2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Hinweise

Die in der Arbet vewendeten, geschitzten Warenzeichen snd nicht ds solche gekenn-
zeichnet. Aus dem Fehlen einer Kennzeichnung kann demnach nicht geschlossen werden, dal3
der entsprechende Produktname frei von den Rechten Dritter i<

Fdls fir einzedne Methoden und Inkubationsschritte keine Temperatur angegeben wird, so
wird be Raumtemperatur gearbeitet. Alle Lésungen und Puffer werden — fdls nicht anders
angegeben — mit ELIX-Wasser aus ener Wasseraufbereitungsanlage der Frma Millipore
hergestellt. Dieses Wasser ha enen Reinhetsgrad, der mit bidedtillietem Wasser ver-
gechbar igd. Die vewendeen Materidien fir die Zdlkultur und fir die molekular-
biologischen Methoden sind entweder Steril verpackte Einmdartikel oder se werden vor ihrer
Benutzung in einem Autoklaven bei 120 °C fir 20 min dampfdterilisert.

2.2 Gerate

2.2.1  Zdl- und Bakterienkultur

Begasungsbrutschrank BB 16; Heraeus- Christ, Hanau

Brutschrank B 6060; Heraeus-Christ

Lichtmikroskop Axiovert 25; Zeiss, Jena

Sterile Werkbank Herasafe HS 12; Heraeus- Christ

Stickgtofftank zur Lagerung von Zdlen M 305 CE; Taylor-Wharton, Hollywood, USA
Warmluftrundschiittier G 24 Environmental Incubator Shaker; New Brunswick Scientific,
Edison, USA

2.2.2  Elektrophoreseund Westernblot

Entwicklermaschine Optimax Typ TR; MS Laborgeréte, Heideberg
Gedltrockner 583; Bio-Rad, Minchen
Horizontal- Elektrophoresesystem Mini Sub Cell GT; Bio-Rad
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Netzgerdte E 734, E 802; Consort, Turnhout, B
Vertikal- Elektrophoresesystem Mini Protean |1; Bio-Rad
Semi-Dry-Trandferzelle Trans-Blot SD; Bio-Rad

2.2.3 Zentrifugen

K thlzentrifuge RC-5 Superspeed (SS 34- und GSA-Rotoren); Sorvall / Du Pont, Bad
Homburg

Tischzentrifuge 5415; Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5402, temperierbar; Eppendorf

Ultrazentrifuge Optima L 90 K (70.1 Ti-Rotor); Beckman-Coulter, Minchen
Vakuumzentrifuge Centrivac; Heraeus-Christ

Zdlzentrifuge Megafuge 2.0 R; Heraeus-Christ

224 Sonstige Gerate

Andysenwaage BP 211 D; Sartorius, Gottingen

Chromatographieanlage AKTA Explorer; Amersham Biosciences, Freiburg
Chromatographieanlage GradiFrac; Amersham Biosciences

Feinwaage LC 821; Sartorius

Flachschittler 3016; GFL, Burgwedel

Fuoreszenz-Mikroplatten-Lesegerét SpectraMax Gemini; Molecular Devices, Sunnyvale,
USA

Kippschiittler Rocky; Frobel Labortechnik, Lindau

Magnetrihrer MR 3001; Heidolph, Schwabach

Mikroplattenschiittler 1S 89; Wesbart LTD, GB

Mikro-Well Waschvorrichtung Nunc-1mmuno Wash 8; Nunc, Wiesbaden
Mikroplattenphotometer SpectraMax 340 PC; Molecular Devices
pH-Meter pH 526 Multicd; WTW, Wellhem

Photometer DU 640; Beckman-Coulter

QBT Heizblock; Grant, Cambridge, GB

Quarzkivette; Perkin-Elmer, Norwak, USA

Sequenzierautomat ABI Prism 310; Perkin Elmer, Weiterstadt
Thermocycler Trio- Thermoblock; Biometra, Gottingen

Uberkopfschiittier Reax 2; Heidolph

Ultraschallstab Sonoplus HD 2200; Bandelin, Berlin

Ultra-Turrax T 25 basic; IKA Labortechnik, Staufen

Vortex Reax top; Heidolph

Wasseraufbereitungsanlage; Millipore, Neu Isenburg

Wasserbad HB 4 basic; IKA Labortechnik

Zdlhomogenisator Potter- Elvehjem (2 ml); Wheaton Science Products, Milleville, USA
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2.3 Verbrauchsmaterialien

2.3.1  Zdl- und Bakterienkultur
Ampidillin; Sgma, Deisenhofen
Einfriermedium (Cell-Cultur e-Freezing-Medium); Gibco BRL, Eggenstein
CircleGrow-Medium; Bio 101, Carlsbad, USA
Collagen A-L6sung (1 mg/ml); Biochrom KG, Berlin
Difco Trypton+ Pepton; Beckton-Dickinson, Sparks, USA
DMEM -Medium mit Glutamax (Dulbecco's modified Eagle Medium mit L-Alanyl-L-
Glutamin); Gibco BRL
Dulbecco-PBS ohne Ca?* und M?*; Gibco BRL
Dulbecco-PBS™ mit C&#* (0.9 mM) und Mc?* (0.5 mM); Gibco BRL
Fetades Kdberserum (FCS); Biochrom KG
Hefeextrakt; Roth, Karlsruhe
Isopropyl-3-D-Thio- Galaktopyranosid (IPTG); Roth
Kanamycin; Sgma
Peniallin G- Streptomycin (10 000 U/ml, 10 000 pg/ml); Gibco BRL
Rifanpicin; Sgma
Select-Agar; Gibco BRL
Trypsin-EDTA (0.25 % (w/v) Trypsin, 1 mM EDTA); Gibco BRL

2.3.2  Chemikalien

6-Biatin-17-NAD" (250 uM); Trevigen, Gaithersburg, USA

Agarose NEEO Ultra; Roth

Ammoniumpersulfat (APS, (NH;)2$,0s); Sgma

ATP (25 mM); Epicentre Technologies, Madison, USA

Brij 58 (Polyethylenglykolhexadecylether); Merck

Bromphenolblau; Serva, Heidelberg

Coomassie Blue R-250; LKB, Bromma, S

Dedferd (Deferoxaminmesylat); Ciba Pharma, Wehr
Desoxyribonukleotid- Triphosphat Mix (je 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP); Roche-
Diagnogtics GmbH, Mannheim

Dithiothreitol (DTT); Merck

Ethylendiamintetraessgsaure (EDTA); Merck

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin; Pierce, Koln

Fluoresceindiacetat; Sgma

Formaldehyd; Merck

HEPES (2-[4- (2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl] ethansulfonsdure); Merck
Magermilchpulver; Nestlé, Frankfurt / Main

b-Mercaptoethanol (2- Sulfanylethart 1-ol); Merck, Darmstadt

M OPS (3-Morpholinopropansulfonsdure); Calbiochem, Schwalbach
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Nonidet P-40 (NP-40); Sgma

Natriumdodecylsulfat (SDS); Serva

Pefabloc SC (4-(2- Aminoethyl)benzol sulfonsaurefluorid); Roche- Diagnostics GmbH

PMSF (Phenylmethansulfonsaurechlorid); Sgma

Polymyxin B-Sulfat; Sgma

Ponceau S; Sigma

Rotiphorese GEL 30 (30 % (w/v) Acrylamid / 0.8 % (w/v) Bisacrylamid); Roth

SPDP (N-Succinimidyl 3-(2-pyridylsulfanyl)propionat); Pierce

TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)phosphin); Molecular Probes, Leiden, NL

TEMED (N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin); Sgma

Tris (2- Amino-2- hydroxymethyl- 1,3-propandiol); Merck

Triton X-100 (t- Octyl phenoxypolyethoxyethanol); Sigma

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat); Sigma
Alle weteren, nicht aufgefuhrten Laborchemikdien wurden von den Hesdlern Merck
(Darmgtadt), Sigma (De senhofen) oder Serva (Heidelberg) bezogen.

2.3.3  Antikorper

Primarantikor per
Monoklonaer Antikdrper aus der Maus gegen humanen Trandferrinrezeptor, gereinigt aus
den ZdlkulturGbersténden der Hybridomazdllinie OKT 9 (OKT 9); American Type Culture
Coallection, Rockville, Maryland, USA
Monoklonaler Antikorper aus der Maus gegen griinfluoreszierendes Protein (Anti-GFP);
Roche- Diagnostics GmbH
Monoklonader Antikdrper aus der Maus gegen Thioredoxin- Fus onsproteine generiert mit
Hilfe von ThioFusion Vektoren (Anti- Thio); Invitrogen, Groningen, NL
Monoklonaer Antikorper aus der Maus gegen die A-Kette von Diphtheriatoxin (Mab
DTA); Biodesign, Saco, USA
Monoklonaer Antikérper aus der Maus gegen humanes Transferrin (MAb 033); HB Diag
nostika, Bad Nauheim
Polyklonaler Antikorper aus der Ziege gegen Diphtheriatoxin (Anti-DT); Biotrend, Koln
Polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen gegen humanes Transferrin (RATf); DAKO,
Hamburg
Polyklonder Antikorper aus der Ziege gegen Biotin (Anti-Biatin); Sgma
Polyklonaer Antikorper aus dem Kaninchen gegen Pseudomonas Exotoxin (Anti- PE);
Sgma

Sekundar antik ér per
Kaninchen-1gG gegen Maus-1gG, HRP- (M eerrettichperoxidase- )konjugiert (RAM*);
DAKO
Kaninchen-1gG gegen Ziegen-1gG, HRP-konjugiert (RAG*); DAKO
Monoklonder Antikorper aus der Ratte gegen die k-Kette aus Mause-1gG, HRP-konjugiert
(mMRAM k*); DAKO
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Ziegen-1gG gegen Kaninchen-1gG, HRP-konjugiert (GAR*); DAKO
Ziegen1gG gegen Méause-1gG, rhodaminkonjugiert (GAM -rhodaminkonjugiert); Sgma

2.34  Enzyme

Enterokinase EK-Max (1 U/ul); Invitrogen

Furinconvertase, human rekombinant (1 U/ul); Alexis, Griinberg

Lysozym; Sgma

Pwo-DNA-Polymerase (5 U/ul); Roche-Diagnogtics GmbH

T4-Polynukleotidkinase (PNK, 10 U/ul); Epicentre Technologies

T4-DNA-Ligase (2 U/ul); Epicentre Technologies

Tag-DNA-Polymerase (1 U/pl); Roche- Diagnostics GmbH

Trypsin, TPCK-(N-(1- Chlor-4- phenylbutan-2- on- 3-yl)- p- toluonsulfonsdure- ) behanddlt;

Sgma
Redtriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Roche-Diagnosics GmbH (Mannheim)
oder New England Biolabs (Schwalbach) bezogen.

2.35 WaetereProteineund Peptide

Aktiviertes Penetratin 1; Appligene Oncor, Heidelberg

Aktiviertes, biotinyliertes Penetratin 1; Appligene Oncor

Antipain; Sgma

Apo-Tranderrin/ esenfreies Transferrin, human; Sigma

Biotinyliertes Trandferrin, human, hergestelt aus ferri- Tranderin; Sgma
Bovines Serumdbumin (BSA); Sgma

Chymodatin; Sgma

Ferri- Transferrin / eisenbel adenes (Fe**) Transferrin, human; Sigma
Furinconvertasainhibitor (Decanoyl-ArgVa-Lys-Arg-chlormethylketon); Alexis
Glutathion, oxidierte und reduzierte Form; Sigma

Leupeptin; Sgma

Pepdatin A; Sigma

Streptaviding Sigma

Streptavidin- Peroxidase, HRP-konjugiert; Sgma

Trypsninhibitor aus Sojabohnen; Sigma

2.3.6  SonstigesVerbrauchsmaterial

Cdlophanfolie Einmach- Cdllo; Rolf Heyne, Wdlertheim

Centriflex Gdfiltrationssaulen; Edge Biosystems, Gaithersburg, USA
Einmalkivetten Plastibrand; Brand, Werthem

Filterpapier Whatman 3 MM; Whatman Internationd Ltd., Madstone, GB
Mikrokollodiumhilsen SM 13202; Sartorius

Mikrokonzentriervorrichtungen Centriprep 30 und Centriprep 10; Amicon, Witten
Module fir Mikroplatten MaxiSorb U 16; Nunc

Nitrocellulosemembranen 0.2 um Porengrole; Sartorius
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Rontgenfilme Biomax MR-1; Kodak, Stuttgart

Steilfilter Minisart, Porengrof3e 0.2 um; Sartorius

Visking Didyseschlduche, Ausschiul}grenze 12-14 kDa; Roth
Serile Einwegwaren, wie Pipetten, Schraubdeckdrohrchen und Geféle fur die Zdl- und
Bakterienkultur, wurden von den Frmen Facon/ BecktonDickinson (Heideberg), Nunc
(Wieshaden) oder Greiner (NUrtingen) bezogen.

