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Abkurzungen

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

C. histolyticum Clostridium histolyticum

DNA Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FALGPA 2-Furanacryloyl-L-Leucylglycyl-L-Prolyl-L-Alanin
Xg relative Erdbeschleunigung (1xg = 9,8m/s?)
GuHCI Guanidiniumhydrochlorid

His Histidin, hier meist kurz flr poly-His (z. B. His-Tag)
HLA Human Leukocyte Antigen

HRP Horseradish Peroxidase (Meerettichperoxidase)
IPTG Isopropyl-D-Thiogalactopyranosid

Kan Kanamycin

kb Kilobasenpaare

NKT Natdrliche Killer-T-Zellen

NTA Nitrilotriessigsdure

oD Optische Dichte

ORF Offenes Leseraster

PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsdure)

SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED Tetramethylethylendiamin

U Unit

Zn Zink



1. Einleitung

Der Diabetes mellitus ist eine Volkskrankheit, deren Folgen eine gravierende Belastung fiir
den einzelnen Patienten sind und grof3e finanzielle Anforderungen an das Gesundheitswe-
sen stellen. Der Diabetes ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die mit Hypergly-
kimie einhergeht'. Man unterscheidet in erster Linie zwischen dem Typ 1 und Typ 2 Dia-

betes mellitus.

Der Typ 1 Diabetes beruht im Wesentlichen auf Autoimmunvorgingen, die gegen Antige-
ne der insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhansinseln des Pankreas gerichtet sind
und diese zerstoren. Die Ursachen fiir das Auftreten der Krankheit sind immer noch nicht
vollstindig gekldrt. Teilweise scheinen genetische Faktoren eine Rolle zu spielen; Triager
der HLA-Allele HLA-DR3 und HLA-DR4 haben eine erhohte Disposition fiir Diabetes
mellitus Typ 1*°. Es gibt auBerdem Hinweise, dass beim Typ 1 Diabetes wie auch bei an-
deren Autoimmunerkrankungen eine verminderte oder auch {liberschieBende Aktivitét einer
bestimmten Population von Natiirlichen Killer-T-Zellen (NKT) mit einem invarianten
Vo24-Jal8 Rearrangement, sogenannten Vo24iNKT vorliegt'. Man geht davon aus, dass
zur Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 eine Stérung im Sekretionsmuster der durch
diese NKT-Zellen sezernierten Zytokine und eine damit verbundene Verdnderung der Ak-

tivierung oder Supprimierung anderer Zellen des Immunsystems vorliegt™ °.

Der Typ 2 Diabetes ist eine heterogene Erkrankung mit komplexer Atiologie und Pathoge-
nese’. Atiologisch geht man bei dieser Erkrankung unter anderem von einer genetischen
Komponente aus, die jedoch noch nicht vollstindig bekannt ist*'°. Drei pathophysiologi-
sche Storungen kennzeichnen dieses Krankheitsbild: die gestorte, bzw. verminderte Insu-
linsekretion, eine Insulinresistenz, das hei3t eine verminderte Insulinwirkung an den peri-
pheren Zielorganen, v. a. an Leber- und Muskelzellen, sowie eine gesteigerte hepatische

Glucoseproduktion'"" '%.

Insgesamt beurteilt man die Entstehung der unterschiedlichen Formen des Diabetes als
multifaktoriell, es wird ein Zusammenspiel aus genetischer Disposition, Umweltfaktoren
und Lebensgewohnheiten angenommen'. Neuesten Schitzungen zufolge belduft sich die

Zahl aller Diabetiker in Deutschland auf etwa acht Millionen Menschen. Die wichtigsten



Folgeerkrankungen entstehen im Wesentlichen auf dem Boden einer Mikro- und Makroan-
giopathie. So haben Diabetespatienten ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankun-
gen' ' diabetische Nephropathie bis hin zum terminalen Nierenversagen'> '®, diabetische
Neuropathie, eine Schiadigung des gesamten Nervensystems'’, die bei vielen Patienten auf
Dauer eine Extremititenamputation unumgénglich macht und die Retinopathie'®, die die

vollige Erblindung des Patienten zur Folge haben kann.

Therapeutische Ansétze zur Behandlung eines manifesten Diabetes mellitus schlieen eine
Vielzahl von Maflnahmen ein, wie Didt, korperliche Aktivitit, medikamentose Therapie
mit unterschiedlichen Ansitzen sowie die Prophylaxe von Komplikationen" '**%. Zukiinf-
tige Therapieansitze zur Behandlung der insulinabhéngigen Diabetesformen sind Insulin-
pumpen, die mit Sonden zur kontinuierlichen Blutzuckermessung ausgestattet sind und

entsprechend den gemessenen Werten addquat Insulin abgeben konnen (z. B. ,,Ulmer Zu-

23, 24

ckeruhr ). Insulinpumpen ohne implantierbaren Glucosesensor werden bereits, vor

allem bei jungen Diabetikern, angewendet”> *°

27, 28

. In klinischer Erprobung befinden sich inha-
lierbare Insuline . Die Stammzelltherapie, bei der aus undifferenzierten somatischen
Stammzellen bestimmte Gewebetypen ausdifferenziert und transplantiert werden sollen,
befindet sich beziiglich der Behandlung des Diabetes mellitus noch in den Anfangsstadien

29, 30

der experimentellen Forschung” °". Die Pankreastransplantation, die meist in Kombination

mit einer Nierentransplantation durchgefiihrt wird, ist noch mit einigen Unwégbarkeiten,

. . 1-
vor allem der lebenslangen Immunsuppression der Patienten verbunden® ™.

Eine wichtige Option im Rahmen der Organtransplantation stellt die Xenogene Transplan-
tation®®, die Transplantation von Organen zwischen verschiedenen Spezies dar. Diese Form
der Transplantation ist allerdings mit Problemen aus den verschiedensten Bereichen behaf-
tet. In erster Linie sind fiir die Xenotransplantation Spendertiere von Nutzen, die eine hohe
anatomische, physiologische und immunologische Kompatibilitdit zum Menschen aufwei-
sen. Spendertiere der ersten Wahl wiren damit vor allem Schimpansen. Diese Tatsache
wirft jedoch viele ethische Fragen auf. Schweine, bei denen die Organspende nicht mit
solch ausgeprigten ethischen Bedenken behaftet ist, werden derzeit favorisiert. Sie impli-
zieren als diskordante Spender jedoch unter anderem eine Reihe von immunologischen

Problemen mit konsekutiver Abstoungsreaktion.



Eine weitere Form der Xenotransplantation stellt die xenogene Transplantation von Organ-
teilen, bzw. von Geweben dar. Der in unserer Arbeitsgruppe verfolgte Ansatz einer weite-
ren Therapieoption zur Behandlung des Typ 1 Diabetes ist die xenogene Inseltransplantati-
on’>?’. Diese Methode hat den Vorteil, dass der operative Eingriff im Vergleich zur Or-
gantransplantation in minimal invasiver chirurgischer Technik durchgefiihrt werden kann,
und somit eine viel geringere Belastung fiir den Patienten darstellt. Die AbstoBungsgefahr
und die damit verbundene Notwendigkeit einer lebenslangen Immunsuppression besteht
prinzipiell, wenn auch in geringerem Umfang, auch bei der Transplantation von Langer-
hansinseln®®. In geringerem Umfang deshalb, da bestimmte Formen der AbstoBung (hyper-
akute Form) ausschlieBlich bei der Transplantation vaskularisierter Organe, nicht aber bei
der Transplantation von (nicht vaskularisierten) Zellen auftreten’’. Andere Formen der
TransplantatabstoBung kommen jedoch ebenso bei der Transplantation von Zellen vor®.
Daher wurden im Rahmen unseres Forschungsprojekts Alginatkapseln entwickelt, mit de-
nen die Langerhansinseln vor Transplantation verkapselt werden. Sie werden so vom Im-

munsystem des Empfingers abgeschirmt und vor den AbstoBungsreaktionen geschiitzt*' ™.

Die Aufreinigung der Langerhansinseln vor Transplantation, das heifit die saubere Tren-
nung des endokrinen vom exokrinen Gewebe, ist von entscheidender Bedeutung fiir die

spitere Vitalitit der Zellen und auch deren optimale Verkapselung®™>°

. Die vorliegende
Arbeit beschiftigt sich mit der Aufreinigung von Langerhansinseln zur Verkapselung und
Transplantation im Tiermodell. Fiir den Aufreinigungsprozess der Langerhansinseln wer-
den in der Regel kommerzielle Kollagenasen, bzw. Kollagenasegemische verwendet, deren
Anwendung mit zum Teil erheblichen Problemen behaftet ist. Diese sollen im Folgenden

nidher erldutert werden.

Kollagenasen sind Enzyme, die das wichtigste Protein der extrazelluldren Matrix, das Kol-
lagen, abbauen. Dabei erkennen die Kollagenasen bestimmte Aminosduresequenzen und
schneiden sie sequenzspezifisch®'. C. histolyticum, ein hochpathogenes Bakterium, das den
sogenannten Gasbrand erzeugt, produziert eine Vielzahl verschiedener Kollagenasen als
Pathogenititsfaktoren™. Mit diesen Kollagenasen zerstért es die Bindegewebsbarrieren des
Wirtsorganismus. Mikroorganismen besitzen im Gegensatz zu vielzelligen Eukaryoten
kein Kollagen und sind damit gegeniiber dem enzymatischen Verdau durch Kollagenasen

unempfindlich™.



Neben den bakteriellen Kollagenasen gibt es auch eukaryontische Kollagenasen, die das
Wachstum und die Umbildung des Kollagens im Bindegewebe beeinflussen®®. Sie sind
strukturell von den bakteriellen Kollagenasen verschieden und wurden bisher nicht fiir die
Isolierung von Langerhansinseln - wohl hauptsidchlich aus Kostengriinden - eingesetzt. Die
Aktivitdt dieser Gewebskollagenasen wird durch spezifische Hemmproteine gesteuert.
Bisher wurden fiir die Isolierung der Langerhansinseln kommerziell hergestellte Kollage-
nasegemische verwendet™, die aus Clostridienkulturen gewonnen werden’®”®, Das Prob-
lem der kommerziell erworbenen Kollagenasegemische ist, dass sie sehr teuer sind und
deutliche Qualitdtsschwankungen innerhalb der Chargen aufweisen. Auch der Reinheits-
grad der kommerziellen Kollagenasegemische ist hiufig unzureichend®” ®°. Um diese Prob-
leme zu vermeiden, befasst sich diese Arbeit damit, eine Kollagenase rekombinant in E.

coli zu exprimieren46. Dabei wurde die im Folgenden dargelegte Strategie verfolgt:

Bei der Isolierung von Langerhansinseln aus dem porzinen Pankreas hat sich in unserer
Arbeitsgruppe eine sogenannte ,,Fraktion C* erfolgreich bewéhrt. ,,Fraktion C* ist ein Ge-
misch aus hauptsichlich zwei Kollagenasen®'. Eine davon wird durch das Gen baa (Gen-
bank: baa 77453) aus C. histolyticum kodiert. Als Expressionsvektor wurde pET38 der
Firma Novagen ausgewdhlt, der folgende Eigenschaften und Vorziige aufweist: Der Vektor
pET38 ermdglicht die kontrollierte Expression unter dem T7 lac Promotor und eine schnel-
le Aufreinigung des Expressionsprodukts mittels zweier ,,tag” Sequenzen am C-terminalen
Ende. In normalen, zur Klonierung verwendeten Bakterienstimmen kommt es zu keiner
oder nur zu einer extrem geringen Expression des klonierten Gens, da sie nicht iiber die
Phagen T7 RNA Polymerase verfiigen, die an den T7 lac Promotor bindet. Zudem wird die
Expression durch den lac Repressor, der an den T7 lac Promotor bindet, unterbunden. Der
lac Repressor wird von den meisten Bakterienstimmen exprimiert, zudem kann der Vektor
pET38 auch selbst den lac Repressor exprimieren, da er ebenfalls {iber das lac I Gen fiir

den lac Repressor verfiigt®.



IPTG Induction

v

E. coli RNA
polymerase

IPTG Induction

v

T7 RNA
polymerase

‘ 17 gene 1 | Target gene

T7 RNA polymerase |

> I x:C § \l

[ —> —> |

Jios ] lac o 7 I | | lac o %

| ~_fac promoter // \\\T7 promaoter P

| i i INACTIVE B v

1

i

lac
repressor

lac | gene —

=27
!

17 lysosyme

|
| pLysS
orE
17 lysozyme —
gene

HOST CGELL

E. coli genome

Abbildung 1: Induktion im pET System. (Quelle: Novagen)

Um eine Expression von pET38 zu induzieren, muss das Plasmid in Bakterienstimme ein-
gebracht werden, die liber das T7 RNA Polymerase Gen verfiigen (Abb. 1). Dies wird in
der Regel durch eine Infektion der Bakterien mit dem lysogenen Phagen ADE3 erreicht,
der das Gen fiir die T7 RNA Polymerase unter Kontrolle des lacUV5 Promotors tragt. Da
es sich um einen lysogenen Phagen handelt, wird das Phagengenom stabil in das bakteriel-

le Genom integriert™.

Wie der T7 lac Promotor tragt auch der lacUVS Promotor eine Bindungsstelle fiir den lac
Repressor und ist daher normalerweise inaktiv. Unter physiologischen Bedingungen bindet
Lactose an den lac Repressor und verhindert dadurch die Bindung an den Promotor, und es
kommt zur Genexpression (Umstellung von Glucose- auf Lactosestoffwechsel). Zur Ex-
pression unter Laborbedingungen wird die Lactose durch IPTG (Isopropyl-D-Thio-
galactopyranosid) ersetzt. Nach Zugabe von IPTG lost sich der lac Repressor von den
Promotoren, die T7 RNA Polymerase kann von der DE3 Genkassette exprimiert werden
und an den Promotor T7 lac in pET38 binden®. Da es sich um einen Phagenpromotor han-
delt, kommt es zu einer sehr starken Expression, die bis zu 50% der gesamten Proteinpro-

duktion erreichen kann. Dieses Expressionssystem vereint auf einmalige Weise eine ex-



trem stringente Expressionskontrolle (zur Vermeidung der Expression eventuell toxischer

.. . . 62
Genprodukte) mit einem sehr hohen Expressionsniveau™.

