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ABSTRACT 

The thesis entitled “A comprehensive study of Transforming growth factor beta (TGFβ) 3: 

towards improved solubility, refolding modulation and binding interactions” presents a 

detailed and systematic study of the expression, purification, refolding and interaction. 

 Chapter 1 (Introduction) introduces the TGF family of cytokines with main focus on TGF3, 

structural and functional aspects of this protein and its potential as a biotherapeutic agent. It 

provides a brief description on the molecular and chemical chaperones, polyphenols as folding 

modulators and thermodynamics of protein-protein interactions. 

Chapter 2 (Materials and Methods) describes procurement of chemicals and reagents, along with 

techniques used during the investigation specifically, AKTA based chromatography, SDS 

(reducing and non-reducing) and Native PAGE, Isothermal Titration Calorimetry (ITC), UV-VIS 

spectroscopy, Circular Dichroism (CD). 

Chapter 3 [Expression, purification and characterization of TGF3 and its two receptors; 

Type II (TRII) &Type I (TRI)] presents in detail the multistep schemes of expression and 

purification of TGF3 and its two receptors (Type II and Type I), problems associated with them 

and certain optimization and characterization of the proteins. 

In Chapter 4 (Exploiting the folding modulators for a switch from misfolded to folded TGF3 

during over-expression in Escherichia coli) we carried out co-expression experiments of TGF3 

with chaperones and demonstrated that by coordinated action of a combination of DnaK-DnaJ-

GrpE and GroESL, it is possible to achieve native soluble conformation of TGFβ3 during over-

expression in E coli. In addition, we have shown that presence of osmolytes in the form of sorbitol 
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or trehalose in the growth media had an appreciable impact on the solubility of TGFβ3. A 

synergistic approach of both molecular and chemical chaperones were also taken. The 

functionality of soluble TGFβ3 was confirmed by performing binding interactions with its cognate 

receptor TβRII. Our study delineates the fact that an effective combination of chaperones or 

optimum concentration of compatible osmolyte, can efficiently abrogate competing aggregation 

pathways and help attain the native conformation of a cysteine rich cytokine in a facile manner. 

In Chapter 5 (Natural polyphenols in combination with -cyclodextrin can be effectively used 

to increase the yield of native TGF3 during refolding) we have exploited polyphenols beyond 

their conventional roles of being aggregation alleviators. Several polyphenols (EGCG, baicalein, 

myricetin) either alone or in combination with the pseudo-chaperone beta cyclodextrin were added 

in the refolding buffer of TGF3 in an attempt to increase its refolding yield.  With the help of 

non-reducing SDS PAGE and size exclusion chromatography, we showed that the presence of 

baicalein or EGCG along with -CD indeed increase the relative yield of the native protein in a 

time dependent manner in comparison to the control with no additives. EGCG expedites the 

refolding process giving a maximum increase within twenty four hours while baicalein takes as 

long as forty eight hours to provide an optimum amount of refolded protein. Thus these small 

molecules provide a promising alternate route in increasing the yield of aggregation prone proteins 

during refolding. 

Chapter 6 (Effect of synthetic membranes on refolding of TGF3) presents a study of the effects 

of membanes on refolding of TGFβ3. Surfaces (provided by AMT Inc; USA) with varying 

chemical and physical properties were tested to understand the effect of smooth or rough polymeric 

surfaces on protein folding. We demonstrated that presence of an uncoated or aminated hollow 
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fiber membranes (HFM) with open pores can greatly increase the relative yield of the native 

TGF3 after refolding in a dose dependent manner while coating the surfaces with polymers of 

siloxane having a closed pore structure could do so only to a marginal level (in comparison to 

control with no membrane).  

In Chapter 7 (Interaction of TGF3 with its receptors, TβRII and TβRI: a unique mechanism 

for protein-protein association) we present an in-depth profiling of the binding mechanisms of 

TGF3 ligand with its type II and type I receptors (TRII and TRI) using isothermal titration 

calorimetry (ITC). Studies were carried out in acidic pH as it has great physiological relevance in 

terms of TGF3 activity. Our findings reveal an unusual entropy-driven binary complex formation 

between TGF3 and TRII. Recruitment of TRI to the aforementioned complex leading to a 

ternary unit, however is associated with a distinct shift towards enthalpy dominated 

thermodynamics. Binding studies of TGF3 and TRII are also carried out at different 

temperature, pH, salt concentration to gain further insight on the thermodynamics of the 

interaction.  



