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Abstract

In this thesis, Chinese hamster ovary cells (CHO) were transfected with the gene for the
expression of GFP. Two vectors of different sizes, a small one with 4731 bp (pEGFP-C1) and
a large vector of 8180 bp (pCMV-GFPlong) were used. The electroporation with the
MaxCyte®-STX " -system was selected as transfection-method. GFP-expression was verified
by fluorescence microscopy. The influence of the conformation and size of the vectors on the
efficiency of the transient transfection as well as on the generation of stable clones was
investigated. For transient transfections the viability of the cells as well as the efficiency was
examined. For stable clones it was focused on the overall amount of clones and also on the
number of positive clones and the homogeneity of GFP expression.

Results have shown, that the efficiency of the transient transfection was about 85 %, which is
slightly below the value the company MaxCyte® claims in their product discription. The
viability of the transfected cells was higher than the expected value of 90 %. Furthermore the
data reveals, that the size of the vectors had a higher influence on the transfection-efficiency
than the conformation of the vectors.

The investigation of the generated stable clones showed, that the transfection of both vectors
in circular conformation resulted in 25 % homogenous clones. The linear conformation
resulted in of 18 % homogenous clones. These data indicates that the conformation of the
vectors has a higher influence on generating of stabile and homogenously expressing cells

than the size of the vectors.
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Zielsetzung

1 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Aussage iiber die Transfektionseffizienz und die Anzahl von
generierten stabilen Klonen durch Elektroporation mit zirkuldrer und linearer DNA in
CHO-Zellen zu treffen. Die Vermutung ist, dass die Effizienz bei der transienten Transfektion
mit zirkuldren Vektoren hoher ist als bei der Transfektion mit linearen Vektoren.
Dabei sollen CHO-K1-Zellen mit einem fiir GFP codierenden Gen transfiziert werden. Dazu
werden zwei verschiedengrofle Vektoren ausgewdhlt, ein kleiner Vektor mit 4731 bp
(pEGFP-C1) und ein grofer Vektor mit 8180 bp (pCMV-GFPlong). Als
Transfektionsmethode wird die Elektroporation mit dem MaxCyte®-STX  -System gewihlt.
Aus den transfizierten Zellen sollen zusétzlich stabil-transfizierte Klone isoliert werden. Hier
ist die Vermutung, dass die stabile Transfektion eine hohere Effizienz bei der Verwendung
von linearen Vektoren hat als bei der Verwendung zirkuldrer Vektoren [Oliveira et al., 2005].

Zur Verifizierung der Expression von GFP soll mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie das
rekombinante GFP nachgewiesen werden. Die Zellkernfairbung mit DAPI soll als
Gegenfirbung eingesetzt werden.

Es soll ermittelt werden, welchen Einfluss die Konformation und die Grofe des zu
transfizierenden Vektors auf die Effizienz der Transfektion hat. Eine weitere Aussage ist zu
treffen, welchen Einfluss die verschiedenen Vektoren und deren Konformation auf die

Viabilitét der transient-transfizierten Zellen hat.
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2 Einleitung

2.1 Transfektionsmethoden

Unter dem Begriff Transfektion versteht man einen Gen-Transfer durch Einbringen von
Fremd-DNA in eine eukaryotische Wirtszelle. Bei Bakterien wird dieser Vorgang als
Transformation bezeichnet. Zur Unterscheidung zwischen pro- und eukaryotischen Zielzellen
wird diese Abgrenzung getroffen.

Man unterscheidet zwischen transienter und stabiler Transfektion. Bei der transienten Form
wird die Fremd-DNA nur voriibergehend in die Wirtszelle gebracht und geht bei
Zellteilungen verloren. Wird die DNA hingegen ins Wirtsgenom integriert, ist es eine stabile
Transfektion [Gressner et al., 2007].

Es gibt eine Reihe verschiedener Methoden DNA in eine Zelle zu transfizieren. Unterschieden
werden diese Methoden in chemische, biologische und physikalische Methoden. Die Effizienz
der Methoden ist von einer Reihe von Faktoren wie der Reinheit und Grofle der DNA, der
Beschaffenheit der Wirtszellen oder der Toxizitdt der codierten Proteine abhingig und wird
fiir die verwendete DNA und Zelllinie optimiert.

Zu den meist genutzten chemischen Methoden zédhlen die Lipofektion und die Calcium-
Phosphat-Prézipitation. Neue chemische Methoden verwenden Nanopartikel und kationische
Polymere. Bei der Lipofektion wird die zu transfizierende DNA von Liposomen oder
Vesikeln umschlossen. Diese Transportvesikel lagern sich an die Zellmembran an und
fusionieren mit der Phospholipiddoppelschicht. Dabei wird das genetische Material in das
Innere der Wirtszelle abgegeben.

Bei der Calcium-Phosphat-Prizipitation bindet sich die DNA an ausfallendes Calcium-
Phosphat. Der gebildete Niederschlag wird zu den Zielzellen gegeben. Er lagert sich ebenfalls
an die Zellmembran an und wird von der Zelle durch Endozytose aufgenommen. Dadurch
gelangt die DNA in das Innere der Zelle [Walker et al., 2002]. Diese Methode ist fiir die Zelle
schonend, da die Zellmembran nicht geschwécht wird.

Bei der Verwendung von kationischen Polymeren und Nanopartikeln, werden
Diethylaminoethyl-Dextran oder positiv-geladene Nanopartikel verwendet, um die DNA zu
komplexieren [Dingermann et al., 2002]. Diese Komplexe haften sich an die Zellmembran an

und werden ins Innere der Zelle aufgenommen.
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Biologischen Methoden nutzen zelleigene Transportmechanismen, um DNA in die Wirtszelle
zu bringen. Dabei wird die DNA an Transferrin gebunden und an die Zellmembran
angelagert. Das Eisentransportprotein Transferrin wird von membranstindigen Rezeptoren
erkannt und ins Inneren der Zelle geschleust [Karlson et al., 2005]. Das Transferrin mit der
angelagerten DNA wird ins Lysosom der Zelle gebracht und dort enzymatisch gespalten. Die
DNA iiberwindet die Lysosomenmembran und gelangt ins Zytoplasma [Zatloukal et al.,
1999].

Bei einer anderen Methode werden alternativ zum Transferrin spezielle Antikorper
verwendet, um die DNA zu binden. Die Antikérper binden ausschlieBlich gegen spezielle
Membranproteine, die nur von Tumorzellen gebildet werden. Diese Methode wird deshalb in
der Krebstherapie eingesetzt [Cavazzana-Calvo et al., 2007].

Eine weitere Gruppe der Methoden bilden die physikalischen Verfahren. Dabei kommt es
durch Ausnutzung physikalischer Prinzipien zu einer Schwichung der Zellmembran und
einem Einbringen von DNA ins Innere der Zelle. Die Schwichung der Membran kann durch
bloBes Durchstechen bewirkt werden, wie bei der Mikroinjektion. Dabei wird die DNA direkt
iiber eine Mikrokapillare in die Zelle injiziert. Diese Methode erzwingt das sequenzielle
Transfizieren der Zellen, was einen sehr hohen Zeit- und Praparationsaufwand zur Folge hat.
Diese Methode wird z.B. flir die Transfektion in Oozyten des siidafrikanischen
Krallenfrosches (Xenopus laevis) verwendet [Goldin, A., 1992]. Diese Methode ist geeignet,
wenn nur wenige Zellen transfiziert werden sollen.

Eine weitere Methode ist die Particle-Gun. Dabei wird die DNA an Goldpartikel gebunden,
die durch ein Magnetfeld stark beschleunigt und an einem engmaschigen Gitter abrupt
abgebremst werden. Dadurch 16st sich die DNA von den Partikeln, wird aber nicht
abgebremst und schiefit durch die Zellmembran hindurch ins Innere der Wirtszelle [Clark et
al., 2009].

Ein weiteres physikalisches Verfahren ist die Magnetofektion, sie wird auch als Magnet-
Assisted-Transfection bezeichnet. Dabei wird die DNA an magnetische Partikel gebunden, die
dann durch ein Magnetfeld gesteuert in die Zellen eindringen [Bertram, J., 2006]. Dieses
Verfahren &hnelt der Transferrin-Methode, nutzt aber nicht die zelleigenen Transportwege,
sondern die magnetischen Eigenschaften des Eisens aus.

Bei der Sonoporation wird Ultraschall eingesetzt, um durch Kavitation die Zellmembran zu
schwichen [Nakamura, H., 2009]. Durch die geschwichte Zellmembran diffundiert die DNA

ins Innere der Zelle. Bei dieser Methode iiberleben nur wenige Zellen.
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Die Methode der Elektroporation ist das letzte physikalische Verfahren auf das hier
eingegangen werden soll. Dabei wird die Zellmembran durch kurze elektrische Entladungen
geschwicht, sodass DNA die permeabilisierte Zellmembran tiberwinden kann und ins Innere
der Zelle gelangt [Nickoloff, J. A., 1995].

Mit den meisten Methoden konnen Plasmid-DNA oder RNA in die Zellen transferiert werden.
Die Wahl der Methode wird meist durch die Rahmenbedingungen festgelegt. So bendtigt man
beispielsweise fiir die Mikroinjektion einen Mikromanipulator und einen geschulten Bediener,
wiéhrend es fliir den Umgang mit den meisten viralen Systemen (Transduktion) einer S2-
Genehmigung bedarf.

Ein weiteres Kriterium fiir die Methodenwabhl ist die Effizienz, d.h. der Anteil an erfolgreich
transfizierten Zellen. Diese ist sehr stark vom Zelltyp und den jeweiligen Bedingungen
abhingig. Ublicherweise wird DNA verwendet, es kénnen auch RNA oder Peptide fiir die
Transfektion verwendet werden. Fiir die Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen
existiert eine umfangreiche Auswahl an Expressionsvektoren.

Unabhingig von der Transfektionsmethode ist die Lebensdauer der aufgenommenen DNA auf
wenige Tage beschriankt. In der Zelle wird sie vollstindig abgebaut oder geht nach einigen
Zellteilung verloren.

In seltenen Fillen wird die aufgenommene DNA in das Genom der Wirtszelle integriert und
ist dort vor dem Abbau geschiitzt. Die Konformation der DNA beeinflusst den Vorgang. Fiir
die transiente Transfektion ist es vorteilhaft zirkuldre (ringférmige) Plasmid-DNA zu
verwenden. DNA in dieser Konformation wird mit hoéherer Effizienz von den Zellen
aufgenommen [Miihlhardt, 2009].

Die stabile Transfektion dagegen funktioniert besser mit linearisierter DNA, da diese mit

hoherer Effizienz ins Genom integriert wird [Oliveira et al., 2005].
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2.2 Elektroporation

Die Elektroporation von eukaryotischen Zellen funktioniert prinzipiell wie die von
prokaryotischen Zellen und die Effizienz ist &hnlich wie bei der Calciumphosphattransfektion
[Ravid et al., 1998]. Durch einen kurzen elektrischen Impuls wird die Zellmembran
kurzfristig permeabilisiert und die DNA diffundiert in die Zelle. Wie die Modelle einer

solchen Permeabilisierung aussehen konnten, ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Zellmembran mit hypothetischen Membranverdnderungen durch das extern angelegte Feld und
Bildung der hydrophilen Elektroporen. a) intakte Zellmembran vor dem elektrischen Impuls; b) Defekt durch Eintritt eines ungeladenen
Molekiils in die Zellmembran; c)lokale Kompression der Lipiddoppelschicht; d) Bildung einer hydrophoben Pore durch laterale Fluktuation;
¢) Modell einer hydrophilen Elektropore; f) einseitige Begrenzung einer Elektropore durch einseitige Begrenzung der Elektropore durch ein
Transmembranprotein; g) Modell eines langen geladenen Molekiils in der Elektropore. [Albermann, S., 2004]

Eukaryotische Zellen sind empfindlicher als Bakterien, man verwendet daher geringere
Strome. Die Bedingungen, wie Hohe der Feldstirke und Dauer des Impulses, miissen flir
jeden Zelltyp optimiert werden.

Das Verfahren basiert auf der voriibergehenden Erh6hung der Membranpermeabilitit durch
reversible elektrische Durchschlige der Zellmembran. Beim Anlegen hochintensiver
Feldimpulse bewirken elektrische Krifte eine Dehnung der Zelle in Richtung der Elektroden
aber nur, wenn ein gering-leitendes Medium verwendet wird.

Die Effizienz des Verfahrens wird erhoht, wenn die angelegten Pulse so gering wie moglich
gehalten werden (< 100 ps), das Medium hypoosmolar ist und eine geringe Leitfdhigkeit hat.
Solche Medien haben auBBerdem den Vorteil, dass die Feld-induzierte Apoptose nicht auftritt,
was bei hoch-leitenden Medien auftreten kann. Sind diese Bedingungen erfiillt, stellt sich eine

hohe Effizienz an Aufnahme der Fremd-DNA in die Zellen ein, ohne die Zellen stark zu
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beschiadigen. Einige Zellen werden aber trotz gewissenhafter Wahl der Parameter beschidigt
und konnen sterben. Daher sollten mehr Zellen fiir den Ansatz eingesetzt werden, als wirklich
benotigt werden [Zimmermann, U., 2000].

Die Aufladung der Zellmembran ist von verschiedenen Bedingungen abhingig: von der
spezifischen Membrankapazitdt, von der inneren Leitfdhigkeit und von der &ufleren
Leitfahigkeit. Die innere und die &duBlere Leitfihigkeit werden durch die Zusammensetzung

der Zellen und des Mediums bestimmt.

2.3 Manyte®-System ™

Zur Durchfiihrung der Experimente in dieser Arbeit wurde das STX -System
(ScalableTransfectionSystem) der Firma MaxCyte® verwendet (siche Abbildung 2). Die
Firma MaxCyte® ist spezialisiert auf Elektroporation und bietet mit ihren Geriten eine sehr
grofle Bandbreite an Einsatzmdglichkeiten fiir verschiedene Zelllinien und Vektoren. Dabei
kann das STX -System z.B. im Bereich der Wirkstoffforschung, bei Screening-Methoden
oder bei der Proteinproduktion zum Einsatz kommen. Das STX -System ist in Deutschland

noch relativ selten.

