Sialidaseaktivitat im Kulturiberstand
von CHO-Zellen und der Desialylierung von produziertem humanen, rekombinanten
Antithrombin Il (rhATIIl) konnte in verschiedenen Studien YNEERT et al., 1996,
1997] nachgewiesen werden. Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung von
rhAT 1ll aus CHO-Zellenmit den vier potentiellen Glykosylierungsstellen. Diese
Glykosylierungsstellen kbnnen disialo-biantennare Komplex-Typ
Oligosaccharidstrukturen tragen, die durch Sialidase hydrolysiert werden konnen.
Ansatze zur Verringerung der Sialidaseaktivitat in Kulturiiberstanden sind der Einsatz
von Sialidaseinhibitoren oder einer CHO-Mutante mit geringerer Sialidaseaktivitat

[GRAMER et al., 1995] sowie das Einbringen von antisense RNA in CHO-Zellen

R
* NeuAa(2- 3)GaB(1-4)GIcNAJB(1 - 2)Manm (1~ Fua(1 —=6) |
_ IManB(1- 4)GIcNAG(1 - 4)GIcNAC
* NeuAw(2-3)GaPB(1l-4)GIcNA(1 - 2)Mam(1 )
R

4
I

NH3s

COO~

Abbildung 4: Schematisches Modell von rhATIIl mit vier potentiellen N-
Glykosylierungsstellen (grin), die mit disialo-biantennaren Komplex-Typ
Oligosacchariden (blau) besetzt sind. Die hydrolytische Abspaltung der

Sialinsaurereste erfolgt durch Sialidase (rote Pfeile).
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[FERRARI et al., 1998]. Alle diese MalRhahmen fiihren jedoch nur zu einer verminderten
Sialidaseaktivitat und nicht zu einer vollstandigen Vermeidung von

Desialylierungsvorgangen.

1.4  Cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen

Fur die Prozessierung von Glykoproteinen aus CHO-Zellen ist mit hoher
Wabhrscheinlichkeit eine l6sliche Sialidase verantwortlich, die 1993N&®NER et al.

aus dem Kulturiiberstand von CHO-Zellen isoliert werden konnte. Aus 100 Liter
Kulturiiberstand konnten 174 pg Sialidase isoliert werden. Es handelt sich um ein
l6sliches Enzym mit einem Molekulargewicht von 43 kDa, das bei pH-Werten zwischen
4,5 und 7,5 aktiv ist. Das Enzym ist in der Lage, sowohl freie Oligosaccharide als auch
Ganglioside und Glykoproteine zu desialylieren. Die cDNA Sequenz wurde 1994 von
FERRARI et al. vertffentlicht (Abbildung 5). Die Sequenz kodiert flr ein
einzelstrangiges Protein aus 379 Aminosauren. Zwei Asp-Box-Sequenz-Motive konnten
identifiziert werden. Das Motiv enthalt 5-12 Aminosaurereste, von denen funf, die um
einen zentralen Aspartatrest angeordnet sind, hoch konserviert sind. Die Funktion dieses
Motivs ist unbekannt. Der Sequenzvergleich mit einer aus Rattenleber isolierten
Sialidase ergab 83 % UbereinstimmungifA&! et al, 1993b]. Ein Vergleich der
Aminosauresequenzen bakterieller Sialidasen mit der Sialidase aus CHO-Zellen ergab
keine signifikanten Primarsequenzhomologien. Ein 1999 vorvet al. identifiziertes
humanes Sialidasegen zeigte 73,7 % Ubereinstimmung mit der Sialidasesequenz aus
CHO-Zellen. Da keine der Sialidasen aus Saugern eine Transmembrandomé&ne oder
Signalsequenz besitzt ist anzunehmen, dald diese Enzyme im Cytosol lokalisiert sind.
Des weiteren belegen immunohistochemische Untersuchungen, dal3 es sich bei der aus
Rattenmuskel isolierten Sialidase um ein cytosolisches Enzym handeln muf A

al., 1997]. Die biochemische Aufreinigung cytosolischer Sialidasen aus CHO-Zellen
[WARNER et al., 1993] oder RattengewebelyWsI AND Tsulki, 1985, MvAGI et al.,

1990] ist sehr aufwendig, erfordert den Einsatz  verschiedenster
Chromatographiemethoden  (z.B. lonenaustausch-,  Affinitats-,  Hydrophobe-
Interaktionschromatographie und Gelfiltration) und fihrt, wie in Tabelle 1 dargestellt,

zu sehr geringen Mengen an aufgereinigtem Protein.
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1 cgggggatgg atcatctgca gggcectcggt taaaagtgag aaaagecggt ceteccttct

61 ccatttggat tacaagctca aagggactgc ttataacctg gaggaatgat ctccgtgcte

121 ccggggggag cactgcccac agtacgtgca tagagaggct ttgagaggaa ttaagatctc
181 aggccc  atg g cgacttgecc tgtcctgcag aaggagacgc tattccagac aggagactat
241 gcttacagaa tccctgctct gatctacctg tcaaagcaga agaccctget ggectttgeg

301 gaaaagcgtc tgaccaagac ggatgagcat gcagatttgt ttgtcctacg aagaggaagce
361 tacaatgcag acacccatca ggtccagtgg caagctgagg aggtggtgac ccaagcectac
421 ctggagggcc accgetecat gageccatgt cctttgtatg acaagcagac aaggaccctt
481 ttecttttct tcatcgetgt ccgtgggcaa atatcagaac accaccagct ccagactggg

541 gttaatgtca cacggctatg ccacatcacc agtactgacc atgggaagac ctggagegct
601 gtccaggacc ttacagatac caccattggc agcacccatc aggattgggce cacatttggc
661 gtgggtcctg ggcactgtct gcagetgecga aacacagetg ggagectgct ggteectget
721 tatgcctatc ggaaacaacc ccctatccat gecacctgecc cetetgectt ctgcttecte

781 agccatgacc atgggagcac atgggagctg ggccactttg tgtcccagaa ctegetggag
841 tgccaggtgg ctgaggttgg cactggcgcet gagagggtgg tctatctcaa tgctaggage
901 tgcctgggag ccagggtcea ggcacaaagt cctaacagtg gectggattt ccaggacaac
961 caggtagtga gtaaacttgt agagcctccc aaaggctgec atggaagtgt gattgetttc
1021 cccaacccca cctcaaagge agatgcectta gatgtgtgge tgctctatac ccaccctaca
1081 gactcccgga agaggaccaa cctgggtgtg tacctcaatc agaagccact ggaccccace
1141 acctggtcag ctcccacccet gttggcaaca ggcatetgtg cctactcgga cttgcagaac
1201 atggggcacg gccctgatgg ctccccgeaa tttgggtgtce tgtatgagtc aaataactat
1261 gaagagattg ttttcctcat gttcaccctg aagcaagctt tcccageagt gtttggtgec

1321 cag tga tctt gctgcatgeg geccaaagtg cttcaaaacc cccecg

Abbildung 5: cDNA Sequenz der cytosolischen Sialidase aus CHO-Zellen. Start-
und Stoppcodons sind grau unterlegt, die Asp-Box-Sequenzmotive sind gelb

unterlegt.
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Tabelle 1: Aufreinigungen cytosolischer Sialidase aus unterschiedlichen Geweben.

Herkunft Ausgangsmaterial Ausbeute an Literatur
Sialidase
Rattenleber 500g 9 ug MIYAGI AND TSUIKI, 1985
Rattenmuskel 3 kg 181 ug MIYAGI et al, 1990
Kulturiiberstand von 100 | 174 pg WARNER et al., 1993
CHO-Zellen

Zur weiteren Charakterisierung cytosolischer Sialidasen sind klassische biochemische
Verfahren aufgrund der geringen Ausbeuten ungeeignet. Neuere molekularbiologische
Verfahren ermoglichen die Produktion ausreichender Mengen beliebiger Proteine.
FERRARI et al. gelang 1994 die Klonierung und Expression der aktiven cytosolischen
Sialidase aus CHO-Zellen. Zur Expression wurde ein Baculovirus-System eingesetzt
und in Sf9 Zellen (aus Raupen des SchmetterlfBgedoptera frugiperdatablierte
Zellinie) exprimiert. Das von den Insektenzellen produzierte Enzym ist allerdings im
Gegensatz zur nativen Form der Sialidase, die keine Oligosaccharidketten besitzt,

teilweise glykosyliert [WARNER et al., 1993].

1.5 Molekularbiologische Methoden

Primé&res Ziel einer Genklonierung fur biotechnologische Zwecke ist die Expression des
klonierten Gens in einem ausgewahlten Wirtsorganismus. Leider bietet das Einfigen
eines Gens in einen Klonierungsvektor nicht unbedingt eine Gewéhr daflr, dal3 das Gen
auch erfolgreich exprimiert wird. Die meisten klonierten Gene haben charakteristische
molekulare Eigenschaften. Daher ist ein erheblicher Zeit- und Arbeitsaufwand
erforderlich, um festzustellen, unter welchen Bedingungen eine annehmbare
Expressionshthe gewéhrleistet istijgk AND PASTERNAK, 1995a].

Der am haufigsten verwendete Organismus zur Expression von Proteiriencisi

Dieses gramnegative Bakterium ist ohne Zweifel der am besten untersuchte natrlich
vorkommende Organismugk. coli Zellen kdnnen mit Hilfe bestimmter Vektoren
genetisch manipuliert werden und stellen keine besonderen Anspriiche an das
Wachstumsmediunk. colieignet sich besonders flr einzelstrangige, nicht glykosylierte

Proteine, wie die cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen. Fur die Produktion humaner
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rekombinanter Glykoproteine fir den medizinischen EinsatzEistcoli weniger
geeignet, da Prokaryonten posttranslationale Modifikationen nur in sehr begrenztem

Umfang durchfihren.

1.5.1 Klonierung und Transformation von E. coli

Eine Moglichkeit zur Klonierung und Expression rekombinanter Proteie @oli ist
schematisch in Abbildung 6 dargestellt. Zunachst wird die gesamte RNA des
Spenderorganismus isoliert und mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) in DNA
umgeschrieben. Das Zielgen wird dann mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
vervielfaltigt und in einen Expressionsvektor kloniert. Nach der Transformation der
E. coli Zelle mit dem Expressionsvektor, der die gewlnschte Sequenz enthalt, kann die

Expression des rekombinanten Proteins induziert werden.

Vektor

i Ligation

rekombinantes Protein ¢ Transformation

T (OOOO%@D E. coli
[ . Q
.. ./ \O Q%@ A«ion

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Klonierung, Transformation und

Expression eines rekombinanten Proteins ii. coli.
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Zur Produktion rekombinanter Proteine in Bakterien mufl3 zuerst ein geeigneter Vektor
ausgewahlt werden. Ein Expressionsvektor sollte folgende Bestandteile beinhalten
[TuaN, 1997]:

» Ein selektierbarer Marker, um das Vorhandensein des Vektors in der Zelle
sicherzustellen.

» Ein regulierbarer transkriptionaler Promotor , wie lac, trp odertag, der bei
Induktion grof3e Mengen an mRNA Transkripten der klonierten DNA Sequenz
herstellt.

* Passend&anslationale Kontrollsequenzenfir die ribosomale Bindestelle und
den Translationsstart.

« Eine multiple cloning site (mcs), um die Insertion des Fremdgens zu

ermaoglichen.

Expressionsvektoren mit verschiedenen Eigenschaften und Modifikationen sind

kommerziell erhaltlich.

1.5.2 Expression von Fusionsprodukten irk. coli

Die rekombinante DNA-Technologie ermoglicht die Zusammensetzung verschiedener
Gene oder Genteile. Diese Fusionsprodukte haben im Vergleich zu den einzelnen Genen
eine Reihe von Vorteilen JaN, 1997]:

 Ein Genprodukt kann durch Fusion mit einem geeigneten Partner an ein

bestimmtes Zellkompartiment gebunden werden.

» Das Fusionsprodukt wird stabiler exprimiert als das native Protein.

* Die Loslichkeit eines Genprodukts kann verbessert werden.

» Die Aufreinigung eines Genprodukts wird durch den Fusionspartner erleichtert.

* Durch Fusionierung lassen sich multifunktionale Proteine herstellen.

Ein weiterer Grund fir den Einsatz von Fusionsprodukten ist der mogliche Abbau von
rekombinanten Proteinen in déf. coli Wirtszelle. Das Anheften eines stabilen
Wirtproteins an das Zielprotein kann zu einem verminderten Abbau des resultierenden
Fusionsproteins durch zelleigene Proteasen Eowroli fihren. Einige Studien haben
gezeigt, dal3 Produkte klonierter Gene als Bestandteile von Fusionsproteinen gegen

Degradation durch proteolytische Enzyme der Wirtszelle resistenter sind als separate
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rekombinante Proteine. Bei der Klonierung von Fusionsprodukten mufd auf die
Erhaltung des richtigen Leserasters geachtet werden, da sonst das vom Zielgen codierte

Protein nicht hergestellt wird [&K AND PASTERNAK, 1995D].

Inzwischen bieten verschiedene Hersteller Expressionssysteme fur Fusionsproteine an,
die sowohl Expressionsvektoren mit der Sequenz der jeweiligen Fusionspartner als auch
Affinitatsmaterialien zur Proteinaufreinigung enthalten. In Tabelle 2 sind einige

kommerziell erhaltliche Expressionssysteme aufgeflhrt.

Tabelle 2: Kommerziell erhéltliche Expressionssysteme fur Fusionsproteine.

Fusionspartner  Expressionssystem Hersteller Affinitdtsmatrix
MBP® IMPACT CN System New England Biolab | Chitin Beads
CBP® pDUAL Stratagene Calmodulin Resin

Expression System

Thioredoxin ThioFusion Invitrogen Phenylarsineoxid
Expression system (PAO)-Agarose
GST* GST Amersham Pharmacia | Glutathione-
Expression System Biotech Sepharose 4B
Polyhistidin QlAexpress System Qiagen Ni—NTAd—Agarose

AMBP, Maltose binding protein’CBP, Calmodulin binding proteifGST, Glutathion S-Transferase;

INTA, Nitrilotriacetic acid
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1.6 Arbeitsziele

Die zunehmende Bedeutung rekombinanter Glykoproteine aus CHO-Zellen in der
Humantherapie fordert die weitere Erforschung der Prozessierung glykosylierter
Strukturen im Produktionsprozess. Bei der Produktion mit CHO-Zellen unterliegen
rekombinante Glykoproteine nicht nur einer posttranslationalen Modifikation, die fur

die Synthese korrekter N-Glykosylierungen unverzichtbar ist, sondern auch einer
postsekretorischen Modifikation durch Glykosidasen, die durch Zellyse freigesetzt
werden. Postsekretorische Modifikationen fihren zu einer Veranderung der
Glykosylierungsmuster rekombinanter Proteine, wie z.B. der Abspaltung der
endstandigen Sialinsauren. Durch die Bindung desialylierter Glykoproteine an den
Galaktose-Rezeptor der Leber und die nachfolgende Internalisierung ist die
Halbwertszeit dieser Proteine im Blutkreislauf verkurzt. Dadurch wird die Effektivitat

der produzierten Therapeutika verringert.

Bei der Glykosidase, die fiur die Desialylierung sekretierter Glykoproteine
verantwortlich ist, handelt es sich um die cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen. Die
Aktivitat und Substratspezifitdt dieses Enzyms bestimmen den Anteil an desialyliertem
Produkt und den Desialylierungsgrad der einzelnen Proteine. Vorangegangene Studien
haben gezeigt, dal} die cytosolische Sialidase auf biochemischem Wege nur in sehr
geringen Mengen isoliert werden kann. Die Entwicklung der rekombinanten DNA-
Technologie ermoglicht die Produktion rekombinanter Proteine, wie der Sialidase auf
molekularbiologischem Weg. Mit Hilfe von Klonierungsmethoden kann die fiur die
Sialidase kodierende cDNA iB. coli Zellen eingebracht werden. Durch den Einsatz
eines geeigneten Expressionssystems ist die Produktion und Aufreinigung grol3erer
Mengen an Sialidase mdglich, die fir die Charakterisierung des Enzyms eingesetzt

werden kénnen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Herstellung und der molekularen
Charakterisierung der cytosolischen Sialidase aus CHO-Zellen. Ziel dieser Arbeit war
es, ein geeignetes Expressionssystem fur die cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen zu

etablieren. Das Enzym sollte als rekombinantes und aktives Fusionsproeircaf
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exprimiert werden. Daran anschlieend muldte eine Aufreinigungsstrategie zur
Isolierung des aktiven Fusionsprodukts entwickelt werden. Die Charakterisierung des
Produkts und die Herstellung polyklonaler Antikorper sollten die Arbeit abschlie3en.

Zur Produktion der cytosolischen Sialidase als Fusionsprodukt mufdte ein
Expressionssystem entwickelt werden, das die Expression eines aktiven Enzyms in
ausreichender Menge sicherstellt.

Die Entwicklung einer RT PCR Methode ist zur Herstellung ausreichender Mengen der
Sialidase kodierenden cDNA fir die Klonierung notwendig. Dazu muf die Zielsequenz
in Form von RNA aus dem Spenderorganismus isoliert und durch reverse Transkriptase
(RT) in die entsprechende cDNA umgesetzt werden. Die Amplifikation der cDNA
erfolgt mittels PCR. Die amplifizierte Zielsequenz kann dann stabil in einen
ausgewahlten Expressionsvektor kloniert werden. Durch den Einsatz von Isopropyl-3-
D-thiogalaktopyranosid (IPTG) wird die Expression des Fusionsproduktes in
transformierten E. coli Zellen induziert. Die Optimierung verschiedener
Expressionsparameter sollte zur Produktion eines stabilen Fusionsproteins fiihren.
Restriktionsanalysen ermoglichen die Charakterisierung der Fusionsprodukte auf
molekularer Ebene.

Voraussetzung fur die Untersuchung der erfolgreichen Expression ist die Etablierung
eines enzymatischen Testsystems, mit dem die Aktivitdt des Fusionsprodukts
nachgewiesen werden kann. Der Einsatz von Gelelektrophoresen und von
Immunoblotting-Techniken erméglicht eine Uberprifung des Molekulargewichts des
produzierten Fusionsproteins und dient der ldentifizierung des Proteins durch den

Nachweis der antigenen Determinanten des Fusionspartners.

Ziel der Aufreinigungsstrategie sollte ein hochreines Produkt sein, das fur die weitere
Charakterisierung in ausreichender Menge zur Verfigung steht und bei Bedarf erneut
hergestellt werden kann. Die Substratspezifitat des isolierten Enzyms kann mit
geeigneten Substraten, wie z.B. Gangliosiden charakterisiert werden. Die Aktivitat der
gereinigten Fusionsprodukte sollte anhand der Wirkung von Sialidase-Inhibitoren
getestet werden. AbschlieBend sollte das Fusionsprodukt zur Herstellung eines

polyklonalen Antiserums eingesetzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung von CHO-Zellen

2.1.1 Zellinien

Als Donorzellen fur Sialidase codierende mRNA wurden drei verschiedene CHO-
Zellinien unter verschiedenen Bedingungen kultiviert und zur Isolierung der RNA

eingesetzt.

Tabelle 3: CHO-Zellinien zur RNA-Isolierung.

Name Herkunft Ursprung

CHO K1 ATCC, Prolin defizienter Subklon aus einer CHO-
Rockville,MD,USA Zellinie
CCL-61 [KAO AND PucCK, 1968]

CHO (AT 1) Behringwerke AG, Transfektion von Maus DHFR cDNA und

SS3 A2 Marburg menschlicher AT Il cDNA in eine DHFR™ CHO

DUKXB1-Zellinie
(ATCC, CRL-9010)
[ZETTLMEISSL et al., 1987]

CHOHC I Prof. Dr. H. Ragg, Transfektion einer DHFR™ CHO DUKXB1-
Klon 6 Universitat Bielefeld Zellinie mit pWT BI2

2.1.2 Kultivierung der CHO-Zellen zur RNA-Isolierung

Kultivierung der Zellinie CHO SS3 A2:

Die Zellinie CHO SS3 A2 war bereits an serumfreie Bedingungen adaptiege[R
1994] und lag als Suspensionszellinie vor. Die Zellen wurden serumfrei in
Kulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) bei 37°C in mit Wasserdampf gesattigter Luft und
5% CQ-Gehalt in Begasungsbrutschranken (Salvis Biocenter 2001, Tecnomara,

Fernwald) ungeruhrt kultiviert. Als Medium wurde eine serumfreie 1:1 Mischung von
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DMEM (Life Technologies, Eggenstein) und Ham'’s F12 (Life Technologies) verwendet

[DuLBECCO AND FREEMAN, 1959; Fam, 1965; BA\RNES AND SATO, 1980]. Dem Medium

wurden die in Tabelle 4 aufgefihrten Supplemente zugesetmZdkT, 1996]. Neben

NatriumhydrogencarbonalNaHCQ;), das zur Einstellung eines pH-Werts von 7,2

zugegeben wird, bendtigen diese serumfrei kultivierten Zellen Humantransferrin

(Behringwerke), Rinderinsulin (Sigma, Deisenhofen) und ExCyte | (Bayer Diagnostics

Munchen) als Protein- und Lipidzusatze sowie eine Reihe von Aminoséauren (Serva) an

Stelle von fotalem Kalberserum (FCS).

Tabelle 4: Supplemente fur serumfreies Medium zur Kultivierung von CHO SS2

A3 Zellen.

Substanz Konzentration Substanz Konzentration
NaHCO; 29 mM Isoleucin 600 uM
Ethanolamin 125 uM Alanin 50 uM
Glukose 31 mM Phenylalanin 200 pM
Humantransferrin 10 mg/l Histidin 350 uM
Rinderinsulin 10 mg/l Lysin 300 uM
ExCyte | 1 mi/l Methionin 150 uM
Asparagin 150 pMm Prolin 450 uM
Aspartat 50 uM Serin 450 uM
Cystein 250 uM Threonin 950 uM
Cystin 130 uM Tryptophan 70 uM
Glutamin 4000 pM Tyrosin 300 uM
Glutamat 50 uM Valin 700 pM
Leucin 700 puM Arginin 700 puM

Die Zellen wurden in der zweiten Passage geerntet. Dazu wurden zweimal je 20 ml

Zellsuspension mit jeweils 1,27 x 1@ellen 5 min bei 10§ abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment zur RNA-Isolierung eingesetzt.

Kultivierung der Zellinie CHO K1

CHO K1 Zellen sind adharent wachsende Zellen, die in Kulturflaschen bei 37°C in mit

Wasserdampf gesattigter Luft und 5 % &&ehalt kultiviert wurden. Als Basalmedium
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wurde ebenfalls eine 1:1 Mischung von DMEM und F12 verwendet. Zur Einstellung
von pH 7,2 wurden dem Medium 29 mM NaHg{fugesetzt. Da diese Zellen nicht an
serumfreie Bedingungen adaptiert waren, wurde mit 10 % FCS im Medium kultiviert.
Konfluent gewachsene Zellen wurden aus 8¢ ¢fulturflaschen gewonnen. Dazu
wurde zunachst der Kulturiberstand entfernt und die Zellen mit je 10 ml PBS
(Phosphate buffered saline) gewaschen. Das Ablésen der Zellen erfolgte nach der
Zugabe von je 2 ml einer 0,25 % igen Trypsin-EDTA-LGsung (Boehringer Mannheim)
durch Inkubation fir 10 min bei 37°C ENGER 1990]. Das Trypsin wurde durch
Zugabe von je 20 ml serumhaltigem Medium inaktiviert. Die Zellsuspensionen aus den
Kulturflasche mit jeweils ca. 2 x 1@ellen wurden 5 min bei 10§ abzentrifugiert, die

Uberstande verworfen und die Sedimente zur RNA-Isolierung eingesetzt.

Tabelle 5: Zusammensetzung von PBS.

140 mM NacCl
PBS (pH 7,2) 2,7 mM KCI
10 mM Na;HPO,
1,8 mM KH,PO,

Kultivierung von CHO HC Il Klon 6 Zellen:

CHO HC Il Klon 6 Zellen wurden von Prof. Dr. H. Ragg (Universitat Bielefeld,
Technische FakultaAG Zellulare Genetik) zur Verfigung gestellt. Die Zellen wurden
bei 37°C in mit Wasserdampf gesattigter Luft und 7,5 %,-Géhalt in einer
Kulturschale kultiviert. Als Medium wurde alpha-MEM (Life Technologies) eingesetzt.
Die Supplemente des eingesetzten Mediums sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Die konfluent
gewachsenen Zellen wurden wie fur CHO K1 Zellen beschrieben mit Trypsin-Losung
abgelost und die vereinzelten Zellen abzentrifugiert. Das resultierende Zellsediment
enthielt ca. 6 x 10Zellen.
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Tabelle 6: Supplemente fur alpha MEM zur Kultivierung von CHO HCII Klon 6.

Substanz Konzentration
NaHCO; 26 mM
FCS 10 %
Prolin 300 uM
Penicillin Na-Salz 6,3 mg/l
Streptomycin 10 mg/l

2.2 RNA-Isolierung aus CHO-Zellen

Um RNA zu isolieren, ist RNase-freies Arbeiten zwingend erforderlich. Grundsatzlich
sind externe und interne Kontaminationsquellen zu unterscheiden. Der Eintrag von
externen RNasen kann durch die Verwendung von RNAse-freien Loésungen und UV-
bestrahlten oder mit 3 % ,B,-L6sung behandelten Arbeitsutensilien weitgehend
vermieden werden. Die Inaktivierung von RNasen in Losungen erreicht man durch die
Verwendung von Diethylpyrocarbonat (DEPC). Die bendétigten Puffer oder Losungen
werden mit 0,1 % DEPC versetzt, Uber Nacht inkubiert und anschlieRend 20 min
autoklaviert. Beim Autoklavieren zersetzt sich das karzinogene DEPC nu@®
Ethanol. Losungen, die Aminogruppen enthalten, wie z.B.
Tris(hydroxymethyl)aminomethan- (Tris) Puffer, werden mit autoklaviertem DEPC-
behandeltem Reinstwasser angesetzt, da DEPC mit Aminogruppen reagiert.

Interne RNasen werden bei der Zellyse freigesetzt. Diese RNasen lassen sich durch
Zusatz von Guanidiniumthiocyanat (GuUSCN) ofleercaptoethanol zum Lysepuffer

inaktivieren.

2.2.1 Gesamt-RNA Gewinnung nach GOMCZYNSKI AND

SACCHI

Die RNA aus den CHO-Zellen konnte nach der Methode vBoMCZzYNSKI AND

SAccHI  (1987) isoliert werden. Dazu wurde das Zellsediment mit 2 ml
Denaturierungslésung (siehe Tabelle 7) gemischt und tber Nacht bei —20°C eingefroren.
Nach dem Auftauen wurde die Suspension in Glasrohrchen tberfihrt und 200 pl 2 M

Natriumacetat-Losung pH 4,0 zugesetzt und geschuttelt. Dann erfolgte die Zugabe von
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2 ml wassergesattigtem Phenol und 400 pl Chloroform / Isoamylalkohol (49:1), und die
Probe wurde nochmals geschiittelt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Proben
zur Phasentrennung 20 min bei 12@00nd 4°C in einer Sorvall Superspeed RC2B
Zentrifuge mit einem SS-34 Rotor (Kendro Laboratory Products, Hanau) zentrifugiert.
Wahrend sich Lipide in der unteren organischen Phase und Proteine und DNA-
Molekule in der Interphase sammeln, enthalt die obere wéassrige Phase die RNA. Die
wassrige Phase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen Isopropanol
gemischt. Zur RNA-Fallung wurde das Gemisch tber Nacht bei —20°C inkubiert. Das
nach 15 min Zentrifugation bei 120gQund 4°C gewonnene RNA-Sediment wurde in
300 pl Denaturierungslosung aufgenomen, zur zweiten Fallung mit 300 ul Isopropanol
gemischt und erneut Uber Nacht bei —20°C inkubiert und zentrifugiert. Das gewonnene
RNA-Sediment wurde zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen, 5-10 min bei
Raumtemperatur getrocknet, in 50 pl Reinstwasser aufgenommen und bei 60°C 10 min
geldst. Zur photometrischen Messung (siehe 2.2.3) wurden 5 pl entnommen und 1:100
mit Reinstwasser verdunnt. Das RNA-Isolat wurde mit dem dreifachen Volumen 100 %

igem Ethanol versetzt und bei —70°C gelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Denaturierungslosung.

4 M GuSCN
Denaturierungsldsung 25 mM Natriumcitrat
nach Chomczynski 0,5 % Natriumlaurylsarkosinat

0,1 M B-Mercaptoethanol (frisch)

2.2.2 Gesamt-RNA Gewinnung mit dem RNeasy Total

RNA Kit

Das Zellsediment wurde mit 0,5 ml RTL-Puffer (RNeasy Total RNA Kit, Qiagen,
Hilden) resuspendiert und in ein Eppendorfgefald gegeben. Zur Scherung der DNA
wurde die Suspension 15 mal mit einer 2 ml Spritze durch eine Kanule mit 0,9 mm
Durchmesser gezogen oder mit einem QIAshredder (Qiagen) homogenisiert und bei —
70°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde der Zelldebris durch 3 min Zentrifugation
in einer 5415 C Zentrifuge (Eppendorf GmbH, Hamburg) 13000y abgetrennt. Der

Uberstand wurde mit 0,5 ml 70 % igem Ethanol gemischt. Die ausgefallte DNA wurde
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durch Zentrifugation entfernt. 0,5 ml des Uberstands wurden auf eine RNeasy Saule
gegeben und 15 sec bei 8af&entrifugiert, wobei die RNA an die Saulenmatrix
gebunden wird. Der Durchlauf wurde verworfen, dann die restliche Losung auf die
Saule gegeben und erneut zentrifugiert. Nach Umsetzen der S&aule in ein anderes
Eppendorfgefald wurde mit 0,7 ml RW1-Waschpuffer (Kit) gespult und wie oben
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut verworfen. Dann folgte zweimaliges Waschen
der Saule mit je 0,5 ml RPE-Waschpuffer (Kit). Durch 2 min Zentrifugation bei 13000
wurde die restliche Flussigkeit aus der Saule entfernt. Je nach Menge an eingesetztem
Zellmaterial wurde jeweils 30 oder 50 pl Reinstwasser zugesetzt. Die Elution der
gebundenen RNA erfolgte durch Wiederholung der Zentrifugation. Die Reinigung
wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.4) Uberprift. Die gereinigte RNA

wurde bei —70°C gelagert.

2.2.3 Photometrische Quantifizierung und

Qualitatskontrolle der Gesamt-RNA

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten Gesamt-RNA erfolgte photometrisch. Die
Absorption bei 260 nm stellt ein direktes MalR fur die Menge der gelosten
Nukleinséduren dar. So entsprichis&= 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm 40 pg/ mi
RNA. Die gemessenen Extinktionswerte sollten zwischen 0,1-1,0 liegen, da das
Lambert-Beersche Gesetz nur fur den linearen Bereich gilt. Aus diesem Grund wurden
die zu messenden Proben in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. Zusatzlich wurden
die Extinktionen bei 280 und 320 nm vermessen, um die Reinheit der Isolate zu
kontrollieren. Der Quotient fgo/ Exgo gibt Aufschluf® tber die Kontamination mit
Proteinen. Fir RNA-Analysen sollte der Wert zwischen 1,9 und 2,1 liegen.

Salzruckstande wurden durch positive Extinktionswerte bei 320 nm angezeigt.

2.2.4 Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde nacledPE AND MURPHY (1993) und nach GDA AND
MINTON (1995) mit geringen Modifikationen durchgefihrt.

Im nativen Zustand bilden RNA-Molekille durch Basenpaarung Sekundarstrukturen aus,
die das Laufverhalten im Gel beeinflussen. Durch Hitzebehandlung und den Einsatz von
denaturierenden Agenzien werden die Wasserstoffbricken geldst und die RNA

denaturiert.
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Tabelle 8: Losungen fir die denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese.

Puffer und Stammlésungen Substanzen
TAE-Puffer 0,4 M Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA
10 x RNA-Beladungs- / Stoppuffer 0,4 M Tris-Acetat pH 8,0

50 % Glycerin

0,4 % Bromphenolblau (BPB)

1 mM EDTA
2,0 % SDS
GUuSCN-Stammlésung 1 M GUuSCN in Reinstwasser
EtBr-Stammlésung 10 mg EtBr / ml Reinstwasser

Jeweils 5 pl RNA-Isolat wurden mit 0,5 pul 10 x RNA-Beladungspuffer 3-5 min bei
95°C in einem Heizblock fir Eppendorfgefal3e inkubiert und dann schnell auf Eis
abgekuhlt, um die Neubildung von Sekundéarstrukturen zu vermeiden. Gelkammer und
Kamm wurden 30 min mit 3 % iger,B,-L6sung behandelt. Zum Lésen der Agarose
wurde TAE-Puffer mit 1,3 % iger Agarose aufgekocht. Nach Abkuhlung auf ca. 60°C
wurde frische GUSCN-LOsung bis zu einer Endkonzentration von 20 mM zugesetzt und
10 pl EtBr-Stammldsung pro 100 ml Gel zugegeben. Danach wurde das Agarosegel in
eine 7,3 x 10,3 x 0,2 cm Minigelkammer gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach dem
Verfestigen wurde das Gel mit TAE-Puffer und 20 mM GuSCN uberschichtet und der
Kamm entfernt. Pro Bahn wurden je 5pl der RNA-Probe eingesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 130V fir 30-60 min. Durch Zugabe von
Ethidiumbromid (EtBr) zum Gel kann die Auftrennung wahrend der Elektrophorese mit
Hilfe eines Transilluminators (312 nm Anregungswellenlange, Biometra, Goéttingen)
Uberpruft werden. EtBr ist ein interkalierender, fluoreszierender Farbstoff, der bei
Anregung mit einer Wellenlange von 300 nm (UV-Bereich) eine Emission bei 590 nm
(Rotlicht-Bereich) zeigt. Nach dem Lauf wurde das Gel mit einer Sofortbildkamera

(Polaroid direct screen instant DS 34) zur Dokumentation fotographiert.
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2.3 Reverse Transkriptase Polymerase
Kettenreaktion (RT PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Technik zur Vervielfaltigung
(Amplifikation) eines DNA-Segments, das zwischen zwei bekannten Regionen einer
Sequenz liegt. Als Vorlage wird im Falle der RT PCR isolierte Gesamt-RNA eingesetzt,
wobei durch Umschreiben der mRNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT)
einzelstrangige (ss) cDNA synthetisiert wird. Dabei werden Oligo (dT)-Primer
eingesetzt, die nur an die PolyA Sequenzen der mRNA binden und als
Erkennungsstellen fur die RT dienen. Zur Amplifikation des gewtnschten DNA-
Segments werden spezifische Primerpaare eingesetzt, die an die flankierenden Regionen
der Sequenz binden und als Startpunkte der cDNA-Replikation fungieren.

Das Grundprinzip der PCR gliedert sich in drei Schritte, die zyklisch wiederholt werden.
Zunéchst wird die Vorlage-DNA in Anwesenheit der Primer, den vier dNTPs und der
Polymerase bei 95°C denaturiert. Dann erfolgt eine Abkihlung auf die
Annealingtemperatur, bei der die Primer spezifisch an die DNA binden. Zuletzt erfolgt
die Verlangerung der Primer (Elongation) durch DNA-Polymerase bei einer fir das
Enzym optimalen Temperatur. Da die Produkte jeder Amplifikationsrunde als Vorlage
fur die nachste dienen, verdoppelt sich theoretisch mit jedem Zyklus die Menge der
gewulnschten Ziel-DNA.