Um das gewiinschte Gen in den Vektor pET38 klonieren zu konnen, besitzt er zwischen
dem Promotor und den ,tag® Sequenzen eine ,,multiple cloning site”. Sie zeichnet sich
durch eine Anreihung von singulédren, nicht iiberlappenden Restriktionsschnittstellen aus,
die eine gerichtete Klonierung erheblich vereinfachen. Zwischen Promotor und ,,multiple
cloning site* befindet sich weiterhin eine Signalsequenz, die zur Sekretion des exprimier-
ten Proteins fiihren soll (Abb. 2). Normalerweise befindet sich das exprimierte Genprodukt
in den Bakterien selbst, mit der Signalsequenz konnte aber das rekombinante Protein in das
Medium abgegeben werden. Dies wiirde die Aufreinigung erheblich erleichtern und spéter
eine ,,continous flow* Kultur zur Massenproduktion des Genprodukts ermdglichen. Das
rekombinante Gen wird mit den Genen CBDcexeTag und HiseTag verlidngert. Das rekom-
binante Protein wird dann als Fusionsprotein aus der klonierten Kollagenase und den bei-
den ,tags“ CBD (,,cellulose binding domain*) und Poly-Histidin (His) exprimiert. Dieses
Fusionsprotein kann mittels Affinitdtschromatographie liber Celluloseséulen (iiber die ,,cel-
lulose binding domain®) oder Ni*" (Poly-His bindet an Nickelionen) schnell und schonend
aufgereinigt werden. Soweit notig konnen die ,,tags* mit Thrombin auch wieder entfernt

werden®?.

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung einer Kollagenase zur Isolierung von Langerhansin-
seln, die konstant eine gute Qualitdt aufweist, einen hohen Reinheitsgrad besitzt und dabei

kostengiinstig und mit mdglichst geringem Aufwand produziert werden kann.



2. Material und Methoden

2.1. Materialien

= Pufferlésungen, Medien und sonstige Chemikalien

Einfrierlosung

65% Glyzerin (v/v)
0,1M MgSOq4

25mM Tris-Cl, pH 8,0

LB-Medium

Invitrogen

[vormals Life Technologies —
vormals Gibco BRL]

20g auf 11 H,O

15min bei 121°C autoklavieren

Ttfbl

30mM Kaliumacetat
50mM MnCl,
100mM KCl

10mM CaCl,

15% Glycerol

10x Puffer 2 fiir Restriktionsverdau

New England Biolabs (NEB)
50mM NaCl

10mM Tris-HCI

10mM MgCl,

ImM Dithiothreitol (pH 7,9 bei 25°C)]

TYM

2% Bacto-Trypton
0,5% Bacto Hefeextrakt
0,IM NaCl

0,01M MgCl,

15min bei 121°C autoklavieren

Tfbll

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

10mM KCl

15% Glycerol

Sonstige Restriktionspuffer

New England Biolabs (NEB)




TBE (Tris/Borat/EDTA) TAE (Tris/Acetat/EDTA)

Arbeitslosung, pH 8,0: Arbeitslosung, pH 8,5:
89mM Tris-Base 40mM Tris-Base
89mM Borsiure 40mM Essigsdure
2mM EDTA ImM EDTA

Saulenpuffer UBT pH 8.0
20mM HEPES

0,5M NaCl

0,lmM EDTA

0,1% TritonX 100

1M Phosphatpuffer pH 8.0
18,2ml 1M KH,PO,
81,8ml 1M Na,HPO,

Diese Stammlosung wurde verwendet um die folgenden verdiinnten Phosphatpuffer zu

erstellen:

Lysepuffer

Harnstoff-Lysepuffer GuHCI-Lysepufter

100mM Phosphatpuffer pH 8,0 100mM Phosphatpufter pH 8,0
10mM Tris-Cl 10mM Tris-Cl

8M Harnstoff 6M Guanidiniumhydrochlorid
pH 8,0 pH 8,0

Imidazol-Lysepuffer

50mM Phosphatpuffer pH 8,0
300mM NacCl

10mM Imidazol

pH 8,0




Waschpuffer
Harnstoff-Waschpuffer

8M Harnstoff

100mM Phosphatpuffer 8,0
10mM Tris-Cl

pH 6,3

Elutionspuffer
Harnstoff-Elutionspuffer

8M Harnstoff

100mM Phosphatpuffer
10mM Tris-Cl

pH 4,5

10x B-Agarase-Puffer
NEB

Master I PCR
Advanced Biotechnologies Ltd.

Laemmli Puffer (5x Ladepuffer)

6,25¢g Tris (0,125M)

5,75ml 85% Glycerin (10%)
11,5ml 10% SDS

0,77g Dithiothreitol (DTT)
20 ml H,O

10x Laufpuffer fiir SDS-PAGE
0,25M Tris

1,92M Glycin

10g SDS

auf 11 H,O (pH nicht einstellen)

Imizadol-Waschpuffer
50mM Phosphatpuffer
300mM NacCl

20mM Imidazol

pH 8,0

Imidazol-Elutionspuffer
50mM Phosphatpuffer
300mM NaCl

250mM Imidazol

pH 8,0

Ligase-Puffer 10x
NEB

Extensor I Puffer

Advanced Biotechnologies Ltd.

Tricin-Puffer
50mM Tricin
10mM CaCl,
400mM NaCl
pH 7.5

Acrylamid-Ldsung 40%

Amresco

Bis-Acrylamid-Losung 2%

Amresco



Transferpuffer TBS

25mM Tris*HCI, pH 8,3 100mM Tris*HCI, pH 7,5
150mM Glycin 150mM (0,9%) NaCl
TBS-Tween

20mM TrisHCI, pH 7,5

500mM NaCl

0,05% (v/v) Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, Sigma P1379)

DAB-Losung
100mM TriseHCI, pH 7,4

0,8mg/ml Diaminobenzidin (DAB)
3,2mM NiSOy4
0,009% H,0, (7,5ul 30% H,0, auf 25ml)

=  Primer

Sigma, ARK, Synthesemal3stab 10nmol, HPLC aufgereinigt, Sequenzen siche 2.2.2.2.

= Antibiotika
Kanamycin
Ampicillin
Merck

= Bakterienstimme
Escherichia coli
- Novablue (DE3)
- Tuner (DE3)
-  HMS174 (DE3)
- BL21 (DE3)
- BL21 Lys (DE3)

Novagen
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= Enzyme und andere Proteine
Restriktionsenzyme
Nhel, Xhol, Ndel
NEB

B-Agarase [
NEB

Master-Mix 2
Enzymmix fiir PCR
Advanced Biotechnologies Ltd.

» Plasmide und sonstige DNA
Vektor pET38

Novagen

= DNA- und Protein- Léangenstandards
Marker Gelelektrophorese
GeneRuler® MBI Fermentas, 1kb DNA
Ladder (Konz.: 0,1mg)

BenchMark™ Protein Ladder

Gibco/Invotrogen

6xHis Protein Ladder

Qiagen

= Nukleotide
Master Mix 1
Advanced Biotechnologies Ltd.

Bovines Serumalbumin
(BSA, 10mg/ml)
Merck

T4 DNA Ligase
NEB

Clostridium histolyticum DNA
Stamm DSM 2158 (100ng/ul)

Lambda DNA-Hind III Digest
NEB

Prestained Protein Ladder 10-160kD

MBI Fermentas

11



= Kijts
QIAquick PCR Purification Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen

=  Gerate

Geldokumentation: Imagemaster VDS

Pharmacia Biotech

Transformator

Biometra Standard Power Pack P25

Elektrophoresegerit Easycast™

Owl Separation Systems

(GelmalBe: bxl [cm] =9x11)

Geltrockner fir Minigele

Biometra

(30x40 drying area; 30°C-110°C)

Photometer
Ultrospec 2000

Pharmacia Biotech

= Software
FALGPA Assay

Swift Reaction Kinetics

Pharmacia Biotech

Heizblock
Biometra Thermoblock TB1

PCR-Gerit (Cycler)
MWG Biotech Primus 96 plus

Minigel/SDS-PAGE Gerit

Biometra

(GelmaBe: bxl [cm] = 8,6x7,7)

Homogenisator

Bandelin Sonopuls HD2070
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= Sonstiges
Agarose
NuSieve GTG
Seakem LE Agarose
FMC BioProducts

Coomassie Brilliant Blau G250 Tabletten
Merck

Pro-Q™ Sapphire 365 Oligohistidine Gel

Molecular Probes/Invitrogen

Sypro Orange. Red & Tangerine

Protein Gel Stains

Molecular Probes/Invitrogen
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2.2. Methoden

2.2.1. Bakterien

2.2.1.1. Lagerung und Aufzucht

Bakterien (Novagen) werden in 100ml LB Medium kultiviert und 2ml Kultur aus der
Wachstumsphase oder 1ml Kultur aus der stationdren Phase werden mit 1ml Einfrierlosung
vermischt und bei -80°C in 1,5ml Mikrozentrifugenréhrchen gelagert. Zur Aufzucht wer-
den die GefiBe kurze Zeit auf Eis gelegt, und mit einer sterilen Ose wird etwas des gefro-
renen Mediums abgekratzt. Das Medium wird mit einem 3-Osen-Ausstrich auf einer LB-
Agar-Platte verteilt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Einzelne Kolonien werden in 2ml
LB Medium in 20ml GefdBBen unter Schiitteln bei 37°C kultiviert. Diese 2ml werden zur
Beimpfung groferer Mengen Medium verwendet. Alternativ kann auch ein ganzes 1,5ml
Gefidll mit eingefrorenen Bakterien aufgetaut und zur Beimpfung von 0,5-11 LB Medium

verwendet werden.

2.2.1.2. Kompetente Bakterien

Bakterien werden auf einer LB-Agar-Platte mit 10mM MgCl, ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Eine Kolonie wird in 5Sml TYM Medium in einem 125ml Kolben
unter Schiitteln bei 37°C fiir 2h inkubiert. Die Bakterien werden in 100ml frisches TYM
transferiert und unter Schiitteln fiir 2-3h bei 37°C inkubiert bis die optische Dichte 0,5 be-
tragt (Wellenldnge A = 550nm). Die Bakterien werden in zwei 50ml Zentrifugenréhrchen
fiir 10min bei 800xg pelletiert. Die Pellets werden in 30ml Tfbl pro 100ml Startvolumen
resuspendiert und fiir 5-120min auf Eis gestellt (30min fiir Novablue). Die Bakterien wer-
den mit 800xg fiir 8min bei 4°C in der Zentrifuge pelletiert und in 4ml TtbIl pro 100ml
Startvolumen resuspendiert. Je 0,2ml Bakteriensuspension werden in 1,5ml Mikrozentrifu-
genrdhrchen aliquotiert, im Trockeneis-Alkoholbad schockgefroren und bei -80°C gela-

gert.
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2.2.2. Klonierung

2.2.2.1. Vektor

2.2.2.1.1. Verdau

Pipettierschema: 10ul Vektor pET38 (13nM)
1ul Restriktionsenzym Nhel (25.000U/ml)
bzw. Restriktionsenzym Xhol (20.000U/ml)
4ul 10x Puffer 2 fiir Restriktionsverdau
4ul Bovines Serum Albumin (Img/ml)
21ul HO

Es werden nach obigem Pipettierschema 2 Ansétze mit insgesamt je 40ul in je einem 1,5ml
Mikrozentrifugenrdhrchen vorbereitet. Dann werden je 30ul aus jedem Ansatz in ein 1,5ml
Mikrozentrifugenrohrchen zusammengegeben. Alle 3 Ansdtze (2x 10ul mit Nhel bzw.
Xhol und 1x 60ul mit Nhel und Xhol) werden im Wasserbad bei 37°C fiir 1h inkubiert.
Der Restriktionsverdau mit nur einem Restriktionsenzym wird zur Kontrolle des vollstin-
digen Verdaus verwendet und gibt gleichzeitig Hinweise iiber das Vorliegen des Plasmids

in der erwiinschten Form mit jeweils einer Schnittstelle fiir Nhel und Xhol.

2.2.2.1.2. Trennung und Isolierung

Die Fragmente werden auf einem 0,8% Agarose-Gel in TAE Puffer und Ethidiumbromid
(1:5.000.000) aufgetrennt (Seakem® LE Agarose, GelgroBe 9x11cm, 100V, ca 1h). Vor der
gewiinschten Bande wird ein Stiick Gel mit einem Spatel herausgenommen, die Liicke
wird mit fliissiger 0,5% NuSieve GTG Agarose in TAE Puffer gefiillt und das Gel zum
Verfestigen der NuSieve Agarose in den Kiihlschrank gestellt. NuSieve GTG Agarose be-
sitzt einen sehr niedrigen Schmelzpunkt (,,low melt Agarose), kann bei der verwendeten
niedrigen Konzentration abpipettiert werden und erleichtert die spdtere Isolierung der
DNA. Die Elektrophorese wird fortgesetzt, bis sich das Fragment vollstindig in der Nu-
Sieve GTG Agarose befindet (Kontrolle unter UV Licht). Mit einer Pipette wird die Bande
herausgesaugt und ihr Volumen im 1,5ml Mikrozentrifugenréhrchen bestimmt. Ein Zehn-
tel des bestimmten Volumens wird 10x -Agarase-Puffer zugegeben, 10min auf 65°C er-

hitzt (Heizblock) und 5min im Wasserbad bei 40°C gekdihlt.
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2ul 10x B-Agarase-Puffer

2ul B-Agarase (1U/200ul)

in 16pul H,O
werden auf 40°C vorgeheizt und der geschmolzenen Agarose zugegeben. Die Agarose
wird fiir 1h bei 40°C im Wasserbad verdaut. Danach werden 10% des Volumens 3M Nat-
riumacetat zugegeben, 15min auf Eis gekiihlt und 15min bei 16.000xg zentrifugiert (zum
Abtrennen unverdauter Agarose). Der Uberstand wird mit dem doppelten Volumen 100%
Isopropanol versetzt, wodurch die DNA ausfillt. Nach Zentrifugieren (1min bei 16.000xg)
wird das Pellet mit 1ml 70% Isopropanol gewaschen, gemischt, wieder zentrifugiert; der
Uberstand wird abgenommen, man lisst das Pellet an der Luft trocknen und 16st es in 40ul

10mM Tris (pH 7,4) auf.

2.2.2.1.3. Quantifizierung

Die zu bestimmende DNA wird zusammen mit 1pul und 5Spul HindIIl verdauten A-Phagen
DNA (100ng/pl) mit einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Durch Vergleich der
Intensitdten der Ethidiumbromid gefarbten Banden unter UV Licht kann die Konzentration

der DNA bestimmt werden.

2.2.2.2. Amplifizierung mit PCR
Primer sind Oligonukleotide mit einer Lidnge von meist 18-30 Basen, die zu den Anfangs-
und Endsequenzen der mit PCR zu vervielfiltigenden DNA komplementér sind. Die Pri-
mer wurden aufgrund der publizierten C. histoloyticum Kollagenasesequenzen (Genbank
Accession Numbers: D87215 und AB026889) entworfen.