Einflhroffnung fir die
OC-100 KOvetten

Abbildung 2. Bild des verwendeten MaxCyte® STX "-Systems mit offener Einfiihroffnung fiir OC-100 Kiivetten.
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Der Vorteil des STX  -Systems liegt in der groBen Flexibilitit des Versuchsansatzes. Es gibt
andere Firmen, die sich auf die Elektroporation spezialisiert haben, z.B. die Firma Amaxa®
mit ihrem Nucleofector®-System. Diese Systeme sind ebenfalls fiir Elektroporationen
geeignet, jedoch nur auf statische Versuche ausgelegt. Daher ist die Kapazitit sehr
beschriankt. Es konnen maximal Ansitze mit einem Volumen von 100 pL und 1,5E4 Zellen
mit 200 ng DNA eingesetzt werden.

Das minimal-verwendbare Volumen des STX  -Systems liegt bei 50 pL Ansatzvolumen, die
obere Grenze liegt bei 100 mL. Das bedeutet die obere Grenze liegt 2000-fach {iber der
unteren Grenze.

Mit diesem System ist es moglich von SE05 Zellen in 30 s bis 2E11 Zellen in 30 min jedes
gewiinschte Arbeitsvolumen zu nutzen. Dabei kann eine Konzentration von DNA von bis zu
500 pg /mL genutzt werden. Das STX ' -System nutzt dafiir einen Durchflussansatz. Dadurch
ist es moglich in gleicher Zeit ein Vielfaches an Zellen mit dem Scalable High Throughput
Verfahren zu transfizieren, als es mit vergleichbaren statischen Elektroporatoren moglich ist.
Die Effizienzen der Transfektionen liegen, laut Hersteller, iiber 90 % und die Viabilititen um
90 % (sieche Tabelle 1). Die Zellviabilitit ist der Anteil an lebenden Zellen in einer
Zellpopulation. Je hoher dieser Wert ist, desto mehr lebende Zellen befinden sich in der
Population im Verhéltnis zur Gesamtzellzahl. Fiir die Optimierung der Transfektionen wurden

bereits, fiir die meistgenutzten Zelllinien, Parameter bestimmt.

g pe 3 % ab
293T 95% 95%
CHO Cells 90% 90%
VERO 90% 90%
K562 90% 90%

Tabelle 1. Ausschnitt der vom Hersteller ausgegebenen Tabelle mit Angabe der Effizienz der Transfektion mit GFP-Vektoren und
Uberlebensraten der transfizierten Zellen. Bei den Experimenten in dieser Arbeit wurden CHO-K1-Zellen verwendet und in beiden Vektoren
war die Information fiir die Expession von GFP enthalten. Eine Transfektionseffizienz von 90 % und eine Viabilitdt von 90 % ist zu
erwarten. [MaxCyte® Beispielkatalog fiir etablierte Zellen und Zellinien].
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2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Expression der transfizierten DNA darzustellen, kann mit Fluoreszenzmikrokopie
gearbeitet werden. Dazu wird entweder GFP in den Ziel-Vektor eingebracht und transfiziert
oder es werden Antikorper gegen das Zielprotein verwendet. Bei den Versuchen dieser Arbeit
wird die GFP-Methode durchgefiihrt.

Die Leuchtquelle des Mikroskops emittiert Licht einer definierten Wellenldnge. Dieses
monochromatische Licht trifft im Préparat auf Fluororchrome. Das sind Molekiile die durch
monochromatisches Licht angeregt werden und dadurch ein hoheres Energieniveau erreichen.
Beim Zurlckfallen des Energieniveaus auf den Grundzustand wird ebenfalls
monochromatisches Licht emittiert. Anhand der Wellenlinge und der Intensitdt des
emittierten Lichtes ldsst sich, mit Hilfe von Filtern, auf die Art und die Menge des

Fluorochroms schlief3en.
)
1
q:m‘} Ckular

UV-Lichiquelle
dichroischer
Spiegel

Objekriv

Abbildung 3. Prinzipdarstellung des Strahlengangs eines Fluoreszenzmikroskops. Die Lichtquelle ist entweder eine UV-Lampe oder eine
Quecksilber-Hochdruck-Dampflampe.

Abbildung 3 zeigt den typischen Strahlenverlauf in einem Fluoreszenzmikroskop. Meist
werden als Lichtquellen Quecksilber-Hochdruck-Dampflampen eingesetzt. Das Licht wird
zundchst im Anregungsfilter auf monochromatisches Licht reduziert. Dieses trifft auf den
dichroischen Spiegel, der den Strahlengang ablenkt und durch das Objektiv auf das Praparat
und damit auf die Fluorochrome leitet. Die Fluorochrome im Priparat werden angeregt und
emittieren ebenfalls monochromatisches Licht. Wegen der Strokes-Verschiebung ist die
Wellenldnge des vom Préparat emittierten Lichts groBer als die des anregenden Lichts der
Lichtquelle. Durch diese Wellenldngenverschiebung kann das Licht erst jetzt den
dichroischen Spiegel passieren und wird nicht abgelenkt. Nachdem das Emissionslicht einen
weiteren Filter durchlaufen hat, trifft es auf den Detektor. Das ist entweder das Auge des

8
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Betrachters oder eine Kamera [Wachtler, F., 2000]. Mit verschiedenen Anregungsfiltern
konnen unterschiedliche Wellenldingen monochromatischen Lichts erzeugt werden, die
wiederum spezifische Fluorochrome anregen. Die Fluorochrome in diesen Versuchen waren
GFP und DAPI. Ein Beispiel fiir eine FITC- und DAPI-gefarbte Zelle ist in Abbildung 4 zu

sehen.

Abbildung 4. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines humanen Fibroblasten. Die Zelle wurde im linken Bild mit DAPI angefarbt, der
Pfeil zeigt auf das Barr-Korperchen also auf eine Konzentration von DNA in der Zelle. Die gleiche Zelle wurde im rechten Bild mit FITC-
gelabelten Antikorpern (gegen Makrohiston H2A1) geférbt [Gartler et al., 2004].

2.5 Fluoreszenzfarbstoffe

2.5.1 GFP - Griin fluoreszierendes Protein

Das griin-fluoreszierende-Protein (GFP) wurde 1960 von Osamu Shimamura beschrieben
[Shimamura, 2006]. Dieses Protein stammt aus der Quallenart Aequorea victoria und hat ein
molekulares Gewicht von 26,5 kDa. Bei Anregung mit ultraviolettem oder blauem Licht
emittiert es Licht einer Wellenldnge von 509 nm - es fluoresziert griin. Es wird daher zu den
autofluoreszierenden Proteinen gezihlt. Folglich kann bei den Versuchen auf das Anfarben
der Proteine in der Zelle mit Hilfe von Antikdrpern verzichten werden. Das Fluorophor dieses
Proteins setzt sich aus der Peptidsequenz Ser®Tyr®®Gly®” zusammen [Alberts et al., 2003].
Die Expression dieses Proteins in der Zelle kann bereits wenige Stunden nach der
Transfektion nachgewiesen werden. Die Menge an exprimiertem Fremdprotein ist nicht
konstant und nimmt mit der Anzahl an Zellteilungen ab, da sich die Konzentration der
Plasmide durch Teilungen der Zelle verdiinnt und sie abgebaut werden [Hentze et al., 2000].

Da GFP nicht toxisch ist, kann es in Zellen (Pro- und Eukaryoten) transformiert bzw.
transfiziert werden und dort ohne negative Folgen exprimiert werden. Die Reifungszeit von

GFP bei 37 °C ist relativ kurz. Neu synthetisiertes GFP braucht in der Sédugerzelle nur wenige
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Stunden, bis es die richtige Konformation eingenommen hat, sodass transfizierte Zellen
bereits nach kurzer Zeit detektiert werden konnen. Andere Proteine, wie z.B. Ionenkanile,
brauchen wesentlich ldnger, um exprimiert und prozessiert zu werden.

Seit der Reinigung des GFP durch Shimamura [Shimamura, 2006] und der Isolierung der
GFP-cDNA durch Prasher [Prasher et al., 1992], sowie der Einfiihrung von GFP als
leuchtendes Protein-Tag durch Chalfie [Chalfie et al., 1997] hat sich die Markierung von
Proteinen mit GFP und GFP-Varianten zu einer Standardmethode entwickelt.

Nach der Entdeckung des GFP in Aequorea victoria wurde die Codon-Usage fiir die
Expression in anderen eukaryotischen Zellen verbessert. Diese enhaced-GFP
(EGFP)-Varianten werden heute am haufigsten verwendet. Durch Mutagenese wurden diverse
Varianten erzeugt, die blau (blue-FP - BFP) oder gelb (vellow-FP-YFP) leuchten.

In der Natur wurden weitere leuchtende Proteine gesucht - sie wurden in Nesseltieren wie
Korallen gefunden. Inzwischen decken diese Proteine das gesamte Spektrum des sichtbaren
Lichtes ab. Bei der Auswahl spielen die Reifungszeit des Proteins von der Translation bis zum
Leuchten, die Fotostabilitdt, die Helligkeit und die Detektierbarkeit eine Rolle. Zum Beispiel
leuchtet das YFP sehr hell, ist aber weniger fotostabil [Hermey, G., 2010].

2.5.2 DAPI

Das 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff der verwendet wird, um
DNA zu markieren. Dabei interkaliert es in adenosin- und thyminreichen Regionen der DNA
und kann mit ultraviolettem Licht angeregt werden (sieche Abbildung 5). Dadurch wird Licht
einer Wellenldnge von 461 nm emittiert - es fluoresziert blau. DAPI wird eingesetzt, um DNA
darzustellen und damit Zellkerne anzufirben. Dies ist mit vielen anderen
Nucleinsédurefarbstoffen nicht moglich, weil die Emissionsspektren der DNA- und der RNA-
gebundenen Farbstoffmolekiile nahezu identisch sind. Die Emissionsmaxima von DNA- und
RNA-gebundenem DAPI unterscheiden sich geniigend, um sie mit Hilfe von optischen Filtern
und Farbteilern trennen zu kénnen. DAPI wird daher héufig als ,,DNA-spezifisch* bezeichnet,
das gilt aber nur fiir die Emission bei 461 nm.

DAPI emittiert am kurzwelligen (blauen) Ende des Spektrums des sichtbaren Lichtes. Daher
konnen gleichzeitig weitere Fluoreszenzfarbstoffe mit langwelligeren Emissionsmaxima am
selben Prédparat eingesetzt werden, ohne dass es zu Signaliiberschneidungen, dem bleed

through, kommt.
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Die ultraviolette Strahlung, die fiir die Anregung notwendig ist, erzeugt Radikale, die andere
Fluorophore bleichen. DAPI wird deshalb bei manchen Anwendungen als letzter Farbstoff
angeregt und sichtbar gemacht, um andere Marker zu schonen. Das Ausbleichen von DAPI
kann durch den Einsatz von "Anti-Fading-Mitteln" verzégert und dadurch die

Beobachtungsdauer am Mikroskop verlangert werden [Remmele, W., 1999].

Abbildung 5. Fluoreszensmikroskopische Aufnahme von DAPI-gefirbten Zellkernen von CHO-K1-Zellen. Die Zellen wurden wie in der
Methode im Kapitel 3.2.2.10 beschrieben, behandelt und geférbt (Inkubation 37 °C, 5 %-CO,; 4 % PFA-PBS fixiert, 4 % DAPI-PBS
gefarbt).

2.6 Selektion

Die Selektion stabil-transfizierter Zellen erfolgt prinzipiell auf zwei Wegen: durch
Komplementation oder durch Antibiotika [Raven et al., 2005]. Stabil-transfizierte Zellen
konnen selektiert werden, wenn der Vektor ein Gen enthélt, das das Wachsen in speziellen
Mangelmedien méglich macht oder Resistenz gegeniiber einem Antibiotikum vermittelt. Die
selektiven Bedingungen werden bei der Antibiotikamethode durch Zugabe einer
zytotoxischen Substanz in das Medium erzeugt, die durch das Resistenzgen entschirft wird.
Die am weitesten verbreiteten Antikiotika sind die Aminoglykosid-Phosphotransferase
(Neomycin/G418-Resistenz) und die Hygromycin-B-Phosphotransferase (HPH; Hygromycin-
B-Resistenz). Nach der Transfektion werden die Zellen in dem antibiotika-haltigem Medium
kultiviert, in dem sich nur jene Zellen vermehren, die DNA mit Resistenzgenen aufgenommen
haben. Von diesen Zellen iiberleben nur diejenigen eine ldngere Kultivierung, welche die
transfizierte DNA ins Genom integriert haben und deren Gene exprimieren. Transfizierte
Zellen werden unter konstantem Selektionsdruck gehalten, um die transfizierte DNA im
Genom zu erhalten [Liidicke et al., 1999]. Nachdem die nicht-transfizierten Zellen
abgestorben sind, beginnen einzelne stabil-transfizierte Zellen zu wachsen und sich zu teilen.

Sind die Kolonien groB3 genug, kann damit begonnen werden einzelne Kolonien zu isolieren
11
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und die Zellen weiter zu expandieren. Daraus werden die stabil-transfizierten Zelllinien

entwickelt.

Die Selektion durch Komplementation wird mit Zellen durchgefiihrt, die einen spezifischen
Defekt aufweisen. Dieser Defekt verhindert die Bildung bestimmter Enzyme wie
Thymidinkinase, = Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase =~ oder = Dihydrofolat-
reduktase. Diese Enzyme sind verantwortlich fiir die Umwandlung essentieller Purine, die fiir
die Bildung von DNA benétigt werden. Diese Zellen bendtigen zum Wachsen ein Medium
das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT) enthdlt [Ruddle et al., 1974]. Zusammen
mit dem Zielgen transfiziert man ein Gen, dessen Produkt den Defekt behebt
(komplementiert) — das Gen kann dabei entweder auf dem gleichen Plasmid liegen oder auf
einem zweiten, unabhingigen. Die Zellen werden in ein Mangelmedium (HAT-
Mangelmedium) {iberfiihrt, in dem diese Stoffe fehlen. Nur diejenigen Zellen, die den Defekt
durch Gentransfer kompensieren konnten, konnen die Purinbase Hypoxanthin fiir den
Nukleinsdurestoffwechsel nutzen. Alle anderen Zellen konnen nicht ausreichend
Nukleinsduren fiir die DNA-Synthese bilden. Dadurch wird die Zellteilung dieser Zellen
selektiv gehemmt und sie sterben [Chmiel, H., 2011].
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3 Material und Methoden

3.1

Material

3.1.1 Zelllinien

Material und Methoden

Als Zelllinie wird CHO-K1 verwendet. Diese Zellen stammen aus den Ovarien chinesischer

Hamster der Gattung Cricetulus griseus und werden in der Biotechnologie unter anderem zur

Produktion und zur Untersuchung rekombinanter Proteine verwendet.