सार 

थीसिि "ट्ाांसफॉर्मिंग ग्रोथ फैक्टर बीटा (TGFβ3) का एक व्यापक अध्ययन 3: बेहतर घुलनशीलता 

की ओर, मॉडू्यलेशन और बाइांर् ांग इांटरैक्शन की ओर" शीर्षक का एक सिसृ्तत अध्ययन असिव्यक्ति, 

शुक्तिकरण, रीफॉक्तडिंग और इिंटरैक्शन का सिसृ्तत अध्ययन प्रसु्तत करता है। 

 अध्याय 1 (पररचय) TGFβ3पर मुख्य फोकि के िाथ िाइटोसकन्स के TGF (पररिार का पररचय देता 

है, इि प्रोटीन के ििंरचनात्मक और कायाषत्मक पहलुओिं और एक जैि-सचसकत्सीय एजेंट के रूप में इिकी 

क्षमता। यह एक ििंसक्षप्त सििरण प्रदान करता है आणसिक और रािायसनक chaperones, तह 

modulators और प्रोटीन-प्रोटीन बातचीत के ऊष्मप्रिैसगकी के रूप में पॉलीफेनोल्स। 

अध्याय 2 (िामग्री और तरीके) सिशेर् रूप िे जािंच के दौरान इसे्तमाल की जाने िाली तकनीकोिं के िाथ-

िाथ AKTA आधाररत क्रोमैटोग्राफी, एिडीएि (कम करने और गैर-कम करने) और मूल पृष्ठ, इिोथमषल 

अनुमापन कैलोरसमत्री (ITC), यूिी-सिज़ से्पक्ट्र ोस्कोपी के िाथ रिायनोिं और असिकमषकोिं की खरीद का 

िणषन करता है।, िृत्ताकार दै्वतिाद (िीडी)। 

 

अध्याय 3 [TGFβ3और इिके दो ररिेप्टिष की असिव्यक्ति, शुक्ति और लक्षण िणषन; टाइप II (TRII) 

और टाइप I (TβRI)] TGF of3 और इिके दो ररिेप्टिष (टाइप II और टाइप I) की असिव्यक्ति और 

शुक्तिकरण की बहुस्तरीय योजनाओिं, उनके िाथ जुडी िमस्याओिं और सनसित अनुकूलन और लक्षण िणषन 

के बारे में सिस्तार िे प्रसु्तत करता है। प्रोटीन का।  

अध्याय 4 में (एस्चेरिशिया कोली में ओवि-एक्सपे्रिन के दौिान शमसगॉल्ड से मुडे हुए टीजीएफबी 3 पि 

स्विच के शलए फोस्वल्डिंग मोडुलेटि का उपयोग किते हुए) हमने टीजीएफ 3 के सह-अशिव्यस्वि प्रयोगोिं को 

चपेिोन के साथ शकया औि यह प्रदशिित शकया शक DnaK-DnaJ-सिंयोजन के समस्वित काििवाई द्वािा। -



GrpE औि GroESL, ई कोलाई में अशत-अशिव्यस्वि के दौिान TGFβ3 के मूल घुलनिील शवरूपण को 

प्राप्त किना सिंिव है। इसके अलावा, हमने सोशबिटोल के रूप में ऑस्मोशलट्स की उपस्वस्थशत को शदखाया 

है या ग्रोथ मीशडया में trehalose का TGFβ3 की घुलनिीलता पि एक सिाहनीय प्रिाव था। आणशवक 

औि िासायशनक दोनोिं चापाकलोिं का सहशियात्मक दृशिकोण िी शलया गया। घुलनिील TGFβ3 की 

कायिक्षमता को उसके सिंज्ञानात्मक रिसेप्टि TβRII के साथ बाध्यकािी बातचीत किके पुशि की गई थी। 

हमािा अध्ययन इस तथ्य को उजागि किता है शक चैपोिोिं का एक प्रिावी सिंयोजन या सिंगत ओस्मोशलएट 

का इितम एकाग्रता, कुिलता से प्रशतस्पर्धी एकत्रीकिण मागों को शनिस्त कि सकता है औि एक शसस्टीन 

समृद्ध साइटोशकन के मूल शवरूपण को एक सहज तिीके से प्राप्त किने में मदद कि सकता है। 

अध्याय 5 में (β-cyclodextrin के साथ सिंयोजन में प्राकृशतक पॉलीफेनोल्स को प्रिावी ढिंग से देिी (native) 