Als Vorlage ist eine Menge von 10 pg ausreichend. Bei einer DNA mit ca. 2 kb erhalt
man nach 30-35 Zyklen 0,5 bis 1 pg Produkt. Um eine erneute Polymerasezugabe nach
jedem Denaturierungsschritt zu vermeiden, werden thermostabile Polymerasen, wie z.B.
Tag DNA Polymerase (isoliert athermus aquaticyseingesetzt. Zur Durchflhrung

der Reversen Transkription und der nachfolgenden PCR mit AmpliTag Polymerase
wurde der Gene Amp RNA PCR Kit (N808-0017, Perkin Elmer) verwendet. Fir die
Durchfihrung der PCR mit anderen Polymerasen (siehe Tabelle 9) wurden die unter
2.3.2 genannten Puffer und L6sungen in den von den jeweiligen Herstellern

empfohlenen Konzentrationen eingesetzt.
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2.3.1 Reverse Transkription

In Ethanol gelagerte RNA-Isolate (siehe 2.2) wurden in 25 ul Portionen abgedampft und
in 10-20 ul Reinstwasser aufgenommen. In Reinstwasser gelagerte Proben wurden
direkt nach dem Auftauen eingesetzt. Alle RNA-Isolate wurden zuerst bei 72°C 15 min

denaturiert und dann sofort auf Eis abgekunhlt.

RT-Mix pro 10 pl Ansatz (Lésungen sind im Kit enthalten):

= 25 mM MgCb 2,0 ul

= 10 x PCR Buffer li 1,0 pl

= 10 MM dNTPs 4,0 pl

= RNase Inhibitor 0,5 ul

= Oligo d(T) Primer 0,5 ul

=  MuLV (muriner Leukdmievirus) RT (50 / ul) 0,5 ul

= RNA-Isolat oder Reinstwasser (negativ Kontrolle) 1,5 pl

Die RT-Reaktion wurde im DNA Thermocycler 480 (Perkin Elmer, Weiterstadt)
durchgefuhrt. Bei der Benutzung von Thermocyclern ohne beheizbaren Deckel sollte die
Probe mit Mineral6liberschichtet werden, um die Aufkonzentrierung der Ansatze
durch Kondensation von Wasser am Reaktionsgefal3deckel zu vermeiden.

Zunachst wurden die Proben bei 25°C fir 10 min vorinkubiert, dann die Reaktion durch
Erwéarmen der Proben auf 42°C gestartet und fir 15 min fortgesetzt. Die Reaktion wird
durch Erhitzen auf 95°C gestoppt. Die anschliel3ende 10 mindtige Inkubation bei 95°C
fuhrt zu einer vollstandigen Denaturierung der RT und zur Uberfiihrung der
doppelstrangigen Nukleinsduren in Einzelstrange. Bis zur Durchfihrung der PCR

wurden die Proben im Thermocycler auf 5°C gekdhilt.
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2.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Tabelle 9: Liste der verwendeten DNA Polymerasen.

Polymerase Hersteller
AmpliTag DNA Polymerase (5 U/ pl) GeneAmp RNA PCR Kit, Perkin Elmer,
Weiterstadt

(Taqg Polymerase)

KlenTherm (KlenTaq) DNA Polymerase (10 U/ pl) GeneCraft, Munster

(Taq Polymerase)

AccuTherm DNA Polymerase (5 U/ pl) GeneCraft, Munster

(Pfu Polymerase)

Synergy DNA Polymerase (10 U/ ul) GeneCraft, Munster

(Mischung aus Tag und Pfu Polymerase)

Der limitierende Faktor der PCR ist die Genauigkeit der Polymerase. Taq DNA
Polymerasen bauen pro Zyklus ca. 2 ¥ f8lsche Nucleotide ein. Bei einer Zyklenzahl
von 30 Runden betragt die absolute Fehlerfrequenz damit 0,2%3186 € al., 1988b],

d.h. eine von 400 bp wird fehlerhaft eingebaut. Pflu DNA Polymerasen (isoliert aus
Pyrococcus furiosysund Taq / Pfu DNA Polymerase-Mischungen zeigen eine weitaus
groRere Genauigkeit [GE et al., 1996, BRNES, 1994]. Auch modifizierte Tag DNA
Polymerasen mit einer N-terminalen Deletion zeigen eine verminderte Fehlerfrequenz
[BARNES, 1992]. DNA Polymerasen und Mischungen, die fir die PCR eingesetzt

wurden, sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.
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Auf der Basis der bekannten Sequenz fir die cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen

[FERRARI et al., 1994] wurden folgende Primer ausgewahlt:

Plus-Strang-Primer: (5" - 3")

CHOSIAL 01 GTCCTGCAGA!GATCGCTATTCC
BarHI
TCAGRGATCT GTCCTGCAGAAGGAGACGCTATTCC
CHOSIAL 41
Bglll
TCAGTGATCC GTCCTGCAGAAGGAGACGCTATIICC
CHOSIAL 51

BanHl|

Minus-Strang-Primer: (5" - 37)

GCATGCAGCAA GATCACTGGGCACC

CHOSIAL 12
CHOSIAL 42 TCGARGATCT GGCACCAAACACTGCTGGGAAA
Bglll
TCAGTGAATTC GCATGCAGCAAGATCACTGGGCACC
CHOSIAL 52
EcoRlI

Die Synthese wurde in Auftrag gegeben (Life Technologies, Eggenstein), und je nach
Primer wurden zwischen 30 und 70 nmol Nucleinsauren geliefert. Die Primer wurden

mit Reinstwasser auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt.
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PCR-Mix fur AmpliTag Polymerase:

= 25 mM MgCb 2,0 ul

= 10 x PCR Puffer li 4,0 pl

» Plus-Strang-Primer (100 uM) 0,5 ul

= Minus-Strang-Primer (100 puM) 0,5 ul

» Polymerase 0,25 pl
» Reinstwasser ad 40 pl

» + 10 pl Ansatz aus der Reversen Transkription

Da die AmpliTag Polymerase Bestandteil des Gene Amp RNA PCR Kits ist, sind die
Komponenten fir die RT-Reaktion und die PCR aufeinander abgestimmt. Daher
unterscheidet sich der PCR-Mix in folgenden Punkten von den Ublicherweise
verwendeten Zusammensetzungen. Der Zusatz von dNTPs ist nicht notwendig, da in der
RT-Reaktion ausreichend dNTPs fur die nachfolgende PCR zugesetzt wurden. Bei der
RT-Reaktion betragt die Endkonzentration an Mg&ImM, bei der PCR aber nur

2 mM, deshalb ist im PCR Puffer Il kein MgQnthalten (siehe 2.3.1). Es werden nur

4 ul Puffer pro 50 pl PCR-Ansatz eingesetzt, weil der 10 pl RT-Ansatz bereits die
richtige Pufferkonzentration enthélt.

Im Gegensatz zum PCR-Mix fur die AmpliTaq Polymerase kénnen die im PCR-Mix fur
die folgenden Polymerasen enthaltenen Komponenten und Konzentrationen universell

fur jede beliebige Probe, die die Zielsequenz enthélt, eingesetzt werden.

PCR-Mix fur KlenTherm-, AccuTherm- und Synergy Polymerase:
= Polymerase Puffer (mit Mgg)l (10x) 5,0 ul

= 10 mM dNTPs 8,0 ul

= Plus-Strang Primer (100 uM) 0,5 ul

=  Minus-Strang Primer (100 puM) 0,5 ul

= Polymerase 0,5 ul

» Reinstwasser ad 40 pl

» + 10 ul Ansatz aus der Reversen Transkription
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Die PCR wurde mit folgendem Programm im Thermocycler durchgefuhrt:

Denaturierung
40 sec, 90°C

35x ¢

Annealing (Primer-spezifisch) und Elongation

2 min, Annealingtemperatur

v

Elongation
7 min, 72°C

v

Kihlung
4°C

Abbildung 7: Darstellung des PCR-Programms mit Denaturierung, Annealing und

Elongation.

Bei der PCR wurden je nach Primerpaar unterschiedliche Annealingtemperaturen
eingesetzt, die eine spezifische Anlagerung der Primer ermdglichen. Die Bildung
unspezifischer PCR-Produkte wird dadurch deutlich verringert. Die PCR-Produkte
wurden mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.3.3) aufgetrennt und zur weiteren

Verwendung bei -20°C eingefroren.
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2.3.3 DNA-Agarosegelelektrophorese

Tabelle 10: Puffer und 1kb Leiter DNA-Referenz fiir die DNA-

Agarosegelelektrophorese.

Puffer und Referenz Substanzen
TAE-Laufpuffer 0,4 M Tris-Acetat pH 8,0
1 mM EDTA
10 x DNA Beladungspuffer 4 M Tris-Acetat pH 8,0

50 % Glycerin
0,1 M EDTA
1% SDS

0,1 % BPB

Referenz 1 kb Leiter Marker X (Boehringer, Mannheim)

25-100 ng / pl Ladepuffer

Die DNA Agarosegelelektrophorese wurde mit 1-2 % igen Agarosegelen durchgefihrt.
Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Laufpuffer durch Aufkochen
gelost, in die Gelkammer gegossen und der Kamm zur Formung der Probentaschen
eingesetzt. Das verfestigte Gel wurde mit TAE-Laufpuffer Gberschichtet und der Kamm
entfernt. Die RT PCR-Produkte, Plasmidisolate und Restriktionsprodukte wurden 10:1
mit 10 x DNA-Beladungspuffer gemischt. Ein Volumen von 10 bis 15 pul pro Probe
wurde in die Geltaschen gegeben. Von der Referenz wurden 10 pl (0,25-1 ug)
eingesetzt. Der Lauf wurde bei 100-130 V 30-60 min durchgefuhrt. Die Gele wurden im
Ethidiumbromid-Bad (10 pg EtBr/ ml Reinstwasser) 5-15 min inkubiert, 5 min mit
Reinstwasser gewaschen und dann mit Hilfe des Transilluminators und der

Sofortbildkamera (siehe 2.2.4) dokumentiert.
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2.4  Subklonierung mit dem Original TA Cloning

Kit
Zur Subklonierung der RT PCR-Produkte wurde der Original TA Cloning Kit
(Invitrogen, Leek, Holland) eingesetzt. Das Insert wurde mit dem pCR 2.1 Vektor
ligiert.

« mcs |
EcoRl EcoRl

GGCTT A GCC
CTT AAG CCG A T T CGG CTT AAG

F1 ori

kan

Abbildung 8: Schematische Ubersicht des pCR 2.1 Vektors mit der Insertionsstelle.

Taq DNA Polymerasen katalysieren die Addition einzelner Desoxyadenosine am 3’-
Ende aller DNA Doppelstrange, die bei der PCR gebildet werden. Durch die
entstandenen Adenosin-Uberhange konnen beliebige PCR-Produkte ohne weitere
Aufreinigungsschritte in den pCR 2.1 Vektor, der mit 3"-Thymidin-Uberhangen
ausgestattet ist, kloniert werden. Zusatzlich verfugt der Vektor Gber eine mcs (multiple
cloning site), die die Insertionsstelle flankiert. Eine mcs enthalt verschiedene
Restriktionsschnittstellen, die das Einfigen oder Heraustrennen von Fragmenten

ermaoglicht.
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Durch die Ampicillin- und Kanamycinresistenand, kar) und durch Insertion des

PCR Produkts in datacZa-Gen des Vektors, dessen Expression mit eilac
Promotor P gesteuert wird, lassen sich erfolgreich transformierte Subklone
identifizieren (Abbildung 8). DaslacZa-Gen codiert fiur R-Galaktosidase, ein
hydrolytisches Enzym, das Laktose in Glukose und Galaktose spaltet. Wird Laktose als
einziger Energielieferant angeboten, kann das Disaccharid nur in Anwesenheit von
3-Galaktosidase von der Bakterienzelle genutzt werden. Die Zellen ohne Insert, bei
denen dasacZa-Gen nicht unterbrochen ist, setzen Laktose in organische Sauren um.
Die Senkung des pH-Werts durch die Saureproduktion kann auf Indikator-Agarplatten,
die Laktose enthalten, nachgewiesen werden (siehe 2.4.2). Der ColE1-oriyjiruér

zur Replikation inE. coli dient, sorgt fur eine hohe Kopienanzahl des Vektors in der
Zelle, wahrend der F1-origirL ori) die Produktion von (ss) DNA bewirkt und so die
Sequenzierung vereinfacht.

Der Vektor mit dem Insert laf3t sich zusammen mit den Zellen unbegrenzt vermehren, so
dal} jederzeit eine ausreichende Menge an Insert fur weitere Versuche zur Verfugung
steht. Zusatzlich ist das Insert in dieser Form vor enzymatischen Degradationen durch

Exonukleasen geschutzt.

2.4.1 Ligation mit dem pCR 2.1 Vektor

Ligationsmix (Kit):

= T4 DNA Ligase (2 Weis8) / pl) 1l

= 10 x Ligationspuffer 1l
= pCR2.1(25ng/ pl) 2 ul
» Reinstwasser 4 ul

(0,015 WeisdJ T4 DNA Ligase ligieren 5 plindlll-Fragmente des
Bakteriophagen in 30 min bei 16°C [SVBROOK et al., 1989])
Zur Ligation wurden 2 pul RT PCR Produkt mit dem Ligationsmix gemischt; die
Kontrolle wurde mit 2 pl Reinstwasser durchgefuhrt. Ligationsansatz und Kontrolle
wurden Uber Nacht bei 14°C im Thermomixer 5436 (Eppendorf) geschuttelt und bis zur

Transformation bei —20°C gelagert.
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2.4.2 Transformation von E. coli Infa F mit den

Ligationsprodukten

Die kompetenterk. coli Infa F~ Zellen (im Kit enthalten) wurden bei 4°C aufgetaut,
2ul 0,5M B-Mercaptoethanol zugesetzt und vorsichtig gemischt. Je 2 pl
Ligationsansatz wurde zu den Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Die
Transformation erfolgte durch einen Hitzeschock fur 30 sec bei 42°C. Nach Zugabe von
je 250 ul auf 37°C vorgewarmtem SOC Medium (im Kit enthalten) wurden die Zellen
1 h bei 37°C und 150 U/min auf dem Rotationsschiittler (Certomat U, Braun Biotech
International, Melsungen) geschiuttelt. Ampicillin wurde in einer Konzentration von
50 pug / ml Medium zugesetzt und weitere 2 h geschuttelt. Je Ansatz wurden 50 pl und
200 pl auf EMB-LB-Agar (siehe Tabelle 11) mit 150 pg / ml Ampicillin in Petrischalen
(90 mm Durchmesser, Diagonal, Munster) ausgestrichen und Uber Nacht im 37°C
Inkubator B 6120 (Heraeus) bebrtet.

Tabelle 11: Medienbestandteile von SOC Medium und EMB-LB-Agar.

Medium Substanzen

SOC Medium 2 % Trypton

0,5 % Hefe-Extrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

20 mM Glukose

50 mg / ml Ampicillin*

EMB-LB-Agar Lennox L Agar (Life Technologies)
0,3 mg/ ml Eosin

50 pg / ml Methylenblau

2 mg/ ml KH,PO,

150 pg / ml Ampicillin

25 mM Laktose

e nach 1 h zugesetzt
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Da dieseE. coli Zellen keinenac-Repressor bilden, ist eine Induktion dasZ-Gens

nicht erforderlich. Erfolgreich transformierte Zellen bilden weil3e bis rosafarbene
Kolonien, da dasacZ-Gen durch Insertion unterbrochen ist. Eine schwache Rotfarbung
der Kolonien ist auf die Verwertung der Glukose aus dem SOC-Medium (siehe Tabelle
11), und die damit verbundene Saureproduktion zurlckzufiihren. Dagegen bilden
untransformierte Zellen rote Kolonien, da die Verstoffwechselung der Laktose zu einer
starken S&ureproduktion fuhrt, die durch pH-Wert Senkung eine Rotfarbung der

Indikatoren im Medium hervorruft.

2.4.3 Uberprufung der Transformation

Die Kontrolle der Transformation erfolgte durch die Isolierung der Plasmide und eine

nachfolgende Restriktionsanalyse zum Nachweis der Sialidase cDNA Sequenz.

2.4.3.1 Plasmidisolierung mit Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit

Der Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad, Miinchen) wurde eingesetzt, um die
Plasmide aus den Transformanden zu isolieren.

Transformanden, die wei3e bis rosafarbene Kolonien bilden, wurden in 3,5 ml LB
Medium (Life Technologies), supplementiert mit 100 pg / ml Ampicillin und 25 pg / ml
Kanamycin, Uberimpft und bei 37°C in Kulturréhrchen bei 120 U/min auf dem
Rotationsschuttler tber Nacht kultiviert. Die Isolierung der Plasmide erfolgte nach dem
BIORAD QUANTUM PREP PLASMID MINIPREP KIT INSTRUCTION MANUAL. Je 2 ml
Aliquots der Kulturen wurden in 2 ml Eppendorfgefal3e gegeben und 30 sec beigl3000
in einer 5415 C Zentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
zuerst 200 pl Cell Resuspension Solution (Kit) und dann 250 pl Cell Lysis Solution
(Kit) zugesetzt. Die Zellyse erfolgte unter Mischung durch mehrfaches Umdrehen der
Eppendorfgefal3e. Nach der Zellyse wurden 250 ul Neutralization Solution (Kit)
zugegeben und die Probe durch mehrfaches Umdrehen der GefaRe gemischt. Dabei
sollte sich ein Prézipitat bilden. Die Probe wurde fir 5 min bei 1308éntrifugiert.
AnschlieRend wurden 200 pl Matrix Suspension (Kit) zum Uberstand gegeben und
vorsichtig gemischt. Die Suspension aus Uberstand und Matrix Suspension wurde in ein
2 ml Eppendorfgefald mit einem Spin Filter (Kit) Gberfiihrt und fir 30 sec zentrifugiert.

Das Filtrat wurde verworfen und der SpinFilter wieder in das Eppendorfgefald
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eingesetzt. Zum Waschen der Matrix wurde 500 pl Wash Solution (Kit) zugegeben und
fur 30 sec zentrifugiert. Der Waschschritt wurde wiederholt, wobei 2 min zentrifugiert
wurde, um die Flissigkeit zu entfernen. Der Spin Filter wurde in ein frisches
Eppendorfgefal3 umgesetzt und die isolierten Plasmide mit 100 pl Reinstwasser durch
30 sec dauerndes Zentrifugieren eluiert. Die isolierten Plasmide wurden bei —20°C

gelagert oder sofort zur Restriktionsanalyse (siehe 2.4.3.2) eingesetzt.

2.4.3.2 Restriktionsanalyse

Die Plasmidisolate der Transformanden wurden einer Restriktionsanalyse unterzogen.
Dabei wurde das Insert je nach eingesetztem Primerpa&amid!, EcaRl, Bgl Il oder

Hindlll aus dem Vektor geschtten. Zur Identifizierung der berechneten
charakteristischen Fragmente wurde das Insert zusatzlich noclscaditoder Pst

geschnitten.

Tabelle 12: Endkonzentrationen der SURE / Cut Buffer A und B in den

Restriktionsansatzen bei Einsatz von.

SuRE / Cut Buffer A SuRE / Cut Buffer B

33 mM Tris-Acetat pH 7,9 10 mM Tris-HCL pH 8,0
10 mM Mg-Acetat 5 mM MgCl,

66 MM K-Acetat 100 mM NacCl

0,5mM DDT 1 mM B-Mercaptoethanol

Tabelle 13: Prozentuale Endonuklease-Aktivitat von Restriktionsenzymen in
SuRE / Cut Buffer A und B (nach Hersteller).

Restriktionsenzym SuRE / Cut Buffer A SUuRE / Cut Buffer B
BamHI 100 % 100 %
Bgl i 100 % 100 %
Hindlll 50-75 % 100 %
Pst 25-50 % 25-50 %
Scal 1-10 % 100 %
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Die Plasmidisolate wurden je nach Restriktionsenzym (siehe Tabelle 13) mit 10 x Puffer
A (SURE / Cut Buffer A, Boehringer, Mannheim) oder mit 10 x Puffer B (SURE / Cut
Buffer B, Boehringer, Mannheim) auf die in Tabelle 12 angegebenen
Endkonzentrationen eingestellt. Zur Spaltung wurden jeweils) HroRI, BanHl,

Bglll, Hindlll, Pst und 2U Scd pro 10 pl Ansatz eingesetzt. Die Reaktion wurde
30-50 min bei 37°C durchgefuhrt und die Restriktionsfragmente in 2 % Agarosegelen
(siehe 2.3.3) aufgetrennt.

2.5 Klonierung der  Sialidase @ cDNA in

Expressionsvektoren

Zur Expression rekombinanter Proteine werden haufig Expressionsvektoren verwendet,
die Proteine mit einem Fusionspartner koppeln, der die Identifizierung und die
Aufreinigung des Zielproteins erleichtert. Zur Klonierung der Sialidase aus CHO-Zellen
wurden zwei unterschiedliche Systeme verwendet. Das QlAexpress System (Qiagen,
Hilden) arbeitet mit einem 6xHis-affinity tag, der fir sechs Histidinreste codiert, die N-
oder C-terminal an das Zielprotein angehangt werden. Das GST Gene Fusion System
(Pharmacia, Freiburg) dagegen bedient sich eines vollstandigen Proteins, der Glutathion

S-Transferase, die N-terminal an das rekombinante Protein angeflugt wird.

2.5.1 Das QIlAexpress System

Bei diesem System werden Vektoren verwendet, die fur einen 6xHis affinity tag
kodieren. Proteine, die mit sechs hintereinander angeordneten Histidinen ausgestattet
sind, haben eine besonders hohe Affinitdt gegentber Nickel. Die Affinitatsreinigung der
rekombinanten Fusionsproteine wird mit Ni-Chelaten durchgefihrt, die an eine
Tragermatrix gebunden sind. Als besonders wirksam hat sich dabei NTA
(Nitrilotriacetic acid) erwiesen. NTA besitzt vier Chelatbindungsstellen, die Metallionen
komplexieren  kénnen. Das exprimierte  Protein  kann  durch eine
Affinitatschromatographie mit Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden. pQE-Vektoren
enthalten einenB-Promotoreine Ampicillin- (ola) und eine Chloramphenicolresistenz

(cat) zur Selektion positiver Transformanden. Drei verschiedene pQE-

Expressionsvektoren wurden zur Klonierung eingesetzt.
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pQE16

EcoRl / RBS BamHlI DHFR Bglll 6xHIS

[ Jarorcsoarc__ JooTicc[foncl— [ JTAAGCTIMTAGTGR
pQEGO

EcoRl / RBS BanHl Bglll  6xHIS
| [ CCATGGGAGATCCAGAT( |
pQE31
EcoRl / RBS 6xHIS BarmH| Hindlll
|:|ATGAGAGGATC| JAC [EGATCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTEEAGTRATTAGCTGAS
P H
75 '
cat
bla

ri

Abbildung 9: Schematische Ubersicht der pQE-Expressionsvektoren.

Der Einsatz der Expressionsvektoren pQE60 und pQE16 fuhrt, werBadidl- und

die Bglll-Schnittstellen zur Klonierung verwendet werden, zu einem C-terminalen
6xHis-tag. Beim pQE16-Vektor wird dabei die Sequenz fir Dihydrofolatreduktase
(DHFR) herausgeschnitten. Da sowd@#dnHI als auchBglll zu GATC-Uberhangen
fuhren (siehe Abbildung 9), kann ein miglll allein verdautes Insert in die
Expressionsvektoren kloniert werden. Ein C-terminaler 6xHis-tag hat den Vorteil, daf}
bei der Affinitatschromatographie nur vollstandig translatierte Proteine aufgereinigt
werden.

Der pQE31-Vektor kodiert fir einen N-terminalen 6xHis-tag und ermdoglicht eine

Insertion vorBanHI-Hindlll-Fragmenten.
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2.5.2 Das GST Gene Fusion System

Zur Expression wurde der pGEX-2T Vektor (Pharmacia) verwendet (siehe Abbildung
10). Dieser Vektor kodiert fur Glutathion S-Transferase (GST). Wird ein Gen in die
~multiple cloning site (mcs) kloniert, findet eine direkte Kopplung zwischen der GST
kodierenden Region und der inserierten cDNA statt. Als resultierendes Genprodukt
entsteht ein Fusionsprotein mit der GST am N-terminalen Proteinende. Am
C-terminalen Ende der GST ist zuséatzlich die Sequenz fur eine Thrombinschnittstelle
eingebaut, so dal3 Proteine ohne Thrombinschnittstelle von der GST abgespalten werden
konnen.

Der Vektor besitzt ein Ampicillinresistenzgeangg) und einen tac-PromotoPg,) flr

eine effiziente Expression des Fusionsproteins. DurcliadisGen wird ein Repressor
gebildet, der an den Promotor bindet. Die Transkription des Fusionsproteins kann durch
die Bindung von IPTG an den Repressor induziert werden. Zur Replikation besitzt der

Vektor einen pBR322 origirofi).

Glutathion
S-Transferase

Pst |
(1897)

P[ac

pGEX -2T

(4950 bp)

ori

Abbildung 10: Schematische Ubersicht des pGEX-2T Expressionsvektors.
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2.5.3 Herstellung der Vektoren

Von Herrn Prof. Dr. J. Frey (Universitat Bielefeld, Fakultat fur Chemie, Lehrstuhl fir
Biochemie) wurden 0,5 ug pGEX-2T Vektor zur Verfigung gestélltcoli Infa F

wurde mit dem pGEX-2T Vektor transformiert und auf Ampicillin selektiert. Die
Durchfihrung der Transformation erfolgte wie unter 2.4.1 und 2.4.2 beschrieben. Dabei
wurden 2 pl pGEX-2T Vektor (1 ng/ pl) an Stelle des Ligationsansatzes zugesetzt.
200 pl des Ansatzes wurden auf Petrischalen mit Lennox L Agar, supplementiert mit
100 pg / ml Ampicillin, ausplattiert.

Drei E. coli XL1-blue Stamme mit den Vektoren pQE31, pQE16 und pQE60 wurden
von Herrn Prof. Dr. H. Jockusch (Universitat Bielefeld, Fakultat fur Biologie, Lehrstuhl
fur Entwicklungsbiologie) zur Verfliigung gestellt.

Die Vektoren wurden mittels alkalischer Lyse aus Hewoli Zellen isoliert und durch
DNA-Fallung mit Ethanol gereinigt und konzentriert. Die gereinigten Isolate wurden
mit Restriktionsenzymen geschnitten. Die linearen Vektoren wurden mit RNase und
alkalischer Phosphatase behandelt. Durch die RNase werden RNA Molekiile, die die
elektrophoretische Auftrennung beeinflussen, abgebaut. Die Phosphatase spaltet die
Phosphatreste der 5‘-Vektorenden ab, die von der T4 Ligase (siehe 2.4.1) bendtigt
werden, um DNA Doppelstrange zu verbinden. Die Religation der Vektoren wird
dadurch verhindert. Die linearisierten, dephosphorylierten Expressionsvektoren wurden

mit dem QIlAgen Gel Extraction Kit (Qiagen) aus der Reaktionsldsung extrahiert.

2.5.3.1 Plamidisolierung mittels Alkalische Lyse

Die Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse AMATIS et al., 1989a] wurde mit je

80 ml Kulturansatzemit E. coli XL1-blue pQE31, pQE16 und pQE60 und mit 80 ml
Kulturansatzen mik. colilnfa F* pGEX-2T durchgefihrt.

Die Losungen fur die alkalische Lyse (AL) sind in Tabelle 14 aufgefihrt. Zur
Entfernung des Kulturtiberstandes wurden 8 x 10 ml Zellsuspension fir 10 min mit der
Sorvall RC-5C Zentrifuge (Kendro) in einem SS-34 Rotor (Kendro) bei goo@ 4°C
zentrifugiert. Die Zellsedimente wurden nach Dekantieren der Uberstande mit je 1 ml
AL-Puffer resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorfgefal3e lberfiihrt. Die Suspensionen
wurden bei 1300@ in der 5415 C Zentrifuge (Eppendorf) 30 sec zentrifugiert und die

Uberstande verworfen. Die Zellsedimente wurden in je 200 pl eisgekihlter Losung 1
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aufgenommen und geschittelt. 400 pl Lésung 2 wurden zugesetzt, finfmal invertiert
und dann 300 ul eisgekihlte Losung 3 zugesetzt. Die Proben wurden 10 sec kopfiiber
geschdattelt, fur 3 min auf Eis gekuhlt und dann 5 min bei 1§0B8i 4°C in der
Biofuge 28 RS (Kendro) zentrifugiert. Je 600 pul Uberstand wurden mit 600 pl
eisgekuhltem Phenol / Chloroform (1:1) gemischt und 2 min bei 1§000d 4°C
zentrifugiert. Je 600 pl der Proben wurden mit 600 ul Isopropanol (-20°C) versetzt und
2 min bei Raumtemperatur geféllt. Dann wurde erneut bei 1§Q0@ 4°C fur 5 min
zentrifugiert und die Uberstande entfernt. Die Sedimente wurden mit je 1 ml 70 % igem
Ethanol gewaschen, 20 min bei Raumtemperatur getrocknet und dann in je 50 ul
5 mM Tris-HCI pH 8,5 bei 37°C geldst.

Tabelle 14: Losungen fur die Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse.

Lésungen und Puffer Substanzen

AL-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,1 M Glukose
1 mM EDTA

Losung 1 25 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM Glukose
10 mM EDTA

Losung 2 (frisch) 0,2 M NaOH (aus 10 M NaOH)

1% SDS

Losung 3 3 M Kaliumacetat
5 M Essigsaure

2.5.3.2 Reinigung und Anreicherung der Plasmide durch DNA-
Fallung mit Ethanol

Zur Entfernung der Phenolreste wurden je 180-200 ul der Plasmidisolate mit 20 pl 3 M
Na-Acetat pH 6,3 und 440 pl Ethanol (-20°C) gemischt und Utber Nacht bei —20°C
gefallt. Die Proben wurden mit 130§0bei 4°C 15 min zentrifugiert, die Uberstande

entfernt, dann mit je 1 ml 70 % igem Ethanol (-20°C) gewaschen und erneut

zentrifugiert. Die Sedimente wurden bei Raumtemperatur fir 30 min getrocknet und in
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je 30 ul 5 mM Tris-HCI pH 8,0 aufgenommen. Die gereinigten Plasmide wurden bei

-20°C gelagert.

2.5.3.3 Restriktion der Plasmide mit Endonukleasen

Zur Ligation mit dem Insert wurden die Plasmide zunachst durch Restriktion mit
Endonukleasen geschnitten. Die Plasmidisolate wurden mit 10 x Puffer A oder B
(SURE / Cut Buffer A oder B, Boehringer) (siehe 2.4.3.2) 1:10 im Restriktionsansatz
gemischt.

Restriktionsansatz:

= Plasmidisolat 16 pul
= Puffer A oder B 2 pl
= Restriktionsenzym (20 / pl) 1pl

» Reinstwasser 1l

Die Ansatze wurden 50 min bei 37°C inkubiert. Die Restriktionsprodukte wurden
mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.3.3) kontrolliert, dann dephosphoryliert und
anschlielRend mit RNase behandelt (siehe 2.5.3.4).

2.5.3.4 Dephosphorylierung und RNase-Behandlung

Fur die Dephosphorylierung wurde SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, Boehringer,
Mannheim) aus arktischen GarneldPafdalus borealis verwendet. Zur Einstellung
optimaler Reaktionsbedingungen wurde der mit der Phosphatase gelieferte
Dephosphorylierungspuffer (0,5 M Tris-HCI pH 8,5, 1 mM EDTA) eingesetzt. Die
RNase (RNase A, Biometra, Gottingen) wurde in Reinstwasser geldst, dann 10 min zur
Entfernung der DNase-Aktivitat bei 95°C inkubiert und bis zur Verwendung bei —20°C

eingefroren.

Reaktionsansatz:
= Restriktionsansatz 10,5 ul
= SAP (3U/ pl) 2,0 pl
= RNase A-Stammlosung (1,25/ ul) 1,0 pl
= Dephosphorylierungspuffer 1,5 pl

Der Reaktionsansatz wurde 50 min bei 37°C inkubiert.
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2.5.3.5 Aufreinigung der Expressionsvektoren mit dem QIAgen Gel
Extraction Kit

Nach den vorangegangenen Behandlungen enthalten die Reaktionsansatze auf3er den
Vektoren noch Restriktionsenzyme, RNase, Phosphatase, Restriktionsfragmente und
RNA-Fragmente. Durch Einsatz des QIAgen Gel Extraction Kits konnten die
geschnittenen, dephosphorylierten Vektoren aus den Reaktionsanséatzen extrahiert
werden.

Zur Extraktion wurden die Restriktionsansatze mit Reinstwasser auf jeweils 50 pl
aufgefullt. Nach Zugabe von Puffer QX 1 (Kit) wurden die Proben bei 50°C fir 10 min
inkubiert. Das gesamte Volumen je einer Probe wurde auf eine QIAquick S&ule gegeben
und diese in ein 2 ml Reaktionsgefal3 eingesetzt. Dann wurde die Probe 1 min bei
130009 in der 5415 C Zentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert, der Durchlauf verworfen
und 0,75 ml PE-Puffer (Kit) zugesetzt. Die S&aule wurde erneut zentrifugiert, der
Durchlauf verworfen und zum Entfernen der Flissigkeit aus der Probe ein drittes Mal
zentrifugiert. Danach wurde die Séaule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 umgesetzt und der
entsprechende Vektor mit je 50 ul 10 mM Tris-HCI pH 8,5 eluiert. Das Eluat mit dem

jeweiligen Vektor wurde bei —20°C gelagert.

2.5.4 Bereitstellung des Inserts

Als Quelle fur das Insert dienten die aus den positiven Subklonen isolierten mit den
Sialidase cDNA-Fragmenten ligierten pCR 2.1 Vektoren (siehe 2.4). Die Produktion
und Isolierung der Vektoren erfolgte wie unter 2.4.3.1 beschrieben. Die Plasmidisolate
wurden mit Endonukleasen geschnitten und die Restriktionsprodukte in einem 2 %
Agarosegel aufgetrennt. Die Insertbanden wurden aus den Gelen ausgeschnitten und mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (siehe 2.5.3.5) aufgereinigt. Die Aufreinigungen
wurde durch Testen eines Aliquots mittels DNA-Agarosegelelektrophorese (siehe 2.3.3)

kontrolliert.
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2.5.4.1 Restriktion der Plasmidisolierungen derE. coli Infa F
Subklone

Fir den Nachweis des Inserts wurden die Plasmide mit bestimmten Endonukleasen
geschnitten. Dabei entstehen Fragmente definierter Grol3e.

Restriktionsansatz:

= Plasmidisolate 80 ul
= Puffer A oder B (Boehringer, Mannheim) 10 pl
= Restriktions-Endonuklease (20/ pl) 5 ul

» Reinstwasser 5 ul

Die Restriktionsansétze wurden 60 min bei 37°C inkubiert.

2.5.4.2 Auftrennung und Isolierung der Sialidase cDNA-Fragmente

Die Restriktionsansatze wurden in 20 pl Portionen auf fiinf Geltaschen eines 2 % igen
Agarosegels aufgetragen und die Elektrophorese wie unter 2.3.3 beschrieben
durchgefuhrt. Die Insertbande wurde auf dem Transilluminator mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Zu dem Gelstiick wurden 600 pl QX-Puffer (QIAquick Gel Extraction
Kit, siehe 2.5.3.5) gegeben und die Probe bei 56°C fir 10 min unter mehrmaligem
Schitteln gelést. Die Isolierung des entsprechenden Inserts wurde mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit wie beschrieben durchgefihrt und die Isolate in einem 2 % igen

Agarosegel getrennt.