24  Material fur die Chromatographie

Anionenaugtauscher Mono Q; Amersham Biosciences
Chelatsepharose Fast FHlow; Amersham Biosciences
Cyanbromaktivierte Sepharose 4B; Amersham Biosciences
HIC Resource-Phenyl; Amersham Biosciences

HiTrap Blue- Sepharose; Amersham Biosciences
Ni-NTA-Agarose; Qiagen, Hilden

Protein A-Sepharose CL-4B; Amersham Biosciences
Superdex 75; Amersham Biosciences

25 Reagenziensitze und Molekular gewichts-
mar ker

100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker (bp: Basenpaare); Invitrogen

1 kb DNA-Molekulargewichtsmarker (1 kb: 1 000 Basenpaare); Invitrogen

ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und Template
Suppression Reagens; Perkin Elmer

BCA-(2,2¢ Bicinchoninséure- ) Proteinbestimmungsreagens, Pierce

Benchmark Protein-Molekulargewichtsmarker; Invitrogen

Benchmark vorgeférbter Protein-Molekulargewichtsmarker (prestained); Invitrogen
CyQuant-Zdlproliferationskit; Molecular Probes

Geneclean |l Kit; Bio 101

Qiagen Plasmid Mini Kit; Qiagen

Qiaquick Gelextraktionskit; Qiagen

Renaissance Plus Chemolumineszenzreagens, NEN Life Science Products, Boston, USA

2.6  Nukleotideund Primer

Synthetische Oligonukleotide fir DNA-Sequenzierungen und PCR-Resktionen wurden be
TIB Malbiol (Berlin), Metabion (Matinsried) oder BIG Biotech (Frelburg) bezogen (Tab.
2-1).
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Tab. 2-1: Verwendete Oligonukleotide und Primer.

Bezeichnung Grofe Sequenz

DTA EcoR Srev 34-mer  56Cgg AAT TCC TAT TAA TTT CCT gCA CAggCT TgA g

DTA Nderev 35mer  56CgggAA TTC CAT ATgATT TCC TgC ACA ggC TTg Ag

DTA Nherev 32-mer  5¢6CgC gCg gCT AgC ATT TCC TgC ACA ggC TTg Ag

DTA Xmarev 3l-mer  5¢CTC CCCCCgggA TTT CCT gCA CAggCT TgA g

DTA-265 for 21-mer  5¢ggA CTgACgAAggTT CTCgC

eGFPEcoR Srev 33-mer  5¢6Cgg AAT TCC TAT TACTTg TACAQC TCg TCC ATg

eGFP Hind for 34-mer  56gCC CAA gCT TgC CAT ggT gAg CAA ggg CgA goA g

eGFP Nhe rev 32-mer  5¢6CgC gCg gCT AgC CTT gTA Cag CTC gTC CAT gC

eGFP Xmarev 30-mer  5¢CTC CCC CCgggC TTg TAC AgC TCg TCC ATg

ESP for 57-mer  5¢6CgC gTC ATC gCC AgC CgC gCg gCA ATC gTg TCC
gAC gCT CAC CCgagT gTT AAT Agg

ESPrev 65-mer  5¢6CCT TCC TAT TAA CAC CCgggT gAg CgT Cgg ACA

CgA TTg CCg CgC ggC Tgg CgA TgA CgC ggg CC
MTS EcoR Srev 30-mer  5¢Cgg AAT TCg TTA ggg TgC ggC AAg AAgAAC

MTSfor 53-mer  5¢CT CAT ATggCA gCCgTT CTTCTCCCTgTTCTT CTT
gCC gCA CCC gCg ggC CCg
MTSrev 61-mer  5¢6AAT TCgggC CCg Cgg gTg Cgg CAA gAA gAA CAggoA

0gAA gAA Cgg CTg CCA TAT gAggTA C

Nco H DTA for 58-mer  5¢gg CAT gCC ATg ggA (CAT)s AAg CTT gCT gAT gAT
gTTgTTgAT TC

Nde PEN ESPfor  81-mer  56Cgg gAA TTC CAT ATg CgC CAgATT AAgATT Tgg
TTC CAg AAT Cgg CgC ATg AAg Tgg AAg AAggCg ggC
CCg CgT CAT CgC

Nde TLM ESPfor 69-mer  56Cgg gAA TTC CAT ATgCCC TTA TCg TCA ATCTTC
TCg CgC ATT ggg gAC CCT gCg ggC CCg CgT CAT CgC

PE-255 Stu for 30-mer  5¢gCg CAg gCC TCT CTg gCC gCg CTg ACC gCg
PE-385 Stu for 30-mer  5¢gCg CAg gCC TgT AgC ggC gAC gCC CTg CTg
PET 11d-200 rev 22-mer  56AAA ggg AAT AAgggC gAC ACgg

Reverse 23-mer  5¢6AgC ggA TAA CAA TTT CACACA gg

T7 19-mer  5¢ggA AAC AgC TATgACCATg

TRBP EcoR Srev  72-mer 5¢CAA gAA TTC CTA TTA ACA Cgg CCA AAC Cgg AgA
CCA CAT Cgg Cgg ACggTgggT CCC ggg TgA gCg TCg

gAC
Trx for 18-mer 5¢TTC CTC gACgCT AACCTg
Universa 17-mer  5¢gTA AAA CgA Cgg CCA gT
Xma eGFP for 29-mer  5¢gCg gCC Cgg ggT gAg CAA ggg CgA goA gC

2.7 Vektoren

pBadMycHis C, Vektor zur Expression von Proteinen in E. coli; Invitrogen

pBluescript 11 KS, Vektor zur Klonierung in E. coli; Stratagene, Heidelberg

PEGFP-N3, Vektor zur Expresson von Fusonsprotenen mit eGFP, optimiert fur ene in-
tensvere Huoreszenz und fir die Expression in Saugerzdlen; Clontech, Palo Alto, USA

PET 11d, Vektor zur Expression von Proteinen in E. coli; Novagen, Madison, USA

pLitmus 28, Vektor zur Klonierung in E. coli; New England Biolabs, Schwalbach



2.8 BAKTERIENSTAMME 31

pThioHisA und B, His-Paich ThioFuson, Vektoren zur Expresson von His-Patch
Thioredoxin-Fusongproteineniin E. coli; Invitrogen

pRBIPDI, Vektor mit Periplasmasignd sequenz vor dlem zur Expression von Disulfid-

briicken enthatenden Proteinenin E. coli; freundlicherwe se zur Verfligung gestelt von

Dr. Martina Huber-Wunderlich, ETH Zrich

2.8 Bakterienstamme

E. coli BL21 (Genotyp: F ompT hsdSg(rg™ ms™) gal dem)

E. coli BL21(DE3) (Genotyp: F ompT hsdSg(rg” mg™) gal decm (DE3))

E. coli DH5a (Genotyp: F F 80dlacZDM15D(lacZY A-argF)U169 endAlrecAl
hsdR17(rk” mk™") deoR thi-1 supE44 | - gyrA96 relAl)

E. coli IM 83 (Genotyp: F F 80dlacZDM 15D(lac-proAB) ara rpsl)

E. coli LMG 194 (Genotyp: F DlacX74 galE thi rpsL DphoA (Pvu Il) Dara714leu::Tn10)

E. coli TOP 10 (Genotyp: F mcrA D(mrr-hsdRMS-merBC) F 80lacZDM 15 DliacX 74 deoR
recAl araD139 D(araA-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG)

29 Zdlinien

HepG2- Zdlen (humane Hepatokarzinomzellen); American Type Culture Collection
TRVb-wt-Zdlen, CHO-Zdlinie ohne endogene Transferrinrezeptoraktivité;

Dr. T. E. McGraw, Corndl Universty, New York

TRVb-hTfR-Zdlen, TRVb-wt-Zdlen trandfiziet mit der c¢cDNA des humanen Wildtyp-
Tranderrinrezeptors, Dr. T. E. McGraw, Cornell University, New York

2.10 Pufferlosungen und Bakterienmedien

An dieser Sele wird nur auf Puffer und Medien hingewiesen, die sehr haufig Verwendung
finden. Alle anderen Puffer and audftihrlich in Verbindung mit der entsprechenden Methode
beschrieben.

PBS: 150 mM NaCl, 8.33 MM NaHPO4, 1.67 mM KH,PO4, pH 7.4

LB-Medium: 1 % (w/v) Difco Trypton-Pepton, 0.5 % (w/v) Hefeextrakt,
1 % (w/v) NaCl, pH 7.0
Antibiotikazusdtize  Ampicllin 100 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml
LB-Aga: 1.5 % (w/iv) Sdlect-Agar in LB-Medium
Antibiotikezusdtzee  Ampicillin 50 pg/ml
Kanamycin 25 pg/ml
2Y T-Medium: 1.6 % (w/v) Difco Trypton-Pepton, 1 % (w/v) Hefeextrakt,

0.5 % (w/v) NaCl, pH 7.0
Antibiotikazusdtize  Ampicllin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pgml
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Dulbecco-PBS™: 1.5 mM KH,PO4, 8 MM NaHPO4, 35 mM NaCl, 2.7 mM KCI,
0.9 mM CaC|2, 0.5mM MgC|2

2.11 Zéllbiologische M ethoden

2.11.1 Zdlkultur

Alle Zdlinien werden im Begasungsbrutschrank unter 5% CO, und 95 % Luftfeuchtigket
be einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Samtliche Arbeiten efolgen unter ener derilen
Werkbank und fetales Kdberserum (FCS) wird vor Gebrauch hitzeinaktiviert (30 min, 56 °C).

2.11.2 Collagen A-Beschichtung von Zellkulturplatten
Collagenlsung: Collagen A-Ldsung (1 mg/ml), 1:10 verdinnt mit
Dulbecco-PBS™
Zur Hegdlung ener Collagenbeschichtung wird auf der Zdlkulturplate so vid Collagen
l6sung verteilt, dal3 der Boden vollsténdig bedeckt ist. Nach 15 min wird die Collagenlésung

abgenommen und die Platte énma mit Dulbecco-PBS™ gewaschen. Die Collageniésung ist —
gelagert bei 4 °C — bis zu finfma wiederverwendbar.

2.11.3 Passagieren der Zellen

Zundchs wird enma mit Dulbecco-PBS gewaschen, anschlieflend wird Trypsin-EDTA-
Losung (3ml) zugegeben. Abhdngig von der Art der Zdlinie wird so lange inkubiert (3—
5min), bis man im Lichtmikroskop ene deutliche Abkugdung der Einzezelen beobachten
kann. Nach quantitativer Abnahme der Trypsn-EDTA-LAsung werden die Zdlen durch leich
tes Klopfen von der Zdlkulturschade gddst. Nach Zugabe von frischem Medium (10 mi)
werden die Zdlen durch mehrfaches PFipettieren vereinzdt. Die suspendierten Zdlen werden
in der Regd in ener 1:10-Verdinnung ausgesit.

Soll ene definiete Anzehl Zdlen ausgest werden, wird die Zdldichte mit Hilfe ener
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die gewiinschte Zellkonzentration eingestellt.

2.11.4 Kultivierung von HepG2-Zédllen

Kulturmedium H: DMEM -Medium mit Glutamax, 100 U/ml Penicllin G
(Natriumsalz), 100 pg/ml Streptomycinsulfat, 10 % (v/v) FCS

Die Kultivierung der adhérenten HepG2-Zdlen efolgt in KulturmediumH auf  kollagen
beschichteten Gewebekulturplatten.

2.11.5 Kultivierungvon TRVb-Zdllen

Kulturmedium T: DMEM -Medium mit Glutamax, 100 U/ml Penidillin G
(Natriumsalz), 100 pg/ml Streptomycinsulfat, 5 % (v/v) FCS
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Die Kutivierung der adh&enten TRVDb-Zdlen efolgt in Kulturmedium T auf unbeschichteten
Gewebekulturplatten.