TGFβ3 की उपज को बढाने के दौिान उपयोग शकया जा सकता है) हमने पॉलीफेनोल्स को एकत्रीकिण 

अशियोिा होने की उनकी पाििंपरिक िूशमकाओिं से पिे िोषण शकया है। कई पॉलीफेनोल्स (EGCG, 

baicalein, myricetin) या तो अकेले या छद्म-चैपिोन बीटा साइक्लोडेस्वरिन के साथ सिंयोजन में TGF3 

की रिफिं शडिंग बफि में इसकी रिफिं शडिंग उपज बढाने के प्रयास में जोडे गए थे। एसडीएस पृष्ठ औि आकाि 

अपवजिन िोमैटोग्राफी को कम न किने की मदद से, हमने शदखाया शक β-CD के साथ बाशलकशलन या 

ईजीसीजी की उपस्वस्थशत वास्तव में शबना शकसी एशडशटव्स की तुलना में एक समय पि शनििि तिीके से देिी 

प्रोटीन की सापेक्ष उपज को बढाती है। । ईजीसीजी रिफे्लशडिंग प्रशिया को चौबीस घिंटे के िीति अशर्धकतम 

वृस्वद्ध प्रदान किता है जबशक बायाशलशसन को अशर्धकतम आठ घिंटे लगते हैं, ताशक अशर्धकतम मात्रा में 

रिफॉल्‍ड प्रोटीन शमल सके। इस प्रकाि ये छोटे अणु, रिफिं शडिंग के दौिान एकत्रीकिण प्रवण प्रोटीन की 

उपज को बढाने के शलए एक आिाजनक वैकस्विक मागि प्रदान किते हैं। 

अध्याय 6 (TGFβ3 की िीशफशलिंग पि शसिंथेशटक शिस्वियोिं का प्रिाव) TGFβ3 की िीशफशलिंग पि मेमबन्स 

के प्रिावोिं का एक अध्ययन प्रसु्तत किता है। शवशिन्न िासायशनक औि िौशतक गुणोिं के साथ सतहोिं (AMT 



इिंक; यूएसए द्वािा प्रदान) का पिीक्षण प्रोटीन तह पि शचकनी या खुिदिी पॉशलमि सतहोिं के प्रिाव को 

समिने के शलए शकया गया था। हमने प्रदशिित शकया शक खुले शछद्ोिं के साथ एक uncoated या सिंिोशर्धत 

खोखले फाइबि शििी (HFM) की उपस्वस्थशत देिी TGFβ3 की सापेक्ष उपज को बहुत हद तक खुिाक 

पि शनििि तिीके से वापस किने के बाद बढा सकती है, जबशक शसलोके्सन के पॉशलमि के साथ सतहोिं को 

बिंद शछद् सिंिचना होने के कािण ऐसा केवल एक सीमािंत स्ति तक (शबना शकसी शििी के शनयिंत्रण की 

तुलना में) कि सकता था। 

अध्याय 7 में (अपने रिसेप्टसि के साथ TGF3 की बातचीत, TβRII औि TβRI: प्रोटीन-प्रोटीन सिंघ के शलए 

एक अनूठा तिंत्र) हम अपने टाइप II औि टाइप I रिसेप्टसि में TGF3 शलगेंड के बिंर्धन तिंत्र की गहिाई से 

रूपिेखा प्रसु्तत किते हैं। (TβRII औि TRI) इजोटेमािल अनुमापन कैलेिीमेटि ी (ITC) का उपयोग कि। 

अध्ययन अम्लीय पीएच में शकए गए क्ोिंशक TGFβ3 गशतशवशर्ध के सिंदिि में इसकी महान िािीरिक 

प्रासिंशगकता है। हमािे शनष्कषों में TGFβ3 औि TβRII के बीच एक असामान्य एन्ट्ि ापी-चाशलत बाइनिी 

कॉम्प्लेक्स फॉमेिन का पता चलता है। TβRI की िती पूवोि परिसि में एक टेनेिी यूशनट के शलए होती 

है, जो शक थैलेपी डोशमनेटेड थमोडायनाशमक्स की ओि एक अलग बदलाव के साथ जुडा हुआ है। TGF3 

औि TβRII के बिंर्धन अध्ययन िी बातचीत के ऊष्मागशतकी पि अशर्धक जानकािी हाशसल किने के शलए 

अलग-अलग तापमान, पीएच, नमक एकाग्रता पि शकए जाते हैं। 
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