Von den CHO-Zellen sind verschiedene genetisch modifizierte Varianten gebriauchlich. In

den Versuchen wird die K1 Variante verwendet, die die am weitesten verbreitet ist. Fiir die

Transfektionen werden subkonfluente Zellen verwendet, die sich in der exponentiellen

Wachstumsphase befinden.

3.1.2 Vektoren

In den Versuchen werden zwei verschieden Vektoren eingesetzt. Sie sind in der nachfolgen
Tabelle 2 aufgefiihrt. Sie unterscheiden sich in der Anzahl der Basenpaare (bp) und damit in

threr Grof3e sowie in den vermittelten Antibiotikaresistenzen.

Vektor Grofle [bp] | Resistenzen Herkunft
pEGFP-C1 4731 Kanamycin und Neomycin | CCS
pCMV-GFPlong | 8180 Ampicillin und Neomycin | CCS

Tabelle 2. Die in den Versuchen verwendeten Vektoren.
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3.1.3 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind spezielle Enzyme, die DNA schneiden kdnnen. Sie erkennen
spezifische palindromische Sequenzen der DNA und schneiden auf spezifische Art [Knippers,
R., 2006]. In

Tabelle 3 sind die in den Versuchen verwendeten Restriktionsendonukleasen mit ihren
spezifischen Erkennungs- und Schnittmustern aufgefiihrt. Bei Scal entstehen beispielsweise
glatte Enden an den Schnittkanten, man nennt sie auch stumpfe Enden (engl.: blunt ends). Bei

Pcil entstehen hingegen raue oder klebrige Enden (engl.: sticky ends).

Name Hersteller Erkennungs- und
Schnittstelle
Pcil Fermentas / Thermo Fisher 5:-»-AlC ATG T-»-3:
Scientific 3. TGTACIA..5
Scal Fermentas / Thermo Fisher 5".AGT|ACT.3
. 3..TCAITGA..S5
Scientific

Ndel (Fast-Digest) Fermentas SL.CAITATG..3
3..GTATIAC..5'

Mlul (Fast-Digest) Fermentas 5..AICGCGT.3
3.TGCGCIA..S

Tabelle 3. Die fiir die Versuche verwendeten Restriktionsendonukleasen, deren Hersteller und die Erkennungs- und Schnittstellen.
[http://www.thermoscientificbio.com/EktronTemplates/*]

3.1.4 Medien, Losungen und Chemikalien

Eine vollstiandige Liste der verwendeten Chemikalien ist im Anhang (Kapitel 9) zu finden.

3.1.5 Gerite

Eine vollstindige Liste der verwendeten Geréte ist Anhang (Kapitel 9) zu finden. Die beiden

wichtigsten Gerdte werden folgend, kurz vorgestellt.
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3.1.5.1 Casy®-TT

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wird ein Casy®-TT Cell Counter & Analyser System
verwendet (siche Abbildung 6). Abgebildet ist das Hauptgerit links mit Spiilflaschen links
und rechts sowie Sdule in der Mitte. Rechts ist das Interface angeschlossen. Die Séule ist von
einem Casy"-Cup umgeben, die auch fiir alle Messungen in den Versuchen verwendet

werden.

Abbildung 6. Bild eines Casy®-TT Cell Counter & Analyser Systems.

Dieses Gerit kann von Zellkulturen folgende Parameter bestimmen: die Zellkonzentration, die
Viabilitdt der Zellen, das Zellvolumen, die Zellaggregation und die Menge der Zelltrimmer
(Debris). Der Aggregationsfaktor gibt an, wie viele Zellen sich durchschnittlich aneinander
geheftet haben. Dafiir wird die Electrical-Current-Exclusion (ECE)-Methode verwendet. Die
kurze Analysezeit des Messgerites ist vorteilhaft fiir die Versuche. Die Modellserie TT ist mit
moderner digitaler Pulsverarbeitung (Pulsflichen Analyse) ausgestattet. Diese Technik wertet
Signale aus, die von Zellen oder Teilchen erzeugt werden, wenn sie die Messpore in einem
Niederspannungsfeld passieren. Diese Signale werden computergestiitzt in Informationen fiir
den Anwender umgewandelt. Jedes Objekt, das die Messpore passiert, wird von einer Million
Messimpulse pro Sekunde gescannt. Das ergibt hunderte Messungen pro Zelle. Der gesamte
Messverlauf wird fiir die Auswertung der Messungen verwendet und bietet dadurch einen
sehr guten dynamischen Messbereich fiir Probenvolumina von 5 bis 100 pL Zellsuspension.
Fir alle Messungen wird sterilfiltriertes Casy“-ton der Firma Schirfe verwendet. In

Abbildung 7 ist eine Messung beispielhaft dargestellt.

15



Material und Methoden

Histogram
120 NR
NL CL CR
100
80
z
£60 1
[=
=]
o
Q40 -
20 A
0 I ‘i T L T \I'I |I
25 5 75 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30 32,5 35 37,5 40 42,5
Diameter [um]

Abbildung 7. Grafische Ausgabe der Zellzihlung des Casy®-TT fiir die Ernte der CHO-K1-Kultur. Die Einstellung fiir die Cursor waren NL
6 und CL 10. Die Messungen unterhalb des Durchmessers von 6 pm werden als Debris, zwischen 6 und 10 pm als tote Zellen und zwischen
10 pm und 20 pm als lebende Zellen gezahlt. Fiir jeden Zelltyp werden dafiir eigene Einstellungen programmiert.

3.1.5.2 MaxCyte®-STX " mit OC-100 Kiivetten

Fiir die Transfektion werden ein MaxCyte®-STX " -System (siehe Kapitel 2.3) und MaxCyte®
OC-100 Kiivetten verwendet (siche Abbildung 8).

Abbildung 8. Bild der verwendeten OC-100 Kiivetten und der Einfithréffnung in das STX""-System.
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Bei den Kiivetten sind die metallischen Flichen die Kontakte, um den Stromkreis durch den
Versuchsansatz zu leiten. Diese Flidchen sind besonders fragil und diirfen nicht beriihrt
werden. Die OC-100 Kiivetten werden mit den vom Hersteller vorgegebenen Einstellungen
fiir CHO-Zellen und OC-100 Kiivetten verwendet. Als Puffer wird der vom Hersteller
empfohlene Elektroporationspuffer B201-100 verwendet.

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Transformation von Bakterien

40 uL einer kompetenten Bakterienlinie (XL10-Gold Ultracompetent Cells von Stratagene
Katalognummer #200314) wird aufgetaut und mit 1 pL Vektor-DNA gemischt. Dieser Ansatz
wird fiir 30 min auf Eis inkubiert, danach fiir 2 min in ein Wasserbad bei 42 °C einem
Hitzeschock ausgesetzt und anschlieBend erneut fiir zwei Minuten auf Eis inkubiert. Danach
werden 500 pL des antibiotikumfreien SOC-Mediums (Super-Optimal-Broth-Medium mit 20
mM Glukose) zugegeben und die Kultur fiir eine Stunde bei 37 °C im Schiittelinkubator
inkubiert. AnschlieBend wird die Kultur auf angewidrmte, antibiotikumhaltige LB-

Mediumplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.2 Maxi- und Gigaprep - DNA-Priparation mit alkalischer Lyse

Fiir die DNA-Priparation wird das Maxi- bzw. das Giga-Plasmid-Kit der Firma Qiagen
verwendet. Die mitgelieferten Arbeitslosungen und Schritte werden nach den Angaben des
Herstellers verwendet und durchgefiihrt.

Von je einer Agarplatte wird eine Einzelkolonie des Vektors mit einem Zahnstocher isoliert
und eine Losung aus 5 mL LB-Medium mit Antibiotikum (Ampicillin 150 pg/mL oder
Kanamycin 30 pg /mL) in einem 15 mL GefdB angeimpft. Fiir den pEGFP-C1-Vektor wird
Kanamycin verwendet, fiir pPCMV-GFPlong Ampicillin.
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Die Kulturen wachsen fiir 6 - 10 Stunden in einem Schiittelinkubator bei 37 °C. Das
Mediumvolumen wird bei der Maxiprep auf 250 mL erhoht. Bei der Gigaprep wird das
Volumen auf 2500 mL erhoht. In jeder Kulturlosung betrégt die Konzentration von
Ampicillin 150 pg/mL, Kanamycin 30 pg/mL. Diese Kulturen werden ebenfalls im
Schiittelinkubator bei 37 °C iiber Nacht (maximal 16 h) inkubiert.

Die Kulturen werden in 500 mL Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 10 min bei 3500 rpm
abzentrifugiert. AnschlieBend werden die Uberstinde verworfen. Die Pellets stehen fiir die
weitere Bearbeitung zu Verfligung oder konnen eingefroren werden.

Das Zellpellet der Vorkultur wird in 12 mL (Maxiprep) bzw. 125 mL (Gigaprep) Puffer P1
vollstindig resuspendiert. Danach wird das jeweils gleiche Volumen Lysis-Puffer P2
zugegeben und die Losung durch 4- bis 6-fache Invertierung homogen gemischt. Nach
S-mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur wird nochmals das gleiche Volumen an
Neutralisierungs-Puffer P3 zugegeben, homogen gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Wihrend dieser Inkubationsphase werden die Maxi-100- und die Giga-1000-Séulen mit
15mL  bzw.75mL Aquilibrierungspuffer (QBT-Puffer) #quilibriert. Nachdem das
Gesamtvolumen an QBT-Puffer durch die Sdule gelaufen ist, werden die Kulturlosungen
durch einen Cellulose-Faltenfilter auf die Sédulen gegeben. Alle Losungen bewegen sich nur
aufgrund der Schwerkraft durch die Séulen.

Nachdem die DNA an die Séulen gebunden hat, werden die Sdulen mit 60 mL bzw. 600 mL
Waschpuffer (QC-Puffer) gewaschen. Als nichster Schritt werden Zentrifugenréhrchen unter
die Sidule gestellt und die gebundene DNA mit 15mL bzw. 100 mL Elutionspuffer
(QF-Puffer) von den Sdulen eluiert.

Die DNA im Eluat wird mit Isopropanol geféllt (jeweils 70 % des Volumens des
Elutionspuffers). AnschlieBend werden die Losungen fiir 30 min bei 15000xg und 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation werden alle weiteren Schritte unter einer
Sterilwerkbank durchgefiihrt.

Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und verworfen. Behutsames Arbeiten ist notig,
da sich die gefillte DNA nur sehr leicht an der GefaBwand anhaftet. Danach werden 7 mL
raumtemperiertes 70 %iges Ethanol zugegeben und erneut fiir 10 min bei 15000xg und 4 °C
zentrifugiert.

Der Uberstand wird erneut verworfen und das Zentrifugenrdhrchen mit der Offnung nach
unten fiir eine Stunde unter die Werkbank zum Trocknen gestellt. Die geféllte und trockene
DNA ist als weiBllicher bis durchsichtiger Belag am Rand des Rohrchens zu erkennen und

wird mit 250 pL sterilfiltriertem Wasser abgelost und in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Man
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verwendet in diesem Fall nur Wasser und nicht TE-gepuffertes Wasser (mit EDTA und
TRIS), weil die Puffer in den folgenden Schritten die Leitfdhigkeit des

Elektroporationsansatzes zu sehr erhhen konnten.

3.2.1.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Am Photometer werden die Einstellung fiir die Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm
vorgenommen und eine Nullwertmessung mit reinem Wasser in einer Quarzkiivette (10 mm
Pfadlange) durchgefiihrt. Die DNA-Proben werden mit dem gleichen Wasser in einem
Verhiltnis von 1:50 verdiinnt. Die Absorption bei 260 nm zeigt die DNA-Konzentration, die
Absorption bei 280 nm zeigt die Konzentration von aromatischen Proteinen. Das Verhéltnis
der Absoptionen von 260 nm zu 280 nm ergibt die Reinheit der DNA in der Losung. Die
Reinheit der Probe sollte zwischen einem Wert von 1,7 und 1,9 liegen. Bei einer zu geringen

Reinheit kann die Transfektion behindert werden.

3.2.1.4 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau ist der Vorgang, bei dem DNA von speziellen Enzymen (Restriktions-
Endonucleasen) an definierten Stellen geschnitten wird. Welche Sequenz die einzelnen
Enzyme erkennen und wie das Schnittmuster aussieht, ist in

Tabelle 3 (siche Kapitel 3.1.3) aufgefiihrt.

Die analytischen Verdaue werden in einem Volumen von 10 pL durchgefiihrt. Dafiir wird
jeweils 1 pg DNA mit der vom Hersteller angegebenen Menge an Enzym, Puffer und Wasser
gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.5 Gelelektrophorese

Fiir die Elektrophorese wird ein 1 %iges Agarosegel gegossen, dazu wird 1 g Agarose mit
100 ml TAE-Puffer aufgekocht, bis es sich vollstindig geldst hat, und in einer Form mit
einem Kamm erkalten gelassen. Das feste Gel wird mit TAE-Puffer bedeckt. Alle Taschen
des Gels werden mit TAE-Puffer gespiilt. Als Marker wird der Gene-Ruler 1 kb (Fermentas)
verwendet, der mit 1:5000 verdiinntem Sybr-Gold (Life Technologies™) gemischt wird. Die

DNA-Verdaue enthalten jeweils 1 ug DNA und werden mit 6xLadepuffer, Sybr-Gold (4 puL)
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und Wasser auf das Endvolumen von 16 pL gebracht. Der gesamte Ansatz wird vorsichtig in
die Taschen des Gels pipettiert. Eine Spannung von 110 V bei einer Stromstérke von 400 mA
wird solange an das Gel angelegt, bis sich die Banden ausreichend voneinander getrennt
haben. AnschlieBend wird das Gel zur Dokumentationskammer gebracht und unter UV-Licht-

Anregung das Bandenmuster fotografisch dokumentiert.

3.2.1.6 Linearisierung der Vektoren fiir die Transfektion

Fiir die spdteren Versuche wird eine groflere Menge an linearisierter DNA benétigt. Dazu
werden 50 pg DNA mit der berechneten Anzahl units (u) Enzym und Puffer in Wasser
gemischt. Das Endvolumen dieses Ansatzes ist groBer als das Volumen analytischen Verdaus
(siche Kapitel 3.2.1.4). Um sicherzustellen, dass die DNA vollstindig linearisiert ist, wird die
Inkubationszeit erhoht. Es wird iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir die Linearisierung wird
bei pEGFP-C1 die Restriktionsendonuklease Pcil und bei pCMV-GFPlong die

Restriktionsendonuklease Scal verwendet.