2.11.6 Einfrieren und Auftauen von Zdlen

Die Zdlen ene konfluent bewachsenen Gewebekulturplatte (Durchmesser 100 mm, circa
5 10° Zdlen) werden nach Zugabe von Trypsn-EDTA-Losung abgdést und in frischem
Medium resuspendiert. Anschlief?end werden die Zdlen durch Zentrifugation (200° g, 5min)
pdletiet und in Einfrieemedium (1 ml) resuspendiert. Die Zdlsuspenson wird in Kryo-
rohrchen Uberfihrt, die in einem Styroporbehdter Uber 2 Tage langsam auf - 80 °C abkihlen.
Die Langzatlagerung efolgt in flissgem Stickgtoff.

Zur Rekultivierung werden die Zdlen rasch in enem Wasserbad aufgetaut und nach und nach
in Medium (10ml, 4°C) resuspendiert. Nach Zentrifugation (200° g, 5min) werden die
Zdlen emneut in Medium resuspendiert. Diesser Vorgang wird nochmas wiederholt, um das
aus dem Einfriermedium sammende DMSO auszuwaschen. Anschlie?end werden die Zdlen
in Kultur genommen.

2.11.7 Zdlfraktionierung

In beiden Fdlen der Zdlaufarbeitung wird ohne Zusatz von Proteasainhibitoren geerbeitet, da
mit den hergestdlten Fraktionen anschliellend in der Regd solche Versuche durchgeftrt
werden, die aktive Proteasen erfordern. Um dennoch proteolytische Prozesse wéhrend der
Aufarbeitung zu minimieren, werden dle Schritte ba 4°C und mit vorgeklhiten Puffern
durchgeftihrt.

2.11.7.1 Zdlfraktionierung nach Dignam

Dignam A-Puffer: 10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCh, 10 mM KCl,
0.5 mM b-Mercaptoethanol

Dignam C-Puffer: 20 mM HEPES, pH 7.9, 25 % (v/v) Glyceral, 420 mM NaCl,
0.2 mM EDTA, 0.5 mM b-Mercaptoethanol

PBS Tx: PBS plus 1 % (v/v) Triton X-100

Be der Zdlfraktionierung nach Dignam et al.''® werden die Zdlen zunichst einmd mit
Dulbecco-PBS™ gewaschen und anschlieflend in Dulbecco-PBS™ von der Platte geschabt.
Nach enmaigem kurzen Waschen mit Dignam A-Puffer werden die Zdlen in ener geringen
Menge dieses Puffers (circa 150yl pro 5° 10° Zdlen) resuspendiert und auf Eis inkubiert
(30 min). Durch die Hypotonie des Puffers lassen dch die aufgequollenen Zdlen danach
lecht durch Auf- und Abziehen durch eine Kanile (57, GrofRe 18) aufschlielien. Die so
erhatene ZdlGsung wird abzentrifugiert (20000 g, 10 min) und der resultierende Uberstand
ultrazentrifugiert (100000 g, 1h) (Abb. 2-1). Im Uberstand befindet sich nun die Cytosol-
fraktion, die durch Zugabe ener gesittigten Saccharosddsung tabilisgert wird (10 % (VIV)).
Die sch im Pdlee2 befindenden Membranen und Veskd werden in PBSTx (30 )
solubilisert. Pdlet 1 wird in Dignam C-Puffer (100 ul) aufgenommen, Uber Kopf geschittelt
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(30 min) und emneut zentrifugiet (20000 g, 10 min). Der Uberstand besteht aus Kernlysat,
Pdlet 3 wird in PBS Ty (50 pl) aufgenommen und enthdt unter anderem Mitochondrien und
Lysosomen.

Zellschwellung in Dignam A-Puffer

20000 " g
Pellet 1 Uberstand

Resuspension in

Dignam-C-Puffer ;

100000 " g
20000 " g l l
l l Pellet 2 Uberstand
Membranen, Cytosol
Pellet 3 Uberstand Vesikel
Lysosomen, Kernlysat
Mitochondrien, etc.
Abb. 2-1:  Zdlfraktionierung nach Dignam.**®
Douncing in Fraktionierungspuffer
540" ¢
Pellet 1 Uberstand
Kerne, Zellen
2500 " g
Pellet 2 Uberstand
Lysosomen, etc.
100000 " g
Pellet 3 Uberstand
Membranen Vesikel Cytosol

Abb. 2-2:  Zdlfraktionierung durch differentielle Zentrifugation.
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2.11.7.2 Zédlfraktionierung durch differentielle Zentrifugation
Fraktionierungspuffer: 50 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
PBS Ty: PBS plus 1 % (v/v) Triton X-100

Nach enmaigem Waschen mit Dulbecco-PBS™ werden die Zdlen in Fraktionierungspuffer
von der Platte geschabt, resuspendiert (circa 5° 10° Zellen in 300p) und in dnem
Zdlhomogenisator durch Douncing aufgeschlossen (Auf- und Abbewegens des Stempdls im
Zdlhomogenisator, 25°). Nach dem ersen Zentrifugationsschritt (540 g, 10 min) befinden
sgch ganze Zdlen und Kerne in Pdletl, welches in PBS Ty, (100 pl) aufgenommen wird
(Abb. 2-2, sehe vorherige Seite). Der Uberstand wird zentrifugiert (2500 g, 15 min), um
Lysosomen und Peroxisomen in Pdlet 2 abzutrennen. Dieses wird in PBS Ty (50 W) aufge-
nommen, wahrend der Uberstand ultrazentrifugiert wird (100000 g, 1h). Der so erhatene
Uberstand bildet die Cytosolfraktion, Pellet 3 besteht aus Membranen und Vesiken und wird
in PBS Ty (50 ) solubiligert.

2.11.8 Solubiliserung von Zdlen

Solubiligerungspuffer: 20 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 % (viv) NP-40, 0.02 % (w/v) Natriumazid

Pefabloc SC-Sammlésung: 100 mM in H,O

PIC-Mix: je 1 mg/ml Antipain, Leupeptin, Pepstatin, Chymodtatin

Zur Solubiliserung werden die Zdlen zwemd mit Dulbecco-PBS™  gewaschen  und
anthlieRend in ener mogliche geringen Menge Solubiliserungspuffer  von  der Platte
geschabt (circa 05ml pro 5° 10° Zelen). Nach Zugabe von Pefabloc SC-Sammldsung
(Endkonzentration 1 mM) und PIC-Mix (,Protesse-Inhibitor-Cocktail“, 5 ul/ml) wird de
Probe mindestens 2h ba 4 °C geschittdt. Zur Abtrennung unlédicher Bestandtelle wird die

Probe zentrifugiert (20000 g, 20 min). Das Pelet wird verworfen, wahrend der Uberstand
fUr die Experimente verwendet wird.

2.11.9 Quantifizierung von funktionellen
Transferrinbindungsstellen an der Zdloberflache

Dulbecco-PBS™, pH5.5:  Dulbecco-PBS™ / HCI, pH 5.5

TBS 10 mM Tris/ HCl, pH 8.0, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
0.9 mM CaClp, 0.5 mM MgCh

L6sung 1: 0.4 mM Deferoxaminmesylat (Desferal) in Dulbecco-PBS™,
pH 5.5

L6sung 2: 50 uM Deferoxaminmesylat in Dulbecco-PBS™, pH 5.5

Ldsung 3: 50 uM Deferoxaminmesylet in TBS
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A B C
e Fe D biotinyliertes Tf
e Fe

SR ¢
& B g O

Fe Eisenionen (Fe3")

Abb. 2-3: Imitation des Tf-Cyclus mit Hilfe von Deferoxaminmesylat — A Ausgangssituation, B
Ablésen von Eisenionen (Fe**) durch Deferoxaminmesylat bei pH 5.5, C Ablésen von Tf bei pH 8.

Diese Methode bedient sich der Wirkung der Substanz Deferoxaminmesylat, um den natur-
lichen Tf-Cydus zu imitieren (Abb. 2-3).}1* Alle Schritte erfolgen bei 4 °C, um ene Inter-
ndiserung von TfR zu unterbinden und somit nur Tf-Bindungsstellen auf der Zeloberflache
zu besimmen.

Die verschiedenen Zdlinien werden auf 6-Well-Platten ausgesit irca 1° 10° Zellen pro Ver-
tiefung) und fir mindestens 14 h zum Adhérieren im Brutschrank gelagert.

ADbldsen des aus dem FCS stammenden Kéalber-Tf: Die Zdlen werden zunéchgst viermd
mit Dulbecco-PBS™, pH 5.5, gewaschen. AnschlieRend wird mit Losungl (27 5min) inku
biet und eénmd mit Lésung 2 gewaschen. Auf diese Weise l6sen sich Eisenionen (Fe**) von
Tf, wedches anschlieRend durch Inkubation mit Losung3 (2° 5min) vom Rezeptor gdost
wird.

Inkubation mit biotinyliertem Transferrin:  Nach Waschen der Zdlen mit Dulbecco-
PBS™ (37) fogt eine endiindige Inkubation mit biotinylietem Tf (Lug pro Vetiefung in
500 ul  Dulbecco-PBS™). Fir Kompetitionsversuche wird zusizlich nichtbiotinyliertes ferri-
Tf (100 pg) zugesatzt.

Ablésen des biotinylierten Transferrins.  Zunichst werden die Eisenionen(Fe**) durch
verschiedene Inkubationsschritte von Tf gelost (1° waschen mit Dulbecco-PBS™, 37 mit
Dulbecco-PBS™, pH5.5, 3° 10 min mit Loésung1). Die Dissozigtion von Tf efolgt an
schliegBend  durch  Inkubation mit Losung3 (3~ 5min, jeweils 500 ul). Diese Ubergtande
werden fUr die Quantifizierung von bictinyliertem Tf gesammét.

Zahlen der verbliebenen Zdlen pro Vertiefung: Nach Waschen der Zelen mit Dulbecco-
PBS™ werden diese durch Zusatz von Trypsn-EDTA-Losung von der Platte gelést. Nach
Absaugen der Lésung werden die Zellen in Dulbecco-PBS™ resuspendiert und gezahit.

Quantifizierung von biotinyliertem Transferrin:  Die Quantifizierung efolgt mittes eines
ELISA (sehe Abschnitt 2.12.6, Seite 41). Hierfir werden die gesammdten Uberstande 1.5
mit PBST verdinnt und ds Ligand engesetzt.

2.11.10 Immunfluoreszenz mit TRBP-Proteinen
Block-FS: 3 % (v/v) FCS, 1 % (v/V) Ziegenserum in Dulbecco-PBS™
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AuUf Deckglaschen ausgesite HepG2- oder TRVb-Zdlen werden in serumfreiem Medium mit
asengesdttigtem ferri-Tf  oder eGFP-Kongtrukten inkubiert (1h, 4°C bzw. 37°C). An-
schliefend erfolgt die Fixierung und Permesbiliserung entweder mittels Methanol (- 20 °C,
10 min) oder durch sequentidle Inkubation mit Paraformadehyd (3 % (w/v), 30 min) und
Tween20 (0.01 % (v/Av), 1 min). Nach Blockierung mittels Block-FS (40 min) wird zunéchgt
OKT9 bzw. Anti-GFP (1:300 in Block-FS, 30 min) zugegeben. Nach mehrfachem Waschen
mit Block-FS wird mit rhodaminkonjugiertem Ziegenanti-Maus-1gG  inkubiert  (GAM-
rhodaminkonjugiert, 1:80 in Block-FS, 30 min). Schliedich wird grindlich mit Block-FS,
Wasser (zum Entsdzen) und Ethanol (zum Entwéssern) gewaschen, bevor die Préparate auf
Objekttragern fixiert werden.

2.12 Proteinchemische Methoden

2.12.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Protenen mit Hilfe der BCA-Methode beruht darauf, dal3
durch Proteine im akalischen Milieu Kupferionen reduziert werden (CU#* zu Cu'), welche
dann mit 22¢Bicinchoninsdure (BCA) enen violetten Komplex formen, dessen Absorption
bel 562 nm mit Hilfe eines Mikroplattenphotometers SpectraMax 340 PC gemessen wird.

Auf einer Mikroplatte werden in Doppdbestimmung jeweils 10l proteinhdtige Probe mit
200 yl, nach Hedgdlerangaben frisch zubereitetem, Resgens versatzt. Nach 35minitiger
Inkubation bel 35°C wird die Absorption gemessen und die Proteinkonzentration anhand
ener Standardkurve mit BSA bestimnnt.