I

5" TGGTATTAAGGGGGTGATTG Sbaa

3": GGTGGTGCCTTCGGAAAGAT 3baa

Produkt: 3935bp

I

5": nnngctagcTATCGCTTATGATTAAGACT Sbaanhe
3": nnnctcgag TTTATTTACCCTTAACTCAT 3baaxho
Produkt: 3042bp
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Anmerkung: n steht fiir ein beliebiges Nukleotid, wobei bei der Synthese jedes der vier
moglichen Nukleotide in gleicher Menge zugegeben wird. Diese nnn Sequenzen sind fiir
die Restriktionsenzyme notwendig (s. u.), da sie einen gewissen Uberhang von der Restrik-
tionsschnittstelle brauchen, um schneiden zu konnen. Sequenzen in GroBSbuchstaben sind

komplementir zur publizierten Kollagenasesequenz.

Fiir die PCR wurde das Extensor Long PCR System der Firma Advanced Biotechnologies
verwendet.
Pipettierschema: 3,5ul Polymerase-Mix (Nukleotide; 20mM)

1,5ul 5° Primer (15uM)

1,5ul 3° Primer (15uM)

Sul Master I (Puffer)

36,5ul H,O

1ul DNA

1ul Polymerasegemisch

1. PCR: Primer: 5baa, 3baa, DNA: genomische C. histolyticum DNA (2,5ul, = 100ng/pul,
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSM 2158).

2. PCR: Primer: 5baanhe, 3baaxho, DNA: 1ul der vorherigen PCR.

Fiir die hier durchgefiihrte Expressionsklonierung sind die Primer automatisch durch den
Anfang und das Ende des offenen Leserasters vorgegeben (Primer Sbaanhe, 3baaxho).
Beide Primer zeichnen sich aber durch einen {iberdurchschnittlich hohen Gehalt der Basen
Adenin (A) und Thymin (T) aus, der fiir eine PCR nicht wiinschenswert ist (niedrige
Schmelztemperatur, Gefahr von Schleifenbildung oder Primerhybridisierung, Gefahr von
Fehlhybridisierung, da AT reiche Sequenzen hiufig in Genomen auftreten). Es wurde da-
her eine geschachtelte (,,nested”) PCR durchgefiihrt, bei der die Primer Sbaa und 3baa vor
und hinter dem offenen Leseraster hybridisieren und fiir eine PCR optimale Eigenschaften

aufweisen.

Im ersten Schritt wird das Kollagenasegen baa mit den Primern 5baa und 3baa unter opti-
malen PCR Bedingungen amplifiziert. Das offene Leseraster (ORF) des Gens wird in der
zweiten PCR mit den Primern Sbaanhe und 3baaxho und der amplifizierten DNA aus der

ersten PCR als Template amplifiziert. Da als Template hauptsdchlich die DNA aus der
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ersten PCR vorliegt, kann eine erfolgreiche Amplifikation auch unter weniger giinstigen

PCR Konditionen erreicht werden.

2.2.2.2.1. Aufreinigung und Verdau
Salze, iiberschiissige Nukleotide, Primer und Enzyme werden mit dem PCR Purification
Kit von Qiagen entfernt. Die amplifizierte DNA wird mit den gleichen Restriktionsenzy-
men (Nhel und Xhol) wie der Vektor pET38 verdaut. Damit ist eine gerichtete Klonierung
des Fragments in den Expressionsvektor moglich.
Nach dem Pipettierschema werden

20ul aufgereinigtes PCR Produkt

2ul Restriktionsenzym Nhel (15uM)

2ul Restriktionsenzym Xhol (15uM)

Sul 10x Puffer2

Sul BSA (c = Img/ml)

16ul H,O
bei 37°C (Wasserbad) inkubiert (1h). Die Identifizierung des Fragments erfolgt mittels
Agarose-Gelelektrophorese und Molekulargewichtsmarker. Die Isolierung der DNA wird

wie oben beschrieben durchgefiihrt (siche 2.2.2.1.2. Trennung und Isolierung).

2.2.2.3. Ligation und Transformation
Vektor und PCR Fragment werden zu etwa gleichen Mengen mit DNA T4 Ligase bei 16°C
inkubiert (4-5h).
Pipettierschema: 1nl T4 DNA Ligase (400.000U/ml)
2ul 10x Ligasepuffer
2ul pET38  (abhéngig von der Konzentration nach Aufreinigung)
4ul Fragment (abhdngig von der Konzentration nach Aufreinigung)
11ul H,O
Als Kontrolle wird ein Ansatz ohne das Fragment durchgefiihrt.

Kompetente Bakterien werden auf Eis aufgetaut und mit 1-100ng Plasmid DNA oder 2-5ul
eines Ligationsansatzes (siche oben) inkubiert (10min, 4°C). Danach erfolgt ein Hitze-
schock (2min bei 42°C) und 5Smin Inkubation auf Eis. Die Bakterien werden in 900ul LB
in einem 12ml Zentrifugenr6hrchen geschiittelt (37°C, 1h).
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Zur Selektion werden 100-200ul Bakteriensuspension auf Antibiotika-haltige LB-Agar-
Platten (bei pET38 1mM Kanamycin) ausgestrichen und bei 37°C (Inkubator) iiber Nacht
inkubiert. Nur Bakterien mit dem Antibiotikaresistenzgen konnen auf diesen Platten wach-
sen. Beim Ligationsansatz sollten deutlich mehr Kolonien vorhanden sein als auf Platten,
die mit dem Kontrollansatz (ohne Fragment sieche oben) ausplattiert wurden. (Auf dem
Kontrollansatz finden sich Kolonien von spontan resistenten Bakterien bzw. Bakterien mit

selbstligiertem Plasmid oder Plasmidkontaminationen im Ansatz).

2.2.2.4. Minipreps und Minigele

6-8 Kolonien werden in je 4ml LB Medium mit Kanamycin (1mM) iiberfiihrt und iiber
Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Aus 3ml der Bakterienkultur wird mit dem
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) Plasmid DNA isoliert. Das in dem Kit angewandte
Prinzip beruht auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen mit anschlieBender Adsorption
der DNA an Silica-Gel unter hoher Salzkonzentration. Nach Restriktionsenzymverdau
wird die isolierte DNA auf einem 0,8% Agarose-Gel in TBE Puffer und Ethidiumbromid
(1:5.000.000) aufgetrennt (Seakem® LE Agarose, Gelgroe 9x11cem, 100V, ca. 1h). Die
Visualisierung des Gels und die Identifizierung der Bakterienklone mit dem korrekt klo-

nierten Vektor erfolgt mit dem Imagemaster VDS von Pharmacia Biotech.

Pipettierschema: 3ul DNA
1 pl Ndel (20.000U/ml)
2ul 10x Puffer2 fiir Restriktionsverdau
14pul H,O

2.2.3. Induktion

2.2.3.1. Parameter

Bakterien werden in 50ml LB Medium ohne Antibiotikumzusatz in Polycarbonat-Kolben
mit Schikanen unter Schiitteln (Inkubator, 37°C) angeziichtet bis die optische Dichte 0,5
(Wellenlédnge A = 600nm) erreicht wird (Ausgangsmaterial: Kolonie von Agar-Platte, ein-
gefrorene Bakterien oder wenige Tage alte bakterielle Kulturen). Bakterien in 300ml LB
mit ImM Kanamycin weiter ziichten bis die optische Dichte bei 0,5 liegt (A = 600nm). Die
Bakterienkultur wird gleichmifBig auf Polycarbonat-Kolben (Zahl abhidngig von Art und
Anzahl der variierten Parameter) verteilt. Isopropyl-D-Thiogalactopyranosid (IPTG 1mM)
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wird zugegeben, unter Schiitteln inkubiert (Temperatur und Zeitdauer nach Versuchsan-

ordnung). Die ODgg wird stiindlich gemessen.

2.2.3.2. Kontrolle

Vor der Induktion mit IPTG wird die Induzierbarkeit der Bakterien mit folgendem Test
{iberpriift: Die Bakteriensuspension wird in LB Medium verdiinnt (2x10° und 107). Je-
weils 50ul der Verdiinnung 2x10° werden auf LB-Agar-Platten ohne Zusatz und LB-Agar-
Platten mit 1mM Kanamycin plattiert. 50ul der Verdiinnung 10” werden auf LB-Agar-
Platten mit ImM IPTG und LB-Agar-Platten mit ImM IPTG und 1mM Kanamycin plat-
tiert. Die Platten werden bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Die Bakterien, die den korrekt ligierten Vektor pET38/baa aufgenommen haben, sind zum
einen resistent gegen Kanamycin und zum anderen stellen sie ihr Wachstum nach Indukti-
on mit IPTG zugunsten der Kollagenasebildung ein, bezichungsweise zeigen verlangsam-
tes Wachstum. Auf den LB-Agar-Platten ohne weitere Zusétze wird die groite Anzahl an
Klonen erwartet. Mit dem Zusatz von Kanamycin werden alle Klone selektiert, die gegen
Kanamycin resistent sind. Im besten Fall besteht beziiglich der Anzahl der ausgezihlten
Klone auf den reinen LB-Agar-Platten und auf denen mit Kanamycin-Zusatz kein wesent-
licher Unterschied. Das wiirde auf eine hohe Effizienz der Ligation und Transformation
und eine geringe Rate von Spontanmutationen beziehungsweise Infektion der Agar-Platten
hinweisen. Durch den Zusatz von IPTG erfolgt eine Wachstumshemmung bzw. Wachs-
tumsverlangsamung bei den durch IPTG induzierbaren Bakterien. Auf diesen Platten wer-
den daher wesentlich geringere Klonzahlen erwartet als auf den Platten ohne IPTG-Zusatz.
Auf den Platten mit Zusatz sowohl von Kanamycin als auch IPTG sollten alle Bakterien
mit pET38/baa durch ihre vektorvermittelte Kanamycinresistenz selektiert und durch IPTG

im Wachstum gehemmt werden. Hier ist das geringste Bakterienwachstum zu erwarten.

2.2.3.3. Analyse
2.2.3.3.1. Lyse
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 2 Formen der Lyse durchgefiihrt:

= Ultraschall
Die Bakterienkultur wird auf 50ml Zentrifugenréhrchen verteilt und zentrifugiert (5min,
5000xg, 4°C). Der Uberstand wird bei +4°C gelagert. Zu den pelletierten Bakterien 1,5ml
Lysepuffer (pH 8,0) zugeben und mischen. Dann werden die Bakterien mit gepulstem Ult-
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raschall lysiert (Bandelin Sonopuls HD2070, 2min 50sec; Zyklus (relative Pulsdauer) 50%;
Power (Leistung) 80%). Vom Rohlysat (,,crude lysate*) werden 100ul bei -20°C gelagert.
Der Rest des Lysats im 50ml Zentrifugenrdhrchen wird zentrifugiert (30min, 9.000xg). Der
Uberstand (,,clear lysate*) wird abpipettiert und bei -20°C gelagert.
= BugBuster™

Anmerkung: Es wurde nicht die im Novagen Protokoll angegebene Benzonase (= DNa-
sel) verwendet, sondern DNasel von Epicentre Technologies (1U/ul,). Die Lysemethode
mit dem BugBuster™ Reagens und Endonuclease System von Novagen beruht auf einer
Mischung aus nicht-ionischen Detergentien, die Bakterienzellwénde zerstoren ohne Dena-
turierung der loslichen Proteine, und einer Endonuclease zum Abbau von DNA. Intrazellu-
lare losliche Proteine werden freigesetzt. 40ml Bakterienkultur werden in 50ml Zentrifu-
genrdhrchen zentrifugiert (10.000xg, 10min). Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet
wird gewogen und in 5ml BugBuster™ Reagens pro Gramm resuspendiert. Dann wird
DNasel (1U/ul, Epicentre Technologies) im Verhéltnis zu BugBuster™ Reagens von
1:1.000 zugegeben und vorsichtig mit dem Lysat vermischt (10-20min). Die Mischung
wird zentrifugiert (16.000xg, 20min, 4°C), unloslicher Zellschrott setzt sich am Boden ab,
und der Uberstand kann bei -20°C gelagert werden.

2.2.3.3.2. SDS-PAGE
Der Name ist englisch und steht fiir: sodium dodecyl sulfate, SDS; Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese, PAGE. Die Proteine werden auf einem 8% Polyacrylamidgel in SDS
Laufpuffer nach GroBe aufgetrennt (GelgroBe 8,6x7,7cm, 100V, ca. 1,5-2h).
Fiir ein 8% Proteingel werden 2,96ml H,O
3,74ml IM Tris-HCI, pH 8,8
3,20ml Acrylamidlosung (25% Acrylamid,
0,67% N, N’-Methylen-bisacrylamid in aqu.dest.)
0,10ml 10% SDS
5,7ul Tetramethylenthylendiamin (TEMED)
15ul 10% Ammoniumperoxidisulfat (APS)
in einem 100ml Erlenmeyer-Kolben vermischt und zwischen die abgedichteten Glasplatten
gegossen (Trenngel). Dariiber wird eine luftabschlieBende Schicht Butanol gegeben. Nach

Polymerisation des Trenngels (Dauer ca. 15-20min) wird die Butanolschicht abgegossen,
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die Oberfliche des Trenngels mit destilliertem Wasser mehrmals gewaschen. Auf die
Trenngelschicht wird das Sammelgel gegossen.
Pipettierschema fiir das Sammelgel: 3,575ml H,O

0,625ml 1M Tris-HCI, pH 6,8

0,750ml Acrylamidlésung (Zusammensetzung s.0.)

50ul 10% SDS

10ul TEMED

15ul 10% APS
In das Sammelgel wird der Kamm fiir die Kammern gesteckt und bis zur vollstindigen
Polymerisation des Gels abgewartet. Das SDS-PAGE Gel wird in die mit SDS Laufpuffer
gefiillte Elektrophoresekammer gestellt und bis zur Bedeckung der Geltaschen mit Lauf-
puffer aufgefiillt. Die Proben werden im Verhéltnis 1:100 mit Aqua dest. verdiinnt und mit
dem Photometer bei der Wellenldnge A = 280nm auf ihre optische Dichte untersucht. Ent-
sprechend dem Wert ihrer optischen Dichte werden die Proben durch Verdiinnung mit A-
qua dest. auf einen gemeinsamen Wert beziiglich ihrer ODygy gebracht. Die Vereinheitli-
chung der optischen Dichte der Proben ermdglicht den direkten Vergleich der Banden be-
zliglich ihrer Proteinmenge auf dem fertigen SDS-PAGE-Gel und lésst nicht einzelne Bah-
nen mit hohem Proteingehalt stark hervortreten, wahrend andere mit niedrigem Proteinge-
halt im Vergleich kaum zum Vorschein kommen. Nach Zugabe von 3x-Ladepuffer werden
die Proben fiir 10min bei 100°C in den Heizblock gegeben und denaturiert. Die Geltaschen
werden mittels Pipette (Hamilton Glaspipette) mit den Proben (15ul incl. Ladepuffer) be-
fiillt.