3.2.2 Arbeiten in der Zellkultur

Die speziellen Vorgehensweisen und Medien beim Arbeiten mit CHO-Zellen werden in

diesem Kapitel beschrieben.

3.2.2.1 Auftauen der CHO-Zellen

Fiir die Versuche wird 1 vial CHO-K1 mit 5E06 c/vial und einer Passagenzahl von 38
verwendet. Das Cryovial wird aus dem Stickstofflagertank entnommen und in einem
Wasserbad bei 37 °C fiir ein bis zwei Minuten schnell erwérmt. Das schnelle Erwidrmen ist
schonender fiir die Zellen als langsames Auftauen. AnschlieBend werden unter der
Sterilwerkbank 10 mL Kulturmedium zugegeben und mit den Zellen gemischt. Die Lésung
wird fiir 4 min bei 180xg zentrifugiert und der Uberstand verworfen. In diesem Uberstand
befindet sich das toxische DMSO, was beim Einfrieren als Frostschutzmittel zu der Kultur
zugegeben wurde. Das Pellet wird in Kulturmedium resuspendiert und die Zellen am

Casy"-TT gezihlt (siche Kapitel 3.2.2.3).
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3.2.2.2 Kultivierung der CHO-Zellen

Fiir eine effiziente Zellkultivierung ist es vorteilhaft die Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase zu halten. Dazu werden die Kulturen immer vor Erreichen der vollstandigen
Konfluenz geerntet und verdiinnt.

Die adhirent wachsenden CHO-K 1-Zellen werden in Ham's-F12 Medium mit 10 % FCS, 1 %
Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von
85 bis 90 % werden die Zellen passagiert.

Nach Herausnehmen der Kulturflasche aus dem Brutschrank wird die Kultur unter dem
Mikroskop auf Kontaminationen (Verpilzung, Bakterienbefall) untersucht. Unter der
Sterilwerkbank wird der Uberstand vollstindig abgenommen und verworfen. AnschlieBend
werden die Zellen, je nach Kulturfliche, mit den in

Tabelle 4 vorgegebenen Mengen an Losungen behandelt. Zuerst werden die Zellen mit PBS
gewaschen, um restliches Medium zu entfernen. Hierbei wird das restliche FCS entfernt, was
die Aktivitit des TrypLE™-Express behindern wiirde. Das PBS wird abgenommen und
entsorgt. AnschlieBend wird TrypLE™-Express zugegeben und fiir 5 bis 15 min bei 37 °C
inkubiert. Das Ablosen der Zellen wird unter dem Mikroskop kontrolliert. Es ist
abgeschlossen, wenn die Zellen eine kugelige Form angenommen haben und sich frei im
Medium bewegen. Das Ablosen kann durch sanftes Klopfen unterstiitzt werden. Danach wird
37 °C warmes Kulturmedium zugegeben, um das TrypLE™-Express zu inhibieren. Die
Zellen werden mit der Pipette durch mehrmaliges Einsaugen und Ausstofen der Ldsung

vereinzelt. Anschlieend werden die Zellen gezihlt.

Kulturgefal3 Waschen mit PBSx1 | Trypsinieren mit Zellen Aufnehmen
[mL] TrypLE™-Express | in Medium [mL]
[mL]
T-75 10 2 3
T-150 15 3 7
S-500 50 15 15

Tabelle 4. Ubersicht der Volumen an Losungen fiir das Passagieren der Kulturen der CHO-K1-Zellen in Abhingigkeit der Kulturfliche des
Gefilles. Angegeben ist das Volumen an PBS mit der zu waschen ist, das Volumen an TrypLE™-Express, um die Zellen vom

Flaschenboden zu 16sen und das Volumen an Medium, um das TrypLE™-Express zu inhibieren und die Kultur aufzunehmen.
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3.2.2.3 Zihlen der Zellen mit dem Casy®-TT

Zur Bestimmung der Zellzahl werden 70 pL der Zelllssung mit Casy®-Ton auf 7 mL
aufgefiillt, homogen gemischt und am Casy”™-TT ausgezéhlt. Ein Beispiel fiir eine Auszéhlung
ist in Kapitel 3.1.5.1, Abbildung 7 dargestellt.

Das Gerit gibt einen Konzentrationswert in Zellen pro Volumen an (¢ /mL). Damit kann
berechnet werden, wie viel mL Zellsuspension zum Aussden mit einer gewiinschten Zellzahl
pro Fliche noétig ist. Zusdtzlich werden die Werte fiir die Zellviabilitit, Zellaggregation und
der mittlere Durchmesser angegeben (siehe Kapitel 3.1.5.1). Mit diesen Werten kann man den

Zustand der Kultur abschéitzen.

3.2.2.4 Aussien der Zellen fiir eine Erhaltungskultur

Um eine Erhaltungskultur anzulegen, werden die Zellen mit einer bestimmten Aussaatdichte
auf eine geeignete Fldche mit 37 °C warmen Medium ausgesit. Die Menge an Medium kann
aus

Tabelle 5 enthommen werden.

Kulturgefaf3 Kulturmedium zum
Aussiden [mL]

T-75 15-20

T-150 25-30

S-500 100

Tabelle 5. Ubersicht iiber das Volumen an Kulturmedium bei der Aussaat einer Erhaltungskultur, bezogen auf die Fliche des KulturgefiBes.

Die Aussaatdichte der Zellen sollte zwischen 2E04 und 5E04 ¢ /cm” liegen.

3.2.2.5 Transfektion

Fiir die Transfektion werden Zellen verwendet, die sich subkonfluent in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden. Dazu werden die CHO-K1-Zellen in der Vorbereitungsphase der
Versuche passagiert und expandiert, wie in den Kapiteln 3.2.2.2, 3.2.2.3 und 3.2.2.4
beschrieben.

Fiir die Transfektion werden 10 % der Zellzahl als Reserve im Ansatz eingesetzt. Die 1,1EQ07

Zellen pro Transfektionsansatz werden bei 180xg fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
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wird verworfen, das Pellet in 1,5 mL HyClone (Elektroporationspuffer von MaxCyte™)
resuspendiert und erneut bei 300xg fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird wieder
entfernt, um negative Einfliisse des Mediums auf die Elektroporation zu vermeiden. Das
Pellet wird mit Elektroporationspuffer resuspendiert. Durch Zugabe von Puffer und DNA-
Vektor wird jeder Ansatz auf 1,1E07 Zellen mit 15 pg /100 uL. DNA auf 100 uL Volumen
gebracht. Die Ansitze werden in die OC-100 Kiivette pipettiert. Am MaxCyte®-
Elektroporator werden alle Parameter nach Angaben des Herstellers fiir die Kiivettengrofie
und die Zelllinie geladen und die Elektroporation durchgefiihrt.

Bei jedem Durchgang wird der jeweils erste Ansatz nur mit CHO-Zellen, also ohne Fremd-

DNA durchgefiihrt, um eine Negativkontrolle zu erhalten.

3.2.2.6 Zellkultur direkt nach der Elektroporation

Die elektroporierten Zellen werden unter sterilen Bedingungen aus der OC-100 Kiivette in
jeweils ein Well einer 6-Well-Suspensionsplatte iiberfithrt und fiir 1 h bei 37 °C und
5 % CO,-Gehalt im Brutschrank inkubiert. Danach werden sie mit 3 mL. warmen Medium aus
der 6-Well-Suspensionsplatte in ein Falcon-Réhrchen iiberfithrt und wie in der Methode in

Kapitel 3.2.2.3 mit dem Casy”-TT gezéhlt.

3.2.2.7 Aussaat fiir die 24 h-Viabilitit

Fiir die Untersuchung der 24 h-Viabilitit werden die Zellen mit einer Gesamtzellzahl von
1E06 auf eine 6-Well-Platten mit 1,5 mL warmen Medium ausgesit. Uber 24 h wird bei 37 °C
und 5 % CO,-Gehalt im Brutschrank inkubiert.

3.2.2.8 Aussaat fiir die Messungen der Effizienz der transienten

Transfektion
Fiir die Messung der Effizienz der transienten Transfektion werden die Zellen jeweils 24 bis

96 h inkubiert. Dazu werden je vier Deckgldschen in eine Kavitdt einer 6-Well-Platte gelegt.

Die elektroporierten Zellen werden mit 1,5 mL warmen Medium mit einer Konzentration von
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1E05 ¢ /mL auf die Deckgldschen in der 6-Well-Platte ausgesét und bei 37 °C und 5 %CO,-
Gehalt inkubiert.

3.2.2.9 Bestimmung der 24 h-Viabilitit

Nach 24 h Inkubationszeit werden die Zellen aus dem Brutschrank entnommen und auf
Kontamination untersucht. Danach wird die 6-Well-Platte unter das Durchlichtmikroskop
gelegt und Bilder von den Zellen gemacht. Die Morphologie der Zellen gibt einen ersten
Hinweis iiber den Zustand der Zellen.

Danach werden die Zellen von der 6-Well-Platte abgeldst. Diese Ernte unterscheidet sich von
der Methode wie in Kapitel 3.2.2.2 beschrieben. Bei dieser Ernte wird der Uberstand nicht
verworfen, sondern gesammelt. Die Zellen werden mit 500 uLL PBS gewaschen, das ebenfalls
gesammelt wird. AnschlieBend werden die Zellen mit 500 pL TrypLE™-Express von der
Kulturfliche abgeldst und zu den bereits gesammelten Uberstinden gegeben. Die Kavitit
wird zusédtzlich mit einem Teil der Losung nochmals ausgespiilt. Die gewonnene Zelllosung
wird danach mit dem Casy®-TT ausgewertet. Der Wert der 24 h-Viabilitit gibt Aufschluss
dariiber, wie gut die Zellen den Stress der Transfektion in ersten 24 h nach der

Elektroporation verkraftet haben.

3.2.2.10 Firbung der Priparate fiir die Messung der transienten

Transfektion

Nach der Transfektion wird im Abstand von 24 h jeweils eins der Deckgldschen aus den
6-Well-Platten entfernt. Danach wird das Deckgldschen fiir 5 min in PBS gewaschen, um
Medienreste zu entfernen. AnschlieBend werden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd-PBS fiir
30 min bei Dunkelheit im Kiihlschrank fixiert. Danach wird das Deckgldschen erneut fiir
5 min in PBS gewaschen. Zum Firben der Zellkerne werden die Zellen mit einer Losung aus
12,5 nM DAPI-PBS (4 %) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Farben wird
noch einmal mit PBS gewaschen. Restliches PBS wird mit destilliertem Wasser entfernt.

Die Deckgldaschen mit den gefdarbten Zellen werden mit der Zellseite nach unten auf einem
Objekttrager mit einem kleinen Tropfen Mowiol befestigt. Am néchsten Tag kénnen damit

die verschiedenen Fluoreszenzbilder und Auszéhlungen gemacht werden.
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3.2.2.11 Auswertung der Priparate fiir die Messung der Effizienz der

transienten Transfektion

Um das Verhiltnis der erfolgreich transfizierten Zellen (Cpositiv) Zu bestimmen, werden jeweils
drei verschiedene, zuféllige Stellen aus den Kulturen gezihlt. Beim Auszdhlen der Zellen
werden jeweils alle DAPI-geféarbten Zellen (Cpapr) gezéhlt. Danach werden alle GFP-
positiven Zellen (Cgpp) gezihlt und beide Zahlen in ein Verhiltnis gesetzt (

Formel 1). Das Ergebnis gibt Aussage tiber die Effizienz der transienten Transfektion.

= (SGJ)-IOO%

DAPI

C

positiv

Formel 1. Formel zur Berechnung von Cpiiv. Dieser Wert gibt den Anteil an erfolgreich transfizierten Zellen an. Um eine bessere Aussage
machen zu kénnen, wird das Verhiltnis noch mit dem Faktor 100 % multipliziert, dadurch wird Cysiiy zu einem Prozentwert.

3.2.2.12 Aussaat und Selektion der stabilen Transfektion

Die transfizierten Zellen werden mit drei verschiedenen Gesamtzellzahlen (SE03, 1E04 und
S5E04) auf je drei 10cm Kulturschalen ausgebracht und mit Selektionsmedium
(Kulturmedium mit 1 % G418 100 mg /mL) inkubiert. Dadurch sterben alle Zellen ab, die
nicht erfolgreich transfiziert wurden. Das Medium wird regelméBig kontrolliert und aller 5

Tage ein Medienwechsel durchgefiihrt.

3.2.2.13 Isolierung von Einzelklonen

Nach acht bis neun Tagen sind einzelne Kolonien mit bloBem Auge sichtbar. Nach zehn
Tagen Inkubationszeit werden sie markiert und ausgezéhlt. Das Medium wird abgenommen
und die Zellen mit PBS gewaschen. Kleine Glaszylinder werden tiber die Kolonien gestellt
und mit Hilfe von Silikonfett befestigt. In diese Zylinder wird TrypLE™-Express gegeben,
um die Zellen abzuldsen. Nach ca. 5 min Inkubationszeit, wird das TrypLE™-Express mit
Medium inhibiert und die Zellen auf 96-Well-Platten iibertragen. Fiir jeden Vektor werden
100 Kolonien isoliert. Die Zellkulturen auf den 96-Well-Platten werden téglich kontrolliert

und bei ausreichender Dichte geerntet und auf 48-Well-Platten expandiert. Aufgrund der
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geringen Zellzahl wird an dieser Stelle auf die Zahlung der Zellen mit dem Casy®”-TT

verzichtet, eine Verdiinnung von 1:2 bis 1:10 der Zellen wird eingehalten.

3.2.2.14 Ernte von Einzelklonen und Ubertragung auf einen

12-Kammer-Objekttriger

Wenn die Einzelklone in den Kavitidten der 48-Well-Platten dicht genug gewachsen sind,
werden die Zellen abgeldst. Die Zellen werden wie in Kapitel 3.2.2.2 beschrieben, abgelost.
Bei dem Ablosen ist es wichtig, die Zellen mit moglichst wenig TrypLE™-Express und
Medium aufzunehmen, damit die Zelldichten auf den 12-Kammer-Objekttragern moglichst
hoch sind. Deswegen unterscheidet sich bei diesem Ablosen das Volumen an TrypLE™-
Express und Medium. Bei einer Kavitit einer 48-Well-Platte werden 40 pL. TrypLe-Express
und 80 uL. Medium verwendet, bei einer 24-Well-Platte 80 uL. TrypLE™-Express und
160 uL Medium.