2.12.2 Pufferwechsel und Konzentrierung von Proteinlésungen
2.12.2.1 Dialysevon Proteinldsungen

Durch Didyse in Mikrokdlodiumhilsen konnen Proteinlésungen mit  geringen  Volumina
umgepuffert werden. Hierzu flllt man die Probe in zuvor dreimd mit Wasser gesplilte Hilsen
und diaysert gegen die 300-500fache Menge des gewtinschten Puffers.

Groliere Volumina werden mit Hilfe von Didyseschlauchen umgepuffert, die zuvor in
EDTA-hdtigem Wasser aufgekocht und anschliefend dremd mit Wasser gewaschen
wurden. Didydert wird ebenfdls gegen die 300-500fache Menge Puffer, entweder ohne
Pufferwechsdl Uiber mindestens 12 h oder stundenweise unter mehrfachem Pufferwechsd.

2.12.2.2 Zentrifugationsgetriebene Ultrafiltration

Die Protenldsungen werden mit Hilfe von Mikrokonzentriervorrichtungen in - ener
Megafuge 2.0 R mit Ausschwingrotor solange zentrifugiert (1420° g, 4°C), bis die ge-
winschte Konzentrierung erreicht i, Je nach Grofe des zu konzentrierenden Proteins
verwendet man Centriprep 30 oder Centriprep 10 (Ausschlufgrenze 30 bzw. 10 kDa).
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2.12.2.3 Vakuumzentrifugation

Die zu konzentrierende Protenldsung wird in enem gedffneten Resktionggefdd solange im
Vakuumkonzentrator Centrivec  zentrifugiert, bis das gewilnschte Volumen erecht ig. Da
diesss Vefahren sehr lange dauert, eignet es sSch nur fir Ldsungen mit geringen Volumina
Aullerdem ist durch den Andieg der Sdzkonzentration nachfolgend eine Diadlyse in Betracht
Zu ziehen.

2.12.2.4 Proteinfallungen

Acetonféllung: Da diese Fdlung eine Denaturierung der Proteine bewirkt, kann se nur in
solchen Fdlen angewendet werden, be denen in Folgeexperimenten kein funktioneles
Protein mehr eforderlich ist (z B. SDS-Polyacrylamidgd). Zur Fdlung versstzt men die
Proteinlésung mit dem 4fachen Volumen Aceton. Nach Inkubation be - 20 °C (30 min) wird
der Ansatz zentrifugiert (20000 g, 10 min). Das peldiete Protein wird schliedich in ener
entsprechenden Menge Puffer oder Wasser aufgenommen.

Ammoniumaulfatfallung: Diese Fdlung hat keine dauerhafte Denaturierung der Proteine
zur Folge und egnet sch deshdb fir Anwendungen, fir die en funktiondles Protein
efordedich i2. Man gdlt zunéchs ene in da Kdte gesdtigle Ammoniumsulfa-
((NH4)2SO4-)L6sung her, indem man be Raumtemperatur unter standigem Rihren sovid
(NH4)2SO4 in Wasser gibt, bis ein Niederschlag auftritt (circa 67 % (w/v)). Diese Lésung gibt
man im Vehdtnis 21 zur Protanldsung, schittdt und inkubiet fir 1h ba 4°C
(Endkonzentration (NH4).SO4 circa 45 % (w/v)). Anschlielend zentrifugiert man die ausge-
fdlenen Proteine ab (20000° g, 10 min), nimmt de in Puffer auf und didyset gegen diesen
Puffer, um verbliebenes (NH;).SO4 zu entfernen.

2.12.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophorese

4~ SDS-Probenpuffer: 250 mM Tris/ HCl, pH 6.8, 8 % (w/v) SDS,
40 % (v/v) Glyceroal, 0.04 % (w/v) Bromphenolblau,
8 % (v/v) b-Mercaptoethanol

Elektrophoresepuffer: 20 mM Tris/ HCl, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS
Trenngdpuffer: 1.5M Tris/ HCI, pH 8.8, 0.4 % (w/v) SDS

Samme g puffer: 0.5 M Tris/ HCI, pH 6.8, 0.4 % (w/v) SDS

APS: 10 % (W/V) (NHg)2S,0sg in H,O

Alle SDS-Polyacrylamid- Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) werden mit dem Mini Protean I
Sysem modifiziet nach der Methode von Laemmli durchgefihrt!'® Es werden sets dis-
kontinuierliche Gele verwendet (Sammelgd: 4.5, Trenngd: 7.5 oder 12 % (v/v) Acrylamid).

Die Zusammensgtzung der enzenen Ldsungen ig im folgenden Pipettierschema dargestellt
(Tab. 2-2). Die Polymerisstion der LoOsungen efolgt nach Zugabe von TEMED ds
Kadysaor und APS ds Radikddarter. Daher sollten diese Komponenten zuletzt zugesetzt
werden.
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Tab. 2-2: Pipettierschema fur SDS-Polyacrylamidgele.

LOsungen Sammelgd (4.5%) Trenngel (7.5%) Trenngd (12 %)
Acrylamid 0.36 ml 250 ml 400 ml

Sammel gel puffer 0.60 ml — -

Trenngel puffer - 2.50 ml 2.50 mi
TEMED 4u 5ul 5ul

APS 2u 50 ul 50

Wasser 240 ml 5.00 ml 3.50 ml

Vor dem Auftragen werden die Proben mit einem Drittd ihres Volumens 4~ SDS-Proben
puffer versetzt und 5 min in einem kochenden Wasserbad erwarmt.

Die Molekulargewichtsbestimmung efolgt mittds verschiedener Benchmark  Protein-
Molekulargewichtsmarker. Die Trennung der Proteingemische wird in  Elektrophoresepuffer
Uber 60 min bel ener Stromstérke von 40 mA und eingr Spannung von maximd 200V
durchgefihrt (Angaben gelten fir zwel Gele).

2.12.4 Gdfarbungen und Trocknen von Gelen

2.12.4.1 Farbung mit Coomassie Blau

Coomassieldsung: 0.1 % (w/v) Coomassie Blue R-250, 10 % (v/v) Essigsaure,
40 % (v/iv) Methanadl, filtriert
Entfarber: 10 % (v/v) Essigsaure, 20 % (v/v) Ethanol

Das zu férbende Polyacrylamidgd wird fir 30 min in Coomassdésung inkubiert, wobe die
Protene angefarbt und glechzatig fixiet werden. Anschlief?end wird das Ge unter mehr-
fachem Wechsd solange in Entfaber geschittet, bis die Hintergrundférbung vollséndig
verschwunden is. Zur weteren Aufbewahrung wird das Gd in Wasser Uberfihrt. Mit dieser
Methode lassen sich circa 0.1 pg Protein pro Bande nachwei sen.

2.12.4.2 Farbung mit Silber
Fixierer I: 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essgsaure

Fixierer |1 30 % (v/v) Ethanal, 0.5 M Natriumacetat
vor Gebrauch zusetzen: 0.5 % (v/v) Glutardiadehyd,
0.2 % (w/v) NaaS;04

Siberl6sung: 0.1 % (w/v) AgNOs

vor Gebrauch zusetzen: 0.01 % (v/v) Formadehyd
Entwickler: 2.5 % (W) NaxCO3 / Essigsaure, pH 11.2

vor Gebrauch zusetzen: 0.01 % (v/v) Formadehyd
Stoppldsung: 10 % (v/v) Essgsiure

In Anlehnung an das Verfahren von Heukeshoven und Dernick''® werden die Gele zunéchst
20min in Fixiererl, anschliefend 25min in Fxieer Il inkubiert. Es folgt en grindliches
Waschen in Wasser (3° 10 min). Nach Schwenken in Siberlésung (25 min) und wieder-
holtem, kurzen Spilen mit Wasser wird das Gea durch Zugabe von Entwicklerlésung gefarbt.
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IS eine ausreichende Farbentwicklung erreicht, beendet man den Vorgang durch Zugabe von
Stoppldsung. Anschliefend wird das Gd grindlich mit Wasser gespiilt. Da dieses Verfaren
sehr sengtiv ig (bis 1 ng pro Bande), it wahrend der ganzen Prozedur darauf zu achten, dal3
das Gd nicht mit den Handen angefald wird.

2.12.4.3 Trocknen von Gelen

Das in Wasser &quilibrierte, zu trocknende Gel wird in gewassarter Cdlophanfolie |uftblasen
fre engexchlagen. Die Trocknung efolgt zwischen Filterpapier auf enem Gdtrockner 583
unter langsamem Erwéarmen auf 80 °C Uber 1.5 h.

2125 Westernblot
2.125.1 Proteintransfer

Semi-Dry-Blotpuffer: 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) Ethanadl,
0.037 % (w/v) SDS
Ponceau S-Farbel 6sung: 0.2 % (w/v) Ponceau S, 1 % (v/v) Essgsaure

Nach Aquilibrierung des ungefarbten  Polyacrylamidgeles in - Semi-Dry-Blotpuffer (10 min)
efolgt der Proteintransfer auf ene Nitrocdlulosemembran mit Hilfe ener Trans-Blot SD-
Zdle im Semi-Dry-Vefahren (Vorgang wird auch as Blotting bezeichnet). Snd die zu
trandferierenden Proteine grofRer ads circa 40 kDa wird fir 25 min, ansongen fur 20 min @ne

Spannung von 10 V angdegt.

Zur Kontrolle konnen anschliellend die trandferierten Proteéine mit Hilfe der revershblen
Ponceau S-Farbung dchtbar gemacht werden. Hierzu inkubiet man die Nitrocdlulose-

membran fir 1 min mit der Farbebsung. Durch mehrfaches Waschen mit Wasser werden die
Proteinbanden sichtbar.

2.12.5.2 Immunaoblot

Blockierl6sung: 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBS

PBSB: 0.2 % (w/v) Brij 58in PBS

PBSB-Block: 5 % (w/v) Magermilchpulver in PBSB
Stripping- Puffer: 62.5 mM Tris/ HCI, pH 6.7, 2 % (w/v) SDS,

100 mM b-Mercaptoethanal

Die auf der Membran fixierten Proteine konnen durch spezifische Primérantikorper und HRP-
konjugierte Sekundarantikorper mittels Chemol umineszenz nachgewiesen werden.

Nach 30minitigem Schitteln der Membran in Blockierlosung wird mit PBSB gewaschen
(3"7) und der in PBSB-Block verdinnte Primérantikorper zugegeben (Antikorperver-
dinnungen, sehe Tab. 2-3). Die Inkubation erfolgt entweder fir 1h bei Raumtemperatur oder
uber Nacht bei 4°C. Nach Waschen mit PBSB (3~ 5 min) gibt man den Sekundérantikorper,
verdinnt in PBSB-Block, fir 1 h zu. Anschlief?end wird die Membran mit PBSB gewaschen
(4° 10min), kurz mit Wasser gespllt, fir 1min in frisch zubereteem Chemolumi-
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neszenzreagens inkubiert, mit Filterpgpier abgetrocknet und in Folie geschlagen in ene
FHimkasstte gdegt. Die nachfolgende Bedichtung der Rontgenfilme kann zwischen 5s und
30 min variieren.

Tab. 2-3:  Antikorperverdinnungen fur die Immunodetektion.

Antikorper Verdinnung Antikorper Verdinnung
Anti-DT 1:1000 RAG* 1:2000
Anti-PE 1:4000 GAR* 1:2000
Anti-GFP 1:1000 RAM* 1:2000
Anti-Biatin 1:10000 Strep-HRP 1:1000
Mab DTA 1:1000

OKT9 1:1000

Anti-Thio 11000

Fdls dassdbe Protein erneut mit einer anderen Antikorperkombination nachgewiesen werden
s0ll, so kann man die vorhandenen Antikorper durch Inkubation mit Stripping-Puffer von der
Membran lésen (50 °C, 30 min). Nach mehrfachem Waschen mit PBSB kann die zwete
Immunodetektion beginnen.