= Coomassie-Blue-Farbung
Das Proteingel wird unter Schwenken in 25% Isopropanol und 10% Essigsdure (Volumen
ca. 50ml) eingelegt (30-60min). Die Farbung erfolgt mit 0,006% Coomassie Brillant Blue
G250 in 10% Essigsédure unter stindiger Bewegung des vollstindig mit Losung bedeckten
Gels (2-10h). Das Entfarben wird in 10% Essigsdure vorgenommen (ca. 2h). Das Gel kann
bei 4°C in 7% Essigsdure oder H,O gelagert oder anschlieBend getrocknet werden. Die
Sensitivitit der Farbemethode liegt bei etwa 0,1ug pro Bande.
= Silber-Farbung

Das Proteingel wird unter Schwenken in folgender Reihenfolge mit den angegebenen Lo-

sungen (alle in H,O) inkubiert:
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Reihenfolge | Losung Inkubationsdauer
1 50% Methanol, 30min
12% Trichloressigsdure (TCA), 2% CuCl,
2 Losung A 15min
(10% Ethanol, 5% Essigsdure)
3 0,01% KMnO4 15min
4 Losung A 15min
5 10% Ethanol 15min
6 H,O 15min
7 0,1% AgNOs3 15min
8 H,O 20sec
9 10% K,CO3 Imin
10 0,01% Formaldehyd in 2% K,COs3 4-15min bis die Banden gut
sichtbar braun hervortreten

Das Gel wird in Losung A gewaschen und in H,O bei 4°C gelagert oder getrocknet®. Die

Silbermethode erlaubt die Darstellung von bereits sehr kleinen Proteinmengen um 0,02pg.

2.2.3.3.3. Pro-Q™ Sapphire 365 Oligohistidin-Farbung

Pro-Q™ Sapphire 365 Oligohistidine Gel Stain von Molecular Probes/Invitrogen farbt
Proteine mit Poly-Histidin-Tags spezifisch an. Das Minigel wird mit Fixierlosung aus 50%
Methanol und 10% Essigsdure in Aqua dest. bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln
fiir 20min inkubiert. Das Gel wird 3x in Aqua dest. fiir jeweils 20min unter stdndiger Be-
wegung gewaschen. Uber Nacht wird es mit dem Farbstoff Pro-Q™ Sapphire 365 Oligo-
histidine Gel Stain im Dunkeln inkubiert. Das Gel wird mindestens 2x (je nach Hinter-
grundsignal) fiir je 20min in Aqua dest. gewaschen. Gefédrbte Oligo-His-Fusionsproteine
werden durch Fluoreszenz detektiert. Die optimale Anregungswellenldnge ist 365nm, aber
auch eine UV Bank wie im Imagemaster kann zur Anregung verwendet werden. Die Emis-

sionswellenlénge betrigt 450nm und wurde im Imagemaster von der Kamera detektiert.

23




2.2.3.3.4. Western-Blot
Die Proteine werden mit einem 8% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Das Gel wird 60min mit
SYPRO Tangerine gefarbt (Molecular Probes/Invitrogen) (1:5.000 verdiinnt in 50mM
Phosphatpuffer, pH 7,0, 150mM NaCl) (nur bei Kollagenase Western ausgefiihrt). SYPRO
Tangerine farbt Proteine, ohne sie zu denaturieren und interferiert nicht mit dem nachfol-
genden Transfer. Die mit dem Fluoreszenzfarbstoff gefirbten Proteine werden unter UV
Licht fotografiert (Imagemaster, Pharmacia Biotech). Fiir den Transfer werden die Gele
10min in Transferpuffer + 0,1% SDS inkubiert. Proteine werden in einem Semi-Dry Blot-
ter (Biometra) auf eine Biodyne A (Pall) Nylonmembran bei konstanten 3W fiir 60min
transferiert. Als Puffer dient Transferpuffer mit 10% Methanol.

* Ni-NTA-HRP Western-Blot
Membran 2x 10min in TBS-Tween gewaschen, 60min mit 3% BSA in TBS blockiert, 3x
10min mit TBS-Tween gewaschen, 1h mit Ni-NTA-HRP (Qiagen), 1:1.000 verdiinnt in
TBS-Tween inkubiert und nochmals 3x 10min in TBS-Tween gewaschen. In DAB Lésung
geférbt.

= Anti-poly-His-Antikdrper Western-Blot
Membran 10min in TBS gewaschen, 60min in TBS + 2% SlimFast Schokolade (protein-
haltiges Schlankheitsgetrink aus dem Supermarkt) blockiert, 2x 10min in TBS-Tween ge-
waschen und 60min mit 2pul anti-His-Tag monoklonalem Antikorper (Novagen) (0,2pug/ml)
in 4ml TBS + 3% BSA inkubiert. AnschlieBend wieder 3x in TBS-Tween gewaschen,
30min in Meerrettichperoxidase-konjugiertem Sekunddrantikrper inkubiert (3ul Kanin-
chen-anti-Maus-Immunglobulin (DAKO) in 4ml TBS + 3% BSA) und nach 3x Waschen in
TBS Tween in DAB-Ldsung geférbt.

» Anti-Kollagenase Antikdrper
Wasch- und Blockierschritte wie zuvor beschrieben. Primdrantikorper (Sul Zellkulturiiber-
stand LDS 81, freundlicherweise von Prof. R.F.L. James, University of Leicester, UK, zur
Verfiigung gestellt’”’, in 5ml TBS + 1% Casein verdiinnt und Membran 60min inkubiert.
Sekundérantikdrper wie zuvor, aber in Sml TBS + 1% Casein. Farbung in 1-Step-TMB-
Blotting " (Pierce).

2.2.4. Isolierung
2.2.4.1. Aufreinigung
Die Aufreinigung des Proteins aus den Lysaten erfolgt mit Ni-NTA-Séulchen von Qiagen.

Die Saulchen bestehen aus Silica mit Nitrilotriessigsdure (NTA), einem Chelatbildner, der
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Ni**-Ionen, die von Polyhistidinketten gebunden werden, im Chelatzentrum bindet. Die
Siulchen sind bereits mit Ni*" beladen. Nach Auftragen der Lysate, die das Protein mit
Polyhistidinkette enthalten, bindet es an Ni-NTA bis es eluiert wird. Die Elution erfolgt
unter denaturierenden Bedingungen in saurem Milieu (pH 4.,5), und unter nicht-
denaturierenden Bedingungen unter hohen Konzentrationen von Imidazol, das kompetitiv

mit dem Poly-His-Protein um die Bindungsstellen konkurriert.

2.2.4.1.1. Denaturierend

Die Ni-NTA-Saulchen werden mit 600ul Harnstoff Lysepuffer equilibriert und zentrifu-
giert (2min, 700xg). Dann werden 600ul Lysat auf die Sdulchen gegeben und wieder
zentrifugiert (2min, 700xg). Die Sdulchen werden dann 2x jeweils mit 600ul Harnstoff-
Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert (2min, 700xg). Die Elution des Proteins erfolgt
in 2 Schritten jeweils mit 200ul Harnstoff Elutionspuffer und erneuter Zentrifugation

(2min, 700xg).

2.2.4.1.2. Nicht-Denaturierend

Die Ni-NTA-Saulchen werden mit 600ul Imidazol Lysepuffer equilibriert und zentrifugiert
(2min, 700xg). Dann werden 600ul Lysat auf die Sdulchen gegeben und wieder zentrifu-
giert (2min, 700xg). Die Sdulchen werden anschlieend 2x mit jeweils 600ul Imidazol
Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert (2min, 700xg). Die Elution erfolgt in 2 Schritten

jeweils mit 200ul Imidazol Elutionspuffer und erneuter Zentrifugation (2min, 700xg).

2.2.4.2. Dialyse

In dieser Arbeit wurden Kontrollproteine mit Oligohistidindoménen zunéchst in dem {ibli-
cherweise bei der Aufreinigung unter nicht-denaturierenden Bedingungen verwendeten
Imidazol Lysepuffer gelost. Im Verlauf wurde die Elimination von Imidazol aus der Lo-
sung notwendig, die durch ein Dialyseverfahren realisiert wurde. Als Dialysekammern
werden QuixSep” Micro Dialyzer mit einem Fassungsvermdgen von 1 ml mit einer semi-
permeablen Membran (76pum, Trennschérfe 12-14kD, Vol/cm = 18,4) von Membrane Filt-
ration Products, Inc. verwendet. Die Kammern werden mit 0,5ml Proteinlésung gefiillt
und in ein 1.000ml Becherglas, das mit 800ml Lysepuffer ohne Imidazol (gleiche Zusam-
mensetzung wie Lysepuffer ohne Imidazol) gefiillt ist, gelegt. Die Losung wird fiir 1h un-
ter stindiger Bewegung gehalten. Dann wird der Dialysepuffer verworfen und die Dialyse

mit 800ml neuer Pufferlosung ohne Imidazol wieder fiir 1h unter stindigem Riihren fortge-
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setzt. Nach diesem Verfahren ist davon auszugehen, dass Imidazol mit einem Molekular-
gewicht von 68 Dalton nicht mehr vorhanden ist und das Kontrollprotein mit einem Mole-

kulargewicht von 35kD in der Dialysekammer verbleibt.

2.2.5. Aktivitatsmessung

Die Enzymaktivititsmessung wird mit dem FALGP Assay durchgefiihrt®. Der FALGP
Assay ist eine kinetische Aktivitdtsbestimmung und beruht darauf, dass der Farbstoff 2-
Furanacryloyl-L-Leucylglycyl-L-Prolyl-L-Alanin (FALGP) als Substrat fiir die Kollagena-
se dient. Durch den enzymatischen Verdau des Farbstoffs durch die Kollagenase dndert
sich die Extinktion der Losung, die iiber 30min kontinuierlich bei einer Wellenlédnge A von
345nm gemessen wird. Als Referenz dient Kollagenase XI von Sigma (¢ = 2,5mg/ml,
FALGP Hydrolyse Aktivitdt = 4,7U/mg), die den Farbstoff FALGP (¢ = 2mg/ml) enzyma-
tisch abbaut. Als Reaktionspuffer dient ein Tricin Puffer. Die Auswertung der Messungen
erfolgt mit dem Photometer und der Software Swift Reaction Kinetics von Pharmacia Bio-
tech. Uber einen Zeitraum von 30min wird im Abstand von 15sec die Absorption der Lo-
sungen gemessen. Es erfolgt die graphische Darstellung der gemessenen Absorptionswerte.
In der graphischen Darstellung entspricht die Steigung der Tangente an die jeweilige Kur-
ve der Enzymaktivitdt der in der Probe enthaltenen Kollagenase (Abb. 17). Je steiler der
dargestellte Extinktionsverlust der untersuchten Lésung, desto stérker ist die Enzymaktivi-

tat.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung

3.1.1. Strategie

(a) Kollagenasegen baa

Fiir die Klonierung wurden von den verschiedenen C. histolyticum Genen fiir die Kolla-
genasen die Sequenz mit der Genbanknummer D87215 ausgewihlt. Diese Sequenz wurde
bereits zuvor erfolgreich fiir eine Klonierung eingesetzt®’. Der korrespondierende Eintrag
in den Proteindatenbanken hat die Nummer BAA77435, daher die im Folgenden verwen-
dete Kurzbezeichnung baa. Das Gen wurde mit PCR amplifiziert, allerdings nicht das ge-
samte Leseraster (,,open reading frame*), sondern nur die Sequenz, die dem sezernierten
Protein entspricht (also ohne Signalpeptid). Da die Enden dieser Sequenz fiir die PCR sehr
ungiinstig sind (AT reich), wurde die Sequenz zuerst mit weiter aullen liegenden Primern
aus genomischer C. histolyticum DNA amplifiziert, bevor die eigentliche Sequenz in einer
zweiten PCR aus dem Produkt der ersten PCR dargestellt wurde. In dieser zweiten PCR

wurden auch die Restriktionsschnittstellen Nhel und Xhol fiir die Klonierung eingefiigt.

(b) Vektor pET38

Der Vektor wurde wegen seiner Regulierbarkeit durch IPTG, der Mdglichkeiten der spéte-
ren Proteinaufreinigung und seiner Signalsequenz fiir den Transport des Expressionspro-
dukts ins Periplasma ausgewihlt. Daher wurde auch die Signalsequenz von baa entfernt. Er
wurde mit den beiden Restriktionsenzymen Nhel und Xhol verdaut, wie auch das Kollage-
nasegen baa. Durch Erzeugung unterschiedlicher Uberhiinge war eine gerichtete Klonie-

rung moglich (Abb. 2 und Abb. 3).

(c) Klonierung
Bei der Klonierung wurde darauf geachtet, dass der Leserahmen von Vektor (Signalse-
quenz N-terminal, Tags C-terminal) und baa Sequenz iibereinstimmten. Das erwartete re-

kombinante Produkt hatte folgenden Aufbau ist in folgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 2: Aufbau des rekombinanten Produkts.

Aufbau des rekombinanten Produkts aus Vektor pET38b und Kollagenasegen BAA77435 in
linearer Darstellung. Die schwarz dargestellten DNA-Sequenzen sind Vektorsequenzen, die
kursiv grauen sind dem Kollagenasegen zugehorig. Die Verbindung von Vektor und Kollagena-
segen erfolgt in der spezifischen Basensequenz der Restriktionsschnittstellen Nhel und Xhol
nach Restriktionsverdau und Schaffung vereinfachter Ligationsbedingungen durch das Vorliegen

Zunichst wurden nicht-exprimierende Bakterien mit dem Konstrukt transformiert, um
mogliche toxische Effekte des Fusionsproteins zu vermeiden. Nachdem die Transformation

in diese Bakterien erfolgreich verlaufen war, erfolgte die Retransformation in expressions-

kompetente Bakterien (A-Phage DE3-induziert).

.
Coag
coR©

PpET38b

w

GCTAGCTCGAG
CGATCGAGCTC

pET38/baa

Abbildung 3: Gerichtete Ligation.