Auf die einzelnen Kammern der 12-Kammer-Objekttrager wird je ein Klon mit Medium
gegeben, sodass ein Tropfen Losung iiber der Kammer steht. Die restliche Losung wird
zuriick in die Kavitdt gegeben, aus der sie entnommen wurde. Zusétzlich werden 80 pL bzw.
160 uL Medium zugegeben. Die 12-Kammer-Objekttrager werden in einer Feuchtkammer bei

37 °C und 5 %-CO,-Gehalt fiir 24 h inkubiert.

3.2.2.15 Firbung und Fixierung der Einzelklone

Nach der Inkubation werden die Zellkerne der Zellen auf den 12-Kammer-Objekttragern, wie
in Kapitel 3.2.2.10 beschrieben, mit DAPI gefarbt.

Bei diesen Objekttragern wird anschlieBend auf jede Kammer ein 5 pL. Tropfen Mowiol
gegeben. Zusiétzlich werden noch diinne Linien Mowiol unter, zwischen und oberhalb der
Kammern aufgetragen. Die Kammern werden anschlieBend mit einem grolen Deckglas

versiegelt und fiir mindestens 5 h trocknen gelassen.
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3.2.2.16 Beurteilung der Einzelklone

Die GFP-Expression der Einzelklone wird mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops beurteilt.
Durch Betrachten der 12-Kammer-Objekttrager unter dem Fluoreszenzmikroskop werden die
Klone hinsichtlich der GFP-Expression beurteilt. Wird von den Klonen GFP exprimiert,
werden sie als positiv gezédhlt. Unterschieden wird bei den positiven Klonen zwischen
homogen- und inhomogen-exprimierenden Klonen. Die homogen-exprimierenden Zellen
bilden alle das rekombinante GFP aus. Bei inhomogen-exprimierenden Zellen, liegen negativ-

(oder sehr schwach positive) und positiv-exprimierende Zellen nebeneinander.
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4 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen dargestellt. In Kapitel
4.1 werden die Ergebnisse der Untersuchung der verwendeten Vektoren gezeigt. In Kapitel

4.2 werden die Ergebnisse der transienten und der stabilen Transfektionen dargestellt.

4.1 Verifizierung der verwendeten Vektoren

Um zu iiberpriifen, ob es sich um die richtigen Vektoren handelte, wurden Restriktionverdaue
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (siche Abbildung 11).
Die Grofle der zu erwartenden Vektor-Fragmente wurde mit dem Programm "SeqBuilder"
ermittelt. In Abbildung 9 und Abbildung 10 sind die verwendeten Vektoren als Plasmidkarte

zu sehen.

Pcil

PEGFP-C1

4731 bp

SV4o0\...ancer

Abbildung 9. Bild des Vektors pEGFP-C1 als zirkuldre Plasmidkarte. Zu sehen sind die Stellen, an denen die Restriktionsendonukleasen
schneiden.
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pCMV-GFPlong
8180 bp

' 0009
000Z,

&,

4000 |

Abbildung 10. Bild des Vektors pCMV-GFPlong als Plasmidkarte. Auch hier sind die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen sichtbar.
Hier ist auerdem noch zu sehen, dass das GFP als Protein-Tag an einem anderen Protein liegt.

Um die Qualitédt der zirkuldren DNA zu tiberpriifen (siche Spuren 2 und 5 in Abbildung 11)
und um die aufgetrennten Fragmente auf ihre GroBe zu untersuchen (siche Spuren 3, 4, 6 und
7 in Abblidung 11) wurde eine Gelelktrophorese durchgefiihrt.
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TT T2 T3 T4 T35 T6e 7

Abbildung 11. Bild des 1%igen Agarosegels nach der Auftrennung in der Elektrophoresekammer. Die Taschen des Gels wurden beladen
mit: Tasche 1 Marker Gene Ruler 1 kb, Tasche 2 pEGFP-Clzirkular, Tasche 3 pEGFP-C1 linearisiert mit Pcil, Tasche 4 pEGFP-C1 verdaut
mit Ndel und Mlul, Tasche 5 pCMV-GFPlong zirkulédr, Tasche 6 pCMV-GFPlong linearisiert mit Scal, Tasche 7 pCMV-GFPlong verdaut
mit Ndel und Mlul.

Die Vektoren hatten eine GroB3e von 4731 bp (pEGFP-C1) und 8180 bp (pCMV-GFPlong)
(siche Abbildung 9 und Abbildung 10). Taschen 2 und 5 (sieche

Abbildung 11) wurden mit den zirkuldren Vektoren beladen. Die Spuren dieser Taschen
zeigen, dass die unverdaute DNA rein und nicht degradiert war. Zirkuldre DNA ist stark
spiralisiert (engl.: coiled oder supercoiled), dadurch nahm die DNA weniger Raum ein und
wurde weniger stark durch das Gel behindert, dadurch wanderten die Banden schneller durch
das Gel als die lineare DNA (siche Spur 3 und 6).

Von den Vektoren wurde je 1 pg mit 1 u Pcil und 1 u Scal, wie in der Methode in Kapitel
3.2.1.4 beschrieben, verdaut. Die Spuren der Taschen 3 und 6 zeigen deutlich, dass die
linearen Vektoren die erwarteten GroBen aufwiesen. Der Vektor pEGFP-Clhat eine Grofle
von 4731 bp; pPCMV-GFPlong hat die Grof3e 8180 bp.

In einem weiteren Verdau wurden je 1 ug DNA von beiden Vektoren mit Ndel und Mlul
(1 u/pg) doppelt geschnitten (siehe Kapitel 3.2.1.4). Wie die Plasmidkarte in Abbildung 9
zeigt, entsteht beim Verdau von pEGFP-C1 mit Ndel und Mlul DNA-Stiicke von 1407 bp und
3324 bp. Die Spur der Tasche 4 zeigt, dass der Vektor pEGFP-C1 vollstdndig in diese Stiicke
geschnitten wurde. Bei pCMV-GFPlong werden Stiicke von 2057 bp und 6123 bp bei
Verwendung von Ndel und Mlul erzeugt. Die Spur der Tasche 7 in

Abbildung 11 zeigt, dass der Vektor pPCMV-GFPlong in diese Stiicke geschnitten wurde. Die

zusitzliche Bande zeigt an, dass sich in der Probe, die auf das Gel gegeben wurde, noch
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linearisierte DNA befand, die also noch nicht vollstindig von beiden Enzymen geschnitten

worden war.

4.2 Transfektionsergebnisse

Um bessere Vergleichswerte zu erhalten, wurden drei Transfektionsdurchgidnge durchgefiihrt
(in den Tabellen als "1", "2" und "3" aufgefiihrt). Es wurden jeweils 1,1E07 ¢ mit 15 ng DNA
in 100 uL Volumen verwendet.

Als Negativkontrolle wurde die selbe Anzahl von CHO-Zellen ohne DNA elektroporiert und

wie transfizierte Zellen weiter behandelt.

4.2.1 24 h-Viabilitat

Die Ansitze wurden wie in den Methoden in den Kapiteln 3.2.2.5, 3.2.2.6, 3.2.2.7 und 3.2.2.9
beschrieben, behandelt.

Die nachfolgende Tabelle 6 stellt die Ergebnisse der 24 h-Viabilititstests dar. Die
CHO-K1-Zellen, die fiir die 3. Transfektion kultiviert wurden, waren am Tag der Transfektion
nicht dicht genug gewachsen, so musste abweichend von der normalen Zellzahl mit weniger
Zellen transfiziert werden. Das Verhiltnis von Zellen zu DNA wurde trotzdem auf 1E07

Zellen pro 15 pg DNA eingestellt.

1 h nach der Elektroporation | 24 h nach der Elektroporation
Zellviabilitit Zellviabilitit
Kontrolle 1 92,02 % 93,70%
2 93,46 % 92,89%
3 94,96 % 95,30%
pEGFP-C1 zirkular 1 91,58 % 93,54%
2 90,46 % 95,21%
3 94,45 % 94,80%
pEGFP-CI linear 1 89,83 % 92,08%
2 88,64 % 96,17%
3 94,35 % 93,78%
pCMV-GFPlong zirkular 1 90,46 % 92,74%
2 92,18 % 96,02%
3 95,09 % 94,00%
pCMV-GFPlong linear 1 94,88 % 93,48%
2 90,43 % 96,46%
3 95,35 % 95,90%

Tabelle 6. Angabe der Zellviabilititen 1h nach den Elektroporationen 1, 2 und 3 und 24h nach den Elektroporationen
(Inkubationsbedingungen bei 37 °C und 5%-CO,-Gehalt, fixiert mit 4 % PFA-PBS, gefarbt mit 4 % DAPI-PBS). Die Werte wurde wie in
Methode 3.2.2.3 beschrieben, ermittelt.
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Zur besseren Anschauung, sind die Daten aus
Tabelle 6 in

Diagramm 1 dargestellt.

Viabilititen der Zellen nach 1 hund 24 h

98%

— 96%

94%

92%

90% M Zellviabilitat nach

88% 1h

M Zellviabilitdt nach
24 h

Viabilitit der Zellen [%

86%

84%

Kontrolle pEGFP-C1

zirkular

pEGFP-C1
linear

GFPlong
zirkular

CHO-Zellen mit jeweiligem Vektor

Diagramm 1. Graphische Darstellung der Viabilitdten der elektroporierten Zellen nach 1 h und nach 24 h Inkubationszeit (37 °C und 5%-
CO,-Gehalt) nach den Elektroporationen 1, 2 und 3. Die Werte wurde wie in Methode 3.2.2.3 beschrieben, ermittelt.

Die Viabilititsraten der Zellen nach der Elektroporation liegen alle in dem Bereich, den der

Hersteller fiir diese Zellen mit 90 % angibt (siehe Tabelle 1 und

Diagramm 1). Der niedrigste Wert einer Viabilitét liegt bei 88,6 %. Der hochste Wert liegt bei
96,2 %. Das ergibt eine Differenz von 7,6 %. Bei 2/3 der Messungen liegt die Viabilitit der
Zellen nach 24 h iiber dem Wert von 1 h.

4.2.2 Transiente Transfektion

Um eine Aussage liber die Effizienz der transienten Transfektion machen zu konnen, wurden
die Zellen wie in den Methoden in den Kapiteln 3.2.2.8 und 3.2.2.10 beschrieben, behandelt.
Und wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.11 beschrieben, gezéhlt. In der nachfolgen

Tabelle 7 sind die Werte dieser Zéhlung aufgefiihrt. Eine vollstindige Liste der Werte ist im
Anhang zu finden (siche Anhang

Tabelle 15).
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24 h 48 h 72 h 96 h
pEGFP-C1 zirkulér 1 84,8% 83,3% 85,2% 87,1%
2 83,4% 84,2% 84,9% 84.4%
3 83,7% 83,5% 86,9% 86,9%
MW 83,9% 83.7% 85,7% 86,2%
pEGFP-CI linear 1 85,9% 86,8% 87,3% 89,1%
2 86,1% 88,6% 86,9% 89,2%
3 87,0% 87,1% 89,3% 88,2%
MW 86,4% 87,5% 87.8% 88.8%
pCMV-GFPlong 1 83,8% 84.8% 86,1% 86,8%
zirkuldr 2 81,5% 84,4% 86,1% 85,4%
3 84,2% 85,9% 86,0% 84.4%
MW 83,2% 85,0% 86,0% 85,5%
pCMV-GFPlong linear | 1 82,1% 83,3% 82,1% 83,9%
2 83,9% 82,6% 87,1% 84,9%
3 81,6% 83,3% 87,0% 84,6%
MW 82,5% 83,1% 85,4% 84,4%

Tabelle 7. Darstellung der transienten Transfektionseffizienzen. Die einzelnen Transfektionen (15 pg DNA /1E07 ¢ in 100 pL) wurden zu
Gruppen mit dem jeweiligen Vektor zusammengefasst und wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.11 beschrieben, ausgezéhlt (fixiert in

4 % PFA-PBS, gefirbt mit 4 % DAPI-PBS) und mit

Formel 1 berechnet. Aus diesen Werten wurde der Mittelwert (MW) gebildet, der angegeben wurde. Die Kontrollgruppe war negativ und ist

hier nicht aufgefiihrt.

Zur besseren Ubersicht, wurden die Daten aus Tabelle 7 in Diagramm 2 grafisch dargestellt.

Anteil erfolgreich-transfizierter Zellen 24 h - 96h

92%
90%

88%

[%]

86%

tiv

2 84% -
O 82% -
80% -
78% -
76% -

posi

pEGFP-C1 zirkular

pEGFP-C1 linear

Enach 24 h

pCMV-GFPlong
zirkular

CHO-Zellen transfiziert mit dem jeweiligen DNA-Vektor

pCMV-GFPlong linear

Diagramm 2. Grafische Darstellung der Anteile erfolgreich-transfizierter Zellen nach 24 bis 96 h mit Standardabweichung.
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Aus den Daten in
Diagramm 2 ist zu erkennen, dass die Rate der erfolgreich transfizierten Zellen bei jedem

Versuch iiber 82 % liegt. Der Hersteller des Elektroporators, MaxCyte”, gibt einen Wert von
90 % fiir diese Zellen und ein GFP-Vektor an (siche Tabelle 1). Dieser Wert wurde bei
keinem Versuch erreicht, dennoch liegen die Werte nahe an den Angaben des Herstellers.

Es ist zu erkennen, dass alle Transfektionen in den Versuchen ein dhnliches Ergebnis erzielt
haben. Die Transfektion mit pEGFP-C1 in linearer Form lieferte die besten
Transfektionsergebnisse. Der niedrigste Wert bei der Transfektion mit diesem Vektor und in
dieser Form, ist hoher als die maximalen Werte der anderen Vektoren und Konformationen.
Die niedigsten Werte liefert der pCMV-GFPlong-Vektor in linearer Form. Sie unterscheiden
sich aber nur minimal von den entsprechenden Werten von pEGFP-Cl-zirkuldr und

pCMV-GFPlong-zirkular.