2.5.5 Ligation der Sialidase cDNA-Fragmente mit den

Expressionsvektoren

Die Ligation der Fragmente mit den Vektoren wurde mit der T4 DNA Ligase und dem

Ligationspuffer aus den Original TA Cloning Kit (siehe 2.4.1) durchgeflhrt.
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Ligationsanséatze:
a) pQE31 /BanHI-Hindlll-Fragment
= T4 DNA Ligase (4 Weiss) / pl) 1ul
= 10 x Ligationspuffer 1l
» pQE31 (ca.5-10 ng/ pl) 4 pl
= BanHI-Hindlll-Fragment 4 ul

= Kontrolle: Reinstwasser ohne Sialidase cDNA-Fragment 4 pl
b) pQE1L6 /Bgl lI-Bgl ll-Fragment

= T4 DNA Ligase (10 Weissl / ul) 2 pl

= 10 x Ligationspuffer 2 ul
» pQE1L6 (ca. 10-20 ng / ul) 5 ul
= Bglll-Bglll-Fragment 15 pl

= Kontrolle: Reinstwasser ohne Sialidase cDNA-Fragment 4 pl

c) pQEG6O /Bglll-Bgl ll-Fragment

= T4 DNA Ligase (10 Weisb / ul) 2 ul

= 10 x Ligationspuffer 2 pl
= pQEG6O (ca. 10-20 ng / ul) 5ul
= BgllI-Bgl ll-Fragment 15 pl

= Kontrolle: Reinstwasser ohne Sialidase cDNA-Fragment 4 ul

d) pGEX-2T /BanHI-EcdrI-Fragment

= T4 DNA Ligase (4 Weiss) / pl) 2 pl

= 10 x Ligationspuffer 3ul
= pGEX-2T (ca. 10-20 ng / ul) 5 ul
= BanHI-EcoRI-Fragment 20 pul

= Kontrolle: Reinstwasser ohne Sialidase cDNA-Fragment 4 pl

Die Proben wurden Uber Nacht bei 14°C im Thermomixer 5436 geschuttelt und

anschliel3end bei -20°C gelagert.
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2.5.6 CaCl, Transformation von E. coliM15 pREP4 Zellen

Die Transformationsfahigkeit voB. coli Zellen ist abhangig vom eingesetztencoli

Stamm und von der verwendeten Transformationsmethode. Im Gegensatz zu einigen
anderen Mikroorganismen besitz&n coli Zellen von Natur aus nur eine geringe
Kompetenz zur Aufnahme von Plasmid-DNAoOKEN et al. (1972) konnten zeigen, dal3
CaCb-behandelt&E. coli Zellen wesentlich effektiver Plasmid-DNA aufnehmen. Diese
Methode wurde soweit verfeinert ANAHAN, 1983], daR Ausbeuten von “1bis 1

Transformanden pro g eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden kénnen.

2.5.6.1 Herstellung kompetenter Zellen

Die Losungen, die bei der Herstellung kompetenter Zellen benotigt werden, sind in
Tabelle 15 aufgelistet. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 10 ml TYM broth,
supplementiert mit 25 pg / ml Kanamycin, rit coli M15 pREP4beimpft und Uber
Nacht bei 37°C auf dem Certomat U bei 40 U/min geschiittelt. Je 5 ml der Kultur
dienten als Inokulum fir 500 ml TYM broth ohne Supplementierung. Bei 37°C und
120 U/min wurden die Zellen bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,5-0,6
angezogen. Die Zellsuspension wurde in zwei sterile, vorgekihlte Zentrifugenbecher
geflllt und bei 280@ fir 10 min bei 4°C mit der Sorvall RC-5C Zentrifuge im Sorvall
GS-3 Rotor abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und die Zellsedimente
unter Ruhren mit einem Glasstab in je 20 ml vorgekuhlter TFB I-Losung resuspendiert.
Die Suspensionen wurden erneut fir 5 min zentrifugiert und die Uberstande verworfen.
Die Sedimente wurden in je 10 ml vorgekuhlter TFB II-Losung resuspendiert und
vereinigt. Die kompetenten Zellen wurden in 500 pl-Portionen in vorgekuhlte
ReaktionsgefalRe gefillt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur

Transformation wurden die Zellen bei -70°C gelagert.
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Tabelle 15: Medium und CaC}-Loésungen zur Herstellung kompetenter Zellen.

Medium und Lésungen Substanzen

TYM broth 2 % Bacto Trypton

0,5 % Bacto Yeast Extract
0,1 M NacCl

0,1 M MgCl,

TFB | 30 mM K-Acetat
50 mM MnCl,
0,1 M KCI

10 mM CaCl,
15 % Glycerol

TFB I 10 mM Na-MOPS pH 7,0
75 mM CacCl,

10 mM KCI

15 % Glycerol

2.5.6.2 Transformation von E. coli M15 pREP4 Zellen mit den
Ligationsprodukten

Zur Transformation wurden zunachst 500 pl kompeténteoli M15 pREP4 bei 4°C
aufgetaut. Je 100 pl kompetente Zellen wurden mit je 10 pl Ligationsansatz (siehe
2.5.5) gemischt und die Ansatze fur 30 min bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Proben
bei 37°C hitzebehandelt und nach 5 min je 900 ul 37°C warmes LB Medium,
supplementiert mit 100 pg / ml Ampicillin und 25 pg / ml Kanamycin, zugegeben. Die
Proben wurden bei 130 U/min fir 1 h bei 37°C auf dem Certomat U geschittelt und
dann auf Lennox L Agar, supplementiert mit 100 pg / ml Ampicillin und 25 pug/ ml
Kanamycin, ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C bebritet. Zur Identifikation der
einzelnen Klone wurden Kolonien mit sterilen Zahnstochern auf frische Petrischalen mit

Antibiotika supplementiertem Lennox L Agar Ubertragen und numeriert.
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2.5.7 Nachweis und Isolierung der transformierten Klone

Die Kontrolle der Transformation erfolgte durch den Nachweis der Insertsequenz in den
Transformanden. Dazu wurden bis zu 50 Transformanden fur die Kolonie-PCR
eingesetzt. Positive Klone wurden kultiviert, die Plasmide isoliert und eine

Restriktionsanalyse zur Bestéatigung der Resultate durchgefuhrt.

2.5.7.1 Kolonie-PCR

Transformanden wurden mit einem sterilen Zahnstocher von der entsprechenden
Plattenkultur Gbertragen und am Boden eines frischen Reaktionsgefalies zerrieben. Zu
den zerriebenen Zellen wurden je 10 pl KlenTherm Polymerase PCR-Mix (siehe 2.3.2)
gegeben und die ReaktionsgefdlRe im Thermocycler plaziert. Das unter Punkt 2.3.2
beschriebene PCR-Programm wurde verwendet. Die PCR-Produkte wurden mittels
DNA-Agarosegelelektrophorese (siehe 2.3.3) aufgetrennt und auf das Vorhandensein

der Insertsequenz hin untersucht.

2.5.7.2 Plasmidisolierung und Restriktionsanalyse

Die Plasmide der ausgewéhlten Transformanden wurden, wie unter 2.4.3.1 beschrieben,
isoliert und zum Nachweis des Inserts einer Restriktionsanalyse unterzogen (siehe
2.4.3.2).

2.6 Kultivierung der Klone, IPTG-Induktion und

Herstellung bakterieller Lysate

2.6.1 Induktion der Transformanden mit IPTG

Transformanden, die das Sialidase cDNA-Insert enthalten, wurden mit IPTG induziert.
Dabei bindet IPTG an dascl®Genprodukt und schwacht dessen Bindung an den
Promotor, so dal3 die Transkription erfolgen kann. Die intensive Expression von
Proteinen inE. coli kann zu Fehlfaltungen oder zur Bildung unléslicher Aggregate, die
auch als EinschluBkérper (inclusion bodies) bezeichnet werden, fuhren. Da die
Ruckfaltung des Proteins in den aktiven Zustand oft sehr schwierig oder gar nicht

maoglich ist, sollte die Expression nach Moglichkeit auf die Produktion des Proteins in
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I6slicher und aktiver Form ausgerichtet sein. Entscheidend fir die Menge an
exprimiertem Protein sind die Induktionstemperatur, die Induktionsdauer, die IPTG-
Konzentration und die Wachstumsphase der Bakterien zum Zeitpunkt der Induktion.
Die transformierter. coli Zellen wurden bei Kulturdichten mit einer @gpvon 0,4-1,2

mit IPTG-Konzentrationen zwischen 0,05 und 2 mM induziert. Die Induktionsdauer

betrug 1-6 h bei Induktionstemperaturen von 37°C und 25°C.

2.6.2 Kultivierung der E. coliM15 pREP4 Klone

Zur qualitativen Expressionsanalyse wurden die Bakterien in kleinem Mal3stab, d.h. von
1-10 ml Kulturvolumen (small-scale) kultiviert. Fir die quantitativen Analysen waren

groRRere Kulturvolumina zwischen 250 und 1000 ml notwendig.

2.6.2.1 Small-scale Kultivierung (1-10 ml Kulturvolumen)

Die transformierterk. coli Klone wurden bei 37°C in LB Medium, supplementiert mit
100 pg/ ml Ampicillin  und 25 pg/ml Kanamycin, Utber Nacht auf dem
Rotationsschiittler (Certomat U) bei 120 U/min angezogen. 0,5 ml der Ubernachtkultur
wurde mit 3 ml supplementiertem LB Medium gemischt, die Kultivierung fir 60 min
fortgesetzt und dann fir 1-6 h mit IPTG induziert. Nach der Induktion wurden 1,5 ml
der Zellsuspension in ein Eppendorfgefal gegeben und bei §3@0der 5415 C
Zentrifuge fur 30 sec abzentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und die

Sedimente bei —20°C eingefroren.

2.6.2.2 Kultivierung im Schuttelkolben (250-1000 ml
Kulturvolumen)

Fur die Kultivierung im Schittelkolben (Kolben mit Schikanen, Braun Biotech
International, Melsungen) wurde, wie oben beschrieben, eine Ubernachtkultur angesetzt.
Die Vorkultur wurde 1:10 mit Antibiotika supplementiertem LB Medium verdinnt. Die
Kolbenkulturen wurden bei 37°C und 220 U/min (Certomat U) bis zum Erreichen einer
optischen Dichte (OFRo von 0,4-1,2 angezogen. Dann wurden die Zellen mit IPTG
induziert. Nach der Induktion wurde das Medium durch Zentrifugation in der Sorvall
RC-5C Zentrifuge mit einem Sorvall GS-3 Rotor (Kendro) bei 8)08d 4°C (10 min)
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abgetrennt. Die Uberstande wurden verworfen und die Sedimente bei —20°C

eingefroren.

2.6.2.3 Kultivierungen im Bioreaktor (25 Liter Kulturvolumen)

Die Kultivierung im 25 L MaR3stab wurde von Herrn Dipl.-Ing. T. Schéffer am Lehrstuhl
von Herrn Prof. Dr. E. Flaschel (Universitat Bielefeld, Technische Fakultat, Lehrstuhl

fur Fermentationstechnik) durchgefihrt.

Abbildung 11: MBR 30 Liter Rihrkesselbioreaktor mit Begasungsregeleinheit.
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Fir die Durchfuhrung der Fermentation wurde ein LB Mediumkonzentrat fur 25 Liter
benétigt. Dazu wurden 500 g LB Medium in 5 Liter Reinstwasser geldst. Das
Konzentrat wurde im Fermenter auf 25 Liter aufgefullt und fur 25 min bei 121°C
hitzesterilisiert. Nach dem Abkihlen wurde Uber Septen im Bioreaktordeckel
sterilfiltriertes Ampicillin- (2,5 g Ampicillin in 20 ml Reinstwasser) und Kanamycin-
Konzentrat (625 mg Kanamycin in 20 ml Reinstwasser) zugegeben. Die Kultivierung
wurde durch Animpfung des Reaktors mit einem Inokulum von 250 ml Kolbenkultur in
der stationaren Phase Uber ein Septum gestartet. Durch Zugabe von Saure;PID)% H
oder Lauge (2 N NaOH) uber Zulaufpumpen wurde der pH-Wert wahrend der
Kultivierung bei 7,0 gehalten. Um eine Sauerstofflimittierung zu verhindern, wurde die
Luftsattigung des Mediums wahrend des Satzbetriebs durch Erhéhung bzw.
Verringerung der Rihrerdrehzahl konstant auf 80 % gehalten. Der Luftzustrom betrug
dabei 101 / min bei einem Reaktorinnendruck von 0,2 bar. Die Probenentnahme zur
Bestimmung der optischen Dichte erfolgte manuell mit Hilfe eines dampfsterilisierbaren
in den Reaktorboden eingebauten Ventils.

Die Zellen wurden zunachst bis zu einer Pron 1,5-2,3 bei 37°C kultiviert. Dann
wurde der Reaktor auf 25°C abgekihlt. Die Induktion wurde durch Zugabe von
sterilfiltrierter IPTG-LOsung in Endkonzentrationen von 0,1-1 mM IPTG gestartet. Nach
einer Induktionsdauer von 3 h 10 min fur die erste Fermentation und 2 h 35 min fur die
zweite Fermentation wurde der Reaktorinhalt Uber das Probenentnahmeventil
abgelassen und durch Querstromfiltration (Pall-Filtron) mit sieben Centrasetten 5/ 10
mit 1 MDa Ausschlul3grenze (Sigma) auf ca. 1 Liter aufkonzentriert und dabei gegen
PBS (siehe Tabelle 5) oder 10 mM Tris-Puffer, pH 8,0 mit 0,1 M NaCl dialysiert. Um
eine proteolytische Degradation des Fusionsproteins zu verhindern, wurden den Puffern
Proteaseinhibitoren zugesetzt. Zur Hemmung der Zinkproteasen wurde jeweils
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) bis zu einer Endkonzentration von 10 mM und
zur Hemmung von Serinproteasen Polymethylsulfonylfluorid (PMSF) bis zu einer
Endkonzentration von 1 mM zugegeben. Aus dem Konzentrat wurde durch
Zellaufschlu3 und Abtrennung der festen Zellbestandteile das bakterielle Lysat

hergestellt.
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2.6.3 Herstellung bakterieller Lysate

Nach der Induktion mussen die Zellen aufgeschlossen werden, um das produzierte
Protein freizusetzen. Dazu wurden, je nach Kulturvolumen, verschiedene

ZellaufschluBmethoden eingesetzt.

2.6.3.1 Zellaufschluf3 von small-scale Kultivierungen

Die Sedimente wurden fiur den Zellaufschluf3 bei 4°C aufgetaut und in 980 ul PBS mit
1% Triton X 100 resuspendiert. Nach Zugabe von 20 pl Lysozym-Stammlésung
(Lysozyme from chicken egg white, 5K mg Protein, (Sigma, Deisenhoven)

50 mg / ml in Reinstwasser) wurden die Zellen 30 min bei 4°C aufgeschlossen. Um die,
durch die Freisetzung der DNA-Molekiile hervorgerufene, hohe Viskositat der Probe zu
verringern, wurde die Losung 15 mal mit einer Spritze durch eine Kanule mit 0,9 mm
Durchmesser gezogen. Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation bei 3000

20 min entfernt und der Uberstand bei —20°C eingefroren.

2.6.3.2 Zellaufschluf® von Schittelkolbenkulturen

Zur Lyse der Zellen wurden die Sedimente bei 4°C schonend aufgetaut und in je 12,5 mi
PBS mit 10 mM EDTA und 1 mM PMSF resuspendiert. Die Suspensionen wurden in
ein Rosettengefal’ (Rosett Cooling Cell, Branson, Carouge-Geneve, Schweiz) tberfihrt,
auf Eis gekuhlt und mit dem Sonifier 250 (Branson, Carouge-Geneve, Output control
set: Position ,5) je viermal in 10 sec Intervallen mit einer 5 mm Mikrotipspitze
konstant beschallt. Die Suspensionen wurden in 50 ml Zentrifugenrohrchen (Nunc)
gegeben und 20 % Triton X 100 L6sung in PBS bis zu einer Endkonzentration von 1 %
Triton X 100 zugesetzt. Nach 40 min Rotation bei kleinster Stufe auf dem REAX2
(Heidolph, Kelheim) ist die Zellyse abgeschlossen. Der Zelldebris wurde durch
Zentrifugation der Suspensionen mit der RC-5C Zentrifuge im SS-34 Rotor fur 10 min
bei 12000y und 4°C abgetrennt und die resultierenden bakteriellen Lysate bei —20°C

eingefroren.

2.6.3.3 Zellaufschlufd des Fermentationskonzentrats

Der Zellaufschlu3 von 1 Liter Bakterienkonzentrat erfolgte in einem
Dusenhomogenisator (Mini-Lab Type 8.30H, Rannie Inc., St. Paul, USA) bei 800 bar in

zwei Durchlaufen. Die Zelltrimmer wurden aus dem Rohlysat durch 20 min
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Zentrifugation (RC-5C Zentrifuge) in einem GS-3 Rotor (Kendro) bei 1800td 4°C
entfernt. Das resultierende bakterielle Lysat wurde bis zur Aufreinigung, jedoch nicht

langer als 24 h, bei 4°C gelagert.
2.7 Expressionsanalytik

2.7.1 Expressionsanalyse mit Gesamtproteinextrakten

In transformierten Klonen werden rekombinante Proteine, im Gegensatz zu zelleigenen
Proteinen, im UberschuR produziert. Daher laRt sich die Expression anhand von
Gesamtproteinextrakten feststellen. Die Auftrennung der Extrakte mittels SDS-PAGE
gibt Aufschlu3 dartiber, ob und in welcher Weise das rekombinante Protein von den
Klonen exprimiert wird und ob die Proteingrof3e im Bereich des theoretisch zu

erwartenden Molekulargewichts liegt.

2.7.1.1 Herstellung der Extrakte

Von induzierten Kulturen wurde je 1 ml Probe entnommen und in ein Eppendorfgefaf}
Uberfuhrt. Als Kontrolle wurde eine nicht-induzierte Kultur mitgeflhrt. Die Proben
wurden bei 1300@ fiir 30 sec zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Zellen
wurden in der verbleibenden Flissigkeit resuspendiert und mit 100 ul SDS-PAGE
Puffer (siehe Tabelle 16) gemischt. Dann wurden die Proben fiir 30 min bei 37°C im

Thermomixer geschuttelt.

2.7.2 SDS-PAGE

Tabelle 16: Zusammensetzung des SDS-PAGE Puffers.

3 % 3-Mercaptoethanol
SDS-PAGE Puffer 3% SDS
0,3 % Bromphenolblau (BPB)

10 % Glycerin

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde das PhastSystem (Pharmacia) eingesetzt. Als

Referenz wurden LMW Kalibrierungs Kit Proteine (Pharmacia) eingesetzt. Eine Portion
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Markerproteine (575 pg Proteine) wurde in 100 pul SDS-PAGE Puffer geltst. Vor der
elektrophoretischen Trennung wurden die Proben und die Markerproteine mit SDS-
PAGE Puffer verdinnt und im Heizblock 7 min bei 95°C inkubiert, 10 min bei 1000
abzentrifugiert und je 50 ul des Uberstands in ReaktionsgefaRe Uberfiihrt. Die
Markerproteine wurden zusammen mit den Uberstanden auf einen PhastGel Sample
Applikator 8/1 (8 x 1 pul) aufgegeben und dann automatisch auf ein 8-25 % PhastGel
Gradientengel mit aufliegenden Pufferstreifen (PhasBB& buffer strips) aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde, wie vom Hersteller inm\BTSYSTEM APPLICATION FILE NO.

370 angegeben, durchgefihrt.

Die Farbung der Proteine erfolgte mit Coomassie Blue. Die Gele wurden 5 min bei
50°C mit Coomassie Blue Farbelosung (eine Tablette PastGel Blue R 350 (Pharmacia)
in 300 ml Reinstwasser mit 16 % Essigsaure und 33 % Isopropanol) entwickelt und
anschlieBend fur 30 min bei 50°C mit Entfarbelosung (10 % Essigsaure, 20 %
Isopropanol in Reinstwasser) entfarbt.

Bei geringen Proteinkonzentrationen, die nach der Coomassie-Farbung nur schwache
Banden ergaben, wurden die Gele mit der sensitiveren Silberfarbung im PhastSystem

nach HEUKESHOVENAND DERNICK (1985) angefarbt.

2.7.3 Nachweis der rekombinanten cytosolischen Sialidase

Ein Enzymaktivitatstest gibt Aufschlu® dariber, ob das produzierte Fusionsprotein
einen funktionsfahigen Sialidaseanteil besitzt. Dabei wird 4-MethylumbellideBAN-
Acetylneuraminsaure (MUF-Neu5Ac, Sigma, Deisenhofen) als synthetisches Substrat
eingesetzt. Sialidasen spalten MUF-Neu5Ac in das fluoreszierende Cumarinderivat
Methylumbelliferon (MUF) und die NeuraminsaureRER AND GOOCHIE, 1993a].

Nach Anregung im UV-Bereich (362 nm) zeigt MUF ein Emissionsmaximum bei einer
Wellenlange von 448 nm. Die Emission wird mit einem Fluoreszenzdetektor

(spectrofluorometric detector RF-551, Shimadzu, Kyoto) quantifiziert.
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Abbildung 12: MUF-Neu5Ac, MG = 467,4

2.7.3.1 Nachweis der Sialidaseaktivitat

Um die Autohydrolyse von MUF-Neu5Ac zu bericksichtigen, wurde bei jedem Test
eine Kontrolle ohne Enzym mitgefuhrt. Die Reaktionsansatze wurden 1 h bei 37°C im
Thermomixer 2436 auf kleinster Stufe geschiittelt und die Reaktion mit je 900 ul 0,2 M
Glycin / NaOH pH 10,4 gestoppt. Die Ansatze wurden 15 min bei 1§000der
Biofuge Pico (Kendro) zentrifugiert und 500 pul der Uberstande in frische
Reaktionsgefal3e tUberfuhrt. Die Proben wurden 1:100 mit Reinstwasser verdinnt und in
1 ml Quarz-Kuvetten gefillt. Nach der Plazierung der Kivetten im Fluoreszenzdetektor

wurden die Proben gemischt und die Fluoreszenz nach 10 sec gemessen.

Reaktionsansatz:

= Sialidase-haltige Losung (1:10 verdinnt) 65 pul
= 1 M Natriumacetatpuffer pH 5,5 10 pl
= 4 mM MUF-Neu5Ac in Reinstwasser 25 pl

Die Berechnung der Sialidase-Aktivitat erfolgte mit Hilfe einer Eichgeraden, die durch
lineare Regression erstellt wurde. Der Proportionalitatsfaktor betragt 2,3437. Die

Sensitivitat der Methode liegt im Picomol-Bereich. Unter Berucksichtigung aller
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Verdinnungsschritte und der Autohydrolyse lassen sich Umsetzungen ab

50 nmol mf* b mit hinreichender Genauigkeit messen und berechnen.
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Abbildung 13: Eichgerade basierend auf Fluoreszenzmessungen eingewogener

Mengen an Methylumbelliferon.

2.7.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bindung von Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva) an Proteine und Polypeptide
mit einem Molekulargewicht Gber 10 kDa wurde zur quantitativen Proteinbestimmung
der Proben genutzt FB\DFORD, 1976]. Bei der Bildung der Farbstoff-Protein-Komplexe
verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 450 nm nach 595 nm. Die
Extinktionsdifferenz zwischen den beiden Wellenlangen ist dabei proportional zur
Proteinkonzentration. Zur Proteinbestimmung wurden jeweils 500 ul Bradford-Reagenz
(1,9 % Perchlorsaure, 0,06 % Coomassie Brilliant Blue G 250, filtriert) zu 500 pl
Sialidase-haltige LOosung gegeben und die Extinktion bei 595 nm gegen eine

Referenzwellenlange von 450 nm gemessen. Die Extinktionsdifferenz wurde berechnet
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und der Proteingehalt der Probe mit Hilfe einer mit BSA erstellten Eichgeraden

ermittelt.

y = 0.0194x - 0.0917
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Abbildung 14: Eichgerade basierend auf Absorptionsmessungen eingewogener

Mengen an BSA.

2.7.5 Immunoblot

Das Prinzip des Immunoblots beruht auf der spezifischen Bindung zwischen
Antikorpern und ihren Antigenen. Dabei werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine
zundchst auf eine Nitrozellulosemembran dbertragen und so immobilisiert. Die
unspezifischen Proteinbindungsstellen der beladenen Membran werden abgesattigt und
dann spezifische Antikérper an das Zielprotein gebunden. Die spezifischen Antikorper
sind nicht konjugiert und werden durch eine Farbreaktion des zweiten mit alkalischer

Phosphatase gekoppelten Antikdrpers detektiert.
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Tabelle 17: Lésungen fur die Immunoblots.

Lésungen und Puffer Substanzen
PBS 140 mM NacCl, pH 7,3
2,7 mM KCI

10 mM NayHPO,
1,8 mM KH,PO,

Abséattigungslésung PBS
3 % BSA (Albumin bovine Fraction V, pH 7,0, standard grade,
lyophilisiert, Serva, Heidelberg)

1. AK-Ldsung gegen das Zielprotein gerichteter Antikorper in Abséattiger
Waschpuffer PBS
0,5 % BSA

0,3 % Tween 20 (Serva, Heidelberg)

2. AK-L6sung gegen den 1. Antikorper gerichteter mit alkalischer Phosphatase

konjugierter Antikdrper in Absattiger

Substratpuffer 100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl
5 mM MgCl,
Substratlésung 200 pl NBT (Nitro Blue Tetrazolium) / BCIP (5-Brom-4-Chloro-3-

Indolyl-Phosphat) Stammldsung (Boehringer, Mannheim) in
10 ml Substratpuffer

Die Immunoblots wurden mit dem PhastSystem durchgefuhrt. Die L&sungen zur
Entwicklung der Blots sind in Tabelle 17 zusammengefal3t.

Nach der Gelelektrophorese (siehe 2.7.2) wurden die Pufferstreifen aus dem
Pufferstreifenhalter entfernt und dieser wieder in die Kammer eingesetzt. Die Kammer
wurde auf 70°C geheizt. Eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, Amersham,
Freiburg) wurde zugeschnitten und 15 min in Reinstwasser aquilibriert. Dann wurde die
Membran auf dem Trenngel positioniert und die Proteine 20 min bei 70°C aus dem Gel
auf die Membran ubertragen. Zur Abldsung der Membran vom Gel wurden beide fur
2 min in Reinstwasser gegeben. Fur den anschlieenden Immunoblot wurde die
Nitrozellulosemembran Uber Nacht in Abséttiger bei 4°C inkubiert. Die im Gel

verbliebenen Proteine wurden nach erfolgtem Blot mit Coomassie oder Silber gefarbt



Material und Methoden 62

(siehe 2.7.2). Zur weiteren Entwicklung wurde die Membran 1 h mit der 1. AK-LGsung
bei Raumtemperatur geschwenkt und dann zweimal mit Waschpuffer fur je 10 min
gewaschen. Danach wurde die 2. AK-Losung auf die Membran gegeben, erneut 1 h
geschwenkt und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Farbung mit der
Substratldsung wurde die Nitrozellulose zweimal mit Substratpuffer gespult und dann
die Substratlbsung zugegeben. Die Farbreaktion wurde nach ausreichender
Entwicklungsdauer durch Spilen mit Reinstwasser gestoppt und die gefarbten
Proteinbanden mit 3 % iger TCA fixiert. Nach Spilen mit Reinstwasser wurde die

Membran getrocknet und zu Dokumentationszwecken fotographiert.

Rekombinante 6xHis-Proteine, die das Peptid Arg-Gly-Ser-His-His-His-His-His-His
enthalten, kdnnen mit einem Maus anti-RGS(ANtikorper (Qiagen) und einem gegen
Maus-Antikorper gerichteten und mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem Antikdrper
(Alkaline phosphatase-conjugated affinity pure goat anti-mouse IgG + IgM (H+L),
Jackson Immunoresearch, Dianova) aus Ziege im Immunoblot nachgewiesen werden.
Der GST-Anteil eines GST-Fusionsproteins wird mit einem polyklonalen Ziege Anti-
GST Antikorper (goat anti-GST antibody, Pharmacia) und einem gegen Ziege-
Antikorper gerichteten und mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem Kaninchen-
Antikorper (Alkaline phosphatase-conjugated affinity pure rabbit anti-goat 1IgG (H+L)

Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg) detektiert.
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2.8  Aufreinigung der rekombinanten cytosolischen
CHO-Sialidase ausE. coli Zellen
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Abbildung 15: Interaktion zwischen benachbarten Resten des 6xHis-tag und der
Ni-NTA-Matrix.

2.8.1 Affinitatsaufreinigung mit Nickel NTA Agarose

Proteine mit einem 6xHis-tag lassen sich mit Nickel-NTA (Nitrilotriacetic
acid)-Agarose aufreinigen. Durch die starke Affinitdit der Bindung zwischen den
Histidinen und dem Ni-NTA Rest (Kd=1€, pH 8,0) kénnen ungebundene Proteine
unter sehr schonenden Bedingungen, d.h. ohne die spezifische Bindung zwischen dem
Fusionsprotein und der Affinitatsmatrix zu beeintrachtigen, ausgewaschen werden.

Die Affinitdtsaufreinigung im analytischen Maf3stab wurde mit den Zellsedimenten der
small-scale Kultivierungen (siehe 2.6.2.1) durchgefUrweE[QIAEXPRESSIONIST 1992].

Zu den Zellsedimenten wurden jeweils 200 pl Lysepuffer (siehe Tabelle 18) gegeben
und das Sediment vollstandig resuspendiert. Die Suspension wurde 10 min beg 13000

zentrifugiert und der Uberstand in ein EppendorfgefaR? tiberfuhrt. Die Ni-NTA Agarose
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wurde durch Schiitteln resuspendiert und je 50 pl der Suspension zu den Uberstanden
pipettiert. Nach einer Bindungsdauer von 30 min unter Schutteln wurden die Proben bei
13000g fur 10 min abzentrifugiert und der Uberstand mit den ungebundenen Proteinen
entfernt. Das Sediment wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen, dann mit 20 pl
Elutionspuffer (siehe Tabelle 18) resuspendiert und 2 min geschiittelt. Das EDTA im
Elutionspuffer bildet mit den Nif lonen der Affinitatsmatrix Chelate, so daR das Protein
freigesetzt wird. Die Proben wurden bei 13@0fiir 10 sec zentrifugiert und je 20 pl
Uberstand in Eppendorfgefale tberfiihrt. Zu den Uberstanden wurden je 5 pl 5 fach
konzentrierter SDS-Puffer pipettiert und 7 min auf 95°C erhitzt, die Proben bei §3000

10 min abzentrifugiert und die Uberstande fir die SDS-PAGE eingesetzt (siehe 2.7.2).

Tabelle 18: Pufferzusammensetzung fur die Ni-NTA-Affinitdtsaufreinigung.

Puffer Substanzen

Lysepuffer 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0
0,1 M Na-Phosphat

8 M Harnstoff

Waschpuffer 0,01 M Tris-HCI pH 6,3
0,1 M Na-Phosphat

8 M Harnstoff

Elutionspuffer 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0
0,1 M Na-Phosphat
8 M Harnstoff

0,1 M EDTA




Material und Methoden 65

2.8.2 Affinitatsaufreinigung mit Glutathion Sepharose 4B

Fusionsproteine mit GST-Anteil kénnen durch eine Affinitdtsaufreinigung mit
Glutathion Sepharose 4B (Pharmacia) schnell und schonend aus bakteriellen Lysaten
isoliert werden (siehe Abbildung 16). Die GST bindet an die Glutathion Sepharose und
kann nach dem Waschen durch Zugabe von reduziertem Glutathion von der Matrix
wieder verdrangt werden, wobei Glutathion Sepharose 4B gleichzeitig regeneriert wird.
Bei rekombinanten Fusionspartnern ohne Thrombinschnittstelle kann der GST-Anteil

des Fusionsproteins proteolytisch abgespalten werden.

2.8.2.1 Affinitatsreinigung des Fusionsproteins aus small-scale
Kulturen

Zunachst wurde die Glutathion Sepharose 4B je 2 mal mit PBS und PBS mit 1 %
Triton X 100 gewaschen. Nach dem Zellaufschlu3 (siehe 2.6.3.1) wurden 50 pl
gewaschene Glutathion Sepharose 4B zu den bakteriellen Lysaten gegeben und 45 min
bei 4°C geschiittelt. Die Proben wurden bei §A0min zentrifugiert, die Uberstande
entfernt und die sedimentierte, beladene Glutathion Sepharose dreimal mit PBS mit
1% Triton X 100 und dann zweimal mit Tris-Puffer (0,125 M Tris-HCI pH 6,8)
gewaschen. Zur sofortigen SDS-PAGE wurden je 25 pl doppelt konzentrierter SDS-
Puffer zu 25 pl Sialidase-haltiger Losung gegeben und die Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Durch Inkubieren mit je 1 ml Elutionspuffer (50 mM Tris pH 8,0, 20 mM
reduziertes Glutathion) wurde das Fusionsprotein in Lésung gebracht und die Glutathion
Sepharose durch Zentrifugation bei 0.0 min) abgetrennt. Der Uberstand wurde in

frische Reaktionsgefal3e Uberfihrt und bei —20°C gelagert.
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Abbildung 16: Schema der Affinitdtsaufreinigung mit Glutathion Sepharose 4B



Material und Methoden 67

2.8.2.2 Affinitatsaufreinigung des Fusionsproteins aus
Schuttelkolbenkulturen mittels Sdulenchromatographie

Zur Saulenchromatographie wurden eine Amicon Moduline Saule mit 22 mm
Durchmesser (Amicon, Witten) und eine Pharmacia C 26/40 S&ule mit 26 mm
Durchmesser (Pharmacia) verwendet. Die Saulen wurden mit 2-10 ml
Saulenbettvolumen Glutathion Sepharose 4B geflllt, wobei 1 ml gepacktes
Saulenmaterial 1,33 ml suspendierter Glutathion Sepharose 4B entspricht.

Das FPLC System (Pharmacia), bestehend aus dem Controller LCC.501 Plus, zwei P-
500 Pumpen, zwei Motorventilen MV-8, einem Injektions-Motorventil MV-7, einem
Leitfahigkeitsmonitor, der optischen Einheit UV1 und einem Fraktionssammler
Frac 100, wurde zur Saulenchromatographie eingesetzt. Die Saulen wurden an das
System angeschlossen, dann mit dreifachem Saulenvolumen PBS pH 7,3 bei einem
Durchflud von 1 ml/min gewaschen und bei gleichem Durchflul@ mit 5 fachem
Saulenvolumen Aquilibrierungspuffer (PBS pH 7,3, 1 % Triton X 100) aquilibriert.

Zur Auftragung des bakteriellen Lysats (siehe 2.6.3.2) wurde der Durchfluld auf
0,5 ml/ min reduziert. Nach dem Beladen der eingesetzten Saule wurde das
Saulenmaterial mit Aquilibrierungspuffer und dann mit Trispuffer (50 mM Tris pH 8,0)
bei einem Durchflu® von 1 ml/ min gewaschen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer
(50 mM Tris pH 8,0, 20 mM reduziertes Glutathion) bei einem Durchflul3 von

0,5 ml / min. Das Eluat wurde in 1-2 ml Fraktionen aufgefangen und bei —20°C gelagert.

2.8.2.3 Séaulenchromatographische Affinitatsaufreinigung des
Fusionsproteins aus der Fermentation im Bioreaktor

Im Gegensatz zu der Affinitatsreinigung der bakteriellen Lysate aus
Schuttelkolbenkulturen wurde bei der Aufreinigung des Fusionsproteins aus den
Fermentationslysaten die Glutathion Sepharose 4B zunachst mit dem Fusionsprotein
beladen und erst dann in die S&ule gegeben. Zur Aufreinigung wurden 10-20 ml
Saulenbettvolumen Glutathion Sepharose 4B eingesetzt.

Das Saulenmaterial wurde zu dem bakteriellen Lysat gegeben und die Suspension in
einem Schittelkolben 60 min bei 25°C geschiittelt. Dann wurde die beladene Glutathion

Sepharose 4B mit Hilfe eines Rundfilters vom Lysat getrennt und in eine Saule
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Uberfuhrt. Die Saulenchromatographie wurde wie unter Punkt 2.8.2.2 beschrieben an
einer FPLC-Anlagen durchgefiihrt. Nach der Elution wurde das Saulenmaterial mit
Phosphatpuffer oder Trispuffer (siehe 2.6.2.3) &aquilibriert und erneut beladen. Die

Beladung und Elution wurde zweimal wiederholt und die Eluate bei - 20°C gelagert.