Vektor pET38b und Kollagenasegen baa mit Uber-
héngen nach Verdau mit den Restriktionsenzymen
Xhol und Nhel. Durch die passenden Uberhinge ist
eine gerichtete Ligation moglich.
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3.1.2. Vektor pET38

Das Kollagenasegen baa soll in die Nhel (Position 549) und Xhol (Position 615)
Restriktionsschnittstellen des Klonierungsvektor pET38b kloniert werden. Dafiir wurde
jeweils ein Restriktionsverdau des Plasmidvektors mit Nhel und Xhol angesetzt, und 80%
der Einzelansidtze wurden zu einem sogenannten ,,.Doppelverdau® vereint. Alle drei
Ansitze wurden auf einem TAE-Agarose-Gel aufgetrennt. Die beiden ,,Einzelverdaus*
zeigten die fiir linearisierte DNA typische Einzelbande mit der erwarteten Grofle von
5,8kB. Hitte einer der Verdaus nicht funktioniert, wire ein Bandenmuster mit mindestens
3 Banden, wie es fiir {iberspiralisierte (,,supercoiled”) Plasmid DNA typisch ist,
aufgetreten. Da beide ,,Einzelverdaus® vollstindig waren, kann man davon ausgehen, dass
auch der ,,.Doppelverdau* erfolgreich war, da beide Ansitze in demselben Puffer angesetzt
wurden. Durch den ,,Doppelverdau® wird ein 66bp langes Fragment aus dem Vektor
freigesetzt. Da dieses Fragment aufgrund der geringen Intensitit auf dem Gel nicht sichtbar
ist und sich mit Agarose-Gelen ein GroBenunterschied von 5,831kB (Einzelverdau) gegen-
iiber 5,755kB (Doppelverdau) nicht aufldsen lésst, ist die Uberpriifung eines erfolgreichen
,Doppelverdaus® ohne die Einzelverdaukontrollen auf einem Agarose-Gel nicht moglich.
Der Nhel-Xhol doppelverdaute Vektor wurde aus dem Gel ausgeschnitten und
aufgereinigt, um das 66bp Fragment zu entfernen, das bei der nachfolgenden Klonierung
storen wiirde (2.2.2.1.3.).

3.1.3. Kollagenasegen baa und sein Produkt

Wie bereits in den Ausfiihrungen zur Klonierungsstrategie ausgefiihrt, wurden dem Kolla-
genasegen baa in einer zweiten PCR die Restriktionsschnittstellen fiir die beiden Restrikti-
onsenzyme Nhel und Xhol angefiigt. Das PCR Produkt wurde aufgereinigt und mit Nhel
und Xhol (2.2.2.3.1.) in einem Ansatz geschnitten. Das nun mit Uberhingen (,,sticky
ends®) versehene PCR Fragment wurde auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und aufgerei-
nigt, um die kurzen Oligonukleotide, die durch den Restriktionsverdau freigesetzt wurden,

zu entfernen. Auf dem Agarose-Gel wies das Fragment die erwartete Grofle von 3,042kb

auf (Abb. 4).
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Abbildung 4: Kollagenasegen baa nach Restriktionsverdau.

Agarose-Gel, angefarbt mit Ethidiumbromid, nach elektropho-
retischer Auftrennung des Kollagenasegens baa nach Restrikti-
onsverdau mit Nhel und Xhol.

3.1.4. Ligation und Transformation

Nach dem Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen Nhel und Xhol weisen
pET38b und baa komplementire Uberhinge auf, die eine gerichtete und effektive Ligation
ermdglichen. Die ungefihre Konzentration der Fragmente wurde auf einem Agarose-Gel
im Vergleich zu einem HindIIl Marker bestimmt und dquimolare Mengen der Fragmente
wurden fiir die Ligation angesetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem das baa Frag-
ment weggelassen wurde. Der Ligationsansatz wurde 5h bei 16°C inkubiert und durch Zu-
gaben von 1ul 0,5M EDTA gestoppt. In der Regel wurden 2ul jedes Ligationsansatzes
verwendet, um 100ul kompentente BL21 (DE3) Bakterien zu transformieren. 50 und 200ul
der Transformationsansitze wurden auf Kanamycin-haltige Agarose-Platten ausgestrichen.
Nur Bakterien, die den Vektor pET38 aufgenommen haben, kénnen auf einem solchen

Medium wachsen.

Auf den Platten mit dem Kontrollansatz sind deutlich weniger Kolonien detektierbar (Ta-
belle 1). Sie stammen vermutlich von minimalen Verunreinigungen des unverdauten oder
nur einmal geschnittenen Vektors. Man kann daher davon ausgehen, dass die Kolonien auf
den Platten mit dem Ligationsansatz erfolgreich mit dem rekombinanten Vektor
pET38/baa transformiert wurden. Zur Kontrolle wurden je nach Versuchsreihe 4-6 Kolo-

nien in je 4ml LB-Kanamycin angeziichtet und Plasmid DNA aus den Bakterien isoliert.
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50ul 200pul
pET38/baa 30.000 Kolonien/ug DNA | 38.000 Kolonien/ug DNA
pET38 Ctrl. 6.600 Kolonien/pg DNA 5.000 Kolonien/ug DNA

Tabelle 1: Transformationseffizienz des ligierten Vektors und des Kontrollansatzes.

3.1.5. Selektion der Klone

Die Plasmid DNA wurde mit Ndel verdaut, um zu iiberpriifen, ob die angeziichteten Klone
mit dem rekombinanten Vektor pET38-baa transformiert wurden. Der originale, unverén-
derte Vektor pET38 wird durch diesen Verdau linearisiert und liefert ein Fragment der
GroBBe 5,821kb. Der rekombinante Vektor pET38-baa dagegen liefert 3 Fragmente von
6,492kb, 1,587kb und 0,706kb. Abbildung 5 zeigt auf den Bahnen 2 und 4 dieses Banden-
muster. Die Klone, deren Plasmid DNA auf diesen Bahnen aufgetragen wurden, enthalten
den gewiinschten rekombinanten Vektor pET38/baa. Fiir die weiteren Versuche wurde der

Klon, der auf Bahn 2 aufgetragen wurde, verwendet.

kb
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2\ -
\
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15\

N

1
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Abbildung 5: Selektion der Klone.

Ethidiumbromid-gefarbtes Agarose-Gel. Bahn 1 zeigt den
GroBenmarker GeneRuler®, auf den Bahnen 2-6 ist jeweils die
aus einem Klon isolierte Plasmid DNA nach Restriktionsver-
dau mit Ndel aufgetragen. Auf den Bahnen 2 und 4 sind die
erwarteten Bandenmuster des Vektors pET38/baa zu erkennen.
Die auf Bahn 4 noch zusitzlich sichtbaren Banden sind am
chesten auf einen unvollstindigen Restriktionsverdau zuriick-
zufiihren.
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3.1.6. Transformation in exprimierende Bakterienstamme

Mit der Plasmid DNA des oben beschriebenen Klons wurden die unten aufgelisteten Ex-
pressions-kompetenten Bakterien (A-Phagen DE3 induziert) transformiert. Die unterschied-
lichen Transformationsergebnisse hierbei sind auf unterschiedliche Transformationseffi-

zienzen zurickzufiuhren.

Bakterienstamm Transformationsergebnis
BL 21(DE3) 43.000 Kolonien/ug DNA
BL21 LysS (DE3) 3.300 Kolonien/pg DNA
HMS 174 (DE3) 157.000 Kolonien/ug DNA
Novablue (DE3) 660.000 Kolonien/ug DNA
Tuner (DE3) 28.300 Kolonien/ug DNA

3.2. Expressionsoptimierung

3.2.1. Induktion

Die Expression von pET 38 kann nur induziert werden, wenn das Plasmid in Bakterien-
stimme eingebracht wird, die iiber das T7 RNA Polymerase Gen verfiigen. Dieses Gen
wurde bei den hier verwendeten Bakterienstimme mit dem lysogenen Phagen ADE3 ein-
gebracht, der das Gen fiir die T7 RNA Polymerase unter Kontrolle des lacUV5 Promotors
tragt. Das Gen wurde dabei stabil in das bakterielle Genom integriert. Wie bereits zuvor
beschrieben, erfolgt die Induktion zur Expression unter physiologischen Bedingungen mit
Lactose, die an den lac Repressor bindet. Dadurch 16st sich der Repressor vom Promotor
und die Genexpression wird ermdglicht. Im Labor wird die Lactose durch IPTG (Isopro-
pyl-D-Thiogalactopyranosid) ersetzt (siche Abb. 1, Seite 4). Die Bedingungen fiir eine
optimale Gen- und Proteinexpression miissen empirisch ermittelt werden. Die dabei unter-

suchten Parameter werden im Folgenden dargestellt.

3.2.1.1. Bakterienstamme
Fiir die Versuche zur Expression des Proteins wurden insgesamt 5 verschieden Bakterien-
stimme von Novagen verwendet: BL21 (DE3)

BL21 LysS (DE3)

HMS174 (DE3)

Novablue (DE3)

Tuner (DE3)
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Alle Bakterienstimme sind lysogene E. coli Bakterien des Bakteriophagen DE3, sie besit-
zen damit alle das Gen fiir die T7 RNA Polymerase. Mit den pET Vektorsystemen von
Novagen haben sich alle als hochstringente Expressionsbakterien erwiesen, wobei E. coli
Tuner (DE3) eine zusitzliche Eigenschaft besitzt: Die Expression bei diesem Stamm kann
durch Zugabe von IPTG nicht nur wie bei den anderen aktiviert, sondern durch unter-

schiedliche Mengen an IPTG beziiglich des Expressionsausmafles modifiziert werden.

3.2.1.2. Zeit und Temperatur

Bei allen Stimmen wurde die Expression bei 30°C 3h und 6h nach Induktion und bei 17°C
6h und 18h (liber Nacht) nach Induktion gemessen. Die Induktion (= Zugabe von IPTG)
wurde bei einer optischen Dichte (ODgo9) von durchschnittlich 0,5 der bakteriellen Suspen-

sion durchgefiihrt.

Bahn 1 2 3 4 5 6

IPTG 1 mM - + + + +
Temperatur [°C] 30 30 30 17 17
Zeit [h] 3 3 6 6 18
kD
120 — ]

100 —

90 — - !._.
80 — i

=
Z58
70 — - -
60 = == .
50 —

Giiﬂa

i
1

I!I
Ill

Abbildung 6: Einfluss von Temperatur und Zeit
auf die Expression.

Commassie Blue gefarbtes SDS-PAGE Gel mit
Lysaten von BL21 (DE3) Bakterien, die bei 17°C
und 30°C unterschiedliche Zeiten inkubiert wurden.
Der Pfeil zeigt die Bande der rekombinanten Kolla-
genase an.

In diesen Versuchen wurde mit BL21 (DE3) die hochste Proteinexpression erreicht. In den
folgenden Versuchen wurde nur noch BL21 (DE3) verwendet. Es zeigt sich, dass bei 30°C
die Expression des Proteins nach 3 Stunden stdrker ausgeprigt ist als nach 6 Stunden. Bei
einer Temperatur von 17°C ist jedoch das ldngere Zeitintervall von etwa 18 Stunden im

Vergleich zu 6 Stunden das in der Expression ergiebigere (Abb. 6). Um die Expression zu
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quantifizieren, wurden die SDS-PAGE Gele digitalisiert. Mit Hilfe des Computers wurde
die Intensitdt der Banden bestimmt. Hierbei ergab sich fiir die 132kD Bande auf Bahn 5
(BL21 (DE3), IPTG, 17°C, 6h) eine Pixel Intensitit von 130, wihrend die Intensitédt der
entsprechenden Bande auf Bahn 6 (BL21 (DE3), IPTG, 17°C, 18h) bei 170 lag. Aus diesen
Werten, die in Relation zur Intensitit des Markers gesetzt wurden, konnte fiir die entspre-
chende Bande auf Bahn 5 eine Enzymmenge von etwa 1g in der Gesamtkulturmenge von

11, fiir die Bande auf Bahn 6 etwa 1,6g Enzym auf 11 Bakterienkultur errechnet werden.

3.2.1.3. Glucose

Bei einem Mangel von Glucose in der stationdren Wachstumsphase ist es moglich, dass es
zu einer cAMP vermittelten Repression des lac oder lacUV5 Promotors kommt®®. Um ein
solche Repression auszuschlieen, wurde dem Medium 1% Glucose zugesetzt. Die Zugabe
von Glucose fiihrte jedoch zu keiner erhohten Expression der rekombinanten Kollagenase,

so dass im Weiteren auf eine Zugabe von Glucose verzichtet wurde.

3.2.2. Lyse

3.2.2.1. Lysemethode

Die Ultraschall Lyse (Sonification) gilt als Standardmethode zur Lyse. Sie kann in unter-
schiedlichen Puffern (denaturierend, nativ) durchgefiihrt werden. Die BugBuster  Metho-
de ist laut Aussage des Herstellers Novagen der Sonification ebenbiirtig, obwohl die Lyse
ausschlieBlich durch Zugabe von Puffern erfolgt. Bei einem direkten Vergleich von Sonifi-

cation und BugBuster ~ war die Sonification jedoch die bessere Methode:
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Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IPTG + o+ -+ - + - +

BugBustc:rTM + + o+
Sonification - - - + + + + o+ +
Harmstoff-Lysepuffer - - -+
GuHCI-Lysepuffer - - - - - + +
His-Bind-Puffer - - - - - - - + 4+
kD

il PN T

T ]

T
»
-

Abbildung 7: Lysemethode und Lysepuffer.

Commassie Blue-gefarbtes SDS-PAGE Gel mit Lysaten von BL21 (DE3) Bakterien, die
mit verschiedenen Methoden und Puffern lysiert wurden. Die Pfeile zeigen jeweils die
Bande der rekombinanten Kollagenase an. Die Bakterienkulturen, die den Bahnen 2 und 3
zugrunde liegen, sind lediglich in verschiedenen Gefdllen kultiviert und deshalb als ver-
schiedene Proben behandelt worden. Thre Aufreinigung erfolgte mit dem BugBuster -
System von Novagen. Die nicht induzierte Kontrolle ist auf Bahn 4 aufgetragen. Auf den
folgenden Bahnen sind Kulturen aufgetragen, die alle mit Sonification, allerdings unter
Verwendung unterschiedlicher Puffer, lysiert wurden. Der bei den Proben auf Bahn 9 und
10 verwendete His Bind Binding Buffer ist dem His Bind Binding Kit von Novagen ent-
nommen.