Aus den Daten in
Diagramm 2 ist zu erkennen, dass im Fall von pEGFP-C1 die lineare Konformation eine

hohere Transfektionseffizienz zeigt als die zirkulire Form. Hingegen ist es bei pCMV-
GFPlong umgekehrt. Hier hat die zirkuldre Konformation eine hohere Effizienz als die lineare
Form. Das bedeutet, dass die Grofle des Vektors keinen erkennbaren Einfluss auf die
Effizienz hat, ebenso kann keine Aussage iiber den Einfluss der Konformation des Vektors

gemacht werden.

Es ist ebenfalls ersichtlich, dass die Expression von GFP bei allen Kulturen in den ersten 72 h
steigt. Bei dem pEGFP-C1-Vektor in beiden Konformationen hilt diese Entwicklung auch bis
96 h nach Transfektion an. Bei pPCMV-GFPlong ist in beiden Fillen eine Abnahme der Werte

zu erkennen.

Wenn der Mittelwert der transienten Transfektion ermittelt wird, ergibt sich ein Wert von

85,3 %. Das liegt 4,7 % unterhalb des Wertes, den der Hersteller angibt.
Die Standardabweichungen der Werte sind angegeben. Es ist zu erkennen, dass die

Standardabweichung gering ist. Aus den geringen Standardabweichungen kann abgeleitet

werden, dass die Ergebnisse der drei Versuche dhnlich sind.

34



Ergebnisse

4.2.3 Stabile Transfektion

Die Zellen, die stabil transfiziert werden sollten, wurden wie in der Methode in Kapitel
3.2.2.12 beschrieben, ausgesét und fiir 10 Tage mit Selektionsmedium inkubiert. Danach
wurden sie wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.13 beschrieben, markiert und gezéhlt. In der
folgenden

Tabelle 8. Tabelle mit den Anzahlen der Klone, die aus der erfolgreichen stabilen

Transfektion hervorgegangen sind. Die transfizierten Zellen mit dem jeweiligen Vektor wurden wie in der Methode in

Kapitel 3.2.2.12 beschrieben, in den angegebenen Zellzahlen ausgesit und wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.14 beschrieben, markiert
(fixiert mit 4 % PFA-PBS, gefarbt mit 4 % DAPI-PBS) und gezihlt. Die Werte fiir die Anzahl der Klone wurden addiert und hier nur als
Summe angegeben, eine vollstindige Liste der einzelnen Werte ist im Anhang

Tabelle 16 zu finden. Da die Schalen der SE04 Aussaat zu dicht bewachsen waren, konnten sie nicht ausgezahlt werden und wurden hier
nicht ausgewertet.

5E03 1E04
pEGFP-C1 zirkulér 135 192
pEGFP-CI linear 173 186
pCMV-GFPlong 66 75
zirkular
pCMV-GFPlong 45 70
linear

Tabelle 8. Tabelle mit den Anzahlen der Klone, die aus der erfolgreichen stabilen Transfektion hervorgegangen sind. Die transfizierten
Zellen mit dem jeweiligen Vektor wurden wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.12 beschrieben, in den angegebenen Zellzahlen ausgesit und
wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.14 beschrieben, markiert (fixiert mit 4 % PFA-PBS, geférbt mit 4 % DAPI-PBS) und gezéhlt. Die Werte
fiir die Anzahl der Klone wurden addiert und hier nur als Summe angegeben, eine vollstédndige Liste der einzelnen Werte ist im Anhang

Tabelle 16 zu finden. Da die Schalen der SE04 Aussaat zu dicht bewachsen waren, konnten sie nicht ausgezahlt werden und wurden hier
nicht ausgewertet.

Aus den Zahlen der

Tabelle g ldsst sich erkennen, dass der Vektor pPEGFP-C1 mehr Klone generierte (676) und der
Vektor pPCMV-GFPlong weniger (256). Das bedeutet, dass der kleinere Vektor eine um den
Faktor 2,6 groBere Anzahl an Klonen generiert als der grole Vektor. Dieser Zusammenhang
zeigt, dass die GroBe des Vektors Einfluss auf die Insertionsfrequenz des Vektors ins Genom
hat. In

Diagramm 3 sind die Werte aus

Tabelle 8 grafisch dargestellt.
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Anzahl der stabil-transfizierten Klone

N
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m 1,0E+04

Anzahl der Kolonien
g 8

o
I

pPEGFP-C1 zirkular pPEGFP-C1 linear pCMV-GFPlong pCMV-GFPlong linear
zirkular

CHO-Zellen mit dem jeweiligen DNA-Vektor transfiziert

Diagramm 3. Graphische Darstellung der Verteilung stabil-transfizierter Klone auf den Kulturschalen nach 10 Tagen Inkubationszeit (bei
37 °C und 5 %-CO,-Gehalt) mit Selektionsmedium.

Die Klone wurden nach ithrem Expressionsverhalten eingestuft. In Abbildung 12 ist je ein

Beispiel einer Kategorie dargestellt.

DAPI
negativ

inhomogen,
positiv

homogen,
positiv

Abbildung 12. Fluoreszenzmikroskopaufhahmen der stabil-transfizieren Klone (37 °C und 5 %-CO,-Gehalt inkubiert, 4 % PFA-PBS
fixiert). Die Spalte 1 zeigt die Bilder der DAPI Farbung (4 % DAPI-PBS fiir 30 min) nach 99,6 ms Belichtungszeit, Spalte 2 zeigt die Bilder
der GFP-Fluoreszenz nach 276,6 ms Belichtungszeit, Spalte 3 zeigt jeweils die beiden Bilder iibereinandergelegt (Overlay). Zeile 1 zeigt
einen stabilen, negativen Klon, Zeile 2 zeigt einen stabilen, positiv-inhomogenen Klon, Zeile 3 zeigt einen stabilen, positiv-homogenen Klon.

In Abbildung 10 ist gut zu sehen wie sich das unterschiedliche Expressionsverhalten
ausdriickt. Der negative stabile Klon zeigt keine Fluoreszenz bei der GFP Anregung, das
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bedeutet, die Zellen exprimieren kein GFP. Hingegen ist die Expression von GFP bei den
inhomogenen stabilen Klonen unregelméfig. Viele Zellen exprimieren kein GFP, andere
hingegen schon. Sehr gut ist das am Overlay Bild zu erkennen, dort wo die blaue DAPI-
Farbung zu sehen ist und keine griine GFP-Firbung, ist eine negative oder sehr schwach
positiv Zelle. Bei dem homogenen positiven Klon ist DAPI- und GFP-Farbung bei jeder Zelle

vorhanden.

Von den, wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.13 beschrieben, Kulturschalen wurden jeweils
100 Kolonien isoliert und weiter bearbeitet. Fiir die Auswertung der stabilen Transfektion
wurden die Zellen wie in den Methoden in den Kapiteln 3.2.2.14 und 3.2.2.15 beschrieben,
vorbereitet und wie in der Methode in Kapitel 3.2.2.16 beschrieben beurteilt (siche Abbildung
12). In der nachfolgenden

Tabelle 10 ist aufgefiihrt, wie viele der 100 isolierten Klone die weitere Kultivierung in den

96-Well-Platten mit Selektionsmedium tiberlebt hatten.

Anzahl Uberlebende Abgestorbene | %-Anteil
isolierter Klone | Klone Klone iiberlebender
Klone
pEGFP-C1 100 76 24 76,0 %
zirkular
pEGFP-C1 100 94 6 94,0 %
linear
pCMV-GFPlong | 100 81 19 81,0 %
zirkular
pCMV-GFPlong | 100 78 22 78,0 %
linear

Tabelle 9. Anzahl der isolierten Klone der transfizierten Zellen nach 10 Tagen Inkubation (37 °C und 5 %-CO,-Gehalt) mit
Selektionsmedium, mit Angabe wie viele der Klone die weitere Kultivierung iiberlebt haben und wie viele abgestorben sind.

Von den stabil-transfizierten Klonen wurden je 100 Stiick isoliert und vermehrt. Bei diesem
Vorgang iiberlebten bei alle Kulturen mindestens 76 %. Die liberlebenden Klone wurden, wie
in der Methode in Kapitel 3.2.2.16 beschrieben, nach ihrem Expressionsmuster beurteilt. In

Tabelle 10 ist das Ergebnis aufgefiihrt.

homogen inhomogen negativ
pEGFP-CI1 zirkulér 15 59 2
pEGFP-CI linear 23 70 1
pCMV-GFPlong 14 60 7
zirkuldr
pCMV-GFPlong 19 52 7
linear
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Tabelle 10. Angabe der Verteilung von homogenen, inhomogenen und negativen Kulturen der isolierten Klone.

Zur besseren Anschauung wurden die Daten aus

Tabelle 10 in

Diagramm 4 dargestellt.

Verteilung der stabilen Transfektion

80

70

60

50

B homogen

40

Hinhomogen

30

= negativ

20

Anzahl der Klone

pEGFP-C1 zirkuldar ~ pEGFP-C1 linear pCMV-GFPlong pCMV-GFPlong

zirkular linear
CHO-Zellen mit dem jeweiligen Vektor transfiziert

Diagramm 4. Graphische Darstellung der Verteilung der Expressionsmuster. Die Klone wurden 10 Tage unter Selektionsdruck inkubiert
(37 °C und 5 %-CO,-Gehalt) und danach isoliert.

Aus

den Daten in

Verteilung der stabilen Transfektion

80

70

60

50

B homogen

40

Hinhomogen

30
20

M negativ

10 -

Anzahl der Klone

PEGFP-C1 zirkular  pEGFP-C1 linear pCMV-GFPlong pCMV-GFPlong

zirkular linear
CHO-Zellen mit dem jeweiligen Vektor transfiziert

Diagramm 4 und
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Tabelle 10 ldsst sich erkennen, dass alle stabil-transfizierten Vektoren homogene Klone

erzeugen (siehe

Verteilung der stabilen Transfektion
80
70
60
50
40
30
20
10 -

B homogen

Hinhomogen

negativ

Anzahl der Klone

pPEGFP-C1 zirkular  pEGFP-C1 linear pCMV-GFPlong pCMV-GFPlong
zirkular linear
CHO-Zellen mit dem jeweiligen Vektor transfiziert

Diagramm 4 und

Tabelle 10). Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die meisten homogen-exprimierenden Klone
bei der Transfektion mit dem kleineren pEGFP-C1-Vektor gebildet wurden. Bei diesem
Vektor wurden auch am meisten inhomogen-exprimierende Klone gebildet und am wenigsten
negative Klone. Aus diesen Fakten lassen sich die besten Aufnahmebedingungen der Fremd-
DNA ins Wirtsgenom erkennen. Beste Bedingungen sind ein kleiner Vektor in linearer

Konformation.

Die beiden zirkuldren Vektoren, pEGFP-C1 zirkuldr und pCMV-GFPlong zirkulir, bildeten
Klone mit einem sehr dhnlich verteilten Expressionsmuster. Beide Vektoren bildeten um den
Faktor vier vermehrt inhomogen-exprimierende Klone. Die beiden linearen Vektoren dhneln
sich bei der Verteilung des Expressionsmusters ebenfalls deutlich. Beide Vektoren bildeten
um den Faktor drei vermehrt inhomogen-exprimierende Klone als homogen-exprimierende
Klone.

Beide Vektoren in linearer Form haben eine hohe Effizienz bei der Bildung homogen-
exprimierender Klone. Die Wahrscheinlichkeit der Bildung homogen-exprimierender, stabiler
Klone liegt um 5 % hoher als bei den Vektoren in zirkuldrer Form. Das zeigt eindeutig und
sehr deutlich, dass die Konformation den groften Einfluss auf das Transfektionsergebnis hat.

Einen kleineren Einfluss hat die GroBe des Vektors, da sich nur die Anzahl der inhomogen-
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exprimierenden Klone bei beiden Transfektionsansitzen der linearen Vektoren unterscheidet.

Auflerdem unterscheiden sich beide Transfektionsansétze in der Anzahl der negativen Klone

voneinander. Der Transfektionsansatz bei dem die Zellen die mit dem Vektor pEGFP-C1

linear transfiziert wurden, bildet fast keine negativen Klone. Dieser Vektor in zirkuldrer Form

bildet die ndchstkleinere Anzahl an negativen Klonen aus. Es zeigte sich, dass der kleinere

Vektor deutlich weniger negative Klone bildet als der grof3e Vektor.

Wenn man die gebildeten Klone in die Expressionsmuster einteilt und sie auf die Gesamtzahl

der Klone bezieht, ergibt sich die Verteilung wie in

Tabelle 11 angegeben.

homogen inhomogen negativ
pEGFP-C1 zirkulir 19,7 % 77,6 % 2,6 %
pEGFP-CI linear 24,5% 74,5 % 1,1 %
pCMV-GFPlong zirkulér 17,3 % 74,1 % 8,7 %
pCMV-GFPlong linear 244 % 66,7 % 9 %

Tabelle 11. Angabe der Verhiltnisse bei der Bildung von homogenen, inhomogenen und negativen Klonen bei der stabilen Transfektion.

Die grafische Auswertung der Daten aus
Tabelle 11 ist in

Diagramm s zu sehen.
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Prozentuale Verteilung des Expressionsmusters
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pPEGFP-C1 zirkular pPEGFP-C1 linear pCMV-GFPlong zirkuldar pCMV-GFPlong linear
stabil-transfizierte Klone

Diagramm 5. Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung des Expressionsmusters im Verhdltnis zur Gesamtanzahl an gebildeten
stabilen Klonen.
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5 Diskussion

5.1 Einfluss von Elektroporation auf die Zellen direkt nach der
Transfektion

Die Elektroporation ermdglicht das Einbringen von Fremd-DNA in die Wirtszelle durch
Nutzung elektrischer Impulse. Die Schwiéchung stellt fiir die Zelle einen erheblichen Stress
dar. Ein Aspekt, der in dieser Arbeit untersucht werden sollte ist der Einfluss der Grof3e der
DNA auf die Viabilitdt der eukaryotischen Zelle nach der Transfektion.

Die Auswertung der Daten aus Tabelle 6, zeigt, dass die beiden in den Versuchen
verwendeten Vektoren keinen deutlichen Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen haben. Die
Viabilitéatsraten der Zellen nach der Elektroporation ohne DNA liegen im Bereich von 92 %
bis 95 %. Diese Werte sind hoher als der Wert, den der Hersteller MaxCyte® fiir diese
Zelllinie mit 90 % angibt (siche Tabelle 1). Ein Grund warum die Viabilitdtsraten iiber dem
Herstellerwert liegen, kann sein, dass diese Zellen ohne den stérenden Einfluss von Fremd-
DNA elektroporiert wurden. Die Werte der Kulturen, die mit DNA elektroporiert wurden,
liegen zwischen 88,5 % und 95 %. Diese Werte liegen im Bereich der Angaben des
Herstellers. Das zeigt, dass die DNA, die verwendet wurde, ohne gravierende Schidden an den
Zellen zu verursachen, in die Zelle diffundiert.