2.12.6 Enzymgekoppeter Immunadsor ptionstest

Blockierlésung: 3% (viv) FCS, 10 % (w/v) BSA in PBS

PBST: 0.05 % (v/v) Tween20in PBS

Citratpuffer: 40 mM Natriumcitrat / NaOH, pH 3.95

TMB-L6sung: 2 % (wiv) 3,3,5,5- Tetramethylbenzidin (TMB) in
Ethanol / DMSO (je ein Volumenteil)

Férbel 6sung: vor Gebrauch ansetzen und filtrieren: 100 pl TMB-Losung,
3 Yl HO2 (30 %) in 10 ml Citratpuffer

StopplGsung: 2 M HyS0Oq4

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) beruht darauf, dald en Ligand an en
Protein oder einen Antikorper bindet, der an einer Festphase verankert ist. Der Nachwels
efolgt mittdls ener Antikdrperresktion &hnlich der  Immunofdrbung von  Nitrocdlulose-
membranen. Zur Detektion wird die Umsetzung von TMB durch Meerrettichperoxidase
genutzt. Die Farbentwicklung wird durch Zugabe von Schwefdsiure gestoppt, die Farbe
schl&gt nach gelb um und die Absorption wird be 450 nm (Referenz 492 nm) mit Hilfe eines
Mikroplattenphotometers SpectraMax 340 PC gemessen.

Als Festphase werden MaxiSorb Module eingesetzt. Das zu immobiliserende Protein wird in
PBS verdinnt zugegeben. Anschliefend wird mittels eines Nunc-Waschkamms mit PBST
gewaschen (3°~ waschen, 5min inkubieren, 3~ waschen). Mit Zugabe der Blockierlsung
werden noch frele Bindungsstellen an der verwendeten Festphase besetzt. Anschliel?end wird
— wie auch nach jedem welteren Inkubationsschritt — mit PBST gewaschen.
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Die wichtigden durchgefihrten ELISAs sind schemdtisch in Abb. 2-4 dargestdlt, die
enzenen Inkubationsschritte und Verdinnungen snd in Tab. 2-4 aufgeftihrt, wobe dch die
Voluminaund Mengen auf jewells eine Vertiefung beziehen.

RATf
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™
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biotinyliertes Tf

Streptavidin-HRP

B TR

TRBP-Proteine

Anti-DT,
RAG-HRP

PE-Proteine

» '*/@%O

Anti PE,
GAR-HRP

Abb. 2-4: Schematische Darstellung der durchgefiihrten ELISAs — A Nachweis von biotinyliertem
Tf, B Nachweis von TRBP-Proteinen und C Nachweis von PE-Proteinen.

Tab. 2-4: ELISA-Standardschema — A Nachwelis von biotinyliertem Tf, B Nachweis von TRBP-
Proteinen und C Nachweis von PE-Proteinen.

Inkubationsschritt  Zeit Volumen Substanz Menge / Verdinnung
A RATE A 1lug
Coating Omn 100 B: TfR B: 500ng
C: PE C: variabe
Blockierung 30mn 200l Blockierldsung
A: biotinyliertes Tf ~ A: variabel
Ligand 120min 1004 B: TRBP-Proteine  B: variabel
C: — C:.—
A — A —
1. Antikorper 30mn 100 B: Anti-DT B: 15000
C: Anti-PE C: 15000
A: Streptavidin-HRP  A: 50 ng
2. Antikorper 30mn 100l B: RAG-HRP B: 14000
C: GAR-HRP C: 12500
Férbung bis blau 100 Férbel6sung

Stoppen 3-20 min 50 ul Stopplésung
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2.12.7 Biotinylierung

Die Biotinylierung wird aus Grinden der besseren Detektion durchgefihrt, da der Anti-
Biotin-Antikbrper eine ser hohe Sendtivitd aufwed, die mit den verflgbaren toxingpezi-
fischen Antikdrpern nicht erzidt werden konnte.

Zur Bidtinylieeung wird Sulfo-NHS-LC-Biotin  (Abb. 2-5) unmittelbar vor Gebrauch in
Wassr g6t und dem zu biotinylierenden Protein in 50fach molarem Uberschul? zugesetzt.
Nach der Inkubation (3h) wird nicht umgesstztes Bictinylierungsreagens durch Didyse
entfernt.

O

Sulfo-NHS-LC-Biotin SO.H

3
H N=Protein
\/\/\)L >
HN NH SO,H
(@]
(@]
H\/\/\)j\
N
s |l_\||—Protein + HO” N
9 o]

Abb. 2-5: Biotinylierungsreagens fir Aminogruppen, SulfoNHS-LC-Biotin — Durch Reaktion der
aktivierten Garbonsdure mit freien Aminogruppen von Proteinen kommt es unter Aushildung einer
Amidbindung und gleichzeitiger Abspatung eines N-Hydroxysuccinimidderivates zur Biotinylierung.

2.13 Toxinspezifische M ethoden

2.13.1 Toxizitatsassays

Zur Bestimmung der Cytotoxizitd von verschiedenen Agenzien bedient man dch héufig des
Einbaus von radiosktiv markierten Nukleotiden oder Aminosiurer? "8 oder auch nicht-
radioaktiver Methoden, z. B. dem MTT-Test (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid).11°1?° Da die Inhibition der Trardation der primée zdlulde Effekt von
bakteridlen Proteintoxinen wie Diphtheriatoxin oder Pseudomonas Exotoxin i, verwendet
man bei diesen haufig die radioaktiv markierten Aminosiuren [**C]Leucin oder [*°*S|Methio-
nin, wobei die mef¥are Radioaktivitét ein indirektes Mal3 fur die Stoffwechsdaktivitét ist.

Zur Bedimmung der Cytotoxizitét von verschiedenen Substanzen snd aufgrund der en-
facheren Handhabbarkeit nichtradioaktive Methoden sehr vorteilhaft. Aus diessm Grund sind
inzwvischen — auch kommeziell — enige Tedts diesr Art veflgbar, zum Bespid der
CyQuant-Zdlproliferationskit. Be diessm Tex wird die Gesamt-DNA (abhéngig von der
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Zdlzahl) nach Zdlyse durch Interkalation eines Fluoreszenzfarbstoffes gemessen. Wahrend
fur diesen Assay die Stoffwechsdaktivitdt der Zelen keine Voraussstzung dargdlt, is ge
wichtig fir den MTT-Test, be dem die Zdlen mit MTT versatzt werden, welches in lebende
Zdlen aufgenommen und unter Farbumschlag reduziert wird. Die sich bildenden Formazant
sdze snd wassrunlddich und missen vor der photometrischen Quantifizierung in DMSO
oder einer Sdzsiure-lsopropanol-Mischung gelost werden.??'% Ein mit dem MTT-Test
vergleichbarer  Mechanismus ig fir den Huoresceindiacetatassay (FDA-Assay) entscha-
dend.}?>1?* Be diesem Assay werden die Zdlen mit farblosem Fluoresceindiacetat versetzt,
welches nach Aufnahme in intakte, stoffwechsdaktive Zdlen von cytoplasmaischen Edera
sen zu Fuorescain hydrolysert wird. Dabel it darauf zu achten, dal3 zuvor sémtliches FCS
von den Zelen gewaschen wird (unspezifische Ederasesktivitét). MTT-Test und FDA-Assay
and in ihrer Sengtivitd vergleichbar, wobel Fuoresceindiacetat be — fdls erforderlich —
mehrfacher Messung weniger toxisch ist.}?? AuRerdem kann dem FDA-Assay eine FACS
Andyse folgam®® und es entfdlt das Losen der Farbkristdle am SchluR was ihn weniger
aufwendig macht.

2.13.1.1 Allgemeines zur Durchfiihrung

Fur ene hohe Durchsatzrate werden die beschriebenen Assays in 96-Wel-Platten durch
gefuhrt; die gewlnschte Zdldichte wird in enem Volumen von 200 Kulturmedium
augesdt. Zum Adhérieren werden die Zdlen vor dem Assay mindestens 14 h im Brutschrank
inkubiert.

Soll der Effekt von Toxinen quantifiziet werden, so werden 5000 Zdlen pro Vertiefung nach
dem Adhédieren mit 180yl Medium und 20l 10" Toxinldsung versetzt und fir 48h im
Brutschrank kultiviert, bevor der Assay durchgefuhrt wird.

Die Messung der Huoreszenzdgnde (Exztation 485nm, Emisson 538 nm) efolgt durch en
SpectraMax Gemini  Huoreszenzlesegerd fur Mikroplaiten, wobel zehnma pro Vertiefung
unter der Auto-Eingdlung fir den Photomultipier (PMT) gemessen wird. Anhand verschie-
dener, mitgeflhrter Kontrollen (C: Zdlen ohne Toxin; B: Ansaiz ohne Zelen) berechnet man
im Anschiu aus den Fuoreszenzsgnden der Proben (Test) nach folgender Forme den
prozentualen Uberlebensindex ():

Test- B,
C-B

S (%) = 100

2.13.1.2 CyQuant-Z€lproliferationskit

De Kit wird nach Hergdlerangaben durchgefihrt. Nach zwemdigem Waschen mit
Dulbecco-PBS™ werden Pufferreste durch Trockenklopfen auf Papiertiicher vollstandig ent-
fernt und die Zdlen ba - 80 °C engefroren. Nach dem Auftauen wird Lysepuffer zugesetzt,
der glechzatig das Fabreagens enthdlt (200l pro Vetiefung). Nach Inkubation bel
Raumtemperatur (20 min) erfolgt die Messung der FHuoreszenzsignae.
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2.13.1.3 Fluoresceindiacetatassay

FDA-Stammlésung: 10 mg Fluoresceindiacetat in 1 ml DMSO

FDA-LGsung: FDA-Stammi6sung 1:1 000 verdiinnt in Dulbecco-PBS™

Nach zweimdigem Waschen der Zdlen mit Dulbecco-PBS™ wird der Uberschilssige Puffer
durch Trockenklopfen auf Papierticher entfernt. Anschlief3end wird frisch zubereitete FDA-

Losung (200l pro Vetiefung) zugegeben. Es folgt ene 1gindige Inkubetion im Brut-
schrank, bevor die Huoreszenzagna e gemessen werden.

2.13.2 Anrecherungvon Elongationsfaktor |1 aus Weizen-

keimen
Puffer 1. 50 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 5 mM Magnesumacetat,
50 mM KCI, 4 mM CaCl,, 5mM b-Mercaptoethanol
Puffer 2: 50 mM Tris/HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
5 % (v/v) Glycerol

Die Aufarbeitung efolgt in Anlehnung an Passador und Iglewski.'?® Soweit nicht anders
angegeben wird bel 4 °C und mit vorgekuihlten Puffern gearbeitet.

Nach 2gtindigem Wéssern 183 man Weizenkdrner (100g) im Dunken in ener feuchten
Atmosphére auskeimen (Raumtemperatur, circa 48 h). Anschlielend werden die Kemlinge
abgeknipst (3g) und mit der 8fachen Menge Puffer 1 versetzt. Die durch einen UltraTurrax
homogeniserte Suspension (5Impulse al1l0s) wird unter Nachspllen von Puffer 1 durch
underile Gaze filtriet. Nach Zentrifugation (21000 g, 15min) wird der Uberstand mit
Essgsiure auf pH7.5 eingestdlt. Nachfolgend wird erneut zentrifugiert (21000 g, 15 min)
und dem Uberstand festes KCl in ener Endkonzentration von 0.1M zugesetzt. Nach
Ultrazentrifugation (200000 g, 1h) wird der Ubergand mit Ammoniumsulfat gefdlt (sehe
Abschnitt 2.12.2.4, Seite 38). Die augyefdlenen Proteine werden abzentrifugiert (17000~ g,
30min) und in 3ml Puffer 2 aufgenommen. Nach mehrfacher Didyse gegen das 200fache
Volumen Puffer 2 werden die Niederschldge (20000° g, 20 min) verworfen, wahrend der
Ubergtand diquotiert und zur Lagerung bei - 80 °C eingefroren wird.

2.13.3 ADP-Ribosylierung von Elongationsfaktor |1
EF 11-Puffer: 20 mM Tris/ HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA, 1mM DTT

De Assay beruht auf der enzymatischen Aktivitde von bestimmten Bakterientoxinen, die in
Anwesenheit von NAD' den Elongationsfaktor 11 (EF 11) unter Freisstzung von Nicotinamid
ADP-ribosylieren.*?’

Pro Ansaz werden 10l angereicheter EF 1l (sehe oben) mit 5ul 6-Biotin-17-NAD"
(Endkonzentration 50 uM) versetzt. Die zu tedenden Proteinlésungen werden in Volumina
von bis zu 2yl zugesatzt. AnschlielZend wird EF II-Puffer bis auf en Endvolumen von 25
zugegeben und fir 1 h be 37 °C inkubiert. Die Verwendung von bictinylietem NAD® (Abb.
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2-6) emdglicht anschlieffend durch Auftreten ener mit  Anti-Biotin-Antikorper  anféarbbaren
Bande bei circa 100 kDa eine Detektion des modifizierten EF Il im Immunoblot.*2®
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Abb. 2-6:  6-Bictin-17-Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (biotinyliertes NAD", 6-Biotin-17-NAD"™).