2.8.2.4 Thrombinverdau von GST-Fusionsproteinen

Es wurden 3J Thrombin (Pharmacia, Bulk and RediPack GST-Purification Modules)
in 5 ul PBS mit 250 pl affinitatsgereinigtem GST-Fusionsprotein (446 ug / ml)
gemischt. Nach Thrombinverdau (19 h) wurde die Probe mit SDS-Puffer gemischt und
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 2.7.2).

2.8.3 lonenaustauschchromatographie

Zur Nachreinigung der Eluate wurde eine Anionenaustauschchromatographie eingesetzt.
Dabei werden negativ geladene Gruppen des Proteins an freie, positiv geladene Gruppen
des lonentauschers gebunden. Die Auftrennung und Elution erfolgt durch die
Veréanderung des Ladungszustands des Proteins, d.h. durch Veranderung des pH-Werts
oder durch Zugabe von konkurrierenden lonen.

Fur die lonenaustauschchromatographie wurde eine Saule mit 10 mm Durchmesser
(C 10/10, Pharmacia) verwendet. Die Saule wurde mit 2,66 ml frischer Q Sepharose FF
in 20 % Ethanol (Pharmacia) gefullt und an der FPLC-Anlage gepackt. Dabei
entsprechen 1,33 ml suspendiertes lonenaustauschmaterial 1 ml gepacktem
Saulenbettvolumen. Q Sepharose FF enthalt Trimethylaminoethyl-Gruppen (quaternares
Ammonium ,Q“, -CH-N*-(CHs)3), die an eine Agarosematrix (90 um Partikel)
gekoppelt sind.

Die Saule wurde mit dem 5 fachen Saulenvolumen Puffer A (50 mM Tris-HCI pH 8,0)
aquilibriert. Dann wurde das vereinigte Eluat aus der Affinitditschromatographie mit
einer FluRBrate von 1 ml/ min aufgetragen und mit dem dreifachen Saulenvolumen
Puffer A gewaschen. Zur Auftrennung der gebundenen Proteine wurde bei gleichem
Durchflul3 zunachst ein linearer Salz-Gradient (0-150 mM NacCl in 50 mM Tris-HCI pH
8,0) mit einem Gesamtvolumen von 40 ml angelegt, dann die Salzkonzentration mit
einem NaCl-Stufengradienten auf 300 mM erhéht und mit 15 ml Gesamtvolumen

eluiert. Es wurden Fraktionen von je 2 ml gesammelt. Die Saule wurde mit 15 ml 50
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mM Tris-HCI pH 8,0 mit 1 M NacCl regeneriert. Die Fraktionen mit Sialidaseaktivitat
(siehe 2.7.3.1) wurden vereinigt und bei —20°C gelagert.

2.8.4 Gelfiltration

Mit  Hilfe der Gelfiltration konnten die in den Eluaten der
lonenaustauschchromatographie vorhandenen Proteine nach Molekiilgro3e aufgetrennt
werden. Als Saulenmaterial wurde Superdex 200 PG (Pharmacia) verwendet. Dabei
handelt es sich um Dextranketten, die kovalent an eine quervernetzte Agarosematrix
gekoppelt sind. Die gequollene Matrix hat eine durchschnittliche Partikelgréf3e von
34 um. Je nach GrofRe kdénnen Molekile verschieden tief in die Poren der Partikel
eindringen. Kleine Molekule brauchen daher langer, um durch die S&ule zu wandern,
wahrend grol3e Molekile das Gelbett ungehindert passieren kénnen. Der Einsatzbereich
des S&ulenmaterials fur Molekultrennungen liegt zwischen 10 und 600 kDa.

Zur Gelfiltration wurde eine Superdex 200 PG 35/600 Saule (Pharmacia) mit einem
Durchmesser von 35 mm eingesetzt. Die Saule wurde fertig gepackt mit 600 ml
Saulenmaterial bezogen.

Zur Durchfihrung der Gelfiltration wurde die Saule an den Biopilot (Pharmacia)
angeschlossen. Der Biopilot ist eine FPLC-Anlage flr praparative Aufreinigungen,
bestehend aus drei Pumpen (A, B, C), verschiedenen Motorventilen und einer
Kontrolleinheit. Die Aufreinigung kann mit Hilfe eines pH-Meters, einer UV-Zelle und
eines LeitfahigkeitsmelRRgerates verfolgt werden. Ein Fraktionssammler diente zum
Auffangen der Eluate.

Nach dem Aquilibrieren der Saule mit dem 3 fachen Saulenvolumen 20 mM
Phosphatpuffer pH 8,0 mit 150 mM NaCl bei einer FluRrate von 2 ml / min wurden die
vereinigten Eluate der lonenaustauschchromatographie bei einem Durchflul? von
4 ml / min aufgetragen und dann mit dem Phosphatpuffer bei gleicher FluRRrate eluiert.
Da die Saule ein AusschluZvolumen von 190 ml und ein Totalvolumen von 585 ml
besitzt [FhRwerRkAMP, 1998], wurde nach 40 min der Fraktionssammler gestartet und 60
Fraktionen mit einem Fraktionsvolumen von 8 ml gesammelt. Die Fraktionen wurden

bei —20°C gelagert.
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2.9  Charakterisierung der GST-Sialidaseaktivitat

2.9.1 Sialidase-Inhibitoren
N-Acetyl-Neuraminséaure (Neu5Ac) (Biomol, Hamburg) und 2-Deoxy-2,3-Dehydro-N-

Acetyl-Neuraminsdure (Neu5Ac2en) (Sigma) sind bekannte kompetitive Sialidase-
Inhibitoren. Der inhibitorische Effekt von NeuS5Ac und Neu5Ac2en auf die Aktivitat der
GST-Sialidase wurde in Reaktionsansatzen mit 0,208Enzym und verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen  getestet. Reaktionsansadtze und Durchfihrung des

Aktivitatstests sind unter 2.7.3.1 beschrieben.

2.9.2 Untersuchung der Sialidaseaktivitat mit Gangliosiden

aus humanen Granulozyten

Humane Granulozyten besitzen neben JGMusschlielich Ganglioside der
Neolactoserie [MTHING et al.,, 1993]. Diese Ganglioside stellen Lipid-gebundene,
terminal sialylierte Oligosaccharide dar. Die gleichen Oligosaccharidketten sind als
Protein-gebundene, terminal sialylierte Oligosaccharide bei Glykoproteinen zu finden.
Zur Charakterisierung der Sialidase-Aktivitdt wurden aufgereinigte Ganglioside aus
humanen Granulozyten eingesetztJfMING et al., 1996]. Die Fraktionen wurden nach
Abreicherungvon GM; als Standardgangliosidmischung JMHING AND NEUMANN,

1993] von Herrn HD Dr J. Muthing (Universitat Bielefeld, Technische Fakultat,
Lehrstuhl fur Zellkulturtechnik) zur Verfiugung gestellt. Die Hauptkomponenten dieser
Standardmischung sind in Tabelle 19 aufgefihrt-dWNeu5Ac-nLaCer, I\-a-
Neu5Ac-nLgCer und Vf-a-Neu5Ac-nLgCer sind jeweils mit C16- und C24-
Fettsduren substituiert, die auf  Dunnschichtchromatographie (DC)-Platten als
Doppelbanden erscheinen. Die Substanzen lagen in Chloroform / Methanol (1:2, v/v)

gel6st vor.
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Tabelle 19: Strukturen der Neolacto-Serie-Ganglioside.

Bezeichnung Struktur Symbol

IV3-a-Neu5Ac-nLc,Cer Neu5Aca (2-3)GalR(1-4)GIcNACR(1-3)GalR(1-4)GlcR(1-1)Cer IV3nLca

IV®-a-Neu5Ac-nLc,Cer Neu5Aca (2-6)GalR(1-4)GIcNACR(1-3)GalR(1-4)GlcR(1-1)Cer IVenLca

VI*-a-Neu5Ac-nLcgCer Neu5Aca(2-3)GalR(1-4)GIcNACR(1-3)GalR(1-4)GIcNACR(1-3)Galk | VI*nLc6

(1-4)GlcR(1-1)Cer

2.9.2.1 Analytische Trennung durch Hochleistungs-
Dinnschichtchromatographie

Die Standardgangliosidmischung wurde durch Hochleistungs-

Dunnschichtchromatographie (High Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC)
auf vorbeschichteten Dunnschichtchromatographie-Platten (Kieselgel 60 HPTLC-
Fertigplatten, 10 cm x 10 cm, 0,2 mm Schichtdicke, Merck, Darmstadt) aufgetrennt
[MUTHING, 1996]. Dazu wurden die Proben mit einem automatischen Probenaufgeber
(Linomat IV, Camag, Berlin) in Volumina von 5-10 pl auf die jeweilige Platte

aufgetragen. Als Laufmittel wurde Chloroform / Methanol / Reinstwasser (120:85:20,

viviv) mit 2 mM CaC} verwendet. Die Laufzeit betrug jeweils 25 min.

2.9.2.2 Gangliosiddetektion mittels Overlay-Technik nach
vorherigem Enzymabbau

Die Overlay-Technik ist eine einfache, schnelle und sensitive Methode, um die
verschiedenen Oligosaccharidstrukturen von  Glykosphingolipiden (GSL) zu
untersuchen. Im Prinzip handelt es sich dabei um einen ELISA-Test auf der DC-Platte.
Nach der chromatographischen Trennung der GSL werden die HPTCL-Platten mit dem
Kunststoff Polyisobutylmethacrylat (Plexigum P28, R6hm, Darmstadt) Gberzogen, der
die Ablosung des Kieselgels bei den folgenden Inkubationen mit wasserigen Lésungen
von der Platte verhindert. Dabei bleiben die Zuckerstrukturen zugénglich fur
nachfolgende enzymatische Abbaureaktionen und Nachweisreaktionen mit einem

spezifischen Antikdrper (Overlay-Assay).
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2.9.2.2.1 Plexigum-Beschichtung der HPTLC-Platten

Nach der Dunnschichtchromatographie wurden die HPTLC-Platten 1 h im
Olpumpenvakuum getrocknet und unmittelbar danach fiir ca. 45 min senkrecht in eine
DC-Kammer mit Plexigum-Losung (0,5 % Plexigum in wasserfreiem Hexan) gestellt.
Gegebenenfalls wurde die Beschichtung wiederholt. Das unbeschichtete Kieselgel am
oberen Plattenrand wurde entfernt und die Platten fur den Overlay-Test waagerecht in

Kunststoffkammern gelegt.

2.9.2.2.2 Overlay-Assay mit vorgeschaltetem Enzymabbau

Die hydrolytische Aktivitat der GST-Sialidase gegenuber den gebundenen
Neuraminsduren der Einzelganglioside aus humanen Granulozyten wurde mit der
Aktivitat eines Referenz-EnzymsViprio choleraeTest-Neuraminidase, Behring

Diagnostics, Marburg) verglichen.

Tabelle 20: Losungen fur den Enzym-Abbau und den Overlay-Assay.

Lésungen und Puffer Substanzen
V. cholerae -Neuraminidase-Puffer 0,05 M Na-Acetat, pH 5,5
9 mM CacCl,
GST-Sialidase-Puffer 0,1 M Na-Acetat, pH 5,5
Losung A PBS

1 % BSA (Serva, Heidelberg)
0,02 % NaN3

Ldosung B PBS

0,05 % Tween 21, (ICl, Surfactands, Wilton,
Middelsborough, Cleveland, U.K.)

0,02 % NaNj3

Glycin-Puffer 100 mM Glycin, pH 10,4
1 mM ZnCl,
1 mM Mg Cl,
BCIP-Ldsung Glycin-Puffer

0,05 % BCIP (5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat)
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Vorbehandlung der beschichteten Platten:

Inkubation mit je 40 ml PBS (siehe Tabelle 5) G.N. bei 37°C

Enzym-Abbau der Standardgangliosidmischung:

einmaliges Waschen mit dem entsprechenden Enzympuffer
Inkubation mit verschiedenen Enzymkonzentrationen im jeweiligen Enzym-
Puffer

dreimaliges Waschen mit Losung B

Overlay-Assay (je 40 ml Losung pro Platte wurden eingesetzt):

10 min Abséattigung mit LOsung A

1 h Inkubation mit Anti-Gal3(1-4)GIcNAc-R monoklonales Maus-IgM aus
1B2-1B7 Hybridoma Zellen (ATCC, TIB-189), (1:20 in Losung A)
dreimaliges Waschen mit Losung B

1 h Inkubation mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem Ziege anti-Maus IgG
und IgM (Dianova), (1:2000 in Lésung A)

dreimaliges Waschen Ldsung B

einmaliges Waschen mit Glycin-Puffer

Inkubation mit BCIP-LAsung bis zur deutlichen Bandenfarbung

zweimaliges Waschen mit Glycin-Puffer

Trocknen der HPTLC-Platte

Dokumentation
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2.9.2.3 Gangliosiddetektion mit Resorcin

Resorcin (Sigma) ist ein Reagenz, das spezifisch Sialinsduren anfarbt und deshalb zur
Detektion von Gangliosiden verwendet wird/ESINERHOLM, 1957].

Resorcin-Gebrauchsreagenz:

* 2% ige wassrige Resorcin-Losung 10 ml

* 0,1 MCuSQ 0,25 ml

» konz. HCI 80 ml

* mit Reinstwasser ad 100m|

Die Losung ist bei Lagerung im Dunkeln bei 4°C fur ca. 2-3 Wochen stabil.

Der Nachweis der Ganglioside erfolgte nach der Auftrennung durch Bespriihen der
trockenen HPTLC-Platte mit dem Reagenz. Die Platte wurde mit einer Glasscheibe
abgedeckt und 30 min bei 100°C entwickelt.

2.10 Herstellung eines polyklonalen Antiserums

gegen GST-Sialidase

2.10.1 Vorbereitung des Antigens

Die Fraktionen der Gelfiltration, die GST-Sialidase in hochgereinigter Form enthalten,
wurden unter Verwendung von Microsep Mikrokonzentratoren (Filtron, Karlstein)

aufkonzentriert. Dazu wurden die GST-Sialidase enthaltenden Gelfiltrationsfraktionen
vereinigt. Vom Gesamtvolumen der Fraktionen (32 ml) wurde 1 ml Probe fur
Aktivitatsmessungen und Auftrennungen mittels SDS-PAGE entnommen. Die
vereinigten Fraktionen wurden portionsweise in zwei Microsep Mikrokonzentratoren
mit einer Ausschluf3grenze von 30 kDa gefullt und 30 min bei §360SS-34 Rotor

der RC-5C Zentrifuge zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Nach der

Aufkonzentrierung wurde das Konzentrat mit ca. 10 ml Phosphatpuffer (20 mM Na-
Phosphat pH 8,0, 150 mM NaCl) durch wiederholtes Auffillen und Zentrifugieren der
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Konzentratoren umgepuffert. Das resultierende Konzentrat besal3 ein Endvolumen von
ca. 1 ml und wurde in ein steriles Kryogefal3 (NUNC, Wiel3baden) gegeben. Der
Proteingehalt der Probe wurde ermittelt (siehe 2.7.4) und die verbleibenden 900 ul an

gereinigter GST-Sialidase bei —20°C gelagert.

2.10.2 Immunisierung eines Huhns mit gereinigter GST-

Sialidase

Die Immunisierung von zwei Hihnern mit gereinigter GST-Sialidase wurde am Institut
von Prof. Dr. U. Neumann (Tierarztliche Hochschule Hannover, Klinik fur Gefligel)
durchgeflnhrt.

SPF (specific pathoden free)-Huhner wurden in Isolatoren aufgezogemif\M et al.,

1991]. Vor der Immunisierung wurden fur spétere Kontrollen Praimmunseren
entnommen. Zwei Huhner im Alter von 12 Wochen wurden mit hochreiner GST-
Sialidase aus einer 25 Liter Fermentation (siehe 2.8.4) immunisiert. Das Antigen wurde
mit gleichem Volumen FCA (Freund’'s complete Adjuvant) gemischt und an
verschiedenen Stellen intramuskular injiziert. Nach 4 Wochen wurde Immunserum
entnommen und die Huhner mit affinitatsgereinigter GST-Sialidase aus einem 1 Liter
Ansatz (siehe 2.8.2.2) nachimmunisiert. Nach weiteren 14 Tagen wurden die HUhner

geschlachtet und die Immunseren bei -20°C gelagert.

2.10.3 Spezifitatsnachweis der Immunseren gegen GST-

Sialidase

Die Spezifitdt der Immunseren wurde in Immunoblots, wie unter Punkt 2.7.5
beschrieben, getestet. Als 1. AK-Losung wurden die Praimmunseren und Immunseren in
unterschiedlichen Verdinnungen eingesetzt. Als 2. AK diente ein mit alkalischer
Phosphatase gekoppelter Kaninchen Anti-Huhn Antikorper (Alkaline phosphatase-
conjugated affinity pure rabbit anti-goat IgG (H+L) Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg). Detektiert wurde GST-Sialidase in elektrophoretisch aufgetrennten und auf
eine  Membran Ubertragenen bakteriellen Lysaten (siehe 2.6.3) und

affinitatschromatographisch aufgereinigte GST-Sialidase.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Der Ergebnisteil gliedert sich in sieben Abschnitte.

Der erste Abschnitt umfaldt die Entwicklung einer RT PCR, die Subklonierung der
Sialidase kodierenden cDNA in den pCR 2.1 Vektor und die Klonierung des Sialidase-
Inserts in die Expressionsvektoren pQE 16, pQE 60 und pQE 31 (siehe 3.1). Zuerst
wurden zwei Methoden der RNA-Isolierung miteinander verglichen und eine zur RNA-
Isolierung aus CHO-Zellen ausgewahlt. Die isolierte RNA wurde mittels Reverser
Transkription in die Sialidase-kodierende cDNA umgeschrieben. Durch
Polymerasekettenreaktion (PCR) mit verschiedenen Primerpaaren und unterschiedlichen
Annealingtemperaturen wurden mit zwei Polymerasen Sialidase-kodierende PCR-
Produkte amplifiziert. Der Einsatz von degenerierten Primern fihrte zu einem Einbau
von Restriktionsschnittstellen an den Sequenzenden der PCR-Produkte. Zur
Vermehrung der cDNA und um das Insert vor der enzymatischen Degradation durch
Exonukleasen zu schitzen, wurden die Sialidasesequenzen in pCR 2.1 Vektoren
subkloniert. Die aus den pCR 2.1 Vektoren isolierten Sialidase-Sequenzen wurden
entsprechend ihren Schnittstellen mit den linearisierten Expressionsvektoren pQE 16,
pQE 60 und pQE 31 kloniert. Mit den klonierten Sequenzen wukderoli Zellen
transformiert. Die erfolgreich transformierten Klone wurden ermittelt und zur

Expression eingesetzt.

Der zweite Abschnitt beinhaltet die Ergebnisse der Expressionsanalysen (siehe 3.2).
Gesamtproteinextrakte und affinitatschromatographisch aufgereinigte Lysate aus
erfolgreich transformierten, induzierten Klonen, aus nicht-induzierten Klonen und aus
nicht-transformiertenE. coli Zellen wurden zu diesem Zweck mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und miteinander verglichen. Durch den Vergleich der Proteinbanden wurde
ermittelt, welche Klone ein Fusionsprotein exprimieren und in welcher Form das
Protein vorliegt. Ob es sich bei dem exprimierten, loslichen Sialidase-Fusionsprotein
um ein aktives Enzym handelt, konnte durch Messung der Sialidase-Aktivitat mit MUF-
Neu5Ac in bakteriellen Lysaten nachgewiesen werden. Ein positiver Klon wurde fur die

Produktion des Sialidase-Fusionsproteins ausgewahlt.
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Der dritte Teil beschreibt die Optimierung der Induktionsparameter zur Produktion eines
I6slichen und aktiven rekombinanten Sialidase-Fusionsproteins (siehe 3.3). Der Einflul3
der Induktionstemperatur, Induktionsdauer, IPTG-Konzentration und Zelldichte bei
Induktionsstart auf die Expression des Sialidase-Fusionsproteins wurde untersucht.
Nach unterschiedlichen Induktionszeiten wurden affinitditschromatographisch gereinigte
Lysate des Klons pGEX-2T-S1 gelelektrophoretisch aufgetrennt. Durch den Vergleich
der Proteinbanden konnte geklart werden, inwieweit eine erhéhte Induktionsdauer einen
EinfluR auf die Expression des Fusionsproteins hat. Die Proteinkonzentration und die
Sialidaseaktivitat in bakteriellen Lysaten des Klons pGEX-2T-S1 wurde, nach Induktion
unter verschiedenen Bedingungen, gemessen. Die Induktionsparameter, die zu hohen
Proteinkonzentrationen und Sialidaseaktivitdten fuhrten, wurden zur Produktion des

Sialidase-Fusionsproteins ausgewahlt.

Die Kultivierung des Klons pGEX-2T-S1 in Schuttelkolben und im Bioreaktor wird im
vierten Abschnitt behandelt (siehe 3.4). Dieser Abschnitt befal3t sich mit der
Mal3stabsvergrof3erung von zunéchst 250 ml Kulturvolumina in Schittelkolben auf 25
Liter im Bioreaktor. Die zuvor ermittelten Daten zur Produktion des GST-Sialidase
Fusionsproteins wurden auf einen grél3eren Mal3stab Ubertragen. Zunachst wurde die
Zunahme der Zelldichte wahrend des Kulturverlaufs in vier parallelen
Schuttelkolbenansatzen und in zwei 25 Liter Fermentationen des Klons pGEX-2T-S1
gemessen. Die Wachstumskurven umfassen jeweils den Kulturverlauf vor und nach der
Induktion. Dann wurden die Wachstumskurven miteinander verglichen. Die

Wachstumsverlaufe sollten durch die Mal3stabsvergré3erung nicht beeinfluf3t werden.

Der funfte Abschnitt beschreibt die Aufreinigung des GST-Sialidase Fusionsproteins
(3.5). Verschiedene Affinitatsaufreinigungen der GST-Sialidase aus 250 ml und 1 Liter
Ansatzen dienten als Vorversuche fir die Aufreinigung aus 25 Liter Ansatzen. Das in
verschiedenen Schuttelkolbenansatzen produzierte GST-Sialidase Fusionsprotein wurde
uber Glutathion Sepharose 4B Affinitdtssaulen aufgereinigt. Als Beispiele wurden
erstens Protein- und AktivitAtsmessungen der affinitdtschromatographischen
Aufreinigung der GST-Sialidase aus einem 250 ml Ansatz dokumentiert und die

Ausbeute berechnet, zweitens wurden die verschiedenen Eluat-Fraktionen der
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Aufreinigung aus einem 1 Liter Ansatz mittels SDS-PAGE dargestellt und drittens das
Elutionsprofil der Aufreinigung aus einem zweiten 1 Liter Ansatz aufgenommen.

Nach den Vorversuchen wurde die GST-Sialidase aus zwei 25 Liter Fermentationen
(Fermentation 1 und Fermentation 2) mittels Glutathion Sepharose
Affinitaitschromatographie aufgereinigt und die Aufreinigung mittels SDS-PAGE,
Immunoblotting, Protein- und Aktivitatsmessung dokumentiert. Die GST-Sialidase aus
Fermentation 1 wurde mittels lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration
nachgereinigt. Das nachgereinigte Produkt wurde als Antigen zur Herstellung eines
Immunserums eingesetzt. Die in der zweiten Fermentation produzierte GST-Sialidase

stand fur die weiteren biochemischen Charakterisierungen zur Verfiigung.

Die Charakterisierung der Enzymaktivitat und Substratspezifitat der GST-Sialidase ist
Thema des sechsten Abschnitts (siehe 3.6). Zur Charakterisierung der Aktivitat der
GST-Sialidase wurden zwei verschiedene Sialidase-Inhibitoren eingesetzt. Die
Sialidaseaktivitat unter dem Einflul® der Inhibitoren wurde mit MUF-Neu5Ac gemessen.
Dabei sollte nachgewiesen werden, ob die Hemmung der GST-Sialidase-Aktivitat mit
den Literaturdaten fur cytosolische Sialidase aus Rattenleber Ubereinstimmt.

Zur Charakterisierung der Enzymspezifitat wurde der enzymatische Abbau von
Gangliosiden aus humanen Granulozyten durch GST-Sialidase und durch das
ReferenzenzymV. cholerae Neuraminidase untersucht. Da die aus humanen
Granulozyten aufgereinigten terminal sialylierten, Lipid-gebundenen Oligosaccharide
identisch mit Protein-gebundenen, terminal sialylierten Kohlenhydratseitenketten sind,
lassen sich durch den Vergleich der Enzymreaktionen Ruckschlisse auf die

Desialylierung von Glykoproteinen durch GST-Sialidase ziehen.

Der letzte Abschnitt umfal3t die Herstellung von polyklonalen Antikdrpern in Hihnern
(siehe 3.7). Hochreine GST-Sialidase wurde fur die Erstimmunisierung eingesetzt und
affinitatschromatographisch aufgereinigte GST-Sialidase wurde zur Nachimmunisierung
verwendet. Um das Immunserum im Immunoblot zu testen, wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennte Lysate und affinitdtschromatographisch gereinigte GST-Sialidase aus Klon
pGEX-2T-S1, Klon pGEX-2T-S7 und nicht-transformiertén coli Zellen eingesetzt.

Als Kontrolle wurden parallele Immunoblots mit dem Praimmunserum durchgefihrt.
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3.1  Klonierung der cytosolischen Sialidase aus
CHO-Zellen

Fur die Bereitung der Sialidase cDNA durch Reverse Transkription wurde RNA aus
CHO-Zellen isoliert. Zwei verschiedene Methoden wurden zur RNA Isolierung aus
CHO K1 Zellen eingesetzt und verglichen. CHO K1 Zellen werden zur Herstellung
rekombinanter Zellinien, wie z.B. CHO SS3 A2 verwendet. Eine RT PCR-Methode zur
Amplifikation von Sialidase cDNA wurde entwickelt. Drei unterschiedliche
Primerpaare wurden verwendet, um Restriktionsschnittstellen an den Enden der PCR-
Produkte einzufiigen.

Durch Subklonierung der PCR-Produkte in pCR 2.1 Vektoren wurde die Sialidase
cDNA vermehrt und der enzymatische Abbau der RT PCR-Produkte durch
Exonukleasen verhindert. Zur Transformation wurBenoli Infa F* Zellen eingesetzt.

Die Sialidase kodierenden Sequenzen aus den pCR 2.1 Vektoren wurden unter
Verwendung der eingefugten Schnittstellen in die Expressionsvektoren pQE16, pQE60
und pQE31 kloniert. Als Expressionsstamm wugdeoli M15 pREP4 eingesetzt.

3.1.1 RNA-Isolierung aus CHO-Zellen

Um RNA in vergleichbarer Menge und Qualitdt aus verschiedenen CHO-Zellen
isolieren zu kénnen, wurden nach der Methode vaoMEzYNSKI UND SACCHI (1987)

und mit dem RNeasy Total RNA Kit (Qiagen) je zwei parallele RNA-Isolierungen
durchgefihrt. Als Spenderorganismen wurden jeweils gleiche Mengen an CHO K1
Zellen eingesetzt. Die gereinigten RNA-Isolate wurden mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (EtBr)-L6sung geféarbt
(siehe Abbildung 17 und Abbildung 18).

Cytoplasmatische RNA aus Eukaryonten besteht zu ca. 95 % aus ribosomaler RNA, die
sich aus 28S-, 18S- und 5S-RNA zusammensetzt. Bei qualitativ hochwertigen RNA
Praparationen laufen die 28S- und die 18S-RNA-Molekiile in zwei scharfen, definierten

Banden, die als interne Marker dienen konnen.
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Abbildung 17: Agarosegelelektrophorese von zwei nach HOMCZYNSKI AND
SAccHI (1987) parallel aufgearbeiteten RNA-Isolaten aus CHO K1 Zellen (a und

b). Die Isolate wurden in einem 1 % igem Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr
gefarbt.
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Abbildung 18: Agarosegelelektrophorese von zwei mit dem RNeasy Total RNA Kit
parallel aufgearbeiteten RNA-Isolaten aus CHO K1 Zellen. Die Isolate wurden in

einem 1,3% igem Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr gefarbt.
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Die 28S- und die 18S-RNA Banden sind in beiden Agarosegelen deutlich sichtbar. Die
5S-RNA Bande konnte nur in RNA-Préparationen des Kits identifiziert werden. Obwohl
die RNA-Isolierungen nach HOMCzYNSKI UND SACCHI parallel durchgefiihrt wurden,

sind die Banden des einen RNA-Isolats (siehe Abbildung 17,b) viel intensiver als die
des Parallelansatzes (siehe Abbildung 17,a). In Gegensatz dazu zeigten sich bei den
Auftrennungen der mit dem RNeasy Total RNA Kit parallel aufgereinigten RNA-Isolate
(siehe Abbildung 18) keine Unterschiede. Der RNeasy Total RNA Kit ist zur Isolierung
von RNA besser geeignet als die Methode veloMczyNSKI AND SACCHI. Die RNA-
Isolierung nach der Methode voH@VCZYNSKI AND SACCHI ist sehr zeitaufwendig und

die RNA-Isolate unterschieden sich hinsichtlich der aufgereinigten Mengen. Die RNA-
Isolierung mit dem Total RNeasy RNA Kit ist dagegen eine sehr schnelle Methode, die
die Aufreinigung reproduzierbarer Mengen an RNA ermdglicht. Fir weitere RNA
Praparationen aus unterschiedlichen CHO-Zellen wurde daher der Total RNA Kit

eingesetzt.

3.1.2 Entwicklung einer RT PCR Methode

Fur die RT PCR wurden RNA-Isolate aus CHO K1 und zuséatzlich aus CHO HC i
Klon 6 und aus CHO SS3 A2 Zellen verwendet.

Bei CHO HC Il Klon 6 Zellen handelt es sich um rekombinante Zellen, die
rekombinanten humanen Heparin Cofaktor 1l (rhHC II) produzieren. Diese Zellen
wurden ausgewahlt, weil sie die bekannte Sequenz fir HC Il enthalten. Mit dem
Primerpaar Dag 50 / Dag 70 kann ein 567 bp Fragment der HC Il kodierenden Sequenz
amplifiziert werden. Der Nachweis der HC Il kodierenden Sequenz diente als Referenz
fur die erfolgreiche Amplifikation. RNA-Isolate aus CHO HCII Klon 6 Zellen wurden

als Positivkontrolle der RT PCR verwendet.

Die Zellinie CHO SS3 A2 produziert rekombinantes humanes Antithrorbirn

dieser Zellinie konnte Sialidaseaktivitat im Uberstand nachgewiesen werden. Die
Sialidase-kodierende cDNA wurde mit den in Tabelle 21 aufgefuihrten Primerpaaren
mittels RT PCR amplifiziert. Anhand der voredRARI et al. (1994) veréffentlichten
cDNA Sequenz der cytosolischen Sialidase aus CHO-Zellen wurden die beschriebenen
Primer ausgewahlt (siehe Abbildung 5). Die zur Amplifikation der Sialidase cDNA
eingesetzten Primerpaare CHOSIAL 01/ CHOSIAL 12, CHOSIAL 41 / CHOSIAL 42
und CHOSIAL 51 / CHOSIAL 52 fuhrten zum Einbau zusatzlicher Schnittstellen an den
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Enden der RT PCR-Produkte (siehe 2.3.2). Die Schnittstellen wurden eingefiigt, um die

Fragmente in Expressionsvektoren klonieren zu kénnen.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Sialidase cDNA mit Start- und

Stoppcodon, relevanten Restriktionsschnittstellen und den Primerpositionen der
Primerpaare CHOSIAL 01 / CHOSIAL 12, CHOSIAL 41 / CHOSIAL 42 und
CHOSIAL 51/ CHOSIAL 52 (siehe Tabelle 21).
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In Tabelle 21 sind die eingefugten Schnittstellen und die theoretisch ermittelten

Fragmentgrof3en der aus den Primerpaaren resultierenden PCR-Produkte aufgefuhrt.

Tabelle 21: Zu erwartende RT PCR Sialidase cDNA-Fragmente der drei

Primerpaare.

sense CHOSIAL 01 CHOSIAL 41 CHOSIAL 51
antisense CHOSIAL 12 CHOSIAL 42 CHOSIAL 52
RT PCR Produkt 1136 bp 1148 bp 1158 bp
Restriktionsschnittstellen BamHI | Hindlll Bglll/ Bgl BamHI | EcoRl

Bei der Auswahl der Annealingtemperatur sind zwei Aspekte entscheidend. Eine zu
geringe Temperatur fuhrt zur Bildung unspezifischer PCR-Produkte, wahrend zu hohe
Temperaturen die spezifische Anlagerung der Primer erschweren und so die
Produktausbeute senken. Zur Ermittlung der optimalen Annealingtemperatur wurde die
RT PCR bei drei verschiedenen Annealingtemperaturen durchgefiihrt. Bei der PCR
wurden die Primer CHOSIAL 01 und CHOSIAL 12, AmpliTaq Polymerase und RNA
Isolat aus CHO HC Il Klon 6 eingesetzt. Je 10 pl der PCR-Produkte wurden in einem
2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr-Losung gefarbt (siehe Abbildung 20).

Das Sialidase cDNA-Fragment mit einer Grof3e von 1136 bp wurde bei 63°C, 65°C und
bei 68°C amplifiziert. Dabei hatten die unterschiedlichen Temperaturen nur geringen
Einflul auf die Amplifikation. Bei allen getesteten Temperaturen wurden neben der

Sialidase cDNA unspezifische Fragmente gebildet.



Ergebnisse und Diskussion 84

Start
s | b £y
1114 bp — . - H <1136 bp Sialidase cDNA
501 bp b <567 bp HCII cDNA-Fragment

VIIl 1a 2a 1b 2b 1c 2c

Abbildung 20: Agarosegelelektrophorese der RT PCR-Produkte, die bei
Annealingtemperaturen von 63°C (a), 65°C (b) und 68°C (c) gebildet wurden. Die
RT PCR wurde mit RNA aus CHO HC Il Klon 6, mit den Primern CHOSIAL 01 /
CHOSIAL 12 und mit AmpliTag Polymerase durchgeftihrt. 1, 567 bp PCR-
Produkt einer HC Il kodierenden Sequenz; 2, 1136 bp Fragment der Sequenz der
cytosolischen Sialidase; VI, Langenstandard 19-1114 bp. Die PCR-Produkte

wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr gefarbt.

Die RT PCR wurde ein zweites Mal bei 66°C, 68°C und 70°C Annealingtemperatur
durchgefuhrt, um die Bildung unspezifischer Produkte zu verringern. Bei dieser RT
PCR mit AmpliTag Polymerase wurde wieder das Primerpaar CHOSIAL 01 /
CHOSIAL 12 und zusatzlich das Primerpaar CHOSIAL 41 / CHOSIAL 42 eingesetzt.
Statt RNA aus CHO HC Il Klon 6 wurde RNA-Isolat aus CHO K1 verwendet. Je 10 pl
der PCR-Produkte wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr-Lésung
gefarbt (siehe Abbildung 21).
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Bei allen Annealingtemperaturen wurde sowohl die 1136 bp Sialidase cDNA des
Primerpaares CHOSIAL 01 / CHOSIAL 12 als auch die 1146 bp Sialidase cDNA des
Primerpaares CHOSIAL 41 / CHOSIAL 42 gebildet. Eine weitere Erhdéhung der

Temperatur auf 70°C fuhrte nicht zur Vermeidung unspezifischer Banden. Daher wurde

fur alle weiteren Versuche die Annealingtemperatur auf 68°C festgesetzt.