Oft sterben beschddigte Zellen nicht direkt nach der Transfektion, sondern innerhalb der
ersten 24 h. Daher wurde der Viabilititswert nach 24 h gemessen. Bei zwei von drei
Kontrollen stieg der Viabilitdtswert an. Im Durchschnitt stiegen die Werte der Kontrollen um
0,5 %. Das ist nur eine kleine Verbesserung, aber da die Werte bereits nach 1 h iiber den
Herstellerangaben lagen, ist die weitere Steigerung in den 24 h ein Zeichen dafiir, dass der
Stress fiir die Zellen sehr gering war und sie sich vollstindig davon erholt haben.

Bei den mit DNA elektroporierten Zellen zeigt sich eine Verbesserung der Viabilitidtswerte in
neun von zwolf Transfektionen (75 %) in den ersten 24 h. Die Zellen zeigen eine
Verbesserung der Viabilitdtswerte, der maximale Wert der Steigerung betrdgt 7,5 %. Die
durchschnittliche Steigerung betragt 3,3 %. Die Werte zeigen, dass die verwendete DNA sehr
gut von den Zellen aufgenommen werden konnte und es, wenn iiberhaupt, nur geringe
negative Einfliisse gab. Das bedeutet, dass die Konzentration der DNA mit 15 pg /100 pL

sehr gute Resultate bei der Zellviabilitdt erzielt.
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Bei den Zellen, bei denen sich eine Verschlechterung der Werte zeigt, fallt die Differenz
gering aus. Im Durchschnitt sinkt sie um 1 %. Dabei bleiben alle Werte {iber den Angaben des
Herstellers. Diese Schwankungen konnen auch durch normale Fluktuationen in den
Messungen erkldrt werden und miissen nicht zwangsldufig durch die Elektroporation
verursacht worden sein.

Der dritte Elektroporationsansatz wurde mit weniger Zellen durchgefiihrt als die ersten
beiden. Die Zellanzahl war nur halb so groB (5,5E06), dabei wurde aber darauf geachtet, das
Verhiltnis von Zellen zu DNA konstant zu halten. Das fiihrte dazu, dass das Volumen dieser
Ansitze nur 50 pL betrug. Die Angaben von MaxCyte® zur korrekten Anwendung der
OC-100 Kiivetten besagt, dass ein Volumen von 50 uL. ohne Probleme mit der OC-100
Kiivette verwendet werden kann.

In weiteren Versuchen konnte die Wiederfindungsrate der Zellen nach den Transfektionen
bestimmt werden. Da die Zellzahlen der Transfektionsansétze bekannt sind und die Zellzahlen
der 24 h Viabilitdtsbestimmung gemessen werden konnen, konnte daraus ein Verhéltnis
gebildet werden. Mit diese Wiederfindungsrate konnten weitere Aussagen iiber den Stress der

Elektroporation gemacht werden.

5.2 Transiente Transfektion

Ein weiterer Aspekt, der in dieser Arbeit untersucht werden sollte, war die Effizienz der
transienten Transfektion. Dazu wurden insgesamt drei Durchginge der Transfektion
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten zeigt, dass die durchschnittliche Effizienz mit
85,3 % nahe des vom Hersteller ausgegebenen Wertes von 90 % liegt. Der geringste Wert der
transienten Transfektion ist 82,5 %, der hochste 88,8 %. Das bedeutet alle Werte liegen in
einem Bereich von 3 % um den Durchschnittswert.

Generell ist aus den Werten abzulesen, dass mehr Zellen mit dem kleineren Vektor transfiziert
wurden. Die Anzahl der Zellen, die positiv identifiziert werden konnten, stieg bei allen
Durchgéngen mit der Zeit an. Dieser Anstieg wird dadurch verursacht, dass manche Zellen
erst nach einiger Zeit damit beginnen GFP zu exprimieren und dass erst nach einiger Zeit die
Konzentration von rekombinantem GFP in der Zelle ausreicht, um sie als positiv
identifizieren zu kénnen. Dariiber hinaus reichert sich das GFP in der Zelle an. Dieser Anstieg

ist bei allen Versuchen zu erkennen, er setzt sich bis 72 h nach Transfektion fort. Die beiden
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zirkuldren Vektoren haben sehr dhnliche Transfektionsergebnisse. Die hochsten Werte der
Transfektionseffizienz liefert der kleine Vektor in linearer Form.

Die Zellen, die mit pPCMV-GFPlong transfiziert wurden, erreichen nach 72 h ihre maximale
Anzahl. Danach nimmt die Anzahl an positiven Zellen bei pCMV-GFPlong ab. Wihrend das
Verhiltnis der exprimierenden Zellen, die mit pEGFP-C1 transfiziert wurden, weiter steigt
und diese Reihen ihr Maximum nach 96 h erreichen. Dieses unterschiedliche Verhalten, kann
auf zwei Ursachen zuriickgefithrt werden. Erstens kommt es dazu, dass aufgrund des
geringeren  Molekulargewichtes mehr Molekiille des kleinen Vektors in den
Elektroporationsansitzen vorliegen als bei den Ansétzen des grolen Vektors, da bei beiden
Vektoren jeweils die Konzentration 15 pg/ 100uL DNA eingestellt wurde. Daher stehen ca.
um den Faktor 1,7 mehr Einheiten des kleineren Vektors bei der Transfektion zur Verfiigung
als bei dem groflen Vektor. Daher ist zu erwarten, dass die Effizienz des kleineren Vektors
iber der des groBen liegt. Zusammengefasst bedeutet das, dass der erste Grund fiir
unterschiedliche Transfektionseffizienzen die Quantitit der Vektoren bei der Transfektion ist.
Der andere Grund, warum die Zahl der positiven Zellen bei pCMV-GFPlong nach 72 h
abnimmt, konnte sein, dass dieser Vektor das GFP-Gen als zusitzliches Protein-Tag
beinhaltet. Das rekombinante Protein konnte eine andere Halbwertszeit als reines GFP haben.
Dadurch konnte sich die Menge an GFP in diesen Zellen schneller reduzieren, was dazu fiihrt,
dass nach 72 h mehr Zellen negativ gezdhlt werden wiirden, weil die Konzentration an GFP
zu gering geworden ist. Also konnte die Halbwertszeit des exprimierten Proteins der andere

Grund fur unterschiedliche Transfektionseffizienzen sein.

Die Literatur sagt aus, dass zirkulire DNA besser in die Zelle aufgenommen wird und damit
eine hohere transiente Transfektionseffizienz erzielt wird als bei linearer DNA. Dieses
Ergebnis konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden. Denn die Effizienz bei transienten
Transfektion ist auf der einen Seite bei dem kleineren Vektor in linearer Form grofer und auf
der anderen Seite beim groferen Vektor in zirkuldrer Form. Dabei weisen die beiden
Vektoren in zirkuldrer Form eine sehr dhnliche Transfektionseffizienz auf, das weist darauf
hin, dass es bei der Transfektion dieser Vektoren nicht auf die Grofle des Vektors ankommit,
sondern vorrangig auf dessen Konformation. Beide haben nach 24 h einen Wert von 83 % und
steigen in 48 h um 2 %. Diese Effizienz wird nur von pEGFP-C1 linear tibertroffen. Dieser
Vektor hat generell eine um 2 % bessere Effizienz bei der Transfektion als die zirkuldre Form
beider Vektoren. Dieses Ergebnis ist an dieser Stelle schwierig zu erkldren und wurde

eventuell durch zuféllige Schwankungen verursacht. Fiir eine genauere Analyse wire es notig,
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die Daten zundchst in einer Wiederholung der Versuche zu reproduzieren und vielleicht durch
den Finsatz weiterer Vektoren zu erweitern. Es sollte gekldrt werden, ob es sich um ein
zufilliges Ergebnis handelt oder um einen Trend.

Die schlechteste Effizienz hat pCMV-GFPlong linear. Das ist dadurch zu erkldren, dass
einerseits die lineare DNA nicht so gut in die Zelle aufgenommen wird und andererseits durch
die GroBe des Vektors, wodurch im Versuchsansatz weniger Einheiten des Vektors verfiigbar
waren als bei dem kleinen Vektor (Faktor 1,7 mehr Einheiten).

Bei allen Zellen ist es so, dass sich die Konzentration der Vektoren in den Zellen verringert,
denn durch Zellteilung verdiinnt sich die Dichte der Vektoren. Das flihrt dazu, dass die Menge

an gebildetem GFP nach einigen Tagen wieder abnimmt.

5.3 Stabile Transfektion

Basierend auf den Daten aus Tabelle 10 wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die lineare
Form der Vektoren mehr homogene, stabil-transfizierte Klone produziert als die zirkulére
Konformation. Die lineare Konformation erzeugt durchschnittlich 24,5 % homogene, stabil-
transfizierte Klone. Hingegen sind es bei der zirkuldren Form nur 18,5 %. Das bedeutet, dass
etwa jeder vierte Klon bei der Transfektion mit linearer DNA homogenes
Expressionsverhalten zeigt, hingegen bei zirkuldrer Konformation nur jeder fiinfte bis sechste
Klon.

Die zirkuldren Vektoren bilden eine groflere Anzahl stabil-transfizierten Klone aus (siche
Tabelle ). Auf den Kulturschalen, die mit der Konzentration von 1E04 Zellen ausgesit
wurden, wuchsen 192 (cPEGFP-C1) bzw. 75 (pCMV-GFPlong) Klone. Hingegen bei den
linearen Vektoren nur 148 (cPEGFP-C1) und 70 (pCMV-GFPlong).

Bezogen auf die 1E04 transfizierten und ausgeséten Zellen, ergibt sich auf die eingesetzte
Zellzahl von 1E07 eine theoretische Anzahl an stabilen, homogen-exprimierenden Klonen wie
in

Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Theoretische Anzahl an stabil-transfizierten, homogenen Klonen bei
verschiedenen Aussaatzahlen pro Kulturschale
1E04 1E07 Zellen
Klone | stabil, homogenes Klone stabil, homogenes
Expressionsmuster Expressionsmuster
pEGFP-Cl1 192 38 192.000 | 38.000
zirkular
pEGFP-C1 186 46 186.000 | 46.000
linear
pCMV- 75 13 75.000 13.000
GFPlong
zirkulér
pCMV- 70 17 70.000 17.000
GFPlong linear

Tabelle 12. Theoretische Anzahl homogener stabil-transfizierter Klone, gebildet von allen transfizierten Zellen.

Im Effizienzvergleich der beiden DNA-Konformationen zeigt sich deutlich dass die lineare
Form eine hohere Effizient bei der Bildung homogener stabil-transfizierter Klone zeigt als die
zirkuldre Form. Das bedeutet, es ist von Vorteil fiir die Bildung von homogen-exprimierenden
Klonen, Zellen mit linearer DNA zu transfizieren. Wird mit zirkuldrer DNA transfiziert,
werden um 5 % weniger homogen-exprimierende Klone generiert. Daher sollte vor jeder
Transfektion iiberlegt werden, ob sich der zusétzliche Aufwand lohnt mit linearer DNA zu
arbeiten. Das konnte im Fall sehr toxischer Zielproteine, bei denen nur wenige Klone erwartet
werden, der Fall sein.

Abschlieend zeigen die in dieser Arbeit vorgestellten Daten, dass auf bei der Transfektion
mit dem MaxCyte® bestitigt werden konnte, dass kleine Vektoren leichter zu transfizieren
sind und das lineare DNA leichter in das Genom integriert. Die Verbesserung der

Insertionsfrequenz betrégt allerdings nur 5 %.
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6 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit ist ein Vergleich der Transfektion von rekombinanter DNA am
Beispiel eines groBen Vektors mit 8180 bp (pCMV-GFPlong) und eines kleinen Vektors mit
4731 bp (pEGFP-C1). Als Transfektionsmethode wurde die physikalische Methode der
Elektroporation gewahlt. Zielzellen waren eukaryotische Zellen vom Typ CHO-KI1. Zur
Uberpriifung der Effizienz der Transfektion wurden die Anzahl der transient-transfizierten
und der stabil-transfizierten Zellen ermittelt und ausgewertet.

Die Ausgangsvermutung war, dass der kleinere Vektor eine hohere Aufnahmerate in die Zelle
aufweist als der groBe Vektor. Uber die Bildung des GFP, nach erfolgreicher Transfektion
wurde dies tberpriift. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurde diese Griinfarbung
nachgewiesen. Als Kontrolle wurden die Zellen mit DAPI gegengefarbt und ausgezihlt.
Zusitzlich wurde vermutet, dass DNA in zirkuldrer Konformation eine besser transiente
Transfektionseffizienz aufweist als in linearer Form. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass
die transiente Transfektionseffizienz groBer ist, wenn kleine Vektoren eingesetzt werden.

Wie in der Literatur [Oliveira et al., 2005] bestétigt, wurde festgestellt, dass die lineare
Konformation eine um 5 % hohere Insertionseffizienz aufweist oder hiufiger ins Genom

integriert wird als die zirkulare Konformation.

Wenn es fir die Versuche nur erforderlich ist mit transient-transfizierte Zelle zu arbeiten,
dann ist der Einsatz von kleineren Vektoren besser geeignet. Der kleinere Vektoren hat eine
hohere Effizienz bei der Bildung transient-transfizierter Zellen als der groBle Vektor. Das
bedeutet, wenn aus den Zellen keine Zelllinie entwickelt werden soll, ist es von Vorteil einen
kleinen Vektor zu verwenden.

Sollte das Zielgen an sich schon grof3 sein, kann man den Einsatz eines noch gréfleren
Vektors umgehen, indem man das Zielgen in einen kleineren Vektor bringt. Und wenn das
Ziel der Versuche nur die transient-transfizierten Zellen sind, kann man bei den eingesetzten
Vektoren auch auf die Antibiotikumsresitenz gegeniiber den eukaryotischen Antibiotika
verzichten. Denn die Zellen werden nicht unter Selektionsdruck gehalten. Dadurch wird der
verwendete Vektor noch ein wenig kleiner und das hat zur Folge, dass die Effizienz noch
weiter gesteigert wird.