Abbildung 7 zeigt nur eine einzige Bahn, auf der eine Bande im gewiinschten Gréfenbe-
reich von 132kD gut sichtbar ist. Diese wurde mittels Sonification unter Verwendung des
Harnstoff-Lysepuffers erreicht. Bei der Lyse mittels Sonification wurden verschiedene
Lysepuffer angewendet, diese werden in Punkt 3.2.2.2. nédher erldutert. Obwohl zwei von-
einander unabhéngige Bakterienkulturen angeziichtet wurden, und mit diesen die Lyse
mittels BugBuster™ Methode durchgefiihrt wurde, zeigt sich kein Vorteil in dieser Lyse-
methode im Vergleich mit der etablierten Sonification, gemessen an der Intensitédt der Pro-
teinbande im Bereich 132kD auf den entsprechenden Bahnen auf dem SDS-PAGE-Gel.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ausschlieBlich die Sonification zur Lyse von Bakterien-

kulturen gewéhlt. Dabei wurden folgende Lysepuffer getestet.

3.2.2.2. Lysepuffer
Bei der Ultraschall-Lyse (Sonification) wurden verschiedene Puffer auf ihre Effektivitit
untersucht:

=  Siulenpuffer UBT
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= Lysepuffer nach dem Protokoll ,,Protein purification under native conditions* aus
dem Ni-NTA-Spin Handbook von Qiagen®
a) mit 10mM Imidazol wie angegeben und
b) ohne Imidazol

= Lysepuffer nach dem Protokoll ,,Protein purification under denaturating conditions*
aus dem gleichen Handbuch mit
a) 6M Harnstoff
b) 8M Guanidiniumhydrochlorid (GuHCI)

* His-Bind-Binding-Buffer aus dem His-Bind-Binding-Kit von Novagen

In den ersten Versuchen wurde fiir die Sonification ausschlielich der Sdulenpuffer UBT
verwendet. Man kann davon ausgehen, dass die Kollagenase unter Verwendung dieses
Puffers nicht denaturiert wird. Bei den Versuchen, mit denen der Einfluss von Temperatur
und Zeit auf die Proteinexpression dargestellt wurde (siehe Abb. 6), wurde der Saulenpuf-
fer UBT als Lysepuffer verwendet. Die Expressionsrate war hier sehr hoch, im Bereich um
132kD zeigte sich eine kréftige Bande. Dieser Puffer erwies sich jedoch bei der spéteren
Aufreinigung des Proteins als problematisch (siche Kap. 4). Neben dieser Lyse unter nati-
ven oder nicht-denaturierenden Bedingungen wurden weitere Versuche unter denaturieren-
den Bedingungen durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer mit Guani-
diniumhydrochlorid und Harnstoff richtete sich hierbei nach den entsprechenden Protokol-
len aus dem Ni-NTA-Spin Handbook von Qiagen. Der His-Bind-Binding-Puffer stammt
aus dem gleichnamigen Kit von Novagen. Abbildung 9 zeigt lediglich unter Kombination
der Sonification mit dem Harnstoff-Lysepuffer eine Bande im erwarteten Bereich der Kol-
lagenase. Das Proteinmuster der Lysate, denen zur Ultraschall-Lyse GuHCI-Lyse-Puffer
oder His-Bind-Binding-Puffer zugegeben worden waren, zeigt keine sichtbare Bande in
diesem Bereich, insgesamt ist aber bei diesen Lysaten die Intensitit des gesamten Protein-
musters schwicher. Beide Methoden — die Lyse unter nativen, nicht-denaturierenden Be-
dingungen und die Lyse unter denaturierenden Bedingungen, wurden direkt verglichen: Es
wurden ,,clear” und ,,crude lysates verglichen, die zum einen mit Imidazol-Puffer (10mM
Imidazol) und zum anderen mit Harnstoffpuffer (6M Harnstoff) lysiert worden waren. Zum
besseren Verstindnis der Ergebnisse sei an dieser Stelle angemerkt, dass die Begriffe
»clear lysate” und ,,crude lysate” in Ermangelung geeigneter deutscher Begriffe in dieser
Arbeit nicht {ibersetzt wurden. ,,Crude lysates” sind die Lysate, die unmittelbar nach der

Lysemethode (z. B.) Sonification vorliegen. Sie bestehen aus den Kulturiiberstinden sowie
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den lysierten Bakterien mit ihrem Zellinhalt und dem gesamten Debris. ,,Clear lysates‘
entstehen durch Zentrifugation der ,,crude lysates®, durch die der Zelldetritus sedimentiert

und der dadurch entstandene Uberstand als ,,clear lysate** aufgenommen wird.

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IPTG + - + - + - +
Imidazol + + - - + +
Harnstoff 6M - - + + - - + o+
,clear lysate” . + + + +
scrude lysate” . - - - -+ + o+ o+
Direktverdau - - - - - - - - +
kD

220 —
160 —
120 —

100 — -
90 —
80 —
70 —

60 —

50 — =

e

Abbildung 8: Darstellung der Kollagenase aus den ,,clear*
und ,,crude lysates*.

Mit Commassie Blue gefirbtes SDS-PAGE Gel mit ,,clear”
und ,,crude lystes* von BL21 (DE3) Bakterien, bei denen die
Lyse sowohl unter nativen als auch unter denaturierenden Be-
dingungen durchgefiihrt wurde. Die Pfeile zeigen jeweils die
Bande der rekombinanten Kollagenase an. Auf den Bahnen 2
bis 5 sind ,,clear lysates* aufgetragen, auf den Bahnen 6 bis 9
»crude lysates™. Auf Bahn 10 ist eine Probe aufgetragen, die
direkt aus der Bakterienkultur entnommen (Direktverdau) und
auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen worden ist.

Die Bande der rekombinanten Kollagenase bei 132kD ist in den ,,clear lysates® sowohl mit
Imidazol- als auch mit Harnstoffpuffer deutlich zu erkennen. Im Lysat mit Imidazolpuffer
ist noch eine zusétzliche Bande in diesem Bereich sichtbar. Auch in den 2 ,,crude lysates*
sind die Banden der rekombinanten Kollagenase deutlich sichtbar. Auch ohne quantitative,
EDV-gestiitzte Auswertung wird deutlich, dass die Proteinausbeute mit allen Puffern etwa
gleich hoch ist. Der verwendete Puffer und damit die Art der Lyse — nativ oder denaturie-
rend — scheinen also keinen Einfluss auf die Ausbeute des Proteins nach Lyse zu haben.
Dem direkten Vergleich unterzogen wurden aullerdem der Sdulenpuffer UBT und der Ly-
sepuffer ohne Zusatz von Imidazol. Auch hier ergaben sich keine nennenswerten Unter-

schiede.

37



Bahm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IPTG T
Zeit [h] 1 1 3 3 5 5 18 18

kD
220 —
160 —
120 —
100 — |
90 —
80—
70 —
60 —

50 —

40—

T RN

30 —

Abbildung 9: Darstellung des Proteinbandenmusters aus
der bakteriellen Direktkultur.

Mit Commassie Blue gefirbtes SDS-PAGE Gel mit Direkt-
kulturen von BL21 (DE3) Bakterien, die iiber einen Zeitraum
von 1 (Bahn 3 und 4), 3 (Bahn 5 und 6), 5 (Bahn 7 und 8)
und 18 Stunden (Bahn 9 und 10) inkubiert wurden. Der Pfeil
zeigt eine mogliche Kollagenasebande an. Sicher abgrenzen
lasst sich jedoch zu keinem Inkubationszeitpunkt eine Bande
im Bereich 132kD, die auf die sezernierte Kollagenase hin-
weist.

3.3. Isolierung des Fusionsproteins

Die Isolierung der Kollagenase erfolgte mit Ni-NTA-Sédulen von Qiagen. Die poly-His
Sequenz am Ende der rekombinanten Kollagenase bindet spezifisch an das Nickelion des
Ni-NTA-Komplexes. Die Aufreinigung des Proteins erfolgte unter zundchst unter nicht-
denaturierenden (nativen) Bedingungen, dann auch unter denaturierenden Bedingungen
mit den entsprechenden Lyse-, Wasch- und Elutionspuffern gemél den Protokollen aus

dem Ni-NTA-Spin-Handbook”’.
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Bahn | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IPTG + - + -+ - + . +
Lysat + + - - - - - - -
Durchfluss - - + + - - - - -
Lavat - - - - + + - - -
Eluat - - - - - - + + +
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Abbildung 10: Aufreinigung der Kollagenase.

Mit Commassie Blue gefarbtes SDS-PAGE Gel mit Lysaten
von BL21 (DE3) Bakterien, die iiber Ni-NTA-Saulen aufgerei-
nigt wurden. Die Pfeile zeigen jeweils die Bande der rekombi-
nanten Kollagenase an. Auf den Bahnen 2 und 3 sind die ,,clear
lysates® aufgetragen, auf den Bahnen 4 und 5 der Durchfluss.
Auf Bahn 6 und 7 sind die Proben nach dem Waschschritt
aufgetragen. Auf Bahn 8 und 9 sind die Eluate aufgetragen.
Auf Bahn 10 ist das Eluat aus dem zweiten Elutionsschritt
aufgetragen.

Der grofite Teil der rekombinanten Kollagenase befindet sich im Durchfluss und nicht wie
erwartet in der Sdulenelution (Abb. 10). Dies weist darauf hin, dass das Fusionsprotein
nicht an die Sdulen bindet. Dass die Bindungskapazitit der Sdulen mit den aufgetragenen
Proteinen iiberschritten wurde, ist aufgrund folgender Uberlegungen unwahrscheinlich:
Die Bindekapazitit der Séulen liegt laut Hersteller bei ungefdhr 150pug, die aufgetragene
Proteinkonzentration liegt schitzungsweise bei 50ng/ul; das heifit, die aufgetragene Menge
von 600ul Lysat entspricht etwa 30ug Protein. Nachdem eine Isolierung unter nativen Be-
dingungen nicht mdglich war, wurden Isolierungsversuche unter denaturierenden Bedin-
gungen mit den entsprechenden Puffern durchgefiihrt. Zwischen den Isolierungsversuchen
unter nicht-denaturierenden und denaturierenden Bedingungen wurden keine signifikanten
Unterschiede gesehen. Um daher sicherzugehen, dass die Aufreinigung von Poly-His-

Proteinen tiber die Ni-NTA-Séule funktioniert, wurde folgender Test durchgefiihrt:
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Es wurden kommerziell erhiltliche Kontrolllysate (6xHis Protein Control Set, Pierce
Chemical Co) mit den Ni-NTA Saulen aufgereinigt. Dabei wurden die lyophilisierten Ly-
sate nicht wie angegeben mit Wasser rekonstitutiert, sondern mit dem Imidazol-haltigen
Lysepuffer, um vergleichbare Bedingungen fiir die Aufreinigung zu erhalten. Das positive
Kontrolllysat enthélt eine rekombinante 35kD schwere Uratoxidase (Uricase) mit Poly-

Histidinsequenz.

10

£
W
N
oo

Bahn 1 2 3
His-Protein + - + - + _ + _
Lysat + + - - - - - -
Durchfluss - - + + - - - -
Lavat - - - - + + _ _
Eluat - - - - - - + +
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Abbildung 11: Kontrollaufreinigung des 6xHis-Protein-
Control-Set.

Mit Commassie Blue gefirbtes SDS-PAGE Gel mit Kontrolllysa-
ten des 6xHis Protein Control Set, die iiber Ni-NTA-Saulen auf-
gereinigt worden waren. Die Pfeile zeigen jeweils die Bande des
Poly-Histidin-Proteins an. Auf Bahn 1 ist der Proteinldngenstan-
dard BenchMark™ Protein Ladder aufgetragen, auf den sich die
GroBenangaben am Rand beziehen und der standardmifBig auf
nahezu allen SDS-PAGE Gelen verwendet wurde. Auf Bahn 2 ist
der 6xHis Protein Ladder von Qiagen aufgetragen, der sowohl als
Molekulargewichtsmarker als auch als Positivkontrolle fiir die
Detektion von Proteinen mit Poly-Histidin-Sequenz dienen kann.

v g i o8 | |

~
S
I

Auch das Kontrollprotein bindet nicht an die Sdulen, sondern ist im ersten Durchfluss zu
finden. Moglicherweise verhindert bereits die geringe Imidazolkonzentration im Puffer die
Bindung an die Sdule. Die Zugabe von 10mM Imidazol wird in allen Protokollen empfoh-
len, um unspezifische Bindung zu verhindern. Das Imidazol wurde mittels Dialyse entfernt

und das Kontrolllysat wurde erneut auf die Ni-NTA Siulen aufgetragen:
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Bahm 1 2 3 4 5 6 7 8 9
His Protein + - + - + -+
Durchfluss + +

Lavatl - - + ¥

Lavat2 - - - - + o+

Eluat - - - - .-+ o+

O ¥

Abbildung 12: Kontrollaufreinigung des 6xHis Protein Control Set
nach Elimination von Imidazol.

Mit Commassie Blue gefirbtes SDS-PAGE Gel mit Kontrolllysaten des
6xHis Protein Control Set nach Dialyse zur Eliminierung von Imidazol,
die iiber Ni-NTA-Séulen aufgereinigt wurden. Die Pfeile zeigen jeweils
die Bande des Poly-Histidin-Proteins an.

Wieder befindet sich ein GroBteil des Proteins im Durchfluss. Dennoch zeigt sich im Eluat
der Positivkontrolle die erwartete Bande bei 35kD, was die Vermutung bekriftigte, dass
Imidazol die Bindung verhindert. Aus diesem Grund wurden bei einem erneuten Ansetzen
einer BL21(DE3)-Bakterienkultur Lyse- und Waschpuffer nach dem bisherigen Protokoll
(unter nativen Bedingungen), jedoch ohne Imidazol verwendet. Die Aufreinigung {iber die
Sdulen gelang nicht, auch hier erschien der grofite Teil der Kollagenase im ersten Durch-
fluss tiber die Sdulen. Das kann als Hinweis gewertet werden, dass die Ursache der
Schwierigkeiten bei der Aufreinigung des Fusionsproteins auch beim Fusionsprotein selbst
liegen konnte. Moglicherweise liegt eine fiir die Isolierung ungiinstige Tertidrstruktur vor,
in der die Poly-Histidin-Sequenz so verdeckt ist, dass eine Bindung an die Ni-NTA-Sdulen
nicht mdglich und das Fusionsprotein der verwendeten Aufreinigungsmethode damit nicht
zuginglich ist. Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde eine vollstindige Denaturierung
und anschlieBende Isolierung des Fusionsproteins durchgefiihrt. Das Lysat, von dem zuvor
eine Probe aufgereinigt worden war, wurde zusammen mit IM DTT und 10% SDS fiir 10
Minuten bei 100°C im Heizblock zur Denaturierung des Fusionsproteins inkubiert. DTT
und SDS wurden mit Dialyse entfernt, und die Lysate wurden wieder iiber die Ni-NTA-

Sdulen aufgereinigt.
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Diesmal befand sich nur sehr wenig rekombinante Kollagenase im Durchfluss, doch konn-

te auch kein Protein im Eluat gefunden werden.