2.13.4 Proteolytische Spaltung von Diphtheriatoxin

Die tryptische Spdtung von Diphtherigtoxin (DT) efolgt nach enem Vefahren von Moskaug
et al.'® DT (100pg) wird dazu mit Trypsn (1pg) versetzt und fir 30min be 37°C
inkubiert, bevor der Verdau durch Zugabe von Trypsninhibitor aus Sojabohnen gestoppt wird
(2ng, 37°C, 10min). Anschlielend wird der Ansaiz mit 5% (viv) b-Mercaptoethanol
versetzt und fir 10 min in eénem kochenden Wasserbad erwamt. Bel diesem Schritt falt die
ingabile B-Kette des Toxins aus und kann anschlieffend abgetrennt werden (20000° g,
10 min). Der Uberstand wird gegen Wasser diaysiert.

2.13.5 Kopplung an Transfer sequenzen

Fur die Kopplungen wird entweder aktiviertes Penetratin 1 oder zur besseren Detektion
dessen biotinyliete Form verwendet. Als weitere Transfersequenz dient die in Auftrag
synthese hergestellte Transfersequenz nach Rojas et al. (MTS),! die zur Aktivierung an den
Crosdinker SPDP gekoppelt wurde (Abb. 2-7). Somit snd beide Transfersequenzen fir
Diaulfidkopplungen an cydseinhatige Protene geeignet (Sehe Resktionsschema Protein B,
Abb. 2-7).

Zur Kopplung der A-Kette von Diphtheriatoxin wird aktiviertes Penelretin (nech Hergeler-
angaben rehydriert) in 2fach molarem Uberschull zugesetzt und fir 25h bel Raumtemperatur
inkubiert. Die aktiviete MTS wird zunéchgt in ener Mischung aus DMSO und PBS (je en
Volumenteil) gelést und anschlieRend in 15fach molarem Uberschul zu der Toxinlésung
gegeben. Die Inkubation erfolgt fir 2 h bei 45 °C.
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Abb. 2-7: Crosdinker SPDP und Reaktionsschema fir die Kopplung — Die Kopplung beginnt mit
einer Reaktion der Carbonsaurefunktion des Crosdinkers mit einer Aminogruppe von Protein A.
Anschlief3end wird unter Abspatung von Pyridin-2-thion eine neue Disulfidbindung zwischen Cross-
linker und einem Cysteinrest des Proteins B gebildet.

2.13.6 Proteolytische Spaltung mit Furin

Furin-Puffer: 20 mM Tris/ HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,,
1.2 mM MgCh

Diese Vedauexperimente dienen der funktiondlen Charakteriserung der endosomd spdt-
baren Sequenz und werden sowohl mit rekombinantem Furin ds auch mit Membran
fraktionen, die nach der Methode der differentidlen Zentrifugation gewonnen wurden (Sehe
Abschnitt 2.11.7.2, Seite 35), durchgefiihrt.

Das zu untersuchende Protein (0.5pg) wird entweder mit rekombinantem Furin (0.1 mU)
oder mit Membranfraktionen (variabel) versetzt und anschlieiend bel 37 °C inkubiert (15 min
bis 4h). Sollen Inhibitionsstudien durchgefihrt werden, so wird zunéchst mit Furincon
vertasainhibitor*®  vorinkubiert (Endkonzentration jeweils 100 pM, 10 min, 37°C), bevor das
zu untersuchende Protein zugesetzt wird. Da der Inhibitor in Methanol gdést vorliegt, wird
zusitzlich ein Kontrollansatz mit reinem Losungsmittel durchgefihrt.

2.14 Chromatographische M ethoden

2.14.1 Gdfiltration
SAulenmaterid: Superdex 75

Protengemische lassen dch pea  Gdfiltration mit Hilfe von porésen Materidien in
Abhangigkeit ihrer GroRe (Molekilmasse) und Form auftrennen. Uber den Porendurchmesser
des Saulenmaterids wird der mdgliche Trennbereich vorgegeben. Die groferen Proteine
duieren zuers (inverser Molekulardebeffekt), bei gleich groRen duieren langgestreckte
Protéine vor globuldren. Samtliche Gdfiltrationen werden an  einer AKTA Explorer-
Chromatographieanlage durchgefihrt.
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Die aufzutragende Probe wird zunéchg — fdls eforderlich — auf en Volumen von hochstens
500 ul eingeengt. In dlen Fdlen wird mit 1.5 Saulenvolumen PBS bea ener Hul¥ate von
0.5 mi/min duiert.

2.14.2 Anionenaustauschchromatographie
Saulenmaterid: Mono Q

Proteine snd — abhangig vom jeweligen pH-Wert und von ihrem isodektrischen Punkt —
unterschiedlich geladen. Unter enem Anionenaustausch verseht man, dal3 negaiv geladene
Proteine an ene pogtiv gdadene Saulenmatrix binden, von der se anschlielend durch hohe
Sdzkonzentrationen euiert werden. Anwendung findet ene Chromatographieanlage vom Typ
AKTA Explorer.

Die zuvor gegen Startpuffer didyserten Proben konnen in enem beiebigen Volumen auf die
mit Startpuffer &quilibriete Sule aufgebracht werden. Um  nichtbindende Proteine von der
Slle zu entfernen, wascht man zunéchst mit Startpuffer (2 CV), bevor man durch definiertes
Zupumpen von Hochsazpuffer den Gradienten dartet und mit der Elution beginnt. Tab. 2-5
gibt einen Uberblick tiber die per Anionenaustausch durchgefiinrten Reinigungen.

Tab. 2-5:  Parameter fur verschiedene Mono Q-Chromatographien.

Protein Startpuffer Hochsal zpuffer Gradient?

0-50% 10CV
50-100% SCV

20mM Tris/HCl,pH 80+ 0-50% 20CV

His-Patch-Proteine PBS PBS + 2 M NaCl

Adapterproteine 20 mM Tris/ HCl, pH 8.0

1M NaCl 50-100% 2CV
. : . 20mM Tris/HCl,pH 80+ 0-50% 25CV
eGFP-Proteine 20 mM Tris/ HCl, pH 8.0 1M NaCl 50.100%  2CV

& Saulenvolumen (CV)

2.14.3 Hydrophobe Chromatographie
SAulenmaterid: HIC Resource-Phenyl

Diese Art der Chromatographie beruht darauf, dal3 apolare Bereiche von Proteinen Uber
hydrophobe Wechsdwirkungen mit der ebenfals gpolaren Saulenmatrix interagieren. Man
bezeichnet die Methode auch ads HIC (hydrophobe Interaktionschromatographie). Anwen
dung findet eine Chromatographieaniage vom Typ AKTA Explorer.

Da die hydrophoben Interaktionen durch hohe Sazkonzentrationen verstérkt werden, wird das
zu trennende Proteingemisch zunéchst gegen enen Hochsdzpuffer didyset und mit diesem
auf die Saule aufgetragen. Die ansthlieende Elution efolgt durch definiertes Zupumpen
enes Puffers mit niedriger Salzkonzentration.
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2.14.4  Affinitatschromatographie
2.14.4.1 Blaugel-Affinitatschromatographie

Sartpuffer: 20 mM Tris/ HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl

Waschpuffer: 20 mM Tris/ HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl,
0.2 % (w/v) Brij 58

Elutionspuffer: 20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 1 M NaCl

Es werden HiTrap Blue-Saulen verwendet, bei denen der Farbstoff Cibacron Blue (Abb. 2-8)
an Sepharose gebunden ist. Der Farbstoff hat gewisse strukturdle Ahnlichkeiten mit NAD*
und kann deshdb firr eine Affinititschromatographie von NAD'-bindenden Molekilen ein-
gesetzt werden. 3?

Nach Aquilibrierung mit Startpuffer wird die Probe aufgetragen und gewaschen (4CV
Waschpuffer, 4 CV Startpuffer). Das NAD'-bindende Protein wird mit 4 CV Elutionspuffer
duiet. Durch das manudle Auftragen der enzenen Ldsungen mit Hilfe ener Spritze wird
der nétige Druck fir die Chromatographie erzidlt.

* HN/©/ R1=H, SO Na
R2=S0O,4Na, H
\Q\ )\ )\ /Tragermatenal

SO;Na
Abb. 2-8:  Cibacron Blue — Ligand in Blaugelmatrizes.

2.14.4.2 Metallchelat-Affinitatschromatographie

Rekombinant exprimierte Proteine werden oft mit bestimmten Strukturen versehen (Tags,
6 Hididin, His-Pach), die eine Renigung Uber ihre Komplexbildung mit Metalionen
elechtern. Daba wird entweder unter nativen Bedingungen (Elution durch Kompstition mit
Imidazol) oder — fdls der Tag schlecht zugdnglich i — unter denaturierenden Bedingungen
(Elution durch pH-Wertanderung) gearbetet. Als  Affinitdtsmateridien zur  Hergdlung
schwerkraftbetriebener Saulen stehen NiFNTA-Agarose oder Chdatsepharose Fast Flow zur
Verfigung.

Native Bedingungen

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl, 2 mM Imidazol
Waschpuffer: 25 mM Tris/HCl, pH 7.5, 200 mM NaCl, 2 mM Imidazol
Elutionspuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 20—-100 mM Imidazol
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Die Reinigung erfolgt in Anlehnung an das Verfahren von Lu et al.*? Die Probe wird auf die
mit Lysepuffer &guilibriete Sdule aufgetragen und mit 5CV  Waschpuffer gespliit. Die
Elution efolgt durch schrittweises Erhthen der Imidazolkonzentration. Abschlief3end wird
mit Waschpuffer nachgesplilt.

Denaturierende Bedingungen

Startpuffer: 100 mM NaH2PQ4, 10 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 8 M Harngtoff
Waschpuffer: 100 mM NaH2PQ4, 10 mM Tris/ HCI, pH 6.3, 8 M Harngtoff
Elutionspuffer 1: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris/ HCI, pH 5.9, 8 M Harngtoff
Elutionspuffer 2: 100 mM NaH2PQ4, 10 mM Tris/ HCI, pH 4.5, 8 M Harngtoff

Die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen (8 M Harngtoff) folgt den Angaben von
Qiagen, dem Herstdler von Ni-NTA. Die Probe wird auf die mit Satpuffer &quilibrierte
Sle aufgetragen und mit 4 CV Waschpuffer von Verunreinigungen befreit. Nach 1 CV
Eutionspuffer 1 wird mit 4 CV Elutionspuffer 2 duiert. Zur Regeneraion werden die
Nickelionen (N#*) mit EDTA-Lésung (50 mM, 1 CV) von der Matrix gelést. Nach Spiilen
mit Wasser kann das Materid schlieldich wieder mit Nickdionen beaden (100 mM NiSOy,
2 CV) und erneut verwendet werden.

2.14.4.3 Antikor per-Affinitatschromatographie

Reinigung von Anti-PE-Antikorper mittels Protein A-Sephar ose
Bdadungspuffer: 1.5 M Glycin, pH 8.9, 3 M NaCl

Elutionspuffer: 0.1 M Glycin, pH 3.0

Gequollene Protein A-Sepharose CL-4B (2 ml) wird in @ne Saule geflllt und mit Hilfe aener
GradiFrac-Chromatographieaniage mit  Beladungspuffer  aquilibriet. Mit ener Ful¥ate von
0.1 mi/min wird die Antikorperldsung (500 yl  Anti-PE-Antikorper in 500 pl  Bdadungs-
puffer) injiziiet und mit 7CV Bedadungspuffer gewaschen. Die Elution (10CV Elutions-
puffer) efolgt mit ener Hul¥ate von 05 ml/min. Die duietten 1gG-Fraktionen werden
schliefdich gegen Kopplungspuffer (Sehe unten) didysiert.