Im Gegensatz zur GroBle zeigt die Konformation einen deutlich kleineren Einfluss auf die

Effizienz bei der Bildung homogen-exprimierender Klone. Obwohl der Einfluss der
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Zusammenfassung

Konformation geringer ist als der Einfluss der Grof3e kann dennoch die DNA fiir den Einsatz
linearisiert werden. Dabei ist ein hoher Aufwand notig und die prozentuale Effizienz bei der

Bildung homogen-exprimierender Klone ist dafiir nur gering hoher.

Im Langzeittest wurden die Vektoren hinsichtlich der Bildungsrate von stabil-transfizierten
Zellen in Abhingigkeit der Konformation untersucht. Dazu wurden die transfizierten Zellen
einem Selektionsdruck ausgesetzt, den nur stabil-transfizierte Zellen iiberleben konnten. Die
Ergebnisse der Versuche zeigen, dass der kleinere Vektor in linearer Form die meisten
stabil-transfizierten Klone mit homogenem Expressionsmuster hervorbringt. Dieses Ergebnis
bestitigt die Ausgangsvermutungen und stimmt mit der Literatur {iberein.

Auf Basis der Daten wird weiterhin die Aussage getroffen, dass die zirkuldre Form der
Vektoren nahezu die gleiche Anzahl an stabil-transfizierten, homogen-exprimierden Zellen
hervorbringt, dadurch wurde bestitigt, dass die Grofle der Vektoren, die eingesetzt wurden,
nur einen sehr kleinen Einfluss auf die Effizienz bei der stabilen Transfektion hat. Die
wenigsten stabil-transfizierten, homogen-exprimierenden Zellen werden bei dem grof3en
Vektor in linearer Form gebildet. Das ldsst darauf schlieBen, dass die Zellen die geringste

Aufnahmerate mit dieser DNA haben.

Fir die Entwicklung einer Zelllinie ist es extrem wichtig Klone mit homogen
Expressionsmuster zu generieren. Klone mit inhomogenem Muster sind nicht von Nutzen.
Wie die Ergebnisse zeigen, ist die GroB3e des Vektors dabei nicht ausschlaggebend, denn die
von beiden Vektoren gebildeten Klone zeigen ein sehr dhnliches Expressionsmuster, was
deutlicher von der Konformation bestimmt wird. Dabei zeigen die Ergebnisse sehr deutlich,
dass die lineare Konformation eine viel hohere Effizienz bei der Bildung stabiler homogener
Klone hat als die zirkuldre Form. Daher ist der Einsatz der linearen Vektoren bei der
Zellinienentwicklung ratsam. Allerdings muss aber der Mehraufwand bei der Linearisierung
beriicksichtigt werden. Denn die gleiche Anzahl an stabilen homogenen Klonen kann auch
durch den Einsatz zirkuldrer DNA erzeugt werden. Dabei entsteht aber mehr Aufwand in der
Zelllinienentwicklung, da mehr transfizierte Zellen passagiert, expandiert und kontrolliert
werden miissten. Es ist also eine Frage wann sich ein groBerer Aufwand rechtfertigt.
Entweder beim Linearisieren der DNA um mit linearen Vektoren eine hohere Effizienz bei
der Bildung stabiler homogen-exprimierender Klone zu haben und damit Aufwand in der

Zelllinienentwicklung einspart. Oder, wenn man mit zirkuldren Vektoren arbeitet und auf den
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Zusammenfassung

Aufwand der Linearisierung verzichtet, dafiir aber mehr Aufwand in der

Zelllinienentwicklung hat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es sich in den meisten Fillen nicht lohnt mit
linearer DNA zu arbeiten, dieses jedoch im Einzelfall (z.B. Arbeiten mit toxischen
Targetproteinen) sinnvoll sein konnte. Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass es fiir eine
optimale Transfektion sinnvoll ist die DNA-Vektoren so klein wie mdglich zu halten und

gegebenenfalls das Targetgen in einen kleinen Zielvektor umzuklonieren.

Als Ergebnis dieser Arbeit werden Moglichkeiten aufgezeigt, welche Parameter bei der Arbeit

mit transfizierten Zellen in der Produktion verbessert werden konnen.
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7 Ausblick

Die Ergebnisse der Versuche zeigen eindeutig, dass die Effizienz bei der transienten
Transfektion hoher ist, wenn kleine Vektoren in zirkuldrer Konformation eingesetzt werden.
Der Hersteller gibt eine Effizienz von 90 % an. Dieser Wert wurde in den Versuchen nicht
erreicht. Daraus ergibt sich die Moglichkeit einer Untersuchung, welche Parameter gedndert
werden konnen, um die transiente Transfektion zu optimieren.

Wenn gro3e Vektoren transfiziert werden sollen, kann es von Vorteil sein, die Zielgene in
einen kleineren Vektor umzuklonieren. Wenn die Zellen nicht selektiert werden sollen kann
auf die Gene der Antibiotikumresistenz fiir Eukaryoten verzichtet werden. Es ist daher noch
zu untersuchen, wie diese Methode optimiert werden kann und ab welcher Vektorengrof3e
sich der Mehraufwand einer Umklonierung lohnt.

Die Ergebnisse der Versuche zeigen weiterhin, dass die stabile Transfektion mit linearisierter
DNA eine hohere Effizienz bei der Bildung stabiler, homogen-exprimierender Klone erzielt.
Dabei wurden nur zwei verschiedene Vektoren untersucht. Es konnte daher in einer weiteren
wissenschaftlichen Arbeit untersucht werden, welchen Einfluss die Grofle des Vektors bei

Verwendung von mehreren, unterschiedlich groBen Vektoren hat.
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9 Anhang

Anhang

Hier sind die vollstindige Chemikalienliste und Geriteliste aufgefiihrt.

Chemikalienliste

Name Hersteller

Accutase PAA

Agarose Lonza

Ampicillin PAA

CaCl, (1 M) Merck

Casy"-Ton' " Innovatis

DAPI 100 uM, DMF AppliChem

Ethanol 70 % Roth

FCS - Fetal Calf Serum PAA

G-418 Gibco

Gene Ruler 1 kb (DNA Ladder) Fermentas

Giga/MAXxi Prep Kit Qiagen

Ham's F12 - Nutrient Mixture F-12 Ham PAA

HyClone (Elektroporationspuffer) Thermo Scientific

Isopropanol Roth

Kanamycin Sigma-Aldrich

Ladepuffer Fermentas

LB-Meium Laboransatz 10 g/L  Trypton, 5g/L
Hefeextrakt, 10 g /L NaCl

L-Glutamine 200 mM PAA

Mowiol

Laboransatz 6 g Glycerin; 2,4 g Polyvinyl-
Alkohol 4-88; 6 mL Milli-Q Wasser; 0,2 M
Tris (pH 8.,5)

Paraformaldehyd (16 %) Aldrich

PBS x1 - Dulbecco’s Phosphate Buffered | PAA

Saline

Penicillin - Streptomycin 100x PAA

SOC-Medium Laboransatz 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 2 %
(w/v) Trypton; 10 nM NaCl; 2,5 mM KCL;
10 mM MgSOy; 20 mM Glukose

Sybr-Gold life technologies™

TrypLE™-Express PAA

Zellkulturwasser PAA

Tabelle 13. Die fiir die Versuche verwendeten Medien,Chemikalien und Lsungen mit ihren Herstellern.
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Geriteliste

Name / Bezeichnung Hersteller
48 Well Mikrotiterplatte Cellstar

6 Well Mikrotiterplatte Cellstar

6 Well Suspensions Mikrotiterplatte Cellstar

96 Well Mikrotiterplatte Cellstar
Absaugpumpe Vakuubrand
Beckman Avanti J-52 Ultrazentrifuge Beckman
Brutschrank Binder
CASY" Rohrchen (CASY® Cup) Innovatis
Casy” TT Schirfe-Systems
Cellstack Cellstar
Deckglidschen Roth
Digital Colour camera (Leica DFC 480) Leica
Falcon-Rohrchen 15 mL/ 50 mL Roche
Fluoreszenzmikroskop Leica DM 2000
Gel Dokumentationssystem CN-1000 Peqlab
Gelkammer Biometra
Inkubator HeraCell Heraeus
kleiner Heiz-Schiittelblock Eppendorf
Labor-PC Acer
Laborwaage BP 3100 P Sartorius
MaxCyte®-STX MaxCyte"
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
Multifuge 3SR Heraeus
Objekttrager Roth#
OCI100Kiivette Manyte®
Photometer BioMate 3 Thermo Fisher
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen MBP
Pipettierhilfe Pipetus Thermo Scientific
Quarzkiivette Spectrosil
S500 Kulturschale TPP
Schiittelinkubator Infors AG
Sicherheitswerkbank Herasafe Heraeus
Stripetten Costar
T150 Kulturflasche TPP

T25 Kulturflasche TPP

T75 Kulturflasche TPP
Wasserbad 37 °C GFL
Zentrifuge Biofuge Primo Heraeus
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus

Zentrifugenrohrchen 15 und 50ml

Corning/ Beckman

Tabelle 14. Die fiir die Versuche verwendeten Geradte und deren Hersteller.
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9.3 Angabe der vollstindigen Werte in Tabellen

24h 48h 72h 96h
+ | X % + X | % + | X % + X | %
Kontrollgruppe 1,2, 0 >50 | 0 >50 |0 >50 0 >50 |0 >50 | 0 >50
3
pEGFP_C 1 1 89 105 84,8 70 84 83,3 121 142 85,2 149 171 | 87,1
zirkular 2 131 157 83,4 64 76 84,2 118 139 84,9 92 109 | 844
3 103 123 83,7 66 79 83,5 218 | 251 86,9 113 130 | 86,9
MW 83,9 83,7 85,7 86,2
c 0,7 0,5 1,1 1,5
pEGFP_C 1 1 92 107 85,9 99 114 | 86,8 96 110 87,3 57 64 89,1
linear 2 99 115 86,1 78 88 88,6 119 137 86,9 74 83 89,2
3 87 100 87,0 122 140 | 87,1 92 103 89,3 82 93 88,2
MW 86,4 87,5 87,8 88,8
0,6 1,0 1,3 0,6
pCMV_ 1 155 185 83,8 95 112 | 84,8 74 86 86,1 59 68 86,8
GFPlOIlg 2 66 81 81,5 168 199 | 84,4 136 | 158 86,1 88 103 | 854
zirkulir 3 96 114 84,2 85 99 85,9 129 150 86,0 81 96 84,4
MW 83,2 85,0 86,0 85,5
G 1,5 0,8 0,1 1,2
pCMV_ 1 160 | 195 82,1 120 144 | 833 188 | 229 82,1 78 93 83,9
GFPlOIlg 2 141 168 83,9 57 69 82,6 242 | 278 87,0 56 66 84,8
linear 3 102 | 125 81,6 90 108 | 83,3 247 | 284 86,9 66 78 84,6
MW 82,5 83,1 85,4 84,4
G 1,2 0,4 2,8 0,5

Tabelle 15. Vollstindige Tabelle mit den Werten der transienten Transfektion. Die einzelnen Gruppen mit dem jeweiligen Vektor wurden
wie in Kapitel 3.2.2.11 beschrieben, ausgezahlt und mit

Formel 1 berechnet. Die erfolgreich transfizierten Zellen Cposiiy produzierten GFP und wurden positiv gezihlt, in dieser Tabelle werden sie
als + bezeichnet, die sichtbaren Zellen, die bei der DAPI-Zéhlung erfasst wurden Cpapr werden hier als X aufgefiihrt, zusétzlich wurde die
Standardabweichung angegeben. Die Kontrollgruppe war vollstindig negativ, es wurden immer mehr als 50 Zellen gezahlt, zur besseren
Ubersicht wurde eine vereinfachte Angabe gewihlt.
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SE03 1E04 5E04
pEGFP-C1 zirkular 43 64 118*
40 71 106*
52 57 128*
pEGFP-CI linear 64 63 68
39 61 58
70 24# 96*
pCMV-GFPlong 23 10 42
zirkuldr 22 40 30
21 25 25
pCMV-GFPlong 16 27 101*
linear 14 30 64
15 13 59

Tabelle 16. Vollstandige Tabelle mit den Werten der stabilen Transfektion. Die einzelnen Gruppen mit dem jeweiligen Vektor wurden wie
in Kapitel 3.2.2.12 beschrieben, ausgesét und wie in Kapitel 3.2.2.13 beschrieben, markiert und gezéhlt. Es wurden nur isoliert wachsende
Kolonien gezéhlt. Auf einigen Kulturschalen wuchsen die Kolonien zu dich und konnten nicht isoliert voneinander gezahlt werden, deshalb
wurden auf diesen Schalen nur die vereinzelten Kolonien gezdhlt. Zur besseren Unterscheidung wurden diese Zahlen mit einem *
gekennzeichnet. Auf diesen Schalen wuchsen viel mehr Kolonien als gezéhlt werden konnten. Die mit einer # gekennzeichneten Felder
wurden fiir die Berechnung nicht beriicksichtigt.

9.4 Formelverzeichnis

Formel 1. Formel zur Berechnung von Cpogitiv. «.eveveeveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicicciccees 25
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9.5 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

+ positiv

°C Grad Celsius

ug mikro Gramm

pL mikro Liter

bp Basenpaare

C Zellen

ca. circa

CHO Chinese Hamster Ovary

CL Evaluationscursor links

cm Zentimeter

CMV Cytomegalie Virus Promoter
CO, Kohlenstoffdioxid

CR Evaluationscursor rechts
DAPI 4’,6-Diamino-2-phenylindol
DNA Desoxyribonukleinsdure
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
FCS Fetal Calf Serum

G-418 Geneticin

h Stunde

IF Immunfluoreszenz

kb Kilo Basenpaare

kDa kilo Dalton

L Liter

LB Luria Bertani Medium

M Molar

min Minuten

mL Mililiter

mM Millimolar

MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NL Normalisierungscursor links
nm Nanometer

59



Anhang

nM Nanomolar

NR Normalisierungscursor rechts

OD optische Dichte

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

RNA Ribonukleinsdure

rpm Umdrehung pro Minute

s Sekunde

SOC Salz-optimiertes Medium mit Glukose

T Tasche

TAE Tris-Acetat-EDTA

u / unit Einheit der Enzyme 1 u ist die Menge an Enzym die benétigt wird um 1 pg
DNA in 1 h zu verdauen

uv Ultraviolettstrahlung

z.B. zum Beispiel
Standardabweichung

X Summe
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