Babn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lysat + - - - - - - - -
Durchfluss - + + - - - - - -
Lavatl - - - + + - - - -
Lavat2 - - - - -+ o+ .

Eluat e

Abbildung 13: Denaturierung und Aufreinigung der Kollagenase.

Mit Commassie Blue gefiarbtes SDS-PAGE Gel mit Lysaten von BL21 (DE3) Bakterien,
die mit DTT und SDS denaturiert und anschlieBend iiber Ni-NTA-Saulen aufgereinigt
wurden. Die Pfeile zeigen jeweils die Bande der rekombinanten Kollagenase an. Im
Durchfluss (Bahn 4) ist die Bande des Fusionsproteins im Vergleich zur Bandenstérke im
Lysat (Bahn 3) schwicher ausgeprégt. Eine weitere Bande ist weder in den Lavaten noch
im Eluat (Bahnen 5-10) zu erkennen.

Dieses Ergebnis flihrte zu der Vermutung, dass zumindest ein Teil der Gesamtmenge des
Fusionsproteins auf der Sdule verblieben ist und sich auch nach 2 Waschvorgingen und
einem Elutionsschritt nicht von der Sdule 16ste. Der Versuch, das Fusionsprotein mit
100mM EDTA, das eine Chelatbindung mit den Nickel-Ionen der Ni-NTA-Séulen eingeht
und damit die aktive Affinititsgruppe von den Séulen entfernt, zu eluieren, gelang nicht.
Nachdem sich das Fusionsprotein nicht aufreinigen lie§3, soll hier dargestellt werden, dass
dies nicht an vermeidbaren Fehlern in der Ausfithrung, nicht also an methodischen Fehlern
lag. Als Polyhistidin-Protein wurde die 6xHis Protein Ladder von Qiagen verwendet und
nach Protokoll unter nativen Bedingungen iiber die Ni-NTA-Sdulen aufgereinigt. Lyse-
und Waschpuffer enthielten kein Imidazol. Der Marker blieb auf den Séulen gebunden.
Weder im Durchfluss, noch nach dreimaligem Waschen, noch nach zweimaligem Eluti-

onsversuch mit 250mM Imidazol zeigte sich das Bandenmuster des Proteinmarkers auf
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dem SDS-PAGE Gel. Nach weiteren Elutionsversuchen mit 500mM Imidazol und 100mM
EDTA, lieB3 sich der Proteinmarker schlieBlich mit 1% SDS von der Saule 16sen.

Bahn 1 2 3 4 5 6
Elution 1 (500mM Imidazol) - + - -
Elution 2 (100mM EDTA) - - + - -
Elution 3 (100mM EDTA) - - - +
Elution 4 (1% SDS) - - - - +

(R

Abbildung 14: Aufreinigung des 6xHis Protein Ladder.

Mit Silbernitrat gefirbtes SDS-PAGE Gel mit Lysaten des 6xHis
Protein Ladder, der iiber Ni-NTA-Séulen aufgereinigt und mit
SDS eluiert wurde. Die Pfeile zeigen die Banden des 6xHis Pro-
tein Ladder von Qiagen.

3.4. Nachweise des Fusionsproteins

3.4.1. Aktivitatsmessung

Da die Aufreinigung der rekombinanten Kollagenase nicht moglich war, konnte die En-
zymaktivitit nicht mit einer gereinigten Fraktion durchgefiihrt werden. Um dennoch fest-
zustellen, ob das rekombinante Protein aktiv war, wurde versucht, die Aktivitit der Kolla-
genase direkt in den bakteriellen Lysaten nachzuweisen. Insgesamt wurden 4 Ansitze -
reprisentativ fiir diese Untersuchungen ist hier nur ein Ansatz gezeigt - auf Aktivitdt der
Kollagenase untersucht. Die Aktivitdt in den Lysaten wurde mit der Aktivitéit einer Refe-
renzkollagenase (Kollagenase Typ XI von Sigma) verglichen. Die Aktivititsmessung er-
folgte mit Hilfe des FALGP Assay, bei dem der Farbstoff FALGP (2-Furanacryloyl-L-
Leucylglycyl-L-Prolyl-L-Alanin) das Substrat der Kollagenase ist. Durch den enzymati-
schen Abbau des Farbstoffs dndert sich die Extinktion der Losung, die iiber 30 Minuten

kontinuierlich bei einer Wellenldnge von 345nm gemessen wird.
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Alle Aktivititsmessungen brachten die gleichen Ergebnisse: Im Vergleich zur
Referenzkollagenase XI von Sigma ergab sich fiir keines der untersuchten Lysate, die die

rekombinante Kollagenase enthielten, eine signifikante enzymatische Aktivitét.

Aktivitatsmessung
FALGP Assay

-0,1 4

02 —— Kollagenase XI
—+— Lysat 18h, 17°C

OD 345

.03 4

04

a

-05 T T T
0 100 200 300 400 500 600

Zeit inmin

Abbildung 15: Aktivitatsmessung mittels FALGP Assay.

Messung der Extinktion des Farbstoffs FALGP bei Wellenldnge 345nm. Die
Steigung der Extinktionskurve des Farbstoffs korreliert mit der Aktivitdt der
Kollagenase. Je starker der Extinktionsverlust der Losung, desto stirker die Ak-
tivitdt der Kollagenase. Aktivitdtsvergleich der Kollagenase aus dem Lysat von
BL21 (DE3) Bakterien, die bei 17°C iiber 18 Stunden inkubiert waren, mit Kol-
lagenase XI von Sigma.

Eine Moglichkeit fiir die fehlende Aktivitdt konnte ein Mangel an Zink sein. Zink ist in der
Kollagenase enthalten und ist an Struktur und Wirksamkeit des Enzyms beteiligt. Um si-
cherzustellen, dass nicht der Mangel an Zink limitierend fiir die Expression und vor allem

die Aktivitdt ist, wurde dem Wachstumsmedium 1mM ZnCl, zugegeben.
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Bahn 1 2 4 5 6 1 8

PTG I mM - -+ .oy
Zeit[h] 6 6 18 18 18 18

ZnClL1mM - L

Abbildung 16: Einfluss von Zinkzugabe zum Kulturmedium auf die Expressi-
on

Mit Commassie Blue gefiarbtes SDS-PAGE Gel mit Lysaten von BL21 (DE3) Bak-
terien, die bei 17°C tiber 6 bzw. 18 Stunden in einem Kulturmedium mit Zusatz
von ZnCl, inkubiert wurden. Die der Kollagenase entsprechenden Banden sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Die mit einem Stern gekennzeichnete Bande auf Bahn
5 entspricht vermutlich ebenfalls der Kollagenase. Hier muss entweder von einer
Verunreinigung von den direkt benachbarten Bahnen oder von einem methodischen
Fehler im Sinne einer Verwechslung der Proben ausgegangen werden.

Die Expressionsbakterien BL21 (DE3) wurden wie bei vorhergehenden Versuchen indu-
ziert und bei 17°C iiber 6 bis zu 18 Stunden kultiviert. Wie in Abb. 16 dargestellt, ergibt
die Zugabe von 1mM ZnCl,, auch bei unterschiedlichen Inkubationszeiten, keine verbes-
serte Expression im Vergleich zum Medium ohne ZnCl,. Auf dem SDS-PAGE Gel zeigt
sich in 2 von 3 aufgetragenen Proben mit ZnCl, keine Bande im Bereich um 132kD, die
sich dem Fusionsprotein zuordnen liee. Die Zugabe von Zink wirkt sich demnach nicht
auf die Expression der Kollagenase aus. Der Versuch, durch Zugabe von ZnCl, eine mess-
bare Aktivitdt der Kollagenase zu erhalten, war nicht erfolgreich. Ein Mangel an Zink fiir
die fehlende Aktivitit wurde daher ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurde der Ansatz

mit Zugabe von Zink nicht weiter verfolgt.

3.4.2. Pro-Q™ Sapphire 365 Oligohistidin-Farbung
Die Schwierigkeiten, die sich bei der Aufreinigung der Kollagenase mittels Affini-

tatschromatographie ergaben, fiihrten zu der Frage, ob sich am Fusionsprotein tatsdchlich
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eine Poly-Histidin-Sequenz befindet. Daher wurde eine Farbemethode angewandt, die eine
spezifische Anfiarbung von Proteinen mit einem Oligo-Histidin-Tag erlaubt. Pro-Q™
Sapphire 365 Oligohistidine Gel Stain von Molecular Probes/Invitrogen enthilt den Che-
latbildner Nitrilotriessigsdure (NTA), damit lassen sich Poly-Histidin-Proteine direkt auf
dem SDS-Polyacrylamid Gel spezifisch anfiarben und mittels 300nm UV Transilluminator
betrachten. Laut Herstellerangaben konnen bereits 30ng eines Hexahistidin-Fusions-
proteins selektiv dargestellt werden. Eine erfolgreiche selektive Anfarbung unserer Kolla-
genase war nicht moglich. Als Kontrolle hierzu diente der schon mehrfach zuvor als Kon-
trollprotein verwendete 6xHis Protein Ladder von Qiagen mit einer Menge von etwa
250ng/Bande. Auch das Kontrollprotein lieB sich nicht addquat anfarben, so dass auf wei-
tere Farbungen mit dem Pro-Q™ Sapphire 365 Oligohistidine Gel Stain verzichtet wurde.
Nachdem mit dieser Methode der Nachweis einer Poly-Histidin-Sequenz weder am Fusi-
ons- noch an einem Kontrollprotein moglich war, wurde der Nachweis mit etablierten sen-

sitiveren Methoden gefiihrt.

3.4.3. Western-Blot

Da das nach IPTG Induktion exprimierte Protein sich weder mit Affinitétssdulen aufreini-
gen noch mit Poly-Histidin-Sequenz spezifischen Farbemethoden anfirben lieB3, stellt sich
die Frage, ob das nach IPTG Induktion detektierbare 132kD Protein wirklich die ge-
wiinschte rekombinante Kollagenase ist. Ein Lysat, von dem angenommen werden konnte,
dass das Fusionsprotein enthalten war, wurde mittels Western-Blot untersucht. Die
pET38baa transformierten BL21 (DE3) Bakterien wurden mit IPTG induziert und lysiert.
Als Kontrolle dienten Lysate von nicht-induzierten Bakterien sowie kommerziell erhéltli-
che Kontrolllysate (Pierce) mit poly-His-Uratoxidase. Die Lysate wurden mit einem 8%
SDS-Polyacrylamid Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Poly-His-
Sequenzen wurden mit einem Ni-NTA-Meerrettichperoxidase (HRP) Komplex und Dia-
minobenzidine-(DAB)-Farbung nachgewiesen. Deutlich ist eine Bande bei 132kD in dem

Lysat aus den induzierten Bakterien zu sehen (Abb. 17 A).
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Abbildung 17: His-Tag spezifische Western-Blots.

A: Nachweis mit Ni-NTA-HRP Komplex.

B: Nachweis mit poly-His spezifischen Antikorper.

Als Marker dienten vorgefarbte Markerproteine (,,prestained mar-
ker”), in B wurden zusitzlich Markerproteine mit einem His-Tag
(auch als positive Kontrolle) eingesetzt. pET38-baa: Lysate aus BL21
(DE3) Bakterien transformiert mit pET38-baa. IPTG: +: Lysat aus
IPTG induzierten Bakterien, -: nicht induzierte Kontrolle. Kontrollly-
sate: His-Tag-Uratoxidase (34kD)(Pierce). Die Pfeile zeigen die Ban-
den der rekombinanten Kollagenase, bzw. der Kontrolllysate an.

Weiterhin sind Banden bei etwa 80 und 60kD festzustellen, die vermutlich auf Abbaupro-
dukte zurlickzufiihren sind. In der nicht-induzierten Kontrolle ist die 132kD Bande nicht
sichtbar. Die Kontrolllysate zeigen ebenfalls das erwartete Muster: keine Bande in der
nicht-induzierten Kontrolle, eine starke Bande bei 34kD in der positiven Kontrolle. Damit
konnte gezeigt werden, dass das durch IPTG induzierte Protein eine poly-His Sequenz ent-

halt. Allerdings kann der Ni-NTA-Komplex auch an Proteine mit Zn-Komplexen binden®.
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Da die Kollagenase einen Zn-Komplex enthélt, wurde der Versuch mit einem anti-poly-His
Antikorper wiederholt, um diese Moglichkeit auszuschlieen. Zweifelsfrei konnte eine
Bande bei 132kD mit einem poly-His spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden (Abb.
17 B). Um schlieBlich zu zeigen, dass es sich bei dem induzierten Protein um eine Kolla-
genase handelt, wurde ein Western-Blot mit einem Kollagenase spezifischen Antikdrper
(LDS 81°%) durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten hier 3 kommerziell erhiltliche Kollage-
nasepriparationen. Die Proteine wurden auf einem 8% SDS-PAGE Gel aufgetrennt und
mit SYPRO Tangerine gefarbt (Nur diese Proteinfarbetechnik ist mit den folgenden Schrit-
ten des Western-Blots kompatibel).