Start

1136 /1148 bp
Sialidase cDNA

X l1la 1b 1c 2a 2b 2¢c K

Abbildung 21: Agarosegelelektrophorese der RT PCR-Produkte, die bei 66°C
Annealingtemperatur (a), 68°C  Annealingtemperatur (b) und 70°C
Annealingtemperatur (c) gebildet wurden. Die RT PCR wurde mit RNA aus CHO
K1 Zellen, mit den Primerpaaren CHOSIAL 01 / CHOSIAL 12 (1) und CHOSIAL
41/ CHOSIAL 42 (2) mit AmpliTaq Polymerase durchgefuhrt. 1, 1136 bp Sialidase
cDNA; 2, 1148 bp Sialidase cDNA; K, Negativkontrolle; X, Langenstandard 0,07-
12,2 kbp. Die PCR-Produkte wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und
mit EtBr gefarbt.

Der Einsatz von Taq Polymerasen fiihrt zum Einbau von Desoxyadenosinen an den
3'-Enden der PCR-Produkte. Diese endstandigen Desoxyadenosine sind zur Klonierung
der Produkte in pCR 2.1 Vektoren notwendig ( siehe Abbildung 8). Dagegen werden bei
Verwendung von Pfu Polymerasen PCR-Produkte mit glatten Enden (blunt-end) und

geringerer Fehlerfrequenz amplifiziert. Aus diesem Grund wurde in den Versuchen
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sowohl Tag als auch Pfu Polymerase eingesetzt. In einem dritten RT PCR Versuch
wurde statt AmpliTaq Polymerase die Synergy Polymerase eingesetzt. Synergy
Polymerase ist eine Mischung aus Taq und Pfu Polymerase. Bei dieser RT PCR wurden
die Primerpaare CHOSIAL 41 / CHOSIAL 42 und CHOSIAL 51 / CHOSIAL 52
verwendet. Die PCR wurde mit RNA aus CHO SS3 A2 bei einer Annealingtemperatur
von 68°C durchgefihrt. Je 10 pl der PCR-Produkte wurden in einem 2 % Agarosegel
aufgetrennt und mit EtBr-Lésung gefarbt (siehe Abbildung 22).

Start

ll 1148/1158 bp

Sialidase cDNA

s

Abbildung 22: Agarosegelektrophorese der RT PCR-Produkte, die mit Synergy
Polymerase gebildet wurden. Die RT PCR wurde mit RNA aus CHO SS3 A2
Zellen, mit den Primerpaaren CHOSIAL 51 / CHOSIAL 52 (1) und CHOSIAL 41/
CHOSIAL 42 (2) jeweils in doppelten Ansétzen bei einer Annealingtemperatur von
68°C durchgefuhrt. 1 und 1‘, 1158 bp Sialidase cDNA; 2 und 2, 1148 bp Sialidase
cDNA; K, Negativkontrolle X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp. Die PCR-Produkte

wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr gefarbt.
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Sowohl die AmpliTaq Polymerase als auch die Synergy Polymerase katalysieren die
Amplifikation des Sialidase-kodierenden cDNA-Fragments. Beim Einsatz der
unterschiedlichen Polymerasen konnten keine Unterschiede in den PCR-Produkten
festgestellt werden. In den weiteren Versuchen wurden je nach Bedarf Taq und Pfu
Polymerasen eingesetzt.

In den beschriebenen RT PCR Versuchen wurden RNA Praparationen aus CHO K1,
CHO SS3 A2 und aus CHO HC Il Klon 6 eingesetzt. Die RT PCR mit RNA aus
unterschiedlichen CHO-Zellen fuhrte zu identischen RT PCR-Produkten, d.h. dal3 die
Sialidase Sequenz nicht nur in der Elternzellinie CHO K1, sondern auch in den
genetisch verdnderten CHO K1-Abkdmmlingen CHO SS3 A2 und CHO HCIl Klon 6
vorhanden ist.

Mit den verwendeten Primerpaaren konnten die in Tabelle 21 aufgeflhrten Sialidase

cDNA-Fragmente amplifiziert werden.
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3.1.3 Subklonierung der Sialidase cDNA RT PCR-
Produkte in den Vektor pCR 2.1

Die amplifizierten Sialidase cDNA-Fragmente wurdait dem Original TA Cloning

Kit (siehe 2.4) in den pCR 2.1 Vektor subkloniert. Diese Technik ermoglicht die

Klonierung der RT PCR-Produkte ohne weitere Aufreinigungsschritte, so daf} die
Produkte durch Vermehrung des Vektors in den Subklonen in grof3er Menge zur

Verfuigung stehen und vor dem Verdau durch Exonukleasen geschiitzt sind.

Tabelle 22: Bezeichnungen der Vektoren und Klone der Transformationen 1, 3

und 6 mit dem pCR 2.1 Vektor mit Sialidase cDNA-Insert.

Transformation 1 3 6
Primerpaar CHOSIAL 01/ CHOSIAL 41/ CHOSIAL 51/
CHOSIAL 12 CHOSIAL 42 CHOSIAL 52
Insert 1136 bp Sialidase 1148 bp Sialidase 1158 bp Sialidase
(RT PCR Produkt) cDNA CDNA CDNA
Restriktionsschnittstellen BamH! | Hindlll Bgil | Bghi BamHI | EcoRlI
Vektor pMBU1 pMBU3 pMBUG6

(pCR 2.1 + Insert)

getestete Subklone

Klon pMBU1-01
bis

Klon pMBU1-10

Klon pMBU3-01
bis

Klon pMBU3-10

Klon pMBU6-01
bis

Klon pMBU6-03

Subklon

mit Insert

Klon pMBU1-02

Klon pMBU1-10

Klon pMBU3-06

Klon pMBU3-09

Klon pMBUG6-02

isoliertes Plasmid

mit Insert

pMBU1-02

pMBU1-10

pMBU3-06

pMBU3-09

pMBU6-02

Fur die Transformation wurden die im Kit vorhandegeroli InfaF* Zellen eingesetzt.
Nach der Ligation der RT PCR-Produkte in pCR 2.1 Vektoren und der Transformation
der E. coli Zellen, wurden aus verschiedenen Subklonen die Plasmide isoliert, mit

Endonukleasen verdaut und auf Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wurden sowohl die mit
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Hilfe der Primer eingefligten Schnittstellen der RT PCR-Produkte, als aué&tahé-
Schnittstellen der mcs (multiple cloning site) des pCR 2.1 Vektors (siehe Abbildung 8)
verwendet. Aus drei von sechs Transformationen konnten Subklone ermittelt werden,
die einen pCR 2.1 Vektor mit Sialidase cDNA-Insert enthielten (siehe Tabelle 22). Da
die Sialidase cDNA-Inserte aulRer den flankierenden Schnittstellen noch jeweils eine
Schnittstelle furScd und fir Hindlll enthalten (siehe Ablidung 19), entstehen beim
Verdau der Inserte mit diesen Enzymen definierte Fragmente, die im Agarosegel

aufgetrennt werden kénnen.

Tabelle 23: Definierte Restriktionsfragmente der Sialidase cDNA RT PCR-

Produkte.

Transformation 1 3 6

Primerpaar CHOSIAL 01/ CHOSIAL 41/ CHOSIAL 51/
CHOSIAL 12 CHOSIAL 42 CHOSIAL 52

Sialidase cDNA 1136 bp 1148 bp 1158 bp

RT PCR- Produkt im

PCR 2.1 Vektor

eingesetzte EcoRlI EcoRl EcoRlI

Endonuklease

resultierendes 1151 bp 1163 bp 1162 bp

Restriktionsfragment

eingesetzte BamHI | Hindlll Bglll BamHI / EcoRl

Endonukleasen

resultierendes 1080 bp 1129 bp 1142 bp

Restriktionsfragment

eingesetzte BamHI | Hindlll / Scal Bglll | Scal BamHI | EcoRl | Scal

Endonukleasen

resultierende 722 bp 755 bp 767 bp

Restriktionsfragmente 358 bp 374 bp 375 bp
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Die Plasmide aus 10 Subklonen (Klon pMBU1-01 bis Klon pMBU1-10) der
Transformation 1 (siehe Tabelle 22) wurden niiicoRl verdaut und die
Restriktionsfragmente in einem Agarosegel aufgetrennt. Die berechnete Lange des
Sialidase cDNA-Fragments betragt 1151bp (siehe Tabelle 23). NedRI-Verdau

wurde das Fragment in den Plasmiden pMBU1-02 und pMBU1-10 nachgewiesen (siehe
Abbildung 23).

Die Plasmide aus 10 Subklonen (Klon pMBU3-01 bis Klon pMBU3-10) der
Transformation 3 (siehe Tabelle 22) wurden ebenfalls EcitlRI verdaut und die
Restriktionsfragmente in einem Agarosegel aufgetrennt. Die berechnete Lange des
Sialidase cDNA-Fragments betragt 1163 bp (siehe Tabelle 23). Beahi-Verdau
wurden das Fragment in den Plasmiden pMBU3-06 und pMBU3-09 nachgewiesen
(nicht gezeigt).

Start

X 1 2 3 4 5 X 6 7 8 9 10 X

Abbildung 23: Agarosegelelektrophorese von Plasmiden aus dda. coli InaF
Subklonen pMBU1-01 bis pMBU1-10 (1-10) nach Endonukleaseverdau nitcoRl
(siehe Tabelle 23, Transformation 1). X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp. Die
Restriktionsfragmente wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr

gefarbt.

Auch die Plasmide aus 3 Subklonen (Klon pMBU6-01 bis Klon pMBUG6-03) der
Transformation 6 (siehe Tabelle 22) wurden niicoRl verdaut und die

Restriktionsfragmente in einem Agarosegel aufgetrennt. Die berechnete Lange des
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Sialidase cDNA-Fragments betragt 1162 bp (siehe Tabelle 23). Eedhl-Verdau

wurde das Fragment in den Plasmiden pMBU1-02 und pMBU1-10 nachgewiesen (nicht
gezeigt).

Dald es sich bei den nachgewiesenen Fragmenten tatsachlich um Sialidase cDNA
handelt, wurde durch die Bildung von definierten Spaltprodukten nach Verdau mit den
entsprechenden Restriktions-Endonukleasen festgestellt.

Nach Endonukleaseverdau manmHIl, Hindlll und Scd wurden die definierten
Fragmente in den Plasmiden pMBU1-02 und pMBU1-10 (Transformation 1) detektiert
(siehe Abbildung 24, A, Tabelle 23).

—
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| ——

X

pMBU1-02
pMBU1-10
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pPMBU6-02
pPMBU6-03

Abbildung 24: Agarosegelelektrophorese von Plasmiden aus ddg. coli InaF’
Subklonen pMBU1-02 und pMBU1-10 nach Endonukleaseverdau miBamHl,
Hindlll und Scd (A, Transformation 1 (siehe Tabelle 23)), den Subklonen
pMBU3-04, pMBU3-06 und pMBU3-09, nach Endonukleaseverdau miglll und
Scd (B, Transformation 3 (siehe Tabelle 23)) und den Subklonen pMBUG6-01,
pMBU6-02 und pMBUG6-03, nach Endonukleaseverdau miBamHI, EcoRI und
Scd (C, Transformation 3 (siehe Tabelle 23)). A, 722 bp und 358 bp Sialidase
cDNA-Fragmente; B, 755 bp und 374 bp Sialidase cDNA-Fragmente; C, 767 bp
und 375 bp Sialidase cDNA-Fragmente; X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp. Die
Restriktionsfragmente wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr

gefarbt.
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Die Sialidase cDNA-Fragmente aus Plasmiden pMBU3-06 und pMBU3-09
(Transformation 3) wurden nach EndonukleaseverdawBgiit und Scd detektiert. Im
Vergleich dazu sind in den Auftrennungen des Plasmids pMBU3-04, das als
Negativkontrolle ebenfalls verdaut wurde, keine definierten Sialidase cDNA-Fragmente
vorhanden (siehe Abbildung 24, B, Tabelle 23).

B

<- Start

Start Start

<1129 bp
1080 bp

vill 1 X

Abbildung 25: Agarosegelelektrophorese der Sialidase cDNA-Fragmente, isoliert aus den
Plasmiden pMBU1-02 (A), pMBU3-09 (B) und pMBU6-02 (C). 1, 1080 bp  BamHI-HindIll-
Sialidase cDNA; 2, 1129 bp Bglll-Bglll-Sialidase cDNA,; 3, 1142 bp BamHI-EcoRI-Sialidase
cDNA; X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp; VI, Langenstandard 19-1114 bp. Die isolierte
Sialidase cDNA wurde auf 1 % (A) und 2 % (B und C) Agarosegelen aufgetrennt und mit

EtBr gefarbt.

Auch im Plasmid pMBUG6-02 (Transformation 6) konnten Sialidase cDNA-Fragmente
nach Endonukleaseverdau rBianmHI, EcoRl und Scd nachgewiesen werden. In den
Auftrennungen der Negativkontrollen pMBU6-01 und pMBUG6-03 wurden dagegen
keine Banden der entsprechenden Grol3e gefunden (siehe Abbildung 24, C, Tabelle 23).
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Zur weiteren Klonierung wurden die Sialidase cDNA-Fragmente aus den Plasmiden
pMBU1-02, pMBU3-09 und pMBUG6-02 ausgeschnitten und wie unter Punkt 2.4.3.1
beschrieben isoliert. In Abbildung 25 sind die isolierten Sialidase cDNA-Fragmente in
Agarosegelen dargestellt. Aus pMBU1-02 wurde BamHI-Hindlll Fragment fur die
Klonierung in den Expressionsvektor pQE31 isoliert (siehe Abbildung 25, A). Das
Bglll-Bglll Fragment zur Klonierung in die Expressionsvektoren pQE16 und pQE61
wurde aus dem Plasmid pMBU3-09 isoliert (siehe Abbildung 25, B) undBaadsi|-

EcdaRl Fragment aus dem Plasmid pMBUG6-02 (siehe Abbildung 25, C) wurde zur
Klonierung in den pGEX-2T Expressionsvektor eingesetzt. Die Schnittstellen der
Sialidase cDNA-Fragmente sind so gewdahlt, dal3 bei der Klonierung in die
Expressionsvektoren weder das Leseraster der Sialidase noch das des Fusionspartners

unterbrochen wird, so dald das gewiinschte Fusionsprotein gebildet werden kann.
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3.1.4 Klonierung der Sialidase cDNA-Fragmente in

Expressionsvektoren
Aus den Plasmiden, die bei der Subklonierung der Sialidase cDNA in den pCR 2.1

Vektor gebildet wurden, wurden Sialidase cDNA-Fragmente zur Klonierung in die

Expressionsvektoren pQE16, pQE60, pQE31 und pGEX-2T isoliert. Die

Expressionsvektoren pQE16 und pQE6O0 kodieren fur einen C-terminalen, der
Expressionsvektor pQE31 flir einen N-terminalen 6xHis-tag. Der Expressionsvektor
pGEX-2T tragt die Sequenz fur eine N-terminale Glutathion S-Transferase (GST). In
dem in Abbildung 26 dargestellten Klonierungsschema sind die Plasmide der Subklone,
die isolierten Sialidase cDNA-Fragmente und die aus der Klonierung der Sialidase
cDNA mit den Expressionsvektoren zu erwartenden Plasmide zusammengefal3t. Zur

Transformation wurdek. coliM15 pREP4 Zellen eingesetzt.

BamHI-Hindlll Baglll-Bglll BamH|-EcaRl
RT PCR RT PCR RT PCR
CR21 CR21 CR21
Produkt P Produkt P Produkt P
l/ i \/
pMBU1-02 pMBU3-06 pMBU6-02
BarrHI, Hindlll Bglll BamH|, EccRI
v
BanHI-Hindlll Bglll-Bglll BanHI-EcaRl
Insert Insert Insert
pQE31 i pQE16 /\ pQEGO l pGEX-2T
BarrHI, Hm Banh-ll,BgI\A A—H, Bgll @l, EcRI
pQE31-E pQE16-E pQE6O-E pGEX-2T-S

Abbildung 26: Zusammenfassung der Klonierungsschritte. Dargestellt ist die
Subklonierung der Sialidase cDNA in pCR 2.1 Vektoren und die daraus
resultierenden Plasmide, die isolierten Sialidase cDNA-Fragmente fir die
Klonierung in die Expressionsvektoren pQE16, pQE60, pQE31 und pGEX-2T

und die zu erwartenden Plasmide mit Sialidase-Insert.
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Tabelle 24: Bezeichnungen der Vektoren und Klone der Transformationen mit den
Expressionsvektoren pQE16, pQE60, pQE312 und pGEX-2T mit Sialidase cDNA-

Insert.
Expressionsvektor pQE16 pPQE6O pQE31 pPGEX-2T
Insert Bghl-Bgll Bgll-Bgll BamHI-Hindlll BamHI-EcoRl
(Sialidase CDNA) Fragment Fragment Fragment Fragment
Vektor pQE16-E pQE60-E pQE31-E pGEX-2T-S

(Expressionsvektor + Insert)

getestete Subklone

Klon pQE16-E-01
bis

Klon pQE16-E-50

Klon pQE60-E-01
bis

Klon pQE60-E-50

Klon pQE31-E-01
bis

Klon pQE31-E-17

Klon pGEX-2T-S1
bis

Klon pGEX-2T-S20

Subklon Klon pQE31-E-04 Klon pGEX-2T-S1
mit Insert keine keine Klon pQE31-E-05 Klon pGEX-2T-S2
Klon pQE31-E-10 Klon pGEX-2T-S6
Klon pQE31-E-14 Klon pGEX-2T-S8
Klon pQE31-E-17 Klon pGEX-2T-S17
Klon pGEX-2T-S19
isoliertes Plasmid keine keine pQE31-E-04 pGEX-2T-S1
mit Insert pQE31-E-05 pGEX-2T-S2
pQE31-E-10 pGEX-2T-S6
pQE31-E-14 pGEX-2T-S8
pQE31-E-17 pGEX-2T-S17
pGEX-2T-S19

Die Benennung der in den folgenden Klonierungsschritten gebildeten Klone und

Plasmide ist in Tabelle 24 erlautert. In der Tabelle ist dargestellt, welche Sialidase

cDNA-Fragmente in die verschiedenen Expressionsvektoren kloniert wurden, welche

Klone getestet und welche Plasmide mit Sialidase cDNA-Insert identifiziert wurden.
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3.1.4.1 Klonierung desBglll- Bglll Fragments in die
Expressionsvektoren pQE16 und pQE60

Zur Klonierung desBglll-Bglll-Fragments in die Expressionsvektoren pQE16 und
pQE60 wurden die Endonuklease®anHl und Bglll verwendet. Diese
Restriktionsenzyme bilden GATC-Uberhange, d.h. sie generieren gleiche Schnittstellen.
Linearisierte Vektoren, die gleiche Schnittstellen an den Enden tragen, kdnnen
religieren. Da Transformanden mit religierten Vektoren keinem Selektionsdruck
unterliegen, ist zur Verringerung der Religationsrate eine Dephosphorylierung der mit
BanHl| und Bglll linearisierten Vektoren notwendig. Diglll-Schnittstellen, die das
Insert flankieren, ermdglichen eine Klonierung, bei der die Sialidasesequenz und der C-
terminale 6xHis-tag im richtigen Leseraster vorliegen.

Nach der Ligation deBglll-Bglll-Fragmente in die Vektoren pQE16 und pQE60 und
der Transformation der kompetenténcoli M15 pREP4 Zellen wurden die Klone aus

den beiden Transformationen mit sterilen Zahnstochern auf frische Agarplatten
Uberimpft und numeriert. Jeweils 50 Klone (Klon pQE16-E-01 bis pQE16-E-50 und
Klon pQEG6O0-E-01 bis pQE6O0-E-50) wurden mittels Kolonie-PCR auf das
Vorhandensein der Insertsequenz hin untersucht. Aus den Klonen, in denen die
Sialidasesequenz nachgewiesen werden konnte, wurden die Plasmide isoliert, um die

Sialidase cDNA mit Hilfe von Restriktionsanalysen nachzuweisen.

Im folgenden sind exemplarisch die Auftrennungen der PCR-Produkte einiger Klone
dargestellt. Abbildung 27 zeigt die Auftrennung der Kolonie-PCR-Produkte der Klone
PQEGO-E-15 bis pQE60-E-27 nach der Transformation mit dem Ligationsprodukten aus
pPQEG6O und denBglll-Bglll Fragment. Als Kontrolle wurde dabei dEr coli InfaF*
Subklon pMBU3-09, der Sialidase cDNA enthalt, eingesetzt. Die Kontrolle zeigt eine
wesentlich intensivere Sialidase cDNA Bande als die Produkte der getesSteteh

M15 pREP4 Klone. Aus den Klonen, in denen die Sialidasesequenz nachgewiesen
werden konnte (siehe Abbildung 27), wurden die Plasmide isoliert. Mit Hilfe von
Restriktionsanalysen wurde das Vorhandensein des Sialidase-Inserts bestétigt. In
keinem der mittels Kolonie-PCR identifizierten Klone konnte das Sialidase cDNA-

Insert nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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e s I S = U < Start
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X K 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 X

Abbildung 27: Agarosegelelektrophorese der Kolonie-PCR-Produkte (1148 bp
PCR-Produkt der Primer CHOSIAL 41 und CHOSIAL 42) aus den Klonen

pPQE6O-E-15 bis pQE60-E-27 (15-27). K, Kolonie-PCR-Produkt des Subklons
pMBU3-09; X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp. Die PCR-Produkte wurden in

einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr gefarbt.

Die schwachen Sialidase cDNA Banden (siehe Abbildung 27) sind vermutlich auf
cDNA Molekile aus dem Ligationsansatz zurtickzufihren. Da es sich bei der PCR um
eine sehr sensitive Methode handelt, wurden offenbar Sialidase cDNA-Molekdle, die
bei der Uberfiihrung der Transformanden auf frische Agarplatten tibertragen wurden,
detektiert. Die Ligation mit gleichen Uberhangen fiihrte trotz Dephosphorylierung zu
einer Vielzahl von religierten Vektoren und damit zu Transformanden, die kein Insert
enthalten. Werden dagegen zwei Schnittstellen, die verschiedene Uberhange bilden, zur
Ligation eingesetzt, sollte sich Anzahl an religierten Vektoren verringern und es sollten

mehr Klone entstehen, die das Sialidase-Insert enthalten.
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3.1.4.2 Klonierung desBamHI-Hindlll Fragments in den
Expressionsvektor pQE31

Der pQE31 Vektor wurde miBanmHI und Hindlll vorverdaut, dehosphoryliert und

dann mit demBanHI-Hindlll Fragment ligiert. DieBanHI Schnittstelle des Inserts
wurde so gewahlt, dal3 die Sialidasesequenz im Leseraster in den Vektor eingefiigt
werden kann. Das resultierende Protein verfligt sowohl Gber einen N-terminalen 6xHis-
tag, als auch tber die Amonisauresequenz der Sialidase. Als Startcodon wird dabei das

ATG-Triplett des Vektors verwendet.

KompetenteE. coli M15 pREP4 Zellen wurden mit dem Ligationsansatz transformiert.
Da dasBanHI-Hindlll-Insert mit Restriktionenzymen, die unterschiedliche Uberhange
bilden, in den Expressionsvektor pQE31 kloniert wurde, ist davon auszugehen, dal3 die
Anzahl der positiven Klone hdher ist als bei der Verwendung von nur einer

Schnittstelle. Deshalb wurde bei diesen Versuchen auf eine Kolonie-PCR verzichtet.

Start

Vill 14 15 16 17

Abbildung 28: Agarosegelelektrophorese der Plasmide aus den Klonen
pPQE31-E-14 bis pQE31-E-17 (14-17) nach Endonukleaseverdau ndamHI und
Hindlll. 14 und 15, 1080 bp BamHI-HindllI-Sialidase-Insert; VI,
Langenstandard 19-1114 bp. Die Restriktionsfragmente wurden in einem 1 %

Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr gefarbt.
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Aus insgesamt 17 Transformanden (Klon pQE31-E-01 bis pQE31-E-17) wurden die
Plasmide isoliert und miBanHl und Hindlll verdaut. Die Restriktionsfragmente
wurden auf 1 % Agarosegelen aufgetrennt und auf das Vorhandensein der Sialidase
cDNA hin untersucht. Abbildung 28 zeigt das Agarosegel der Plasmide aus den Klonen
pQE31-E-14 bis pQE31-E-17. Das Sialidase-Insert konnte in den Plasmiden pQE31-E-
14 und pQE31-E-15 nachgewiesen werden. Die Plasmide pQE31-E-04, pQE31-E-05
und pQE31-E-10 enthielten ebenfalls das Sialidase cDNA-Insert (nicht gezeigt). In 5

von 17 untersuchten Transformanden konnte das 1080 bp Insert nachgewiesen werden.

3.1.4.3 Klonierung desBamHI- EcoRI Fragments in den GST
Expressionsvektor pGEX-2T

Der Expressionsvektor pGEX-2T wurde mianH! und EcoRI geschnitten und
dephosphoryliert. Die Insertion der Sialidase cDNA erfolgte, wie auch beim pQE31, im
Leseraster, so daf3 sich das resultierende Protein aus der N-terminalen GST-Sequenz und
der C-terminalen Sialidasesequenz zusammensetzt. Die Sialidase cDNA wurde mit dem
Vektor ligiert und kompetent&. coli M15 pREP4 Zellen mit dem Ligationsansatz
transformiert. Plasmidisolierungen aus 20 Klonen wurderBauitHI, EcaRl und Scd

geschnitten und die Restriktionsansatze auf 2% Agarosegelen aufgetrennt.

In sechs von insgesamt 20 Plasmidisolierungen konnte das Insert nachgewiesen werden.
Abbildung 29 zeigt exemplarisch den Nachweis des Inserts durch Restrikionanalyse in
vier von den sechs Klonen, wobei Plasmidisolierungen der Klone pGEX-2T-S4 und
pPGEX-2T-S7 den religierten Vektor pGEX-2T enthalten. Das Insert konnte in den
Plasmiden pGEX-2T-S1, pGEX-2T-S2, pGEX-2T-S6, pGEX-2T-S8, pGEX-2T-S17
und pGEX-2T-S19 eindeutig identifiziert werden.
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Abbildung 29: Agarosegelelektrophorese der Plasmide aus den Klonen
PGEX-2T-S1 (1), pGEX-2T-S-2 (2), pGEX-2T-S4 (4), pGEX-2T-S6 (6),
pPGEX-2T-S7 (7) und pGEX-2T-S8 (8), nach Endonukleaseverdau mdamHI und
EcoRI (A) und BamHI, EcoRI und Pst (B). X, Langenstandard 0,07-12,2 kbp. Die
Restriktionsfragmente wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr

gefarbt.

3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Mit dem RNeasy Total RNA Kit wurden reproduzierbare RNA Mengen aus CHO K1

isoliert, weshalb der Kit fur alle weiteren RNA-Isolierungen eingesetzt wurde.

Aus CHO K1, CHO SS3 A2 und aus CHO HC Il Klon 6 wurde RNA isoliert und fur die
RT PCR eingesetzt. Aus welcher der drei verschiedenen CHO-Zellinien die RNA
stammte, wurde hatte keinen Einflud auf die gebildeten RT PCR-Produkte. Die
Amplifikation der Sialidase cDNA wurde bei 63, 65, 68 und 70°C Annealingtemperatur
getestet. Die Annealingtemperatur hatte nur einen sehr geringen Einflu3 auf die Bildung
der RT PCR-Produkte und die Bildung unspezifischer Fragmente. Es wurde unabhangig
vom eingesetzten Primerpaar eine Annealingtemperatur von 68°C fur die weiteren

Versuche ausgewahlt. Sowohl mit Ampli Tag Polymerase als auch mit Synergy
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Polymerase konnte die Sialidase cDNA amplifiziert werden. Durch den Einsatz
verschiedener Primerpaare wurden RT PCR-Produkte mit unterschiedlichen
Restriktionsschnittstellen (siehe Tabelle 21) amplifiziert.

Die, hinsichtlich ihrer Schnittstellen fir die Klonierung, unterschiedlichen RT PCR-
Produkte wurden in pCR 2.1 Vektoren subkloniert. Das RT PCR Produkt des
Primerpaares CHOSIAL 01 / CHOSIAL 12 konnte in den Plasmiden des Subklons
pMBU1-02 und pMBU1-10, das Produkt des Primerpaares CHOSIAL 41 /CHOSIAL 42
in den Plasmiden des Subklons pMBU3-06 und pMBU3-09 und das Produkt des
Primerpaares CHOSIAL 51 / CHOSIAL52 im Plasmid des Subklons pMBU9-02
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 26). Aus dem Plasmid pMBU1-02 wurde das
BanHI-Hindlll Sialidase ®NA-Fragment zur Klonierung in den Expressionsvektor
pQE31l, aus pMBU3-09 dasBglll-Bglll-Fragment zur Klonierung in die
Expressionsvektoren pQE16 und pQE60 und aus pMBU6-02 Baadil-EcoRI-
Fragment zur Klonierung in den Expressionsvektor pGEX-2T isoliert.

Die isolierten Sialidase cDNA-Fragmente wurden in die Expressionsvektoren kloniert.
Das Bglll-Bglll-Fragment wurde in die Expressionsvektoren pQE16 und pQEG60
kloniert. Obwohl jeweils 50 Klone Uberpruft wurden, konnte das Sialidase-Insert in
keinem der pQE16-E und pQEG60-E Klone nachgewiesen werden.

Die Klonierung desBamnHI-Hindlll-Fragments in den Expressionsvektor pQE31 war
dagegen erfolgreich. In 5 von 17 Klonen konnte die Sialidase cDNA nachgewiesen
werden. Die Plasmide pQE31-E-04, pQE31-E-05, pQE31-E-10, pQE31-E-14 und
pPQE31-E-15 enthielten das Sialidase-Insert.

Auch nach der Klonierung deBanHI-EcoRI-Fragments in den Expressionsvektor
PGEX-2T konnten aus 6 von 20 Klonen Plasmide mit Sialidase cDNA isoliert werden.
Das Sialidase-Insert war in den Plasmiden pGEX-2T-S1, pGEX-2T-S2, pGEX-2T-S6,
pPGEX-2T-S8, pGEX-2T-S17 und pGEX-2T-S19 vorhanden.
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3.2  Expression der rekombinanten cytosolischen
Sialidase aus CHO-Zellen irk. coli

Die Expressionsvektoren pQE31 und pGEX-2T wurden ausgewahlt, weil sie die
genetische Information fur unterschiedliche Fusionspartner tragen, die an die
cytosolische CHO-Zell-Sialidase angehé&ngt werden. Bei der Klonierung in den
Expressionsvektor pQE31 wird die Sialidase cDNA mit der Sequenz eines 6xHis-tag
gekoppelt. Das resultierende Fusionsprotein setzt sich aus einem N-terminalen
Polyhistidinrest und der cytosolischen Sialidase zusammen. Im Falle des
Expressionsvektors pGEX-2T wird die Sialidase nicht nur mit einem Peptid, sondern
mit einem ganzen Protein gekoppelt. Die Sialidase cDNA wird so inseriert, daf3 die
Sequenz fur eine GST vorgeschaltet wird. Das daraus entstehende Sialidase-
Fusionsprotein besitzt einen N-terminalen GST-Anteil. Die Klonierung des Sialidase
cDNA-Inserts in die Expressionsvektoren pQE31 und pGEX-2T stellt nicht sicher, dal3
das Enzym auch mit seinen spezifischen biologischen Funktionen exprimiert wird. In
diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob und unter welchen Bedingungen eine
l6sliche und aktive Sialidase gebildet wird.

Die Expressionsvektoren sind so konstruiert, dafl3 sie in einer hohen Kopienzahl in den
Zellen vorliegen. Sie besitzen einen regulierbaren Promotor, der auf eine hohe und
IPTG-induzierbare Proteinexpression ausgerichtet trfSAND JOHNSON 1988]. Die

Zellen enthalten zusatzlich ein pREP4 Plasmid, das fiir einen Repressor codiert, der die
Regulierbarkeit der Induktion mit IPTG verbessert und einer Uberproduktion des
rekombinanten Proteins entgegenwirkt. Exprimierte rekombinante Proteine sind héaufig
in Gesamtproteinextrakten von Transformanden leicht identifizierbar, da sie im
Vergleich zu den zelleigenen Proteinen im UberschuR produziert werden. Die
Expressionsanalyse anhand von Gesamtproteinextrakten gibt allerdings keinen
Aufschul3 darliber, ob das Protein in einer aktiven Form vorliegt oder nicht.

Hohe Proteinsyntheseleistungen der Zellen resultieren zwar in einer gewinschten
Uberproduktion des rekombinanten Proteins, konnen aber auch zur Bildung von
EinschluRkdrpern (inclusion bodies) fihren. Eingriffe zur Vermeidung einer
Uberproduktion bestehen in der Verringerung der Induktionstemperatur, der IPTG-

Konzentration oder der Induktionsdauer.
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Durch die Herstellung bakterieller Lysate konnte mit Hilfe von

Affinitdtsbindungsstudien, SDS-PAGE, Immunoblot und Aktivititsmessungen geklart
werden, welche Transformanden die cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen
exprimieren und unter welchen Kulturbedingungen ein I6sliches und aktives Protein

gebildet wird.

3.2.1 Expressionsanalyse mit den Klonen pQE31-E-04 und
pPQE31-E-10

Die Klone, in denen die Sialidase cDNA nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle
24), sollten ein Protein exprimieren, das sich aus der Sialidasesequenz und einem N-
terminalen Polyhistidinrest zusammensetzt. Das Molekulargewicht dieses Konstruktes
sollte ca. 45 kDa betragen. Anhand der Klone pQE31-E-04 und pQE31-E-10 werden die
Expressionsanalysen exemplarisch dargestellt.

Die Klone pQE31-E-04 und pQE31-E-10 wurden wie in Punkt 2.6.2.1 beschrieben
kultiviert. Die Induktion erfolgte fir 5,5 h mit 2 mM IPTG bei 37°C. Als Kontrolle
diente jeweils eine Kultur des nicht-induzierten Klons. Die Gesamtproteinextrakte der
Transformanden wurden wie unter Punkt 2.7.1 und 2.7.2 beschrieben hergestellt und
untersucht.

In Abbildung 30 sind die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Gesamtproteinextrakte der
induzierten und der nicht-induzierten Klone pQE31-E-04 und pQE31-E-10 dargestellt.
Die Extrakte wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel getrennt und die
Proteinbanden mit Coomassie Blue gefarbt. Das erwartete Sialidase Fusionsprotein mit
einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa konnte in den Gesamtproteinextrakten der
Klone pQE31-E-04 und pQE31-E-10 nicht detektiert werden. Daraus a3t sich
schlieen, dal? das Sialidase Fusionsprotein von den Klonen nicht oder nur in geringen
Mengen exprimiert wird oder dafd das gebildete Fusionsprotein durch zelleigene

Proteasen it. coli proteolytisch verdaut wird.
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Abbildung 30: SDS-PAGE von Gesamtproteinextrakten der Klone pQE31-E-04 (1)
und pQE31-E-10 (2) nach Induktion mit 2 mM IPTG (a) bei 37°C fur 5 h 30 min.
Als Kontrolle dienten die nicht-induzierten Klone (b); LMW, 14-94 kDa. Die

Extrakte wurden in einem 8-25% SDS-Gradientengel aufgetrennt und mit

Coomassie Blue gefarbt.