Dar stdlung von Anti-PE-Sephar ose

Kopplungspuffer: 100 mM NaHCOs, pH 8.3, 500 mM NaCl

TBSo 5: 100 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 500 mM NaCl

ABSy 5: 100 mM Natriumacetat / HCI, pH 4.0, 500 mM NaCl
Blockierl6sung: 1M 2- Aminoethanol

In 1mM HCl vorgequollenene cyanbromaktivierte Sepharose4B (60 mg, 15 min) wird vier-
ma mit Kopplungspuffer gewaschen, bevor mit der zugesetzten 1gG-Losung (Sehe oben) 2 h
Uber Kopf geschitttedt wird. Die Antikorperlosung wird abgenommen und die Matrix viermd
mit Kopplungspuffer gewaschen. Dann wird Blockierlosung (5 ml) zugegeben und emneut 2 h
Uber Kopf geschiittedt. Anschlief3end wird abwechseind dreimd nacheinander mit ABSy s und
TBSo 5 und abschlief3end mit PBS gewaschen.
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Affinitatschr omatogr aphie mittels Anti-PE-Sephar ose

Waschpuffer: 0.05 % (v/v) Tween 20in PBS
Elutionspuffer: 10 mM Natriumcitrat / HCI, pH 5.0, pH 4.0 und pH 3.0,
150 mM NaCl

Die dargestdlte Anti-PE-Sepharose (sehe oben) wird in ene Saule gefullt und mit PBS
mittels ener GradiFrac-Chromatographieanlage &quilibriert. Die Probe wird mit 0.5 mi/min
auif die Saule gdaden. Nach zwemd 5CV Waschpuffer wird jewells enmd mit 5CV
Elutionspuffer, pH5.0 und pH 4.0 gewaschen, bevor die Elution be pH 3.0 efolgt und gegen
PBS didysert wird.

2.15 Molekularbiologische Methoden

2.15.1 Agarosegelelektrophorese

TAE: 40 mM Tris/ Essgsiure, 1 mM EDTA

6"~ Probenpuffer: 60 % (w/v) Saccharose, 20 mM EDTA,
0.02 % (w/v) Bromphenolblau

EtBr-L6sung: 1 % (w/v) Ethidiumbromid in Wasser

Alle Gde weden mit dem Mini Sub Cdl GT-System angefertigt. Je nach Grofie der zu
andyserenden DNA wird zunéchst Agarose (1-2 % (w/v) durch Erwarmen in TAE gdog.
Nach Zusatz von EtBr-Losung (Lp/40ml zur anschliefRenden Detektion) wird das Gd
gegosen. Den Proben wird vor dem Auftragen ein Finftel ihres Volumens 6~ Probenpuffer
Zugesetzt.

Zur GroRenbestimmung wird neben den Proben stets en DNA-Molekulargewichtsmarker
(100 bp oder 1kb) aufgetragen. Zur genauen Abschétzung der DNA-Menge wird zusézlich
eine DNA-Mass-Ladder aufgetragen, zur groben Abschdtzung wird der Molekulargewichts
marker herangezogen. Die geeektrophoretische Auftrennung der DNA-Gemische efolgt be
einer Spannung von 80 V Uber circa45 minin TAE.

2.15.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Nach gedekirophoretischer Auftrennung der DNA-Gemische wird die gewlnschte Frag
mentbande mit einem Skapdl ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus dem Gedilick
efolgt mit dem Qiaguick Gelextraktionskit, wobel nach Hergtellerangaben vorgegangen wird.
Zur Elution werden 20-25 pl Qiagen Elutionspuffer eingesetzt.

2.15.3 Restriktionsverdau

DNA-Spdtungen mittels Redriktionsendonukleasen werden  weitgehend nach Herstdler-
angaben durchgefiihrt. In den Ansidtzen (20 ul) werden die mitgelieferten Puffer und dets
BSA (Endkonzentration 100 pg/ml) verwendet, wobe pro pg DNA pro Schnittstelle 1 U
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Enzym zugesstzt wird. Die Inkubatiion efolgt be den empfohlenen Temperaiuen Uber 1-
16 h.

Im Fale ener anschliefenden Klonierung wird die geschnittene DNA entweder Uber ene
Gelextraktion gereinigt oder die Redriktionsenzyme werden — fdls mdglich — nach Her-
g lerangaben hitzeinaktiviert.

2.15.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligasepuffer (107 ): 330 mM Tris/ Essigséure, pH 7.8, 660 mM Kaliumacetat,
100 mM Magnesumecetat, 5 mM DTT

Zur Ligation werden lineariserter Vektor (20-50 ng) und DNA-Fragment (Insert, 3—10fach
molarer Uberschul gegenilber dem Vektor) auf Eis gemischt. Nach Zusaiz von ATP
(Endkonzentration 2.5mM), Ligasepuffer (1) und T4-DNA-Ligase (1l bzw. 2 U) wird
Wasser (MilliQ) auf en Endvolumen von 10pul zugegeben. Die Ligation efolgt durch
Inkubation bei 16 °C (4-16 h).

Dea Erfolg ener Ligaion wird nach Trandormation entweder durch Minipréparation von
Plasmid-DNA und Restriktionsandyse oder durch Kolonie-PCR Uberprift.

2.15.5 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

2.15.5.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen
TSS: 85 % (v/v) LB-Medium, 10 % (w/v) PEG 8000,
5 % (viv) DM SO, 50 mM MgCh
Diexe Methode findet be dlen Bakteriengammen mit Ausnehme von E. coli BL21 und
E. coli BL21(DE3) Verwendung.

LB-Medium (500 ml) wird mit ener Ubenachtkultur angeimpft (Flissgkultur mit enem
Volumen von 4 ml, Inkubation unter Schitteln bei 37°C fur 12-16h) und bis zu ener
ODs7g = 0.4Y  geschittlt (37 °C, 170 Umdrehungen/ min). Das Pdlet (3300 g, 10 min,
4°C) wird in TSS (10 ml) aufgenommen und mit Glycerol (2 ml) versetzt. Die Zdlsuspenson
wird in vorgekiihlte Resktionsgefalie diquotiert und bel - 80 °C eingefroren.

2.15.5.2 Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan

TFBI: 30 mM Kadiumeacetat / Essigsaure, pH 5.8, 50 mM MnCl,
100 mM KCl, 15 % (viv) Glycerol
TFBII: 10 mM MOPS/NaOH, pH 7.0, 75 mM CaCl,, 10 mM KCl,

15 % (viv) Glyceral

! Grundsétzlich wird die optische Dichte (OD) einer Flissigkultur als MaR fir die Bakteriendichte
herangezogen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die optische Dichte je nach vorliegendem Protokoll bei
unterschiedlichen Wellenlangen (550-600 nm) gemessen.
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Die Methode nach Hanaham>® findet fir E. coli BL21 und E. coli BL21(DE3) Verwendung,
fur die Ubrigen Bakterienst&mme wird eine enfachere Methode (Sehe oben) eingesetzt.

LB-Medium (100 ml) wird mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODssp = 0.3
gechittdt (37 °C, 170 Umdrehungen/ min). Das Bakterienpdlet (3300° g, 10 min, 4 °C)
wird in TFB1 (30 ml) resuspendiert und 2 h auf Eis inkubiert. Die Suspenson wird abzentri-
fugiert (850" g, 5min, 4°C) und das Pdlet wird vorgchtig in TFBIl (4 ml) resuspendiert,
diquotiert und in fllissgem Stickstoff eingefroren. Die Langzeitlagerung erfolgt bel - 80 °C.

2.15.6 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Kompetente Bakterienzelen (75ul) werden entweder mit gereinigter Plasmid-DNA  (circa
20 ng) oder mit Ligationsansatz (10 pl) versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (90s, 42°C) wird emeut auf Eis inkubiert (5min). Nach Zugabe von LB-
Medium (600 ul) wird unter Schitteln inkubiert (1 h, 200 Umdrehungen/ min, 37 °C), bevor
der Ansatz auf LB-Agaplaten ausgedtrichen wird. Bel Transformationen von gerenigter
Pasmid-DNA werden dabel 100yl der Bakteriensugpenson aufgetragen. Be  Ligations-
ansitzen wird dem Ansatz zunéchst nach Zentrifugation (1000° g, 5min) 600 ul Uberstand
abgenommen und verworfen. Nach Resuspension des Pdlets wird somit der gesamte
Transformationsansatz aufgetragen.

Zur Sdektion enthdten die Agarplaten prinzipidl das Antibiotikum, dessen Resgtenzgen im
Plasmid integriert ist. Be dlen im Rahmen diessr Arbet verwendeten Vektoren — aul}er in
Anwesenheit von pREP 4, fir den zusitzlich Kanamycin bendtigt wurde (25 pg/ml) — wurde

somit Ampicillin zugesetzt (50 pg/ml).

2.15.7 Gefrierkulturen von E. coli

Zur Heddlung ener Gefrierkultur wird eine frische Ubernachtkultur (750 pl, kultiviert in
2Y T-Medium) im Verhdtnis 3:1 mit Glycerol (250 pl) versetzt und bel - 20 °C eingefroren.

Zur Rekultivierung werden mit einer derilen Pipettenspitze Zelen von der Oberfléche der
engefrorenen Kultur abgekraizt und zum Animpfen einer geringen Menge LB-Medium (4—
10 ml) verwendet.

2.15.8 Minipré&paration von Plasmid-DNA

Puffer P 1 50 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse A
Puffer P 2: 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS
Puffer P 3: 3 M Kaiumacetat, pH 5.5

Die Plasmidpréparation durch dkdische Lyse*** efdgt in Anlehnung an das Qiagen
Pasmid Mini Kit-Protokoll. Die Ausbeute ist dabe in Abhéngigkeit vom Plasmid und dessen
Kopienanzehl varidbe (circa 2-5ug). Die Puffer P1 bis P3 (Qiagen) werden nach Her-
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ddlerangaben verwendet, anschlielend efolgt anddle der Renigung Uber  Anionenaus-
tauschersdulen eine I sopropanol falung.

1.5-3ml dner E. coli-Ubernachtkultur werden pdletiert (2000° g, 5min) und nacheinander
mit jewels 300l der Puffer P1 bis P3 versatzt. Nach Zusaiz von Puffer 1 wird resus-
pendiert, nach Zugabe von Puffer P2 (Zdlyse) und Puffer P 3 (Neutrdisation) wird nur leicht
geschittelt. Nach Inkubation (auf Eis, 20min) werden die Zdltrimmer abzentrifugiert
(20000° g, 20 min, 4 °C). Die DNA im Uberstand (800 pl) wird durch Zusatz von Isopro-
panol gefdlt (560 I, 30 min, - 20 °C) und abzentrifugiert (10 min, 20000~ g, 4 °C), bevor
das Pdlet mit 70%igem Ethanol gewaschen (20000 g, 5min, 4 °C), bel 37 °C getrocknet
und in Wasser resuspendiert wird (20 pl, Milli Q).

2.15.9 Natriumacetatfallung von Plasmid-DNA

Zur DNA-Falung wird die betreffende Losung mit enem Zehntd ihres Volumens Natrium-
acetalosung (3M, pH5.2) und einem 25fachen Volumen Ethanol (- 20 °C) versetzt und
gemischt. Ausgefdlene DNA wird peletiet (20 min, 20000~ g, 4°C), mit 70%igem Ethanol
(-20°C) gewaschen (20000° g, 10 min, 4°C), getrocknet und in der gewilnschten Menge
Wasser (Milli Q) oder Puffer resuspendiert. Das Verfahren dient entweder der Konzentrierung
oder einem Losungsmittelwechsd.

2.15.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung folgt der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al.,**® wobe zur
Detektion fluoreszenzmarkierte dNTPs eingesetzt werden.

In einem Resktionggefdd (0.5 ml) werden Plasmid-DNA (circa 1 g, 2-5pl Paamid-Mini-
préparation), Sequenzierprimer (10 pmol), Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (4pl) und gegebenenfdls Wassr (Milli Q) in @nem Endvolumen von 10
gemischt und anschlielfend in einem Thermocycler Trio-Thermoblock folgendem Tempera
turcyclus ausgesetzt: 96 °C, 1min; [96°C, 10s, 50°C, 5s, 60°C, 4min ~ 25; 60 °C, 2min;
16 °C. Zur Renigung des Ansazes wird ene Centriflex Gdfiltrationssiule vorzentrifugiert
(700" g, 1 min), bevor der Ansaiz aufgetragen und zentrifugiert wird (700" g, 2 min). Der
Durchlauf wird per Centrivac auf etwa 1-3pul engeengt (circa 15min), mit Templae
Suppression Reagens (20 pl) versatzt, 3min auf 96 °C e'wdrmt und der Sequenzierung durch
enen ABI Prism 310 unterzogen.