Liberase PI

PanPlus

Kollagenase Typ IX

Lysat ohne Induktion

Lysat mit IPTG
Induktion

—
()
4
—
8]
=

SYPRO Tangerine

anti-Kollagenase-
Antikdrper

Abbildung 18: Nachweis von bakteriellen Kollagenasen mit einem spezifischen Antikérper

A: Mit SYPRO Tangerine gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel,

B: Western-Blot desselben Gels. Nachweis von bakteriellen Kollagenasen mit einem spezifi-
schen Antikdrper. Als Marker dienten gefdrbte Proteine (,,prestained marker*), die auch ohne
Féarbung auf dem Western-Blot sichtbar sind. Als positive Kontrollen dienten Kollagenasepripa-
rationen (Liberase PI (Roche), PanPlus (Serva), Kollagenase Typ IX (Sigma)), jeweils 10ug. Die
Pfeile zeigen jeweils die Bande der rekombinanten Kollagenase aus C. histolyticum an.
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Deutlich ist die Bande der Kollagenase bei 120kD in den Kontrollen sichtbar. In dem Lysat
aus IPTG induzierten Bakterien ist das Protein bei 132kD sichtbar, das in der nicht-
induzierten Kontrolle fehlt. Das Molekulargewicht der rekombinanten Kollagenase ist ho-
her als das der Kontrollkollagenase, da das rekombinante Protein um die beiden ,tags™
CBD (,,cellulose binding domain*) und Poly-Histidin (His) verldngert wurde. Der Kolla-
genase-spezifische Antikorper farbt zudem diverse Banden geringeren Molekulargewichts,
vermutlich Abbauprodukte der Kollagenase an. Obwohl die Bande des rekombinanten Pro-
teins auf dem SYPRO Tangerine-gefarbten Gel nur sehr schwach ausgeprigt ist, ist diese
Bande auf dem Western-Blot deutlich markiert. Man sieht auch eine schwache Bande in
der nicht-induzierten Kontrolle, die darauf hinweist, dass auch im nicht-induzierten Zu-
stand eine geringe Expression der rekombinanten Kollagenase stattfindet. Mit Hilfe dieser
Western-Blots konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass nach IPTG-Induktion eine rekom-

binante Kollagenase mit einem funktionellen His-Tag exprimiert wird.
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4. Diskussion

Die Isolierung von Langerhansinseln aus porzinem Pankreas und die anschlieBende xeno-
gene Transplantation der Inseln mit dem langfristigen Ziel der Therapie des Diabetes mel-
litus hat bereits Erfolge gezeigt. Sie gehort nach wie vor zu einer Reihe von viel verspre-
chenden Therapieansétzen der Volkskrankheit Diabetes. Bisher wurden fiir die Isolierung
von Langerhansinseln kommerziell hergestellte Mischungen aus verschiedenen Kolla-
genasen verwendet’'. Diese Kollagenasen sind nicht nur sehr teuer, sondern weisen zwi-
schen den Chargen betrichtliche Qualititsschwankungen auf®” "> ™ die eine saubere, re-
produzierbare Trennung des endokrinen vom exokrinen pankreatischen Gewebe nur be-
dingt erlauben’®. Um diese Probleme zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit versucht, eine

Kollagenase aus C. histolyticum rekombinant in E. coli zu exprimieren.

Ein Kollagenasegen BAA77435 aus C. histolyticum wurde mit PCR isoliert und in einen
bakteriellen Expressionsvektor kloniert. Fiinf verschiedene Bakterienstimme wurden mit
dem rekombinanten Expressionsvektor transformiert. Nach Optimierung der Kultur- und
Lysebedingungen konnte eine hohe Expression des 132kD groflen Proteins erreicht wer-
den. Die Aufreinigung und Reindarstellung der Kollagenase gelang nicht. Mittels Western-
Blot konnte mit einem spezifischen Antikdper’® jedoch eindeutig nachgewiesen werden,
dass das 132kD Protein zum einen eine bakterielle Kollagenase ist. Zum anderen wurde
mit einem spezifischen Anti-His-Antikorper der Nachweis erbracht, dass das diese Kolla-
genase ein Protein mit Poly-His-Tag ist. In den Aktivitdtsmessungen konnte allerdings
trotz der hohen Expression keine Aktivitit des Enzyms gefunden werden. Es sei an dieser
Stelle angemerkt, dass vorhergehende Versuche aus unserem Labor mit einem anderen
Vektorsystem (pTYB) keine nennenswerte Expression ergaben, jedoch enzymatische Ak-

tivitdt zeigten.

Nachdem mittels Western-Blot (s. 0.) der Beweis erbracht wurde, dass es sich eindeutig
um die gesuchte Kollagenase handelt, dringt sich die Frage auf, weshalb sie zum einen
nicht aufgereinigt werden kann und zum anderen keine enzymatische Aktivitit aufweist.
Der verwendete Vektor pET38 ermoglicht eine schnelle Aufreinigung des Expressionspro-
dukts mittels zweier Aufreinigungssequenzen am C-terminalen Ende. Das rekombinante

Protein wurde als Fusionsprotein aus der klonierten Kollagenase und den beiden ,tags*

50



CBD (,,cellulose binding domain*) und Poly-Histidin (His) exprimiert. Diese ,,tags* erlau-
ben die Aufreinigung mittels Affinititschromatographie iiber Cellulosesdulen (iiber die
cellulose binding domain) oder Ni** (Poly-His bindet an Nickelionen). Da die Aufreini-
gung von Poly-His-Proteinen iiber Ni-NTA-(nitrilotriacetic acid) Sdulen eine etablierte

Methode ist® 7*7"°, wurde die Entscheidung fiir diesen Weg der Aufreinigung getroffen.

Es konnte in Versuchen mit einem kommerziell erworbenen Poly-Histidin-Protein gezeigt
werden, dass bei der Aufreinigung des Fusionsproteins weder ein methodischer Fehler
noch ein Fehler an den Ni-NTA-Saulen vorlag. Bei der Aufreinigung des 6xHis Protein
Ladder ergaben sich Hinweise darauf, dass die Ni-NTA-Sdulen mit Imidazol interagierten
und Imidazol die Bindung des Proteins an die Sdulen zu verhindern schien. Dennoch muss
davon ausgegangen werden, dass die Anwesenheit von Imidazol in den verwendeten Lo-
sungen nicht allein fiir eine insuffiziente Aufreinigung des Fusionsproteins verantwortlich
ist. Die rekombinante Kollagenase konnte ndmlich auch nicht unter Anwendung der glei-
chen Versuchsbedingungen wie bei der erfolgreichen Aufreinigung des Kontrollproteins
(6xHis Protein Ladder), das heifit ohne jegliche Verwendung von Imidazol, aufgereinigt

werden.

Die Vermutung liegt nahe, dass die Grundlage der Aufreinigung iiber die Ni-Sdulen, die
Poly-Histidin-Sequenz, gar nicht vorhanden oder in irgendeiner Form verdeckt ist, bei-
spielsweise durch eine flir die Isolierung ungiinstige Tertidrstruktur des Fusionsproteins.
Die erste Vermutung konnte insofern widerlegt werden, als sich durch Western-Blot ein-
deutig eine Poly-Histidin-Sequenz nachweisen lieB. Die Vermutung, dass die Tertidrstruk-
tur des Fusionsproteins dafiir verantwortlich sein konnte, dass die Poly-Histidin-Sequenz
nicht exponiert ist und damit die Bindung des Proteins an die Ni-Sdulen verhindert wird,
konnte bislang nicht ausgeschlossen werden. Hinweise hierauf ergaben die oben erwéhnten
Versuche mit dem 6xHis Protein Ladder von Qiagen. Wéhrend dieser Poly-His-Marker so
fest an die Ni-NTA-S4dulen band, dass er sich erst mit SDS von den Sédulen 16ste, erschien
das Fusionsprotein in den Aufreinigungsversuchen immer bereits im ersten Durchfluss und

zeigte keinerlei Affinitdt zu den Ni-Séulen.

Die Gruppe um Hesse konnte nachweisen, dass es prinzipiell mdglich ist, eine Kollagenase
aus C. histolyticum in E. coli rekombinant herzustellen®”. Die von Hesse et al. dargestellte

Kollagenase enthielt im Gegensatz zu der von unserer Arbeitsgruppe ausgearbeiteten Kol-
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lagenase keine Poly-Histidin-Sequenz, ihre Aufreinigung erfolgte stattdessen in 2 Chroma-
tographieschritten. Das Kollagenasegen wurde ebenfalls in einen Vektor kloniert und das
rekombinante Protein unter Kontrolle des lac Promotor/Operator-Systems zur Expression
gebracht. Das rekombinante Protein war sowohl im Uberstand als auch innerhalb der Bak-
terienzellen zu finden. In den Versuchen Hesses et al. zeigte sich geniigend Aktivitdt der
Kollagenase fiir einen Bioassay zur Isolierung porziner Langerhansinseln. Allerdings wur-
de hier die rekombinante Kollagenase als ein Teil einer definierten Mischung aus verschie-
denen fiir die Aufreinigung geeigneten proteolytischen Enzymen getestet. Unter diesem
Aspekt formierte sich das Ziel, eine einzige Kollagenase zur Aufreinigung von Langer-
hansinseln zur Verfiigung zu haben, die sich mit einfachen Mitteln schnell, unkompliziert

und hochwertig aufreinigen lasst.

Die Gruppe um Brandhorst verglich die Effektivitdt von Langerhansinseln nach Aufreini-

7778 mit einer anderen rekombinant

gung aus humanen Pankreata mit Liberase HI (Roche)
hergestellten Mischung, die sich aus Kollagenase Klasse I und Klasse II aus C. histolyti-
cum sowie aus Neutraler Protease zusammensetzt™. Liberase HI ist eine Mischung aus
verschiedenen Kollagenase-Isoenzymen und weiteren proteolytischen Enzymen, die einer
Aufreinigung unterzogen und so von bakteriellen Endotoxinen befreit wurden’. Die Un-
terschiede aus Liberase HI und der Mischung aus clostridialer Kollagenase Klasse I und II
und Neutraler Protease bestehen vorwiegend im Mischungsverhiltnis der Enzyme. Im di-
rekten Vergleich ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Liberase HI und
Kollagenase beziiglich Reinheit und In-Vitro-Funktion. Beziiglich der Viabilitit der Inseln

schnitt der Verdau mittels rekombinanter Kollagenase im Vergleich zur Liberase HI signi-

fikant schlechter ab.

Im Hinblick auf diese Mischungen sollte man die Daten verschiedener Arbeitsgruppen
nicht auller Acht lassen, die einen positiven Effekt beziiglich Aktivitdit und Wirkung im
Zusammenwirken verschiedener Kollagenase-Klassen und Proteasen postuliert haben®®*.
Diese Ergebnisse rechtfertigen wiederum die Anwendung von definierten Mischungen aus

Kollagenasen und weiteren proteolytischen Enzymen.

Es gibt zwei Klassen von C. histolyticum Kollagenasen, Klasse I und Klasse II, die unter-
schiedliche enzymatische Eigenschaften und Substratspezifititen aufweisen®" *°. Die in

dieser Arbeit verwendete Kollagenase ist eine Kollagenase der Klasse II.
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Die Arbeit von Hesse®' et al. hat gezeigt, dass die Aufreinigung der Kollagenase Klasse II
verschiedene Isoformen ergibt, die sich in ihrem Molekulargewicht unterscheiden. Denk-
bar wire daher, dass es Isoformen gibt, die sich nur wenig in ihrem Molekulargewicht,
aber merklich in ihrer Tertidrstruktur und damit auch in der Exposition der Poly-Histidin-
Sequenz unterscheiden, was eine mogliche Erkldrung fiir die Schwierigkeiten der Aufrei-

nigung iiber die Ni-NTA-Sdulen wire.

Bei der Isolierung von porzinen und auch humanen Langerhansinseln ist das Fehlen einer
sicher verldsslichen, qualitativ hochwertigen und 6konomisch vertretbaren Kollagenase ein
limitierender Faktor. Alle Gruppen, die sich der Losung dieses Problems angenommen
haben, greifen bisher auf Enzymmischungen zuriick. Die Darstellung einer einzigen Kolla-
genase, die den oben genannten Anforderungen geniigt, ist bisher nicht gelungen. Es zeigt
sich, dass Mischungen nur eine unzureichende Losung sind und keine qualitative Verbes-
serung im Bezug auf die Aufreinigung von Langerhansinseln bringen. Die Herstellung
einer einzigen rekombinanten Kollagenase scheint daher der richtige Weg zur erfolgrei-

chen Transplantation von Langerhansinseln.

Die Fortfithrung dieser Arbeit mit dem Versuch mit einer weniger etablierten Aufreini-
gungsmethode iiber die ,,cellulose binding domain* konnte sich als eine Moglichkeit hierzu
erweisen. Weiterhin konnte sich die Anwendung eines anderen Vektorsystems zunichst
unter Beibehaltung des Kollagenasegens sowie der Klonierungsbakterien als eine geeigne-

te Moglichkeit zur Darstellung einer hochreinen und aktiven Kollagenase erweisen.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantation von Inselzellen aus dem Pankreas stellt eine mogliche Therapieoption
zur Behandlung des Diabetes mellitus dar. Unverzichtbar ist hierzu eine saubere Aufreini-
gung des Inselgewebes. Die Aufreinigung wurde bislang mit Enzymgemischen durchge-
fiihrt, die im Wesentlichen aus C. histolyticum-Kollagenasen und -Proteasen zusammenge-
setzt waren. Die Problematik dieser Kollagenasegemische ist zum einen die schwere Re-
produzierbarkeit der Zusammensetzung und der Enzymaktivititen der einzelnen Kompo-
nenten — es gibt betrachtliche Qualitiatsschwankungen zwischen den Chargen — zum ande-
ren sind diese kommerziell vertriebenen Kollagenasegemische teuer. Die Losung dieser
Probleme konnte daher in der rekombinanten Herstellung der einzelnen Komponenten des
Gemisches liegen. Einzelne Komponenten oder kontrollierte Gemische aus rekombinanten
Enzymen konnen dann reproduzierbar und kostengiinstig fiir die Inselisolierung eingesetzt
werden. Diese Arbeit beschéftigt sich daher mit der rekombinanten Darstellung einer Kol-
lagenase aus C. histolyticum zur Isolierung von Langerhansinseln aus dem porzinen Pank-
reas. Das Kollagenasegen konnte erfolgreich in einen bakteriellen Expressionsvektor mit
dem T7 lac Promotor kloniert werden und die Proteinexpression induziert werden. Unter
optimalen Bedingungen konnten 50mg Kollagenase/l Kultur erreicht werden. Bei der Klo-
nierung wurde das Kollagenasegen um ,,tags* (angehingte Sequenzen) verlangert, die fiir
die spitere Aufreinigung hilfreich sein sollten. Die Aufreinigung iiber die Poly-Histidin-
Sequenz des Fusionsproteins blieb allerdings aus unbekannten Griinden erfolglos. Das
Vorhandensein einer Poly-Histidin-Sequenz am Fusionsprotein konnte durch Western-Blot
jedoch eindeutig nachgewiesen werden. Im FALGPA-Assay zeigten die Zelllysate keine
Kollagenaseaktivitit, allerdings konnte auch hier durch Western-Blot mit Hilfe eines spezi-
fischen Anti-Kollagenase-Antikorpers der Nachweis gefiihrt werden, dass das rekombinan-
te Protein eine Kollagenase ist.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die C. histolyticum-Kollagenase mit hoher Effizienz
rekombinant darstellen ldsst. Jedoch scheint unter den gewéhlten Bedingungen das Protein
in einer tertidren Struktur vorzuliegen, die keine enzymatische Aktivitit aufweist und die

Isolierung mit Hilfe des His-Tags verhindert.
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