3.2.1.1 SDS-PAGE von Lysaten des Klons pQE31-E-04 nach Ni-
NTA-Affinitatsaufreinigung

Zum Nachweis von geringen Mengen des Sialidase Fusionsproteins wurden mit
Ni-NTA Agarose affinitatsgereinigte Lysate des Klons pQE31-E-04 nach
unterschiedlichen Induktionszeiten mittels SDS-PAGE untersucht. Der Klon
pQE31-E-04 wurde wie unter Punkt 2.6.2.1 beschrieben, jedoch im zweifachen
Kulturansatz, kultiviert. Induziert wurde mit 2 mM IPTG bei 37°C. Bei Induktionsstart
und nach 2 und 3 h Induktion wurden jeweils 1,5 ml aus dem Kulturansatz entnommen.
Die Lysate wurden wie unter Punkt 2.6.3.1 beschrieben hergestellt und mittels SDS-

PAGE uberprift. Im Bereich von ca. 45 kDa konnte zwar eine Proteinbande detektiert
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werden; diese ist aber ebenfalls in den Protein-Auftrennungen der nicht-induzierten
Kontrolle vorhanden. Zusatzlich konnten sowohl im Bereich von ca. 30 kDa als auch
bei ca. 15 kDa Proteinbanden gefunden werden, deren Intensitdt mit steigender

Induktionsdauer zunimmt (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: SDS-PAGE Ni-NTA-Agarose affinitatsgereinigter Proteine aus
Lysaten des Klons pQE31-E-04 bei Induktionsstart und nach Induktion mit 2 mM
IPTG bei 37°C fir 2 und 3h. Als Kontrolle diente der nicht-induzierte Klon;

LMW, 14-94 kDa. Die affinitatsgereinigten Proteine wurden in einem 8-25% SDS

Gradientengel aufgetrennt und mit Silber gefarbt.

In Lysaten des Klons pQE31-E-04 konnte auch nach der Ni-NTA-Affinitatsaufreinigung
das erwartete Sialidase Fusionsprotein nicht eindeutig nachgewiesen werden. Im SDS-
Gel wurde zwar eine Proteinbande der entsprechenden Grol3e gefunden; diese Bande ist
jedoch auch in der Kontrolle vorhanden. Das Vorhandensein dieser Bande kann
entweder auf die unvollstindige Repression des Promoters im Expressionsvektor
zurtickzufiihren sein [MICKERT et al., 1996], oder es handelt sich um ein zelleigenes

Protein aus den zur Transformation eingeset&ercoli M15 pREP4 Zellen. Die
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zunehmende Intensitat der zwei Proteinbanden bei ca. 15 und 30 kDa ist ein Hinweis
auf die Expression unvollstandig translatierter Fusionsproteine, die durch ihren N-
terminalen Polyhistidin-Anteil mittels Ni-NTA Affinitdtsaufreinigung aus dem Lysat
isoliert werden konnen. Es konnte sich bei den detektierten Proteinen auch um die
Produkte eines proteolytischen Verdaus des Sialidase Fusionsproteins durch zelleigene

E. coli Proteasen handeln.

3.2.1.2 Bestimmung der Sialidaseaktivitat in Lysaten der Klone
pPQE31-E-04 und pQE31-E-10

Aktivitditsmessungen wurden in den Lysaten der pQE31-E-04 und pQE31-E-10
durchgefuhrt. Bei der Expression eines aktiven Sialidase-Fusionsprotein sollte in den
Lysaten eine mel3bare Sialidaseaktivitat vorhanden sein. Die Klone wurden mit 0,5 mM
IPTG bei 27°C fur 3 h induziert. Als Kontrolle wurde der Klon pQE31-E-17, der keine

Sialidase cDNA enthélt (siehe Abbildung 28), verwendet. Keines der Lysate zeigte eine

signifikante Sialidaseaktivitat gegenuber MUF-Neu5Ac.

Tabelle 25: Sialidaseaktivitat der Lysate gemessen mit MUF-Neu5Ac.

Lysate aus 1,5 ml Kulturvolumen Aktivitdt ( #£0,011)

[umol ml * h']

Klon pQE31-E-17 0,001
Klon pQE31-E-04 0,005
Klon pQE31-E-10 0,001

In den Klonen pQE31-E-04 und pQE31-E-10, die den Expressionsvektor pQE31 mit der
Sialidase cDNA enthalten, konnte kein Sialidase-Fusionsprotein exprimiert werden. Die
Ergebnisse zeigten, dal3 von keinem der untersuchten Klone, ein aktives rekombinantes

Sialidase-Fusionsprotein gebildet wurde.

3.2.2 Expressionsanalyse der Klone pGEX-2T-S1 und
PGEX-2T-S2

Die Klone, die Sialidase cDNA enthalten (siehe Tabelle 24), sollten nach der Induktion

mit IPTG ein Fusionsprotein exprimieren, das sich aus der GST (26 kDa) und der
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rekombinanten Sialidase (43 kDa) zusammensetzt. Das GST-Sialidase Fusionsprotein
hat folglich ein theoretisches Molekulargewicht von 69 kDa. Anhand der Klone
pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 werden die Expressionsanalysen exemplarisch

dargestellt.

3.2.2.1 SDS-PAGE der Gesamtproteinextrakte aus den Klonen
PGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2

Gesamtproteinextrakte der Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 wurden wie unter
Punkt 2.7.1 hergestellt und mittels SDS-PAGE (siehe 2.7.2) aufgetrennt. Die Klone
wurden mit 2 mM IPTG bei 37°C fur 4 h induziert. Als Kontrolle wurde ein
Gesamtproteinextrakt des Klons pGEX-2T-S7, der kein Sialidase cDNA-Insert enthalt
(siehe Abbildung 29), eingesetzt.
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Abbildung 32: SDS-PAGE von Gesamtproteinextrakten der Klone pGEX-2T-S1
(1), pGEX-2T-S2 (2) und pGEX-2T-S7 (Kontrolle, K) nach Induktion mit 2 mM
IPTG bei 37°C fur 4 h; LMW, 14-94 kDa. Die Extrakte wurden in einem 8-25%

SDS-Gradientengel aufgetrennt und mit Coomassie Blue gefarbt.

Abbildung 32 zeigt die in SDS-Gelen aufgetrennten Gesamtproteinextrakte der
induzierten Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 sowie des Klons pGEX-2T-S7
(Kontrolle). In den Extrakten der Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 ist deutlich die



Ergebnisse und Diskussion 108

GST-Sialidase Bande bei ca. 70 kDa zu sehen, die in der Kontrolle nicht vorhanden ist.
Die GroRe des exprimierten Proteins stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht
des GST-Sialidase Fusionsproteins exakt Uberein. Der Kontroll-Klon pGEX-2T-S7

produzierte aul3er den zelleigenen Proteinen nur die GST mit einem Molekulargewicht
von 26 kDa. Die Analyse der Gesamtproteine zeigt, dal3 die erfolgreich transformierten
Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 nach der Induktion das erwartete GST-Sialidase

Fusionsprotein exprimieren.

3.2.2.2 SDS-PAGE der Glutathion Sepharose 4B
affinitatsgereinigten GST-Sialidase aus Lysaten der Klone
PGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2

Zum Nachweis der GST-Sialidase wurden Lysate der Klone pGEX-2T-S1 und
pPpGEX-2T-S2 nach Glutathion Sepharose 4B Affinitatsaufreinigung mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Es sollte festgestellt werden, ob die GST-Sialidase an die Glutathion
Sepharose bindet und ob dabei zelleigene Proteing&.acsi mit aufgereinigt werden.

Dazu wurden Lysate aus 1-10 ml Kulturen der Klone hergestellt (siehe 2.6.2.1) und,
nach Induktion mit 2 mM IPTG bei 37°C fur 4 h, wie in Punkt 2.8.2 beschrieben
aufgereinigt. Als Kontrollen wurden je eine Kultur des Klons pGEX-2T-S7 und eine
nicht-induzierte Kultur des Klons pGEX-2T-S1 mitgefuhrt. Die affinitatsgereinigten
Proteine wurden in 8-25 % SDS-Gradientengelen aufgetrennt und die Proteinbanden mit
Silber angefarbt.

Abbildung 33 zeigt die affinitdtsgereinigten Proteine aus Lysaten der Klone und pGEX-
2T-S7 (Kontrolle) im SDS-Gel. In dem Gel erscheint nur die Bande der GST aus dem
Kontroll-Klon pGEX-2T-S7 mit einem Molekulargewicht von 26 kDa (siehe Abbildung

33, K). In den Klonen pGEX-2T-S1, pGEX-2T-S2 wurden weder die GST noch die
GST-Sialidase detektiert (siehe Abbildung 33, 1a, 1b und 2). Da die GST-Sialidase
nicht mittels Glutathion Sepharose aufgereinigt werden konnte ist anzunehmen, dal3 das
GST-Sialidase Fusionsprotein unter diesen Expressionsbedingungen in degenerierter
Form, d.h. in Einschlu3kérpern (inclusion bodies) vorliegt und daher nicht an die
Affinitatsmatrix binden kann. Die Bildung von Einschlul3kérpern kann durch die

Veranderung der Induktionsparameter verringert oder ganz vermieden werden.
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Abbildung 33: SDS-PAGE der Glutathion Sepharose 4B affinitatsgereinigten
Proteine aus Lysaten der Klone pGEX-2T-S1 (1b), pGEX-2T-S2 (2) und
pGEX-2T-S7 (Kontrolle, K), nach Induktion mit 2 mM IPTG bei 37°C fur 4 h. Als

Negativkontrolle diente das Lysat des nicht-induzierten Klons pGEX-2T-S1 (1a).
LMW, 14-94 kDa. Die affinitatsgereinigten Proteine wurden in einem 8-25 % SDS-

Gradientengel aufgetrennt und mit Silber gefarbt.
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Abbildung 34: SDS-PAGE der Glutathion Sepharose 4B affinitatsgereinigten
Proteine aus Lysaten der Klone pGEX-2T-S1 (1b), pGEX-2T-S2 (2) und
pGEX-2T-S7 (Kontrolle, K) nach Induktion mit 0,05 mM IPTG bei 25°C fir
2 h 30 min. Als Negativkontrolle diente das Lysat des nicht-induzierten Klons
pGEX-2T-S1. LMW, 14-94 kDa. Die affinitatsgereinigten Proteine wurden in
einem 8-25 % SDS-Gradientengel aufgetrennt und mit Silber gefarbt
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Aus diesem Grund wurde die Affinitatsaufreinigung der GST-Sialidase aus Lysaten der
Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 nach Induktion mit 0,05 mM IPTG bei 25°C fur

2 h 30 min wiederholt.

Die affinitdtsgereinigten Proteine, die bei Induktion mit geringerer IPTG-Konzentration,
verringerter Temperatur und verkurzter Induktionsdauer von den Klonen gebildet
wurden, konnten im SDS-Gel nachgwiesen werden (siehe Abbildung 34). Wie auch in
Abbildung 33 erscheint die GST aus dem Kontroll-Klon pGEX-2T-S7 bei 26 kDa im
Gel (siehe Abbildung 34, K). Nach der Veranderung der Induktionsbedingungen konnte
in den Klonen pGEX-2T-S1 (siehe Abbildung 34, 1b) und pGEX-2T-S2 (siehe
Abbildung 34, 2) die GST-Sialidase mit einem Molekulargewicht von 69 kDa detektiert
werden. Daraus lalt sich schlieRen, dal die Klone unter den veréanderten
Induktionsbedingungen eine l6sliche GST-Sialidase exprimieren. Im Gel ist bei den
induzierten Klonen pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 noch eine schwache Bande mit
einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa sichtbar. Dabei kann es sich nicht um ein
zelleigene<. coli Protein handeln, da in dem nicht-induzierten Klon (siehe Abbildung
34, 1a) keine solche Bande vorhanden ist. Es handelt sich bei dieser Bande vermutlich

um unvollstandig translatierte GST-Sialidase.

3.2.2.3 Bestimmung der Sialidaseaktivitat in Lysaten der Klone
PGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2

Die Aktivitatsmessung von Lysaten der Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 gab
Aufschlu3 darliber, ob das losliche GST-Sialidase Fusionsprotein Sialidaseaktivitat
besitzt. Als Kontrollen dienten nicht transformieie coli M15 pREP4 Zellen. Die
Repression des Promotors wurde mit Lysat aus dem nicht-induzierten Klon
PGEX-2T-S1 uberpruft. Die Zellen wurden in 1-10 ml Anséatzen kultiviert und mit
1 mM IPTG bei 25°C fur 3h induziert. Die Lysate wurden wie unter Punkt 2.6.3.1

beschrieben hergestellt.
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Tabelle 26: Sialidaseaktivitat der Lysate gemessen mit MUF-Neu5Ac.

Lysate aus 1,5 ml Kulturvolumen Aktivitat Gesamtaktivitét
[umol / ml x h] U [umol / min]
(0,107) (+0,002)
E. coliM15 pREP4 0,000 0,001
Klon pGEX-2T-S1 (ohne IPTG) 0,412 0,006
Klon pGEX-2T-S1 0,804 0,013
Klon pGEX-2T-S2 0,719 0,012

Im Lysat ausE. coliM15 pREP4 konnte keine signifikante Aktivitdt gemessen werden.
Dagegen zeigten die Lysate der Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 eine deutliche
Sialidaseaktivitat gegenuber MUF-Neu5Ac. Da es sich um Klone aus derselben
Transformation handelt, sind die Aktivitdtsunterschiede gering. Auch im Lysat des
nicht-induzierten Klons konnte Sialidaseaktivitat nachgewiesen werden. Anteilig betragt
die gemessene Sialidaseaktivitdt im Lysat des nicht induzierten Klons ca. 50 % der
Aktivitat, die in den Lysaten der Klone nach Induktion mit IPTG gemessen wurde. Ein
betrachtlicher Anteil der Sialidase kann also auch ohne IPTG-Induktion exprimiert
werden. Trotz des zusatzlichen pREP4 Plasmids in den Klonen, welches ebenfalls tber
ein lacl? verfugt und zusatzlich zumacl® im Expressionsvektor das Repressorprotein
produziert, wird die Expression nicht vollstandig unterbunden. Die unvollstadndige
Repression des Promotors bei der Expression induzierbarer Proteine wurde bereits von

WEICKERTet al. (1996) beschrieben.

3.2.3 Zusammenfassung der Expressionsanalysen

Die Klone, die den pQE31 Vektor mit dem Sialidase-Insert enthalten, produzierten kein
aktives, losliches Protein. Weder in den Gesamtproteinextrakten noch in

affinitatsgereinigten Proben konnte ein neues Expressionsprodukt nachgewiesen
werden. In den affinitatsgereinigten Proben konnte zwar ein Protein mit einem

Molekulargewicht von ca. 45 kDa detektiert werden; diese Bande war jedoch ebenfalls
in dem nicht-induzierten Klon vorhanden. Es konnte nicht geklart werden, ob es sich
dabei um ein Sialidase-Fusionsprotein handelt. In den Lysaten der Klone pQE31-E-04

und pQE31-E-10 konnte keine Sialidaseaktivitat nachgewiesen werden.
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Die Expression der GST-Sialidase konnte in Gesamtproteinextrakten der Klone
PpGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2, die den Expressionsvektor pGEX-2T mit dem
Sialidase-Insert enthalten, nachgewiesen werden. Nachdem das GST-Sialidase
Fusionsprotein zundchst mittels Glutathion Sepharose Affinitatsreinigung nicht aus den
induzierten Klonen isoliert werden konnte, wurden die Induktionsbedingungen geandert.
Nach der Induktion der Klone bei verringerter IPTG-Menge, einer niedrigeren
Induktionstemperatur und einer verkurzten Induktionsdauer konnte die GST-Sialidase
mit Glutathion Sepharose aus den Klonen isoliert werden. In den Lysaten der Klone
wurde die Aktivitdt der GST-Sialidase nachgewiesen. Auch das Lysat des nicht-
induzierten Klons zeigte Sialidaseaktivitat, was auf eine unvollstdndige Repression des
Promotors zurtickzufuhren ist. In den Klonen pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2 konnte
ein losliches und aktives GST-Sialidase Fusionsprotein exprimiert werden. Der Klon
pGEX-2T-S1 wurde zur Herstellung der GST-Sialidase ausgewahlt, da in den Lysaten
dieses Klons eine hohere Sialidaseaktivitat gemessen wurde als in den Lysaten des
Klons pGEX-2T-S2.
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3.3  Optimierung der Induktionsparameter zur
Produktion der I0slichen, aktiven GST-
Sialidase mit dem Klon pGEX-2T-S1

Die Induktionsparameter, wie Induktionsdauer, IPTG-Konzentration,
Induktionstemperatur und die jeweilige Wachstumsphase bei Induktionsstart, kbnnen
die Produktion des rekombinanten Proteins beeinflussen. Der Anteil an aktivem,
rekombinanten Enzym und die Gesamtmenge des Proteins kénnen durch Variation der
Parameter verandert werden gkbe et al., 1999]. Daher wurden in 250 ml
Schittelkolbenansatzen des Klons pGEX-2T-S1 verschiedene Induktionsparameter
variiert und anschlielBend die GST-Expression Uberpriuft. Zunachst wurde bei zwei
verschiedenen Induktionstemperaturen (25°C und 37°C) induziert. Dann wurde der
Einflu® unterschiedlicher Induktionszeiten (1, 2, 3 und 4 h) auf die Expression der GST-
Sialidase Uberprift. Drei parallele Ansétze wurden mit unterschiedlichen IPTG-
Konzentrationen (0,1, 0,5 und 1 mM IPTG) und drei weitere Parallelansatze bei
verschiedenen Zelldichten (Qf3 0,4, 0,68 und 1,05) induziert.

3.3.1 EinfluRR der Induktionstemperatur auf die Expression

Die Induktionstemperatur kann die Produktion von I6slichen und aktiven rekombinanten
Proteinen, die irE. coli exprimiert werden, maf3geblich beeinflussen. Eine erniedrigte
Induktionstemperatur fordert haufig die korrekte Faltung der Produkte. Eine Reihe
verschiedener Faktoren, wie eine verminderte Proteinsyntheserate, die Veranderung der
kinetischen Parameter flr die Faltung der Polypeptidkette oder eine verringerte Tendenz
zur Aggregatbildung, sind verantwortlich fur die Ausbildung des nativen Zustands eines

Proteins bei verringerter Induktionstemperatuep&GIouU ANDV ALAX , 1996].

Der Klon pGEX-2T-S1 wurde in zwei parallelen 250 ml Schittelkolbenanséatzen wie
unter Punkt 2.6.2.2 beschrieben kultiviert. Nach 3 h Induktion der Zellen bei 25°C und
bei 37°C mit 1 mM IPTG bei einer Qg von 0,6 wurden die Lysate wie unter Punkt

2.6.3.2 beschrieben hergestellt und die Sialidaseaktivitat gegeniber MUF-Neu5Ac

gemessen.
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Tabelle 27: Sialidaseaktivitat von Lysaten des Klons pGEX-2T-S1 bei

verschiedenen Induktionstemperaturen.

Induktionstemperatur Aktivitat Gesamtaktivitat
[nmol / ml x h] U [umol / min]

37°C 131,28 (+ 4,56) 0,026 (+ 0,001)

25°C 1957,81 (+ 53,61) 0,392 (+ 0,011)

Bei 25°C war die Sialidaseaktivitat der Lysate um den Faktor 15 hoher als bei 37°C
Induktionstemperatur. Durch die Erniedrigung der Induktionstemperatur wurde die

Expression von léslicher, aktiver GST-Sialidase deutlich gesteigert.

3.3.2 Einflul3 der Induktionsdauer auf die Expression

Da rekombinante Proteine wahrend der Produktiort.ircoli bakteriellen Proteasen
ausgesetzt sind [ENGEN, 1996], kann eine lange Induktionsdauer zu einem
enzymatischen Verdau des Produkts und damit zu einem Anstieg an inaktivem Protein
fuhren, da die gebildeten Proteine in dencoli Zellen akkumuliert und nicht, wie bei

der Produktion in tierischen Zellen, sekretiert werden.Vom Hersteller wurde fir das

GST Gene Fusion System eine Induktionsdauer von 2-6 h empfohlen.

Um festzustellen, ob ein enzymatischer Verdau der GST-Sialidase b. d@eti Zellen
stattfindet, wurden 250 ml Schuttelkolbenansatze des Klons pGEX-2T-S1 mit 0,05 mM
IPTG bei 25°C und einer Qi von 0,6 induziert, und nach 1, 2, 3 und 4 h Induktion
wurde je 1,5 ml Zellsuspension entnommen. Die Zellen wurden lysiert, die festen
Zellbestandteile abzentrifugiert (siehe 2.7.1) und die GST-Sialidase mit Glutathion
Sepharose 4B (siehe 2.7.2.1) isoliert. Die aufgereinigten Fusionsproteine wurden in
einem 8-25% SDS-Gradientengel aufgetrennt und die Proteinbanden mit Silber
angefarbt (Abbildung 35). Bei einer Induktionsdauer von nur einer Stunde wurde bereits
eine intensive GST-Sialidasebande nachgewiesen. Eine Verlangerung der
Induktionsdauer von 1 auf 2 h fuhrte zu einer Erhdhung der GST-Sialidase-
Konzentration. Eine weitere Zunahme der GST-Sialidase-Konzentration bei einer
Verlangerung von 2 auf 4 h konnte anhand des Gels nicht detektiert werden. Das

Fusionsproteins befindet sich in einer intensiven Bande bei ca. 70 kDa, so dal3 davon
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auszugehen ist, dald bei Induktionszeiten bis zu 4 h das exprimierte Produkt nur in sehr
geringem Mal3e degradiert wird. Allerdings erscheint im Induktionsverlauf bei ca. 30
kDa eine schwache, diffuse Proteinbande. Ein Vergleich mit Abbildung 34 zeigt, dal? es

sich dabei nicht um ein zelleigenes Protein Bu<oli handeln kann, da im nicht-

94,0 kDa —»
67,0 kDa > B BB B . GsTsiaidase
43,0 kDa +
30,0 kDa =
MW &, ottt

Abbildung 35: SDS-PAGE von affinitdtsaufgereinigter GST-Sialidase aus Lysaten
des Klons pGEX-2T-S1nach Induktion mit 0,05 mM IPTG bei 25°C fir 1 (t),
2(t2), 3 () und 4 h (). LMW, 14-94 kDa. Die Proteinbanden wurden auf 8-25 %

SDS-Gradientengelen aufgetrennt und mit Silber angefarbt.

induzierten Klon diese Bande nicht vorhanden war. Daher mul3 angenommen werden,
daf3 es sich bei diesem Protein entweder um ein proteolytisches Abbauprodukt der GST-

Sialidase oder um ein unvollstandig translatiertes GST-Sialidase Fusionsprotein handelt.

3.3.3 Induktion mit unterschiedlichen IPTG-

Konzentrationen

Nicht nur die Induktionsdauer kann die Proteinexpression beeinflussen sondern auch die
Konzentration des Induktors PXG et al., 1997]. Wahrend hohere IPTG-
Konzentrationen die Produktion steigern kdnnermiNSet al., 1997], bewirkt eine

geringere IPTG Konzentration zwar eine verringerte Produktion, beugt aber der Bildung
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von Einschlul3kérpern vor. Drei 250 ml Schiuttelkolbenansatze des Klons pGEX-2T-S1
wurden parallel angezogen und mit 0,1, 0,5 und 1mM IPTG bei 25°C und eiggy OD
von 10 fuar 2 h GST-Sialidase

saulenchromatographisch mit Glutathion Sepharose 4B aufgereinigt (siehe 2.8.2.2). Die

induziert. Nach Zellysis wurde die

Proteingehalte und die Sialidaseaktivitaten der Lysate sind in Tabelle 28 und der

gereinigten GST-Sialidase in Tabelle 29 zusammengefalit.

Tabelle 28: Sialidaseaktivitaten und Proteingehalte der Lysate aus Klon pGEX-2T-

S1 nach Induktion mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen.

IPTG- Sialidaseaktivitat Gesamtprotein spezifische Aktivitét
Konzentration U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein]
(x0,011) (#0,77) (£0,001)
0,1 mM 0,285 35,57 0,008
0,5 mM 0,333 31,00 0,011
1,0 mM 0,408 30,28 0,013

Tabelle 29: Aktivitdten und Proteingehalte der affinitatsgereinigten GST-Sialidase

aus Klon pGEX-2T-S1 nach Induktion mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen.

IPTG- Sialidaseaktivitét Gesamtprotein spezifische Aktivitét
Konzentration U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein]
(+ 0,004) (+ 0,006)
0,1 mMm 0,100 0,157 0,636 (+ 0,111)
0,5 mM 0,111 0,206 0,541 (+ 0,065)
1,0 mM 0,155 0,267 0,581 (+ 0,039)

Es wurde nach Induktion der Zellen mit 1,0 mM IPTG eine hohere GST-Sialidase-

Aktivitdt gemessen als nach Induktion mit niedrigeren IPTG-Konzentrationen. Bei
Einsatz von 0,5 mM IPTG wurden 82 % und bei 0,1 mM IPTG 70 % der bei 1mM IPTG

gemessenen maximalen Sialidaseaktivitat erreicht (siehe Tabelle 28). Durch den Einsatz
hoherer IPTG-Konzentrationen wurde die Gesamtausbeute an aktiver GST-Sialidase

gesteigert. Zwischen den spezifischen Aktivitdten der Isolate wurden unter
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Berlicksichtigung der erhaltenen Standardabweichungen keine signifikanten
Unterschiede festgestellt (siehe Tabelle 29). Im Durchschnitt wurden 35 % der GST-
Sialidase, die in den Lysaten vorhanden war, mittels Glutathion Sepharose
AffinitAitschromatographie isoliert. Dabei konnte die spezifische Aktivitdt der GST-

Sialidase im Mittel um das 58 fache angereichert werden.

3.3.4 Induktion bei verschiedenen Zelldichten

Die Induktion in verschiedenen Wachstumsphasen kann die Bildung von
Einschlu3kdrpern beeinflussen. Drei 250 ml Parallelkulturen des Klons pGEX-2T-S1 in
Schuttelkolben wurden bei optischen Dichten ¢gPvon 0,4, 0,68 und 1,05 mit 0,5
mM IPTG bei 25°C fur 2 h induziert. Die Sialidaseaktivitaten der Lysate sind in Tabelle

30 und der affinitatsgereinigten GST-Sialidase in Tabelle 31 zusammengefalit.

Tabelle 30: Sialidaseaktivitaten der Lysate aus Klon pGEX-2T-S1 nach Induktion

bei verschiedenen Zelldichten.

optische Dichte Aktivitét
[ODgo0] U [umol / min] ( + 0,045)
0,40 0,120
0,68 0,123
1,05 0,104

Tabelle 31: Aktivitaten der affinitatsgereinigten GST-Sialidase aus Klon pGEX-

2T-S1 nach Induktion bei verschiedenen Zelldichten.

optische Dichte Aktivitat
[ODgoo] U [umol / min] ( * 0,045)
0,40 0,080
0,68 0,115
1,05 0,083

Sowohl in den Lysaten als auch in den Isolaten wurden nach Inuktion bei einer

optischen Dichte von 0,68 die hochsten Aktivitaten gemessen. Die Unterschiede
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bewegen sich jedoch im angegebenen Fehlermelibereich. Die Induktionen bei
verschiedenen Zelldichten ergaben keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
GST-Sialidase Aktivitat. Im Durchschnitt konnte nach der Aufreinigung noch 77 % der
GST-Sialidaseaktivitat der Lysate nachgewiesen werden; der Aufreinigungsverlust lag
damit im Mittel bei 33 %.

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Senkung der Induktionstemperatur von 37°C auf 25°C bewirkt eine 15 fache
Steigerung der Sialidaseaktivitat in den Lysaten des Klons pGEX-2T-S1. Nach
Induktion bei 37°C wurde nur ca. 7 % der Sialidaseaktivitat des Lysates nach Induktion
bei 25°C gemessen. Fur alle folgenden Induktionen wurde eine Temperatur von 25°C
gewahlt und in allen weiteren Versuchen beibehalten.

Wie aus Abbildung 35 ersichtlich, wurde nach Induktion eines Schuttelkolbenansatzes
des Klons pGEX-2T-S1 die GST-Sialidase bei einer Induktionsdauer von nur einer
Stunde im Gel nachgewiesen. Nach 2 h Induktionszeit erschien eine intensivere GST-
Sialidasebande im Gel. Die Verlangerung der Induktionsdauer von 2 auf 4 h bewirkte
keine weitere Veranderung der GST-Sialidasebande. Mit steigender Induktionsdauer
wurde im Gel eine schwache, diffuse Proteinbande bei ca. 30 kDa detektiert. Da diese
Bande in Isolaten aus dem nicht-induzierten Klon nicht vorhanden ist, handelt es sich
entweder um unvollstandig gebildete GST-Sialidase oder um Proteolyseprodukte, die
bei einem moglichen Verdau des intrazellular akkumulierten Fusionsprotescoli
entstehen. Daher wurde in den weiteren Versuchen nicht langer als vier Stunden
induziert.

Die Induktion von 250 ml Kolbenkulturen des Klons pGEX-2T-S1 mit 1 mM IPTG-
fuhrt, im Vergleich zum Einsatz von 0,1 und 0,5 mM IPTG, zu einer hdheren
Sialidaseaktivitat in den Lysaten. Bei Einsatz von 0,5 mM IPTG wurden 82 % und bei
0,1 mM IPTG 70 % der bei 1 mM IPTG gemessenen maximalen Sialidaseaktivitat
erreicht. Die affinitatschromatographische Aufreinigung der GST-Sialidase fuhrte zu
einer durchschnittlichen Ausbeute von 35 % und einer mittleren Anreicherung der
Sialidaseaktivitat um das 58 fache.

Die Gesamtaktivitat im Lysat war nach Induktion des Klons pGEX-2T-S1 in 250 ml

Schuttelkolben bei einer optischen Dichte von 0,68, in geringem Mal3e erh6ht. Nach
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Induktion bei einer OBy von 0,4 und bei einer Q) von 1,05 wurden jeweils 97 %

und 85 % der maximalen Sialidaseaktivitat erreicht. Die Induktionen bei den genannten
Zelldichten ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den Sialidaseaktivitaten
der Isolate.

Von den untersuchten Induktionsparametern bewirkte nur die Erniedrigung der

Induktionstemperatur eine Erhéhung der Ausbeute an l6slicher, aktiver GST-Sialidase.
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3.4  Kultivierung des Klons pGEX-2T-S1 im 250 ml
und im 25 Liter Mal3stab

Die Kultivierungen des Klons pGEX-2T-S1 wurden in 250 ml Schittelkolbenansatzen
und in 25 Liter Ansatzen im Bioreaktor durchgefuhrt. Vier parallele Kultivierungen im
250 ml Mal3stab und zwei Fermentationen im 25 Litermal3stab wurden durchgefihrt und
ihre Wachstumsverlaufe aufgenommen. Im folgenden werden die Wachstumsverlaufe
der Kultivierungen in Schiuttelkolben und im Bioreaktor beschrieben und miteinander

verglichen.

3.4.1 Wachstumskurven aus parallelen Schiuttelkolben-
ansatzen des Klons pGEX-2T-S1 im 250 ml

Kulturmal3stab

Auf der Basis der Daten, die in den Versuchen zur Optimierung der
Induktionsparameter gewonnen wurden, wurde der Klon pGEX-2T-S1 in vier parallelen
250 ml Schuttelkolbenanséatzen kultiviert. Die Schuttelkolbenansatze wurden zunachst
fur 70 min vorkultiviert und dann mit 0,5 mM IPTG bei 25°C und einegdfBwischen

0,90 und 0,95 fur 150 min induziert. Die Wachstumskurven aus vier Parallelansatzen
vor und nach der Induktion wurden aufgenommen und sind in Abbildung 36 dargestellt.
Die Zunahme der optischen Dichte im Kultivierungsverlauf war in den Parallelansatzen
nahezu identisch. Da die Temperatur zum Zeitpunkt der Induktion von 37°C auf 25°C
herabgesetzt wurde, verringerte sich zunachst die Wachstumsgeschwindigkeit nach
Induktionsstart. Nach 150 min Induktion erreichten die Kulturen eine optische Dichte

zwischen 2,7 und 3,0 und wurden abgebrochen.
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Abbildung 36: Wachstumskurven von vier parallel durchgefuhrten
Schittelkolbenansatzen 4, K1; m, K2; [, K3; 0, K4) des Klons pGEX-2T-S1 im
250 ml Maf3stab. Induziert wurde mit 0,5 mM IPTG bei 25°C und einer Olgy
zwischen 0,90 und 0,95 fur 150 min. Der Induktionsstart (t = 70 min) und der

Temperaturshift von 37°C auf 25°C sind mit einer gestrichelten Linie markiert.

3.4.2 Wachstumsverlaufe der Fermentationen 1 und 2 des

Klons pGEX-2T-S1 im 25 Liter Mal3stab

Es wurden zwei Fermentationen (Fermentation 1 und Fermentation 2) im Bioreaktor
durchgefuhrt. Im Bioreaktor werden durch die effizientere Sauerstoffversorgung (siehe
2.6.2.3) hohere Zelldichten erreicht als im Schittelkolben. Wahrend die Zellen in
Schuttelkolben bis zu einer @f von ca. 3,0 anwachsen, werden im Bioreaktor
Zelldichten bis zu einer Qg von 6,0 erreicht. Die im Vergleich zum Schuttelkolben
bessere Sauerstoffversorgung der Zellen fihrt auch zu einer langer andauernden
logarithmischen Wachstumsphase. Da durch den Temperaturshift bei Induktionsstart
eine Verlangsamung des Wachstums der Zellen eintritt, wurde eine geringere finale

Zelldichte von ca. OBy 4,0 im Bioreaktor erwartet. Bei halbmaximaler Zelldichte
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befinden sich die Zellen in der Regel in der logarithmischen Wachstumsphase, weshalb

bei Zelldichten von OEyovon ca. 2,0 induziert wurde.
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Abbildung 37: Wachstumskurven der Fermentationen 1 M) und 2 (A) des Klons
pPpGEX-2T-S1 im 25 Liter Mal3stab. Fermentation 1: induziert wurde mit 0,1 mM
IPTG bei 25°C und einer Oy von ca. 2,0 fir 190 min. Fermentation 2: induziert
wurde mit 1 mM IPTG bei 25°C und einer ODyoo von 2,3 fur 155 min. Der
Induktionsstart und der Temperaturshift vom 37°C auf 25°C sind mit einer

gestrichelten Linie markiert.

In Fermentation 1 wurde mit 0,1 mM IPTG bei 25°C und einegg@lon ca. 2,0 fir

190 min induziert. Die Induktionsbedingungen wurden in Fermentation 2 etwas
verandert, um héhere Ausbeuten an GST-Sialidase zu erreichen. Es wurde mit 1 mM
IPTG bei 25°C und einer Q) von 2,3 fur 155 min induziert. Die Wachstumskurven
der beiden Fermentationen vor und nach der Induktion sind in Abbildung 37 gezeigt.
Die Zunahme der Zelldichte mit steigender Kultivierungsdauer zeigte bei beiden
Fermentationen einen sehr ahnlichen Verlauf. Nach der Initialphase stieg die Zelldichte

bis zur Induktion exponentiell an. Nach Temperaturshift von 37°C auf 25°C und
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nachfolgendem Induktionsstart verringerte sich die Wachstumsgeschwindigkeit. Nach
Erreichen der vorgegebenen Induktionszeiten wurden die Fermentationen beendet und
der Reaktorinhalt zur Aufreinigung der GST-Sialiddase eingesetzt (siehe 2.6.3.3). Bei
Induktionsende lag in Fermentation 1 eineggd@on 3,2 und in Fermentation 2 eine

ODggo VOn 4,3 vor.

Die Wachstumsverlaufe der Kultivierungen in Schittelkolben entsprachen tendenziell
den entsprechenden Verlaufen im Bioreaktor. Durch die Vergré3erung des
Kulturvolumens kam es nicht zu einem verdnderten Zellwachstum. Eine

Mal3stabsvergrof3erung von 250 ml auf 25 Liter wurde erfolgreich durchgefuhrt.
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3.5 Aufreinigung der GST-Sialidase

3.5.1 Beispiele fur die Aufreinigung der GST-Sialidase aus
Schuttelkolbenansatzen des Klons pGEX-2T-S1 im
250 ml und im 1 Liter Mal3stab

Zur Isolierung der GST-Sialidase mittels Affinitatschromatographie aus

Produktionsansétzen im 25 Liter Mal3stab wurden zunéchst Vorversuche mit 250 ml und
1 Liter Produktionsansatzen durchgefuhrt. Dazu wurde die GST-Sialidase aus
Schittelkolbenansatzen des Klons pGEX-2T-S1 mittels Glutathion Sepharose

Saulenchromatographie aufgereinigt.