2.15.11 Vorbereitung von Oligonukleotiden zur Klonierung
2.15.11.1 5¢Phosphorylierung

Die Oligonukleotide werden an ihrem 5¢Ende phosphoryliert, indem jewels in enem
Endvolumen von 10pul das Oligonukleotid (350 pmol) mit ATP (1 mM Endkonzentration),
PNK-Puffer (1 pl, entspricht Ligesspuffer (10 ), siehe Abschnitt 2.15.4, Seite 52), T4-Poly-
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nukleotidkinase (5U) und Wassr (Milli Q) gemischt wird. Nach der Inkubation (37 °C, 2 h)
wird die T4-Polynukleotidkinase hitzeinaktiviert (15 min, 72 °C).

2.15.11.2 Hybridisieren

Die enzen phosphorylieten Oligonuklectide werden zur Vorbereitung auf die Klonierung
hybridisert, indem se zusammen 30min ba Raumtemperaiur inkubiert werden. Alternativ
findet eine zetaufwendigere Abkihlprozedur Anwendung, bei der das Gemisch der beiden
Oligonukleotide in enem Thermocycler folgendem Programm ausgesetzt wird: 90 °C, 5min;
75 °C, 1 min; Abkuihlung auf 39 °C, 0.01 °C/s; 20 °C, 5 min; 4 °C.

2.15.12 Polymer asekettenr eaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird in dieser Arbeit entweder dazu genutzt, verschie-
dene cDNAs s0 zu modifizieren, dal3 ein spédteres Einklonieren Uber Restriktionsschnittstellen
madglich is, oder — wie im Fdle der Kolonie-PCR — in solchen Félen, in denen eine sehr
grole Anzahl Klone hindchtlich enes korrekten Inserteinbaus getestet werden soll und eine
Kontrolle der Ligation durch Restriktionsverdau problematisch igt.

2.15.12.1 PCR-Amplifikation zur Klonierung

Pwo-Puffer (10 ): 100 mM Tris/ HCI, pH 8.85 (20 °C), 250 mM KCl,
50 mM (NH4)2804, 20 mM MgSO4
PCR-Mix: 5ul dNTPs (je2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

5 ul Pwo-Puffer (10 ),

0.25 pl Pwo-DNA-Polymerase,

ad 45 pl Wassr (Milli Q)
Im Fdle ener anschliefenden Klonierung wird stets Pwo-DNA-Polymerase verwendet, die
im Gegenssiz zu dar songt Ublichen Tag-DNA-Polymerase einen 10fach zuverldssigeren
Nukleotideinbau gewdhrleistet (Proofreading).

Eswerden zwel Standard-PCRs unterschieden:

a) die Amplifikation groRerer DNA-Abschnitte, die nach Redriktionsverdau Uber en
Gd gereinigt werden;

b) die Amplifikation kleinerer DNA-Abschnitte zur Herstdlung groferer Mengen Aus-
gangssubstanz. Da die nach Redtriktionsverdau resultierenden DNA-Stlicke fur ene
Gedextraktion zu klein Snd, werden die Redriktionsenzyme nur hitzeinaktiviert.

Fir beide Standard-PCRs werden die DNA-Matrize (Template, 25-50ng) und die kom:
plementéren Oligonuklectide (Primer, je 2l 10uM) mit dem PCR-Mix (45 pl) verseizt und
den folgenden Temperaturcyclen unterzogen, wobel die Annealing-Temperaiur abhdngig von
den verwendeten Oligonukleotiden angepald wird:

a) 96°C,3min; [96°C, 1 min; 58-65°C, 1 min30s,; 72 °C, 2min] ~ 25;
72°C,5min; 16 °C
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b) 96°C, 3min; [96 °C, 1 min; 5568 °C,30s, 72°C, 1 mn] = 25;
72 °C, 5min; 16 °C.

Im Fdle ener Amplifikation von PE-Kongrukten wird Formamid in einer Endkonzentration
von 5 % (V/v) zugesetzt (statt Wasser im PCR-Mix).

2.15.12.2 Kolonie-PCR

LysdGsung: 0.5 % (v/v) Triton X-100

Tag-Puffer (57 ): 250 mM Tris/ HCI, pH 8.5 (37 °C), 250 mM NaCl,
12.5 mM MgCh, 10 mM DTT

PCR-Mix: 25U dNTPs (je2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

5l TaorPuffer (57),

je 2 ul Primer (jewells 10 uM),
0.25 pl Tagr DNA-Polymerase,
11.75 pl Wassr (Milli Q)

Zunéchg werden mit Hilfe ener PFipettenspitze enzene Klone von ener LB-Agarplate
gepickt. Ein Tell der Kultur wird fir eine eventudl folgende Miniprgparation auf eine neue
LB-Agaplate ausgestrichen, anschlieleend wird die Spitze in ein Resktionsgefd? mit 5l
vorgelegtem Lysddsung UberfUhrt. Nach der Bakterienlyse (5min) werden 20yl PCR-Mix
zugegeben und folgender Temperaturcyclus angewendet: 96 °C, 5min; [96°C, 30s, 55°C,
30s, 72°C,2min ~ 35; 72°C, 5min, 16 °C.

2.15.13 Reinigung von PCR-Produkten

Sollen die PCR-Produkte zur spéeren Klonierung einem Redriktionsverdau unterzogen
werden, so mul3 der Ansatz zunéchst von DNA-Polymerase und Oligonukleotiden befreit
werden. Dies geschient entweder mit Hilfe ener Geextraktion (Sehe Abschnitt 2.15.2, Seite
51) oder mit dem Geneclenll Kit. Ba der Anwendung dieses Kits wird nach Hergteler-
angaben vorgegangen, zur Elution werden 20-30 ul Tris-Puffer (10 mM, pH 8.0) verwendet.

2.16 Methoden zur bakteriellen Proteinexpression

2.16.1 Anzucht von Bakterien zur Expression

RM-Medium: 2 % (w/v) Difco TryptonPepton (20 g in 890 ml Wasser)
nach Autoklavieren Zusatz von 100 ml M9-Sadzen (10 "),
MgClz (1 mM) und 0.2 % (w/v) Glucose

M9-Sdze (107 ): 6 % (W/V) NaxHPOy4, 3 % (W/v) KHPOy4, 0.5 % (w/v) NaCl,
1 % (w/v) NH4ClI
nech Autoklavieren Zusatz von Thiaminchlorid / HCl (1 mM)

Die Anzucht von Bakterien zur Expresson efolgt unter Antibiotikezusaiz entweder in LB-,
2YT-, RM- oder in CirdeGrow-Medium (nach Hergdlerangaben angesetzt). Aus ener
Gefrierkultur oder mit enem von ener Agaplate gepickten Klon wird zunéchst ene
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Hissgkultur (5-10 ml) angeimpft. Diese wird Uber Nacht bei 37 °C geschittelt, am Morgen
1:20 mit Medium verdinnt und unter Schitteln bel 37 °C solange inkubiert, bis ene
ODs50 = 0.6-0.8 arechtis.

Nach Abnahme einer Probe (1 ml, fir die Gd- und Westernblotkontrolle) wird IPTG (End-
konzentration 1 mM) oder im Fdle des Vektors pBadMycHis C Arabinose (Endkonzentration
0.002 % (w/V)) zugegeben und 24 h wetergeschittelt. Die Proteinexpresson wird durch
Abzentrifugieren (3300 " g, 15 min) und Einfrieren des Pellets beendet.

2.16.2 Optimierung der Proteinexpression

Die rekombinante Proteinexpresson ig sehr variabed in Abhdngigkeit vom verwendeten
Vektor und/oder Bakteriensamm. Eine Optimierung kann insofern entweder durch ene
Anderung der Kulturbedingungen (Medium, Temperatur, Induktionsstart und -dauer) oder
durch enen Audausch von Vektor oder Bakteriengdamm efolgen. Diese vidfdtigen Mog
lichkeiten zeigen, dal3 die Bedingungen fir jede Expresson individudl angepad werden
miissen.

2.16.3 Bakterienaufschlufd

2.16.3.1 Analytischer Aufschluld

Sollen nur klene Bakterienmengen aufgeschlossen werden und sind mit den Aufschliissen
keine weiteren Experimente aul3r einem Ge oder Westernblot geplant, so resuspendiert man
die Zdlen in 2~ SDS-Probenpuffer (Sehe Abschnitt 2.12.3, Seite 38, 100 i / Pellet von 1ml
Kultur). Durch kurze Ultraschdlbehandlung (einmdiges Beschdlen, Stufe 34, 3040 %) und
Aufkochen (5 min, 96 °C) der Probe werden die Bakterien lysiert.

2.16.3.2 Periplasmaaufschlufd

Periplasmapuffer: 10 mM MOPS/ NaOH, pH 7.0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA

vor Gebrauch zusetzen: 1 mg/ml Polymyxin B- Sulfat
Diese Art des Bakterienaufschlusses findet nur bel der Expresson von Kongrukten in
pRBIPDI / E. coli M 83 Anwendung. Zur Induktion wird bel diessm Sysem neben IPTG
(2 mM) auch N-Acetylcystein (5 mM, Stabiliserung der Disulfidbriicken) zugesetzt.

Nach Zentrifugation (3300 g, 15 min) wird das Bakterienpdlet in Periplasmapuffer (2 ml/g
Pelet) resuspendiert, 2 h auf Eis gertihrt und ultrazentrifugiert (35000 g, 30 min, 4°C). Der
Uberstand enthalt die Periplasmafraktion.

2.16.3.3 Enzymatischer Bakterienaufschlul3
Lysozymlosung: 100 mg/ml (w/v) Lysozym in Wasser
Das ba - 20 °C geagerte Bakterienpdlet wird in vorgekihltem Tris-Puffer (20 mM, pH 8.0)

oder enem anderen — da anschlieenden Reinigung angepalden — Puffer resuspendiert
(5ml/g Pdle) und mit Lysozymlsung versetzt (Endkonzentration 2.5 pg/ml). Nach Inku
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bation bei 30 °C werden die ZdItrimmer abzentrifugiert (20000 g, 20 min, 4°C), der Uber-
stand kann anschlief3end welteren Experimenten zugefUhrt werden.

2.16.3.4 Aufschluf’ durch Ultraschallbehandlung

Diese Methode wird oft in Kombination mit dem enzymatischen Aufschluld3 (Sehe oben)
angewendet. Das be - 20°C gdagerte Bakterienpdlet wird wie beschrieben resuspendiert,
gegebenenfdls mit Lysozym inkubiet und anschlielend auf Eis ener Ultraschdlbehandiung
unterzogen. Mit enem Ultraschdlstab Sonoplus HD 2200 wird die Zdlsuspendon in
3 Cyden jewdls zehnmd beschdlt (Stufe 3-4, 3040 %), wobel eine Uberhitzung und somit
Denaturierung der Proteine ausgeschlossen werden sollte.,

2.16.3.5 Aufschlufd unter denaturierenden Bedingungen
Startpuffer: 100 mM NaH2PQ4, 10 mM Tris/ HCI, pH 8.0, 8 M Harngtoff

Diesr Aufschiul3 findet bei anschlieffender Metallchdaichromatographie unter  denaturieren
den Bedingungen Anwendung (Sehe Abschnitt 2.14.4.2, Seite 49). Das eingefrorene Bak-
terienpdlet wird in Startpuffer resuspendiert (5ml/g Pelet) und Uber Kopf geschittelt (1 h,
Raumtemperatur). Anschliellend werden die Zdlreste dozentrifugiert (20000° g) und der
Uberstand kann der Reinigung zugefuihrt werden,

2.16.4 Enterokinasespaltung von Fusionsproteinen
EK - Puffer: 10 mM Tris/ HCI, pH 7.5, 75 mM NaCl

Be rekombinanten Fusonsproteinen bedient man sich héufig einer Enterokinasespatsequenz,
um gpdter den Tag oder den Fusonsantell entfernen zu konnen. Die hier beschriebene
Spaltung folgt den Angaben von Lu et al.**? und findet fir solche Proteine Verwendung, die
mittels der Vektoren pThioHis A und B exprimiert werden.

Circa 0.5-1 pg Protein werden mit 10mU Enterokinase EK-Max versetzt und fir 14h be
Temperaturen von 4-37 °C inkubiert. Das herzustellende Protein kann anschlielend mittels
chromatographischer Methoden vom Fusionsantell abgetrennt werden.