3.5.1.1 Aufreinigung der GST-Sialidase aus einem 250 m|
Schiittelkolben

Ein 250 ml Schittelkolbenansatz wurde fur 2 h mit ImM IPTG bei 25°C und einer
ODeoo von 1,0 induziert, die Zellen aufgeschlossen und die Lysate mit 2 ml gepacktem
Saulenvolumen Glutathion Sepharose 4B aufgereinigt. Die Ergebnisse der
affinitatschromatographischen GST-Sialidase Aufreinigung sind in Tabelle 32

aufgefihrt.

Tabelle 32: Glutathion Sepharose 4B Affinitatssaulenchromatographie von GST-

Sialidase aus einem 250 ml Schuttelkolben.

Schritt Aktivitat Protein spezifische Ausbeute  Konzentrierungs-
AKktivitat faktor
U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%] [fach]
Lysat 0,408 30,28 0,013 100 1
(£ 0,011) (x0,76) (£ 0,001)
vereinigte 0,155 0,267 0,581 38 45
Fraktionen (= 0,004) (= 0,006) (= 0,039)
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Aus einem 250 ml Schittelkolbenansatz wurden 267 pg GST-Sialidase isoliert. Die
spezifische Aktivitdt wurde um das 45 fache angereichert. 38 % der Sialidaseaktivitat
im Lysat konnten in den vereinigten Fraktionen (siehe Tabelle 32) nachgewiesen

werden.

3.5.1.2 SDS-PAGE der affinitatschromatographisch gereinigten
GST-Sialidase aus einem 1 Liter Produktionsansatz

Eine weitere Aufreinigung des exprimierten GST-Sialidase Fusionsproteins erfolgte aus
einem 1 Liter Produktionsansatz. Dazu wurden vier 250 ml Schittelkolbenansatze mit
0,5 mM IPTG bei 25°C und einer @f3 von 0,7 fir 2 h induziert, die Zellen

aufgeschlossen und die vereinigten Lysate mit 2 ml gepacktem Sé&ulenbettvolumen
Glutathion Sepharose 4B aufgereinigt. Ausgangslysat, Saulendurchlauf und die GST-
Sialidase enthaltenden 2 ml Fraktionen wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel

aufgetrennt und die Proteinbanden mit Coomassie Blue angefarbt (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: SDS-PAGE der Affinitatschromatographie-Eluate aus einem

1 Liter GST-Sialidase Produktionsansatz. Die Eluat-Fraktionen 2 bis 5 sowie das
Ausgangslysat und der Saulendurchlauf wurden auf einem 8-25 % SDS-
Gradientengel aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie Blue gefarbt. LMW,

14-94 kDa.
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Um die Bildung von Einschlul3kdrpern zu verringern, wurden die Zellen bei einer
Temperatur von 25°C induziert. Da durch die Temperaturerniedrigung die Expression
der GST-Siallidase reduziert wurde, war die GST-Sialidase Proteinbande im
bakteriellen Ausgangslysat nicht von den Banden der zelleigenen Proteine zu
unterscheiden. Die GST-Sialidase wurde bereits in der zweiten Eluat-Fraktion
nachgewiesen. Die Hauptmenge an GST-Sialidase Fusionsprotein eluiert mit der 3.
Fraktion. Nach DurchfluR des 5 fachen Saulenvolumens Elutionspuffer ist das
gebundene Fusionsprotein vollstandig eluiert. Zusatzlich zur Bande der GST-Sialidase
wurden zwei weitere Proteinbanden bei ca. 30 kDa und bei ca. 43 kDa gefunden bei
denen es sich vermutlich um nicht vollstandig translatiertes GST-Sialidase

Fusionsprotein oder um Fragmente der GST-Sialidase handelt.

3.5.1.3 Elutionsprofil der GST-Sialidase Aufreinigung aus einem
1 Liter Produktionsansatz

Eine erneute Aufreinigung des exprimierten GST-Sialidase Fusionsproteins erfolgte aus
einem 1 Liter Produktionsansatz. Dazu wurden vier 250 ml Schittelkolbenansatze mit
0,5 mM IPTG bei 25°C und einer @f3 von 0,7 fir 2 h induziert, die Zellen
aufgeschlossen und die vereinigten Lysate mit 4 ml gepacktem Saulenvolumen
Glutathion Sepharose 4B aufgereinigt (siehe Abbildung 39). Das Elutionsprofil der
Aufreinigung  wurde  aufgenommen. Dabzu wurde die  Proteinelution
postchromatographisch mittels UV-Detektion gemessen (siehe 2.8.2.3). Die Fraktionen
3 bis 7 mit Sialidaseaktivitat korrelieren mit dem Proteinsignal in diesem Bereich des

Elutionsprofils.
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Abbildung 39: Elutionsprofil einer Glutathion Sepharose 4B
Affinitatschromatographie aus einem 1 Liter GST-Sialidase Produktionsansatz.

Extinktion bei 280 nm (—); Sialidaseaktivitat der Eluat-Fraktionen 1 bis 9 @).



Ergebnisse und Diskussion 128

3.5.2 Aufreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 1
und Fermentation 2 des Klons pGEX-2T-S1 im
25 Liter Mal3stab

Die GST-Sialidase wurde mittels Glutathion Sepharose 4B aus dem Zellmaterial der
Fermentation 1 und der Fermentation 2 aufgereinigt. Fermentation 1 diente der
Produktion hochreiner GST-Sialidase zur Herstellung polyklonaler Antikorper. In

Fermentation 2 wurde GST-Sialidase fir die nachfolgende Untersuchung der

Enzymaktivitat und der Substratspezifitat produziert.

3.5.2.1 Affinitatsaufreinigung der GST-Sialidase aus der
Fermentation 1 mit Glutathion Sepharose 4B

In Fermentation 1 wurde mit 0,1 mM IPTG bei 25°C und einegg@lon ca. 2,0 fir

190 min induziert. Die Fermentation wurde wie unter Punkt 2.6.2.3 beschrieben
durchgefihrt, die Zellen wie beschrieben aufgeschlossen (2.6.3.3) und die GST-
Sialidase mittels Saulenchromatographie mit 10 ml Glutathion Sepharose 4B
aufgereinigt. Die Glutathion Sepharose 4B wurde viermal beladen, anschlieRend in die
Saule gefillt und die GST-Sialidase eluiert (siehe 2.8.2.3). Das eluierte Fusionsprotein
wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen mit Sialidaseaktivitdt wurden
vereinigt und die Ausbeuten bestimmt. In Tabelle 33 sind die Aufreinigungsschritte und
die Aufreinigungsdaten dargestellt. Die Aufreinigungsresultate aus Fermentation 1
stimmen mit denen des 250 ml GST-Sialidase Produktionsansatzes (siehe Tabelle 32)
weitgehend Uberein, obwohl beim 250 ml Produktionsansatz unter anderen
Bedingungen induziert wurde. Im Vergleich zum Schuttelkolbenansatz, bei dem aus 250
ml Kulturvolumen 0,267 mg Enzym aufgereinigt wurde, konnten aus dem Bioreaktor
aus einem Kulturvolumen von 25 Litern entsprechend 26,46 mg aufgereinigt werden. Im
Lysat der Fermenterkultur ist die spezifische Aktivitat mit 0,02%g Protein deutlich

hoher als im Lysat des Schittelkolbenansatzes mit QJA1®. Im Bioreaktor wurde,
bezogen auf die Gesamtproteinmenge, mehr aktives Enzym gebildet als im

Schittelkolbenansatz.
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Tabelle 33: Glutathion Sepharose 4B Affinitatschromatographie von GST-

Sialidase aus Fermentation 1.

Schritt Aktivitat Protein spezifische Ausbeute | Konzentrierungs-
Aktivitét faktor

U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%6] [fach]
bakterielles 113,35 4503,21 0,025 100 1
Lysat (x 21,44) (+ 147,60) (x 0,016)
filtriertes 94,47 4163,08 0,023 83,3 1
Lysat (£ 2,06) (+141,45) (x 0,002)
vereinigte 26,45 26,46 0,999 23,3 40
Fraktionen (£1,11) (x0,76) (x0,121)

94,0 kDa —

—
67,0 kDa -
43,0 kDa =

—

30,0 kDa =+

20,1 kDa
14,4 kDa

\

v
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' e L <« GST-Sialidase

a b

Abbildung 40: SDS-PAGE (A) und Immunoblot (B) des Lysats (a) und der mittels
Glutathion Sepharose 4B isolierten GST-Sialidase (b) aus Fermentation 1. Die
in einem 8-25 % SDS-
Gradientengel aufgetrennt und im Immunoblot mit einem Ziege Anti-GST
Antikorper detektiert. LMW, 14-94 kDa. Die Proteinbanden im Gel wurden mit
Silber gefarbt.

Lysate und die

isolierte GST-Sialidase wurden
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Die Lysate und das Isolat aus Fermentation 1 wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Im nachfolgenden Immunoblot wurde der GST-Anteil mit einem polyklonalen Ziege
Anti-GST Antikorper detektiert (siehe Abbildung 40). Die GST-Sialidase wurde als
intensiv gefarbte Bande bei ca. 70 kDa nachgewiesen (siehe Abbildung 40, B, b). Der
Vergleich des im SDS-Gel aufgetrennten Lysats mit der isolierten GST-Sialidase zeigt
die erfolgreiche Aufreinigung des Fusionsproteins (siehe Abbildung 40, A). Durch die
Affinitatsreinigung wurde die GST-Sialidase in einem Aufreinigungsschritt aus dem
Lysat isoliert. Neben dem Hauptprotein wurden keine Proteinkontaminationen
nachgewiesen. Im Bereich von ca. 30 kDa und ca. 50 kDa wurden zwei schwache
Proteinbanden mit Silberfarbung und mit dem Antikdrper detektiert (siehe Abbildung
40, B, b). Da mit dem Antikorper der GST-Anteil spezifisch nachgewiesen wird, ist die
schwache Antikorper-Bindung an die Proteine bei ca. 50 kDa und ca. 30 kDa ein
Hinweis darauf, dall das Fusionsprotein zu einem geringen Anteil unvollstandig

prozessiert oder proteolytisch degradiert wurde.

3.5.2.2 Affinitatsaufreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 2
mit Glutathion Sepharose 4B

Die Induktionsbedingungen wurden in Fermentation 2 verandert, um hdhere Aubeuten
an GST-Sialidase zu erreichen. Es wurde mit 1 mM IPTG bei 25°C und eiRgy 0D

2,3 fur 155 min induziert. Die Fermentation wurde wie unter Punkt 2.6.2.3 beschrieben
durchgefihrt, die Zellen wie beschrieben aufgeschlossen (2.6.3.3) und die GST-
Sialidase mittels Saulenchromatographie mit 20 ml Glutathion Sepharose 4B
aufgereinigt. Die Glutathion Sepharose 4B wurde dreimal beladen, anschlie3end in die
Saule gefillt und die GST-Sialidase eluiert (siehe 2.8.2.3). Das eluierte Fusionsprotein
wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen mit Sialidaseaktivitdt wurden
vereinigt und die Ausbeuten bestimmt. In Tabelle 34 sind die Aufreinigungsschritte und
die Aufreinigungsdaten dargestellt. Im Vergleich zu den Ergebnissen der
Affinitatsaufreinigung aus Fermentation 1 zeigten sich grof3e Unterschiede in den
Sialidaseaktivitdten der Lysate. Im Lysat der ersten Fermentation konnte mit U13,35
eine sechsmal héhere Sialidaseaktivitat ermittelt werden als im Lysat der Fermentation
2, obwohl in Fermentation 2 eine hohere IPTG-Konzentration eingesetzt wurde.

Allerdings wurde in Fermentation 2 eine Glycerinkultur des Klons pGEX-2T-S1
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eingesetzt und keine frisch transformierten Zellen, was zu einer verringerten Produktion
fuhren kann [Hengen, 1996]. Trotz der geringen Sialidaseaktivitdt im Lysat konnten
13,8 mg Protein mit einer spezifischen Aktivitdt von 0,881 mg Protein aufgereinigt
werden. Mit einer Ausbeute von 68 % war die Affinitatsaufreinigung der GST-Sialidase
aus Fermentation 2 effektiver als die Aufreinigung aus Fermentation 1 und den
Schuttelkolbenkulturen, bei denen nur Ausbeuten von 20-30 % erzielt wubden.
spezifische Aktivitat der vereinigten Fraktionen konnte im Vergleich zum Lysat um das
178,2 fache angereichert werden. In Fermentation 2 war der Anteil produzierter GST-
Sialidase am Gesamtproteingehalt mit 0,005mg Protein geringer als in Fermentation

1 mit 0,025U / mg Protein. Die spezifische Aktivitat kann als Maf3 fur die Qualitat des
GST-Sialidase Fusionsproteins angesehen werden. Die spezifische Aktivitat der
aufgereinigten GST-Sialidase aus Fermentation 1 mit 0,899 mg Protein
unterscheidet sich nur wenig vom Wert fur Fermentation 2 mit J39hg Protein. Es

konnte aus beiden Fermentationen ein identisches Protein aufgereinigt werden.

Tabelle 34: Glutathion Sepharose 4B Affinitatschromatographie von GST-

Sialidase aus Fermentation 2.

Schritt Aktivitét Protein spezifische Ausbeute | Konzentrierungs-
AKktivitat faktor
U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%] [fach]
bakterielles 18,11 3645,3 0,005 100 1
Lysat (£ 2,56) (£ 153,8) (= 0,003)
vereinigte 12,31 13,8 0,891 68 178,2
Fraktionen (x0,01) (x0,5) (£ 0,203)
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3.5.3 Feinreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 1
mittels Q Sepharose FF lonenaustauschchromato-

graphie und Gelfiltration
Zur  Gewinnung  hochreiner = GST-Sialidase  wurden  die  vereinigten
affinitatschromatographisch  gereinigten GST-Sialidase-haltigen Fraktionen aus
Fermentation 1 (siehe Tabelle 33) zusatzlich noch mittels Q-Sepharose FF
lonenaustauschchromatographie und Gelfiltration mit einer Superdex 200 PG Séaule

aufgereinigt.

3.5.3.1 Feinreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 1 mittels

Q Sepharose FF lonenaustauschchromatographie

Zur weiteren Feinreinigung wurden 26,46 mg affinitdtsgereinigte GST-Sialidase aus
Fermentation 1 mit einer spezifischen Aktivitat von 0,99%ng Protein auf eine Q
Sepharose FF Saule aufgetragen und wie unter Punkt 2.8.3 beschrieben eluiert. In
Tabelle 35 sind die Aufreinigungsdaten der lonenaustauschchromatographie mit Q

Sepharose FF zusammengefal3t.

Tabelle 35: Q Sepharose FF lonenaustauschchromatographie von GST-Sialidase

aus Fermentation 1 nach Affinitatschromatographie.

Schritt Aktivitét Protein spezifische Ausbeute Konzen-
AKktivitét trierungs-
U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%] faktor
[fach]
vereinigte 26,45 26,46 0,999 100 1
Fraktionen der (£ 1,11) (x£0,76) (£0,121)
Affinitats-

chromatographie

vereinigte 4,42 4,43 0,998 16,7 1
Fraktionen der (£0,29) (£ 0,20) (£ 0,287)
lonenaustausch-

chromatographie
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Aus 26,46 mg affinitatschromatographisch gereinigter GST-Sialidase konnten 4,43 mg
mittels lonenaustauschchromatographie aufgereinigt werden. Die spezifische
Sialidaseaktivitat konnte nicht angereichert werden und die Ausbeute betrug nur 16,7 %.
Abbildung 41 zeigt den Elutionsverlauf der lonenaustauschchromatographie. Die GST-
Sialidase eluiert in einem scharfen Peak bei einer NaCl-Konzentration von 150 mM.
Nicht-gebundenes Protein erscheint als breiter Peak im Durchlauf vor dem Start des

Salz-Gradienten.

- GST-Smidase—p !

=====50E

RRES - s SN DR
o

Abbildung 41: Elutionsprofil der Q Sepharose FF
lonenaustauschchromatographie mit GST-Sialidase aus Fermentation 1.

Extinktion bei 280 nm (blau) und Elutionsgradient (rot).

Der gesammelte Durchlauf und die Fraktionen, die Sialidaseaktivitat enthielten, wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Abbildung 42). Obwohl im Durchlauf keine

signifikante Sialidaseaktivitat gemessen werden konnte, erscheint eine intensive
Proteinbande bei 70 kDa sowohl im Durchlauf (siehe Abbildung 42, Bahn 3) als auch in

den gesammelten Fraktionen mit Sialidaseaktivitat (siehe Abbildung 42, Bahn 4).
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Abbildung 42: SDS-PAGE des Lysats (1), der affinitatsgereinigten GST-Sialidase
(2), des Durchlaufs der lonenaustauschchromatographie (3) und der mittels
lonenaustauschchromatographie aufgereinigten GST-Sialidase (4). LMW,
14-94 kDa. Die Proteine wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel aufgetrennt

und mit Silber gefarbt.

Da es bei der Aufreinigung der GST-Sialidase mittels lonenaustauschchromatographie
aullerdem zu einem deutlichen Aktivitatsverlust kam (siehe Tabelle 35), ist davon
auszugehen, dal3 die GST-Sialidase Aggregate bildet, die ein unterschiedliches
Bindungsverhalten bei verschiedenen Salzkonzentrationen zeigen und zur Inaktivierung
des Enzyms fuhren. Dieses Phanomen wurde bereits fir die G&RIJ 1992] und fur

einige GST-Fusionsproteine beschriebemfM et al., 1996].

3.5.3.2 Feinreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 1 mittels
Gelfiltration

Die mittels AffinitAitschromatographie und Q Sepharose FF lonenaustausch-
chromatographie aufgereinigte GST-Sialidase (4,43 mg) wurde auf eine Superdex 200
PG Saule aufgetragen und wie in 2.8.4 beschrieben eluiert (siehe Abbildung 43).

Sialidaseaktivitaten in einzelnen Fraktionen konnten Uber einen weiten
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Abbildung 43: Elutionsprofil der Gelfiltration zur Feinreinigung der GST-
Sialidase. Dargestellt sind die Extinktion bei 280 nm (Linie) bezogen auf das
Durchlaufvolumen und die Sialidaseaktivitaten (Séulen) in den Fraktionen. Y,

Ausschluf3volumen (190 ml); V, Totalsaulenvolumen (585 ml).

Molekulargewichtsbereich (Fraktionen 8 bis 31) nachgewiesen werden. Auch in
Fraktionen des hochmolekularen Bereichs (Fraktion 8 bis Fraktion 15) konnte Aktivitat
nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, da? es sich hier um GST-Sialidase-

Aggregate handelt.

Die Gelfiltrations-Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE untersucht. Die Fraktionen 12,
16, 21, 25 und 31 wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel aufgetrennt und die
Proteinbanden mit Silber gefarbt (siehe Abbildung 44). In den Fraktionen 12, 16, 21 und
25 erscheint die GST-Sialidase Proteinbande bei ca. 70 kDa im SDS-Gel (siehe
Abbildung 44, a-d), wahrend in Fraktion 31 (siehe Abbildung 44, e) nur eine schwache
Bande dieser Proteingrof3e zu erkennen ist. In Fraktion 25 und 31 (siehe Abbildung 44,
d und e) konnte eine andere schwache Proteinbande bei ca. 30 kDa und in den
Fraktionen 12, 16, 21 und 25 (siehe Abbildung 44, a-d) noch eine weitere bei ca. 50 kDa
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detektiert werden. Der Vergleich zwischen den Sialidaseaktivitaten (siehe Abbildung
43) und den detektierten Proteinbanden der Fraktionen zeigt, dal3 in den Fraktionen, in
denen die GST-Sialidase-Bande nachgewiesen wurde, auch Sialidaseaktivitdt gemessen
werden konnte. Da in den Fraktionen 12 und 16 (siehe Abbildung 44, a und b) keine
hochmolekularen Bestandteile im Gel detektiert wurden, ist davon auszugehen, dal3 die
GST-Sialidase in diesen Fraktionen in Form von Aggregaten vorliegt. Bei den
schwachen Proteinbanden im SDS-Gel, handelt es sich entweder um unvollstandig
gebildetes oder proteolytisch verdautes GST-Sialidase Fusionsprotein; dabei konnte das
Protein, das bei 30 kDa sichtbar ist, den GST-Anteil des Fusionsproteins reprasentieren.
In Fraktion 21 (siehe Abbildung 44, c¢) wurde die hochste Sialidaseaktivitat
nachgewiesen (siehe Abbildung 43). Da in diesem Bereich Proteine mit einem
Molekulargewicht von ca. 70 kDa eluieren, ist in dieser Fraktion vornehmlich die

vollstandige GST-Sialidase vorhanden.
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Abbildung 44: SDS-PAGE der Fraktionen 12 (a), 16 (b), 21 (c), 25 (d) und 31 (e)
der Gelfiltration der GST-Sialidase aus Fermentation 1 (siehe Abbildung 43).
LMW, 14-94 kDa. Die Proteine wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel

aufgetrennt und mit Silber gefarbt.
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Die Fraktionen 19-22, in denen die hochsten Aktivitditen gemessen wurden und die in
einem Molekulargewichtsbereich liegen, der der Grof3e der GST-Sialidase entspricht,

wurden vereinigt. In Tabelle 36 sind die Aufreinigungsdaten aufgefuhrt.

Tabelle 36: Gelfiltration von GST-Sialidase aus Fermentation 1.

Schritt Aktivitat Protein spezifische Ausbeute Konzen-
Aktivitét trierungs-
U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%] faktor
[fach]
vereinigte 4,42 443 0,998 100 1
Fraktionen der (£ 0,29) (£ 0,20) (£0,287)
lonenaustausch-

chromatographie

vereinigte 2,67 0,77 3,478 60 3,5
Fraktionen der (£ 0,06) (£ 0,04) (£0,383)
Gelfiltration

Mittels Gelfiltration wurden aus den GST-Sialidase-enthaltenden Fraktionen der
lonenaustauschchromatographie 770 pg hochreine GST-Sialidase aufgereinigt. Die
spezifische Aktivitat wurde dabei um das 3,5 fache gesteigert. 60 % der in den
vereinigten lonenaustauschchromatographie-Fraktionen vorhandenen Aktivitat wurde in
den vereinigten Gelfiltrations-Fraktionen nachgewiesen. Die hochreine GST-Sialidase

wurde zur Herstellung eines polyklonalen Antiserums eingesetzt.

3.5.3.3 Zusammenfassung der Feinreinigung der GST-Sialidase

Die Feinreinigung der GST-Sialidase aus Fermentation 1 sollte sicherstellen, dald
hochreines Protein zur Herstellung eines polyklonalen Antikorpers isoliert wurde. In
Tabelle 37 sind die Ergebnisse der einzelnen Aufreinigungsschritte von der Affinitats-
chromatographie bis zur Gelfiltration zusammengefal3t. Es konnten 770 pug hochreine
GST-Sialidase mit einer spezifischen Aktivitat von 3/48ng Protein aufgereinigt
werden. Die Ausbeute betrug 2,4 % der urspringlichen Sialidaseaktivitat der
produzierten Sialidase (siehe Tabelle 37); dabei konnte die spezifische Aktivitat 138
fach angereichert werden. Die Affinitdtsaufreinigung der GST-Sialidase aus

Fermentation 1 mit Glutathion Sepharose 4B fuhrte zu einer 40 fachen Anreicherung der
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spezifischen Aktivitat (siehe Tabelle 33). Durch die Aggregatbildung des
Fusionsproteins ging bei der lonenaustausch-chromatographie ein Teil der
Sialidaseaktivitat verloren, ohne dafl} die spezifische Aktivitat dadurch angereichert
werden konnte. Durch die Gelfiltration konnte die spezifische Aktivitat noch einmal von
0,998 auf 3,478J/mg Protein erhdht werden. Durch die Untersuchung der einzelnen
Fraktionen der Gelfiltration konnte die Aggregatbildung des GST-Sialidase

Fusionsproteins bestatigt werden.

Tabelle 37: Zusammenfassung der Aufreinigung von GST-Sialidase aus

Fermentation 1.

Schritt Aktivitat Protein spezifische Ausbeute Konzen-
Aktivitét trierungs-
U [umol / min] [mg] [U/ mg Protein] [%] faktor
[fach]
bakterielles Lysat 113,35 4503,21 0,025 100 1
(x 21,44) (+ 147,60) (+0,016)
filtriertes Lysat 94,47 4163,08 0,023 83,3 1
(x 2,06) (+141,45) (= 0,002)
vereinigte 26,45 26,46 0,999 23,3 40
Fraktionen der (£ 1,11) (x0,76) (£0,121)
Affinitats-

chromatographie

vereinigte 4,42 4,43 0,998 3,9 40
Fraktionen der (£ 0,29) (£ 0,20) (£0,287)
lonenaustausch-

chromatographie

vereinigte 2,67 0,77 3,478 2,4 138
Fraktionen der (£ 0,06) (£ 0,04) (£0,383)
Gelfiltration
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3.6  Charakterisierung der GST-Sialidase

3.6.1 Inhibitorische Wirkung von Neu5Ac und Neu5Ac2en

Zur weiteren Charakterisierung des produzierten Enzyms wurden Inhibitorstudien
durchgefuhrt. Neu5Ac und Neu5Ac2en sind kompetitive Sialidaseinhibitoren. Ob diese
Substanzen die GST-Sialidaseaktivitdt beeinflussen, sollte in einem Aktivitatstest

untersucht werden.

Tabelle 38: Inhibitorische Wirkung von Neu5Ac und Neu5Ac2en auf die GST-

Sialidaseaktivitat.

Inhibitor Sialidaseaktivitét

muU [nmol /min] %
ohne Inhibitor 0,203 100
Neu5Ac (2 mM) 0,168 83
Neu5Ac (5 mM) 0,163 80
Neu5Ac2en (0,1 mM) 0,103 51
Neu5Ac2en (0,5 mM) 0,052 o5

In Tabelle 38 sind die Resultate der Messung mit MUF-Neu5Ac dargestellt. Beide
Inhibitoren sind in der Lage, die Sialidaseaktivitdt des Fusionsproteins zu hemmen. Der
Einsatz von Neu5Ac fihrt zu einer Endprodukthemmung der GST-Sialidase, wobei
2 mM Neu5Ac die Aktivitdt um ca. 20 % reduzieren. Eine Konzentrationserhéhung des
Inhibitors im Testansatz auf 5 mM fuhrte nur zu einer unwesentlichen Erhdhung des
Aktivitatsverlustes im Vergleich zu einer Neu5Ac-Konzentration von 2 mM.
Neu5Ac2en hingegen hemmt die Sialidaseaktivitat sehr viel effektiver als Neu5Ac. Eine
Inhibitorkonzentration von 0,1 mM Neu5Ac2en ist bereits ausreichend, um die Aktivitat
um ca. 50 % zu reduzieren. Bei einer Konzentration von 0,5 mM Neu5Ac2en konnte
eine Abnahme der Aktivitdt um 75 % gemessen werden. Diese Daten stimmen mit den

Untersuchungen von iVaGI et al. (1993a) Uberein, wonach sowohl Neu5Ac als auch
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Neu5Ac2en die Aktivitat der cytosolischen Sialidase aus Rattenleber hemmen,

Neu5Ac2en aber um ein Vielfaches effektiver inhibiert.

3.6.2 Charakterisierung der Sialidasespezifitat mit Hilfe

von Gangliosiden aus humanen Granulozyten

Zur Charakterisierung der GST-Sialidase wurden humane Granulozyten Ganglioside als
Substrate eingesetzt. Native cytosolische Sialidase aus CHO-Zellen ist in der Lage,
sowohl Glykoproteine als auch Ganglioside zu desialylierenRVER et al., 1993].
Granulozyten Ganglioside besitzen terminale Neolacto-Typ-lI-Sequenzen, wie sie auch
in Glykoproteinen zu finden sind. Aus diesem Grund wurden Spezifitdtstests mit
aufgetrennten Fraktionen dieser Strukturen durchgefiihrt (Overlay-Assay, siehe
2.9.2.2.2). Als Referenzenzym wurde Test-NeuraminidaseVauholeraeeingesetzt

und die Spezifitaten beider Sialidasen miteinander verglichen.
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Abbildung 45: Sialidase Behandlung von Gangliosiden aus humanen Granulozyten
mit nachfolgendem immunologischen Nachweis der Asialoganglioside mit einem
Anti-Galf3(1-4)GIcNAc-R monoklonalen Maus-IgM Antikérper. Hydrolyse von
5 ug Standardgangliosidmischung humaner Granulozyten Ganglioside miv.
cholerae Neuraminidase ( 0,8 M/ ml, a; 3,2 nJ/ml, b) und GST-Sialidase
©O0,8mJ/ml, d; 32 mJ/ml, e). Als Kontrollen wurden je 5ug
Standardgangliosidmischung mit Reaktionspuffer inkubiert §. cholerae
Neuraminidase Puffer, c; GST-SialidasePuffer, f). Resorcinolfarbung von 20 ug

Standardgangliosidmischung (g)
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Nach der Sialidasebehandlung wurden die desialylierten Strukturen mit einem Anti-
Gal3(1-4)GIcNAc-R monoklonalen Maus-IgM Antikorper q¥NG et al., 1981]
nachgewiesen.

Aufgrund der Substitution des Ceramids mjt-Gind G4-Fettsdure (&, untere Bande

und G4, obere Bande) chromatographieren Granulozyten Ganglioside auf der HPTLC-
Platte (Resorcinolfarbung, Abbildung 45, g) als Doppelbanden. Die Kontrollen ohne
Enzym (Abbildung 45, c und f) zeigten keine Kreuzreaktionen des Antikdrpers mit den
sialylierten StrukturenV. choleraeNeuraminidase und GST-Sialidase besitzen dhnliche
Substratspezifitaiten. Bei einer Aktivitat von 3,2Urmml Enzym konnten die
korrespondierenden Asialoganglioside der Neolactoserie-Gangliositia-Néu5Ac-
nLc,Cer, IVP-a-Neu5Ac-nLaCer und Vf-a-Neu5Ac-nLgCer (siehe Tabelle 19) bei
beiden Enzymen nachgewiesen werden (Abbildung 45, b und e). Wurden nur
0,8 MU/ ml Enzym eingesetzt, zeigte die GST-Sialidase (siehe Abbildung 45, d). im
Gegensatz zuW. cholerae Neuraminidase (siehe Abbildung 45, a) eine deutliche

Préaferenz gegenubar(2-3)sialylierten Neolactoserie-Gangliosiden.
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3.7 Herstellung von polyklonalen Antikorpern

gegen GST-Sialidase

3.7.1 Praparation der GST-Sialidase Gelfiltrations-

Fraktionen
Die vier Gelfiltrationsfraktionen 19-22 (32 ml) (siehe Abbildung 43) wurden zur

Immunisierung eines Huhns eingesetzt. Zur Messung der Sialidaseaktivitat und der
Proteinkonzentration wurde 1 ml der vereinigten Gelfiltrationsfraktionen entnommen

und die GST-Sialidase fur die Immunisierungen umgepuffert und aufkonzentriert

Tabelle 39: Aufkonzentrierung und Umpufferung der GST-Sialidase fur die

Immunisierungen.

Schritt Sialidaseaktivitét Protein Proteinkonzentration
U [umol / min] [mg] [mg / ml]

vereinigte Fraktionen der 2,166 0,623 0,024
Gelfiltration (+ 0,046) (x 0,032)

Filtrat 0,027 0,123 0,005
(£ 0,004) (+ 0,031)

Konzentrat 0,067 0,364 0,364
(umgepuffert) (+ 0,002) (+0,012)

Tabelle 39 zeigt die Ergebnisse der Aufkonzentrierung und Umpufferung der GST-
Sialidase. Das Volumen der Gelfiltrationsfraktionen wurde von 31 ml auf 1 ml

aufkonzentriert. Bei der Aufkonzentrierung und Umpufferung verlor die GST-Sialidase
Uber 90 % ihrer Aktivitdt. Im Konzentrat konnten nur 3,1 % der urspriinglichen

Sialidaseaktivitat und im Filtrat lediglich 1,2 % nachgewiesen werden. Der Anteil des
Proteins im Konzentrat betrug 58,4 % und im Filtrat 19,8 %. Das restliche Protein
wurde vermutlich an die Membran gebunden. Es konnten nach Aufkonzentrierung und

Umpufferung von 623 ug Enzym (siehe Tabelle 37) 364 pug hochreine GST-Sialidase
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erzielt werden. Nach Abnahme von 100 pl zur Messung der Proteinkonzentration und
der Sialidaseaktivitdt wurden 328 pug hochreine GST-Sialidase in 900ul Phosphatpuffer
zur Immunisierung eingesetzt. Da unabhangig von der biologischen Aktivitat des
Enzyms bei der Immunisierung Antikdrper gegen die verschiedenen Epitope der GST-
Sialidase gebildet werden, spielte der Aktivitatsverlust im Hinblick auf die Herstellung

eines polyklonalen Antiserums eine untergeordnete Rolle. Die umgepufferte und

aufkonzentrierte GST-Sialidase wurde zur Erstimmunisierung eingesetzt.

3.7.2 Immunisierung mit GST-Sialidase und Nachweis von

Anti-GST-Sialidase Antikdrpern in den Antiseren

Die Immunisierung von zwei Hihnern mit je 164 pg (450 ul) hochreiner GST-Sialidase
wurde am Institut von Prof. Dr. U. Neumann (Tierarztliche Hochschule Hannover,
Klinik fur Gefligel) durchgefiihrt. Eines der Huhner verstarb in der Folgezeit. Nach vier
Wochen wurde dem verbliebenen Huhn Blut entnommen. Aus diesem Blut wurde das
Immunserum der Erstimmunisierung gewonnen. Da keinerlei Hinweise darauf vorlagen,
dal3 in den affinitatsaufgereinigten Proliercoli Proteine vorhanden waren, wurde mit
573 ug affinitatsgereinigter und dialysierter GST-Sialidase aus einem 1 Liter
Produktionsansatz des Klons pGEX-2T-S1 nachimmunisiert. Zwei Wochen nach der
Zweitimmunisierung wurde das Huhn geschlachtet und das Immunserum gewonnen.
Mittels Immunoblotting wurde das Praimmunserum (siehe Abbildung 46) sowie die
Immunseren der Erstimmunisierung (siehe Abbildung 47) und der Zweitimmunisierung
(siehe Abbildung 48) auf Anti-GST-Sialidase-Antikorper getestet. Aus parallelen
Schuttelkolbenansatzen des Klons pGEX-2T-S1, des Kontroll-Klons pGEX-2T-S7 und
E. coli M15 pREP4 Zellen wurden nach 3 h 20 min Induktion mit 0,5 mM IPTG bei
25 °C und einer OF3o von 1,0 bis 1,2, die Test-Lysate hergestellt. Jeweils 1 ml wurde
aus den Lysaten zur Durchfiihrung der Immunoblots entnommen. Mit den verbleibenden
Lysaten wurde jeweils eine Glutathion Sepharose 4B Affinitatschromatographie

durchgefunhrt.
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Abbildung 46: SDS-PAGE (A) und Immunoblot des Praimmunserums (1:50) (B).
Lysate ausE. coli M15 pREP4 (a), Klon pGEX-2T-S7 (b), Klon pGEX-2T-S1 (c);

affinitatsgereinigte GST (d) und GST-Sialidase (e). LMW, 14-94 kDa. Die Proteine
wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel aufgetrennt und im Immunoblot

detektiert. Die Proteine im Gel wurden mit Coomassie Blue geféarbt.
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Abbildung 47: SDS-PAGE (A) und Immunoblot des Immunserums der
Erstimmunisierung (1:50) (B). Lysate aus E. coli M15 pREP4 (a), Klon
pPpGEX-2T-S7 (b), Klon pGEX-2T-S1 (c); affinitatsgereinigte GST (d) und GST-
Sialidase (e); LMW, 14-94 kDa. Die Proteine wurden in einem 8-25 % SDS-
Gradientengel aufgetrennt und im Immunoblot detektiert. Die Proteine im Gel

wurden mit Coomassie Blue gefarbt.
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Das Praimmunserum und das Immunserum der Erstimmunisierung wurden in einer
1.50 fachen Verdunnung eingesetzt. Fur das Immunserum der Zweitimmunisierung
wurde eine 1:250 fache Verdinnung gewahlt. Lysate und affinitdtsgereinigte GST-
Sialidase aus den genannten Schuttelkolbenansatzen wurden auf 8-25 % SDS-
Gradientengelen aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (siehe
2.7.5). Die im Gel verbliebenen Proteine wurden mit Coomassie Blue angefarbt (siehe
Abbildung 46, Abbildung 47 und Abbildung 48).

Das Prdimmunserum zeigt zwar im Immunoblot eine schwache, unspezifische Bindung
mit Proteinen der Lysate (Abbildung 46 B, a-c), aber keine Reaktion mit der
affinitatsgereinigten GST und der GST-Sialidase (Abbildung 46 B, d und e).

Im Gegensatz dazu sind im Immunoblot des Immunserum der Erstimmunisierung die
spezifische Banden gegen affinitdtsgereinigte GST-Sialidase (Abbildung 47 B, e) und
GST (Abbildung 47 B, d) intensiv gefarbt. Im Isolat aus Klon pGEX-2T-S1 wird nicht
nur die GST-Sialidase mit einem Molekulargewicht von 68 kDa erkannt, sondern
zusatzlich noch zwei Proteine bei ca. 30 kDa und bei ca. 45 kDa, bei denen es sich um
unvollstandig translatierte Fusionsproteine handeln konnte. Das Lysat aus den
untransformierter. coliM15 pREP4 Zellen (Abbildung 47 B, a) zeigt im Immunoblot
keine Reaktion verglichen mit den Lysaten der transformierten Zellen (Abbildung 47 B,
b und c).

Das Immunserum nach Zweitimmunisierung reagierte ebenfalls spezifisch mit der
affinitatsgereinigten GST (Abbildung 48 B, a) und der GST-Sialidase (Abbildung 48 B,
b). Um herauszufinden, ob das Antiserum auch gegen den Sialidaseanteil des
Fusionsproteins gerichtet ist, wurde affinitdtsgereinigte GST-Sialidase mit Thrombin
verdaut (siehe 2.8.2.4) und die Spezifitat des Antiserums gegen die Fragmente im
Immunoblot getestet (siehe Abbildung 48, c¢). Im Thrombinverdau der
affinitatsgereinigten GST-Sialidase (Abbildung 48 B, ¢) wurden mehrere Proteolyse-
produkte des GST-Sialidase Fusionsproteins mit dem Immunserum der
Zweitimmunisierung detektiert. Da die GST keine Thrombinschnittstellen besitzt,
mussen Fragmente mit einem Molekulargewicht unter 26 kDa vom Sialidaseanteil des
Fusionsproteins stammen. Damit wurde nachgewiesen, dafld das Serum Antikorper

enthalt, die gegen die Sialidase gerichtet sind.
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Abbildung 48: SDS-Page (A) und Immunoblot des Immunserums der
Zweitimmunisierung (1:250) (B). Affinitatsgereinigte GST (a) und GST-
Sialidase (b) und Thrombinverdau der affinitdtsgereinigten GST-Sialidase (c).
LMW, 14-94 kDa. Die Proteine wurden in einem 8-25 % SDS-Gradientengel
aufgetrennt und im Immunoblot detektiert. Die Proteine im Gel wurden mit

Coomassie Blue gefarbt.

3.7.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach Aufkonzentrierung und Umpufferung der vereinigten Fraktionen der Gelfiltration
standen 328 g hochreine GST-Sialidase zur Erstimmunisierung der Huhner zur
Verfugung. Pro Huhn wurden 164 pg GST-Sialidase eingesetzt. Fir die
Zweitimmunisierung konnten 573 pg affinitdtsgereinigte Sialidase aufkonzentriert und
zur Nachimmunisierung eines Huhns eingesetzt werden.

Die Versuche zeigten, dal3 eine einmalige Immunisierung fur die Bildung von Anti-
GST-Sialidase Antikérpern ausreichend ist, da bereits mit dem Immunserum der
Erstimmunisierung die GST-Sialidase nachgewiesen werden konnte. Sowohl der GST-
als auch der Sialidaseanteil des Fusionsproteins wurden erkannt. Eine Kreuzreaktion mit
Proteinen aus denE. coli M15 pREP4 Zellen fand nicht statt. Durch
Nachimmunisierung mit affinitatsgereinigter GST-Sialidase ergaben sich keine

zuséatzlichen Banden im Immunoblot, d.h. dal3 die Immunseren der Erstimmunisierung
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und der Zweitimmunisierung identische Spezifitaten besitzen. Demnach liegt die GST-
Sialidase bereits nach der Affinitatsaufreinigung in ausreichender Reinheit vor und laf3t
sich zur Immunisierung einsetzen. Es wurden Immunseren mit Anti-GST-Sialidase

Antikorpern hergestellt, die spezifisch mit der GST-Sialidase reagieren.
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4 Zusammenfassung

In Produktionsprozessen mit CHO-Zellen wird bei hohen Zelldichten durch Zellyse
cytosolische Sialidase freigesetzt. Bei der cytosolischen Sialidase aus CHO-Zellen
handelt es sich um ein Enzym, das humane, rekombinante Glykoproteine, die in CHO-
Zellen produziert werden, postsekretorisch desialylieren kann. Die terminalen
Sialinsduren N-glykosidisch gebundener Oligosaccharidketten an Glykoproteinen
werden dabei abgespalten. Fur Glykoproteine zum Einsatz in der Humantherapie ist die
korrekte Sialylierung dieser Oligosaccharidketten relevant fur die Verweildauer der
Proteine im Blutkreislauf. Desialylierte Glykoproteine binden an Rezeptoren der Leber
und werden abgebaut. Dadurch ist die biologische Halbwertszeit dieser Glykoproteine
im Vergleich zu den vollstandig sialylierten deutlich herabgesetzt. In Geweben und in
Zellkulturuiberstanden ist die cytosolische Sialidase nur in geringen Konzentrationen
vorhanden, so dalR durch biochemische Aufreinigungsmethoden bisher lediglich

Sialidasemengen im Mikrogrammbereich isoliert werden konnten.

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Klonierung und Expression der cytosolischen
Sialidase aus mittels molekularbiologischer Methoderk.ircoli, und zwar in Form

eines loslichen und aktiven Fusionsproteins. Die nachfolgende Produktion im 25 Liter
Mal3stab  ermoglichte  die Isolierung des  Sialidase-Fusionsproteins  im
Milligrammbereich. AbschlieBend wurden die Sialidaseaktivitdt und -spezifitat des
produzierten Enzyms charakterisiert und ein polyklonales Antiserums gegen das

Sialidase-Fusionsprotein hergestellt.

Amplifikation der Sialidase cDNA mittels RT PCR. Sialidase cDNA konnte durch

den Einsatz von degenerierten Primern mittels RT PCR amplifiziert werden. Als
Donatoren fur die RNA wurden verschiedene CHO-Zellinien (CHO K1, CHO SS3 A2
und CHO HCII Klon 6) eingesetzt. Auf der Grundlage der publizierten Sialidase cDNA
Sequenz wurden Primer konstruiert, mit denen neue Restriktionsschnittstellen an den
Enden der gebildeten RT PCR-Produkte eingefligt wurden. Alle drei verwendeten CHO-
Zellinien lieferten identische RT PCR-Produkte. Die optimale Annealingtemperatur

wurde ermittelt und die Sialidase cDNA mit Ampli Tag Polymerase und mit Synergy
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Polymerase amplifiziert. Durch den Einsatz der degenerierten Primer wurden Sialidase

cDNA RT PCR-Produkte mit verschiedenen Schnittstellen zur Klonierung synthetisiert.

Subklonierung der amplifizierten Sialidase cDNA in pCR 2.1 VektorenDie RT
PCR-Produkte, die an den Enden jeweils mit unterschiedlichen Schnittstellen versehen
waren, wurden in pCR 2.1 Vektoren subkloniert. Zur Transformation wurden
E. coliinfaF* Zellen eingesetzt. Die Subklonierung wurde aus zwei Grinden
durchgefuhrt. Erstens wurde das Sialidase-Insert durch die Klonierung in den Vektor
vor dem Verdau durch Exonukleasen geschitzt und zweitens wurde die inserierte
Sialidase cDNA mit den Vektoren in den Zellen repliziert und war so jederzeit in
groReren Mengen verfugbar. Folgende RT PCR-Produkte wurden in die pCR 2.1

Vektoren kloniert.

Tabelle 40: RT PCR-Produkte der verschiedenen Primerpaare und pCR 2.1 Vektoren
mit Sialidase cDNA.

RT PCR Produkt 1136 bp 1148 bp 1158 bp
(Sialidase cDNA)
Primerpaar CHOSIAL 01/ CHOSIAL 41/ CHOSIAL 51/
(sense / antisense) CHOSIAL 12 CHOSIAL 42 CHOSIAL 52
flankierende BamHI | Hindll Bglll [ Bglll BamHI | EcoRl

Restriktionsschnittstellen

Plasmid pMBU1-02 pMBU3-06 pMBU9-02
(PCR 2.1 + Sialidase pMBU1-10 pMBU3-09
cDNA)

Aus dem Plasmid pMBU1-02 wurde daanHI-Hindlll Sialidase ®NA-Fragment, aus
pMBU3-09 dasBglll-Bglll-Fragment und aus pMBUG6-02 d&anHI-EcoRI-Fragment
pGEX-2T isoliert.

Klonierung der Sialidase cDNA-Fragmente in ExpressionsvektorerZur Produktion

eines Sialidase-Fusionsproteins wurden verschiedene pQE Expressionsvektoren und ein
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pPGEX Expressionsvektor ausgewahlt. pQE-Vektoren tragen die Information fur sechs
aneinanderhangende Histidinreste (6xHis-tag). Fusionsproteine mit 6xHis-tag kdnnen
durch Bindung an Ni-NTA-Agarose isoliert werden. Der pGEX Expressionsvektor
codiert flr eine Glutathion S-Transferase, die mit dem Zielprotein fusioniert wird. Das
resultierende Fusionsprotein kann mittels Glutathion Sepharose
Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.

Die Expressionsvektoren pQE16, pQE60, pQE31 und pGEX-2T wurden zur Klonierung
der Sialidase cDNA eingesetzt. Nach Insertion der Sialidase cDNA kodieren die
Expressionsvektoren pQE16 und pQE®6O fiir ein Sialidase-Fusionsprotein, dafl3 einen C-
terminalen Polynhistidinrest tragt. Der pQE31 mit Sialidase cDNA-Insert codiert flr ein
Fusionsprotein mit N-terminalem Polyhistidin-Anteil. Der pGEX Expressionsvektor

codiert fur eine Glutathion S-Transferase, die N-terminal an die Sialidase geh&angt wird.

Die aus den pCR 2.1 Vektoren isolierten Sialidase cDNA-Fragmente wurden in die
Expressionsvektoren  kloniert.  Das Bglll-Bglll-Fragment wurde in die
Expressionsvektoren pQE16 und pQEG60 kloniert und jeweils 50 Klone Uberpriift. Das
Sialidase-Insert konnte in keinem Klone nachgewiesen werden.

Die Klonierung desBanHI-Hindlll-Fragments in den Expressionsvektor pQE31 war
dagegen erfolgreich. In 5 von 17 Klonen konnte die Sialidase cDNA nachgewiesen
werden. Die Plasmide pQE31-E-04, pQE31-E-05, pQE31-E-10, pQE31-E-14 und
pQE31-E-15 enthielten das Sialidase-Insert.

Auch die Klonierung deBanHI-EcdRI-Fragments in den Expressionsvektor pGEX-2T
war erfolgreich. Aus 6 von 20 untersuchten Klonen konnten Plasmide mit Sialidase
cDNA isoliert werden. Das Sialidase-Insert war in den Plasmiden pGEX-2T-S1, pGEX-
2T-S2, pGEX-2T-S6, pGEX-2T-S8, pGEX-2T-S17 und pGEX-2T-S19 vorhanden.

Expression des Sialidase-Fusionsproteins.Die Expression der Sialidase-
Fusionsproteine wurde durch Zugabe von IPTG zu den Kulturansatzen der Klone mit
pQE31 Vektor und mit pGEX-2T Vektor, in denen das Sialidase-Insert nachgewiesen
werden konnte, induziert. Die Promotoren der Expressionsvektoren sind fir eine
Uberproduktion ausgelegt, so daR exprimierte Proteine in der Regel schon in SDS-
PAGE Auftrennungen von Gesamtproteinextrakten der Klone identifiziert werden

konnen. Durch SDS-PAGE Auftrennung der Proteine nach Affinitdtsaufreinigung
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mittels Ni-NTA-Agarose bzw. Glutathion Sepharose 4B konnen die 6xHis-tag-
Fusionsproteine bzw. die Glutathion S-Transferase-Fusionsproteine nachgewiesen
werden. Die Sialidaseaktivitat gegentiber MUF-Neu5Ac in Lysaten der Klone wurde

ermittelt.

Die Klone mit dem Expressionsvektor pQE31, die Sialidase cDNA enthielten,
exprimierten kein aktives, |6sliches 6xHis-tag-Sialidase Fusionsproteins. Weder in den
Gesamtproteinextrakten der Klone noch in Isolaten nach Ni-NTA-Aufreinigung wurde
ein Protein der entsprechenden GrofR3e gefunden. In den Lysaten der Klone war keine
Sialidaseaktivitat detektierbar.

Dagegen war die Expression eines GST-Sialidase Fusionsproteins mit dem pGEX-2T
Expressionsvektor erfolgreich. Die Expression der GST-Sialidase konnte in
Gesamtproteinextrakten der Klone pGEX-2T-S1 und pGEX-2T-S2, die den
Expressionsvektor pGEX-2T mit dem Sialidase-Insert enthielten, nachgewiesen werden.
Die exprimierte GST-Sialidase wurde mit Glutathion Sepharose isoliert und die
Sialidaseaktivitat in den Lysaten der Klone nachgewiesen. Auch das Lysat einer nicht-
induzierten Kultur des Klons pGEX-2T-S1 zeigte Sialidaseaktivitdt, was auf eine
unvollstandige Repression des Promotors schliel3en laft.

Der Klon pGEX-2T-S1 wurde zur Herstellung der GST-Sialidase ausgewahlt, da in den
Lysates dieses Klons eine hohere Sialidaseaktivitdt gemessen wurde als in den Lysaten
des Klons pGEX-2T-S2.

Optimierung der Induktionsbedingungen. Die Auswahl der Induktionsparameter
(Induktionstemperatur, Induktionsdauer, IPTG-Konzentration und Zelldichte bei
Induktionsstart) bestimmt die Ausbeute an loslicher, aktiver GST-Sialidase. Veranderte
Induktionsparameter beeinflussen die Bildung von Einschlu3kérpern (inclusion bodies),
die Menge an unvollstandig gebildetem Fusionsprotein und den proteolytischen Verdau
rekombinanter Proteine in dek. coli Zellen. Um zu untersuchen, welche der
Induktionsparameter optimal fir die Produktion der GST-Sialidase sind, wurden
Ansatze des Klons pGEX-2T-S1 unter verschiedenen Bedingungen induziert.

Induktionstemperatur: Zunachst wurde die Induktionstemperatur von 37°C auf 25°C

gesenkt und die Sialidaseaktivitdt der bakteriellen Lysate gegentber MUF-Neu5Ac
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verglichen. Die Sialidaseaktivitat in den Lysaten konnte durch eine
Temperaturerniedrigung von 37°C auf 25°C um den Faktor 15 gesteigert werden.

Induktionsdauer: Nach der Untersuchung des Einflusses der Temperaturverringerung

wurde die Auswirkung der Verlangerung der Induktionsdauer getestet. Dazu wurde dem
Kultivierungsansatz jeweils nach 1, 2, 3, und 4 h Induktionsdauer Zellsuspension

entnommen und die GST-Sialidase mittels Glutathion Sepharose aufgereinigt und
mittels SDS-PAGE untersucht. Nach einer Induktionsdauer von nur einer Stunde wurde
die GST-Sialidase im Gel nachgewiesen. Die Verlangerung auf 2 h Induktionszeit flhrte
zu einer intensiveren GST-Sialidasebande im Gel. Die weitere Verlangerung der
Induktionsdauer von 2 auf 4 h bewirkte keine weitere Verdnderung der GST-

Sialidasebande. Mit steigender Induktionsdauer wurde im Gel eine schwache, diffuse
Proteinbande bei ca. 30 kDa detektiert. Da diese Bande in Isolaten aus dem nicht-
induzierten Klon nicht vorhanden ist, handelt es sich entweder um unvollstandig

gebildete GST-Sialidase oder um Proteolyseprodukte, die bei einem maoglichen Verdau
des intrazellular akkumulierten Fusionsproteing.ircoli entstehen.

IPTG-Induktion: Als nachstes wurden die Sialidaseaktivitaten der Lysate und die

Ausbeute an affinitatschromatographisch gereinigter GST-Sialidase nach der Induktion
mit 0,1, 0,5 und 1 mM IPTG miteinander verglichen. Im Vergleich zur Induktion bei
unterschiedlichen Temperaturen wurde die Sialidaseaktivitat im Lysat durch den Einsatz
verschiedener IPTG-Konzentrationen nur geringflgig verdndert. Nach Induktion mit
1 mM IPTG wurde die hochste Sialidaseaktivitdt im Lysat gemessen. Bei Einsatz von
0,5 mM IPTG wurden 82 % und bei 0,1 mM 70 % der maximalen Sialidaseaktivitat
gemessen. Auch die Ausbeute war nach Induktion mit 1 mM IPTG geringfugig héher
als bei den beiden niedrigeren Konzentrationen.

Zelldichte bei Induktionsstart: AbschlielRend wurde untersucht, ob die Zelldichte, bei der

die Induktion erfolgt, einen Effekt auf die Produktausbeute hat. Nach Induktionsstart bei
Zelldichten von (Olgyg) von 0,4, 0,68 und 1,05 wurden die Sialidaseaktivitaten in den
Lysaten und in den affinitdtsgereinigten Isolaten ermittelt. Die IPTG-Zugabe bei einer
ODsoo von 0,68 fuhrte zur hochsten gemessenen Sialidaseaktivitat im Lysat. Nach
Induktion bei einer Oy von 0,4 und bei einer Qi von 1,05 wurden jeweils 97 %

und 85 % der maximalen Sialidaseaktivitat erreicht. Die IPTG-Zugabe bei den
genannten Zelldichten ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Sialidaseaktivitaten der Isolate.
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Die Erniedrigung der Induktionstemperatur hatte den grof3ten Effekt auf die Expression
der GST-Sialidase. Die Veranderung der anderen getesteten Induktionsparameter hatte
dagegen kaum einen Effekt auf die Expression des Fusionsproteins. Zur Produktion der
GST-Sialidase wurde fur alle weiteren Ansatze eine Induktionstemperatur von 25°C

gewabhilt.

Mal3stabsvergroRerung der Kultivierung von 250 ml auf 25 Liter Zur
Mal3stabsvergrofRerung der Kultivierung des Klons pGEX-2T-S1  wurden
Wachstumskurven von 250 ml Schuittelkolbenanséatzen und von zwei Fermentationen im
25 Litermafl3stab aufgenommen. Alle Ansétze zeigten einen &hnlichen Kulturverlauf.
Nach der Initialphase stieg die Zelldichte bis zur Induktion exponentiell an. Nach
Induktionsstart und Temperaturshift von 37°C auf 25°C verringerte sich die
Wachstumsgeschwindigkeit. Bei einer Induktionsdauer von 150 min wurde in den
Schittelkolbenanséatzen eine §P zwischen 2,7 und 2,9 erreicht, wahrend in
Fermentation 1 nach 190 min eine §&&von 3,2 und in Fermentation 2 nach 155 min
eine OQyo von 4,3 vorlag. Die Wachstumskurven aus Schiittelkolbenansatzen und aus
den Fermentationen zeigten tendentiell gleiche Verlaufe. Die Mal3stabsvergrof3erung

von 250 ml auf 25 Liter wurde erfolgreich durchgefthrt.

Aufreinigung der GST-Sialidase mittels Glutathion Sepharose
Affinitatschromatographie. Zunachst wurden Vorversuche zur Aufreinigung der GST-
Sialidase mittels Glutathion Sepharose AffinitAitschromatographie durchgefthrt. Dazu
wurde die GST-Sialidase aus einem 250 ml Schittelkolbenansatz und aus zwei 1 Liter
Produktionsansatzen aufgereinigt. Aus dem 250 ml Schittelkolbenansatz wurden nach
2 h Induktion mit 1 mM IPTG bei 25°C 267 ug GST-Sialidase mit einer spezifischen
Aktivitat von 0,581 U/mg Protein isoliert. Die spezifische Aktivitdt wurde um das

45 fache angereichert. 38 % der Ausgangs-Sialidaseaktivitdt konnte nach der
Aufreinigung nachgewiesen werden.

Um die Abreicherung der Proteine aus dem Lysat zu dokumentieren, wurde ein 1 Liter
Produktionsansatz mit einer 2 ml Glutathion Sepharose S&ule aufgereinigt. Das Lysat,
der Saulendurchlauf und die Eluat-Fraktionen 2 bis 5 wurden auf einem SDS-Gel

aufgetrennt. Der Hauptanteil des Fusionsproteins eluiert in der 3. Fraktion, und nach
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Elution mit dem 5 fachen S&ulenvolumen ist das Sialidase-Fusionsprotein vollstandig
eluiert.

Bei der Durchfiihrung einer zweiten Affinitdtsreinigung eines 1 Liter
Produktionsansatzes mit einer 4 ml Glutathion Sepharose Saule wurde das
Elutionsprofil aufgenommen und zu den Fraktionen mit Sialidaseaktivitat in Bezug
gesetzt. Die Sialidaseaktivitat der Fraktionen 3 bis 7 korreliert mit dem aufgenommenen

UV-Signal, das proportional zur Proteinkonzentration ist.

Nach diesen Vorversuchen wurde die GST-Sialidase aus 25 Liter Ansatzen im
Bioreaktor (Fermentation 1 und Fermentation 2) produziert und aufgereinigt. Aus
25 Liter Kulturvolumen der Fermentation 1 wurden nach 2 h 30 min Induktion mit
0,1 mM IPTG bei 25°C 26,46 mg mit einer spezifischen Aktivitat von 01999mg

Protein aufgereinigt. Eine 40 fache Anreicherung der spezifischen Aktivitat wurde
erreicht und die Ausbeute betrug 23,3 % der Sialidaseaktivitat im Ausgangslysat.

Mittels Immunoblot mit einem Anti-GST Antikorper wurde der GST-Anteil des
produzierten Sialidase-Fusionsproteins spezifisch nachgewiesen. Neben dem
Hauptprotein wurden keine Proteinkontaminationen im SDS-Gel nachgewiesen.

Aus Fermentation 2 konnten nach 3 h 10 min Induktion mit 1 mM IPTG bei 25°C
13,8 mg Protein mit einer spezifischen Aktivitat von 0,881 mg Protein aufgereinigt
werden. Mit einer Ausbeute von 68 % Sialidaseaktivitait war die
Affinitaitschromatographie deutlich effektiver als bei Fermentation 1 und den
Schuttelkolbenkulturen, bei denen die Ausbeuten 20-30 % betrugen. Die spezifische
Aktivitat konnte um das 178,2 fache angereichert werden. In Fermentation 2 war die
spezifische  Aktivitat, also der Anteil produzierter GST-Sialidase am
Gesamtproteingehalt, mit 0,006/ mg Protein erheblich geringer als in Fermentation 1
mit 0,025U / mg Protein.

Aufgrund der Voruntersuchungen zur Optimierung der Induktionsparameter kann
ausgeschlossen werden, dal3 die verschiedenen Induktionsbedingungen der
Fermentationen zu solch unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Es missen daher noch
andere, nicht naher untersuchte Parameter einen Einflu auf die Produktion der GST-
Sialidase haben. Die Unterschiede konnten z.B. darauf zurtickzufuhren sein, dal3 in
Fermentation 2 eine Glycerinkultur des Klons pGEX-2T-S1 und keine frisch

transformierten Zellen eingesetzt wurden. Es wurde bereits beschrieben, dal3 der Einsatz
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von Glycerinkulturen an Stelle von frisch transformierten Zellen zu einer verringerten

Expression fihren kann.

Es wurden mittels Glutathion Sepharose Affinitdtschromatographie 26,46 mg ldsliche
und aktive GST-Sialidase aus Fermentation 1 und 13,8 mg aus Fermentation 2

aufgereinigt.

Feinreinigung der GST-Sialidase. Die affinitdtsgereinigte GST-Sialidase aus
Fermentation 1 wurde mittels Q Sepharose FF lonenaustauschchromatographie und
Gelfiltration nachgereinigt, um hochreines Produkt zur Immunisierung herzustellen.
Mittels lonenaustauschchromatographie konnten aus 26,46 mg
affinitatschromatographisch gereinigter GST-Sialidase 4,43 mg Enzym aufgereinigt
werden. Die spezifische Sialidaseaktivitdt konnte nicht angereichert werden und die
Ausbeute betrug nur 16,7 %. Bei der lonenaustauschchromatographie ging ein Teil der
Sialidaseaktivitat verloren, ohne dal3 die spezifische Aktivitat dadurch angereichert
werden konnte. Mittels Gelfiltration wurden aus den GST-Sialidase-enthaltenden
Fraktionen der lonenaustauschchromatographie 770 pg hochreine GST-Sialidase
aufgereinigt. Die spezifische Aktivitat wurde dabei um das 3,5 fache angereichert. 60 %
der in den lonenaustauschchromatographie-Fraktionen vorhandenen Aktivitat wurden in
den vereinigten Gelfiltrations-Fraktionen nachgewiesen. Durch die Untersuchung der
einzelnen Fraktionen der Gelfiltration konnte die Aggregatbildung des GST-Sialidase
Fusionsproteins bestatigt werden. Die hochreine GST-Sialidase wurde zur Herstellung

eines polyklonalen Antiserums eingesetzt.

Charakterisierung der GST-Sialidaseaktivitat. Die  Enzymaktivitat — der
affinitatsgereinigten Sialidase aus Fermentation 2 wurde biochemisch mit Hilfe der
Inhibitoren Neu5Ac und Neu5Ac2en untersucht. Beide Inhibitoren sind in der Lage, die
Sialidaseaktivitat des Fusionsproteins zu hemmen, wobei die Inhibition der GST-
Sialidase durch Neu5Ac einer Endprodukthemmung entspricht. Durch 2 mM Neu5Ac
wurde die Aktivitat von 0,203 bh GST-Sialidase um ca. 20 % reduziert.

Bei einer Konzentration von 0,5 mM Neu5Ac2en konnte eine Verringerung der
Aktivitat von 0,203 n GST-Sialidase um ca. 75 % gemessen werden. Neu5Ac2en
hemmt die Sialidaseaktivitat sehr viel effektiver als Neu5Ac. Inhibitorkonzentrationen

von 0,1 mM Neu5Ac2en sind bereits ausreichend, um die Aktivitat um ca. 50 % zu
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reduzieren. Diese Daten stimmen mit veroffentlichten Untersuchungen der
cytosolischen Ratten-Sialidase Uberein, wonach sowohl Neu5Ac als auch Neu5Ac2en
die Aktivitat der cytosolischen Sialidase aus Rattenleber hemmen, Neu5Ac2en aber um

ein Vielfaches effektiver inhibiert.

Charakterisierung der Sialidasespezifitat. Die Spezifitat der affinitatsgereinigten
GST-Sialidase aus Fermentation 2 wurde mit Hilfe von Gangliosiden aus humanen
Granulozyten untersucht. Granulozyten Ganglioside besitzen Lipid-gebundene terminal
sialylierte Neolacto-Typ II-Oligosaccharid-Sequenzen, die auch Protein-gebunden in
Glykoproteinen vorkommen. Die Spezifitdten Vidn choleraeNeuraminidase und der
GST-Sialidase gegenuber den Substraten wurden miteinander verglichen. Bei einer
Aktivitat von 3,2 nJ / ml Enzym konnten die korrespondierenden Asialoganglioside
der Neolactoserie-Ganglioside *d-Neu5Ac-nLaCer, I\f-a-Neu5Ac-nLgCer und
VI3-a-Neu5Ac-nLgCer bei beiden Enzymen nachgewiesen werden, d.h. beide Enzyme
sind in der Lage, sowoh(2,3)- als auchu(2,6)-sialylierte Neolactoserie-Ganglioside

zu hydrolysieren. Wurden nur 0,8ufml Enzym eingesetzt, zeigte die GST-Sialidase
im Gegensatz zulN. cholerae Neuraminidase eine deutliche Praferenz gegeniber
a(2,3)-sialylierten Neolactoserie-Gangliosiden. Im Hinblick auf die Desialylierung von
Glykoproteinen laf3t sich daraus schlie3en, dal3 die GST-Sialidase sof2@3) als

auch a(2,6)-sialysierte Oligosaccharidketten an Glykoproteinen desialylieren kann,

wobei bevorzugti(2,3)-gebundene terminale Sialinsauren abgespalten werden.

Herstellung polyklonaler Antikorper gegen GST-Sialidase. Hochreine GST-
Sialidase aus der Feinreinigung wurde als Antigen eingesetzt, um in Huhnern
polyklonale Antikdrper herzustellen. Es wurde durch Erstimmunisierung mit der
hochreinen GST-Sialidase und Nachimmunisierung mit affinitatsgereinigtem GST-
Sialidase Fusionsprotein ein Immunserum hergestellt, das spezifisch mit der GST-
Sialidase reagiert. Eine Kreuzreaktion mit Proteinen aus€denli M15 pREP4 Zellen

fand nicht statt. Die Versuche zeigten, dald sich das hergestellte Immunserum fir den

spezifischen Nachweis der GST-Sialidase einsetzen lal3t.
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kDa

min
mg
mi
mM
mm
NI
nm
oD

Pg
sec

Mikroliter
Mikrogramm
Grad Celsius
Zentimeter
Quadratzentimeter
Tag

Extinktion
Gramm
Gravitationsbeschleunigung
Stunde
Kilobasen
Kilodalton

Liter

molar, mol I*
Minute
Milligramm
Milliliter
Millimolar
Millimeter
Normliter
Nanometer
optische Dichte
Picogramm
Sekunden
Unit, pmol min?
Umdrehung
Volt
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AG
AG
AK
AL
amg
Asn
Asp
ATCC
AT IIl, rh AT 1l
BCIP
bla
BPB
BSA
bzw.
C

ca.
CacCb
cat
CBP
CPMP
CHO
Cl
CO,
CusQ
DC
DEPC
d.h.
DHFR
DMEM
DNA
cDNA
E. coli
EDTA
ELISA
EMB
EPO, rh EPO
EtBr
et al.
FCA
FCS
FDA
Fuc
Gal

Aktiengesellschaft

Arbeitsgruppe

Antikorper

Alkalische Lyse

Ampicillinresistenzgen

Asparagin

Aspartat

American Type Culture Collection (engl.)
An tithrombinlll, rekombinantes humanes ftnrombin IlI
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
Ampicillinresistenzgen

Bromphenolblau

Bovine serum albumin (engl.)
beziehungsweise

Kohlenstoff

circa (lat.)

Kalziumchlorid
Chloramphenicolresistenzgen

Calmodulin binding protein (engl.)
Commitee for Proprietary Medical Productions (engl.)
Chinese hamster ovary (engl.)

Chlor

Kohlendioxid

Kupfersulfat

Dunnschichtchromatographie
Diethylpyrocarbonat

das heif3t

Dihydrofolatreduktase

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (engl.)
Desoxyribonucleic acid (engl.)
complementary DNA (engl.)

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Enzyme-linked immuno-sorbent assay (engl.)
Eosin-Methylenblau

Erythropoietin, rekombinantes humanes Erythropoietin

Ethidiumbromid

et aliis (lat.)

Freund’s complete adjuvant (engl.)

Fetal calf serum (engl.)

Food and Drug Administration (engl.)
Fukose

Galaktose
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GalNAc
Glc
GIcNACc
GP63
GPI
GSL
GST
GuSCN
H

HzOz
HiPO,
HC I, rh HC 1l
HCI

His
HPTLC
[¢

INF, rh INF
IPTG
ISB

kar

KCI
KH.PO,
lac

laclq
lacZa
LB

LMW
Man
MBP
mcs
MEM
MG
MgCl,
MOPS
MUF
MuLV

N

NaCl
NapHCOs
NapHP O,
NaNs
NaOH
NBT
Neu5Ac
Neu5Ac2en
Neu5Gc
NTA
NTP

O

N-Acetyl-Galaktosamin

Glukose

N-Acetyl-Glukosamin

Leishmanolysin

Glykosyl Phosphatidylinositol
Glykosphingolipide

Glutathion S-Transferase
Guanidiniumthiocyanat
Wasserstoff
Wasserstoffperoxid

Phosphorsaure

Heparin Cofaktor Il, rekombinanter humaner Heparin Cofaktor Il
Salzsaure

Histidin

High performance thin-layer chromatography (engl.)
Immunglobulin

Interferon, rekombinantes humanes Interferon
Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid
Informations Sekretariat Biotechnologie
Kanamycinresistenzgen
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Laktosepromotor

Repressorgen des Lactoseoperons
Gen fur 3-Galaktosidase
Lennox Broth (engl.)
Low molecular weight (engl.)

Mannose

Maltose binding protein (engl.)

Multiple cloning site (engl.)
Modified Eagle's Medium (engl.)
Molekulargewicht

Magnesiumchlorid
3-N-Morpholino-Propansulfonséure
Methylumbelliferon
muriner Leukamievirus

Stickstoff

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumazid

Natronlauge

Nitro Blue Tetrazolium (engl.)
N-Acetylneuraminsaure
2-Deoxy-2,3-Dehydro-N-Acetylneuraminsaure
N-Glykolylneuraminséaure
Nitrilotriacetic acid (engl.)
Nucleosidtriphosphat (Nucleotid)
Sauerstoff
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ori
PAGE
PAO
PBS
Pfu
pH

PMSF
PolyA
I:)tag

Q

RNA, mRNA

RT

RT PCR
S

SAP
SDS
Ser

Sf9

SFP
TAE

tag

Taq
TFB
TCA
Thr

tPA, rh tPA

trp
Tris
TSH
TYM
us
USA
uv
U.N.
V. cholerae
z.B.
ZnC|2

Origin of replication (engl.)
Polyacrylamidgelelektrophorese

Phenylarsenoxid

Phosphate buffered saline (engl.)

Pyrococcus furiosus

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Polymethylsulfonylfluorid

Polyadenin

modifizierter Lactosepromotor

guarternares Ammonium

Ribonucleic acid (engl.), messenger ribonucleic acid
Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaction (engl.)
Schwefel

Shrimp Alkaline Phosphatase (engl.)
Sodiumdodecylsulfat

Serin

Zellinie aus Raupen der Schmetterligg®doptera frugiperda
Specific pathogen free (engl.)

Tris-Acetat-EDTA

modifizierter Lactosepromotor

Thermus aquaticus

Transformation buffer (engl.)

Trichloressigséaure

Threonin

Tissue Plasminogen Activator (engl.),
rekombinanter humaner Tissue Plasminogen Activator
Tryptophanpromotor
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Thyroid stimulating hormone
Trypton Yeast Medium (engl.)

United States (engl.)

United States of America (engl.)

Ultraviolett

uber Nacht

Vibrio cholerae

zum Beispiel

Zinkchlorid
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