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Luftveranderung

Fahre mit der Eisenbahn,
fahre, Junge, fahre,

Auf dem Deck vom Wasserkahn
wehen deine Haare.

Tauch in fremde Stédte ein,
lauf in fremden Gassen;

hore fremde Menschen schrein,
trink aus fremden Tassen.

Flieh Betrieb und Telefon,
grab in alten Schmokern,
sieh am Seinekai, mein Sohn,
Weisheit still verhokern.

Lauf in Afrika umbher,

reite durch Oasen;

lausche auf ein blaues Meer,
hor den Mistral blasen!

Wie du auch die Welt durchflitzt
ohne Rast und Ruh-:
Hinten auf dem Puffer sitzt du.

Kurt Tucholsky, 1924
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Protein Kristallisation

Bei der Kristallisation von Proteinen geht man von einer gereinigten Losung aus. Da-
bei bleibt ein Protein solange in Losung, bis es eine bestimmte Konzentration erreicht.
Wenn diese Grenzkonzentration erreicht ist, wird die Losung nicht langer homogen blei-
ben, das Protein wird in einen neuen Zustand oder Phase tibergehen. Dieses Phanomen
bildet die Grundlage fiir alle Protein-Kristallisationsexperimente. Durch Veranderung
der Bedingungen kann man versuchen, die Kristallisationseigenschaften zu verdandern
und Kristalle zu erzeugen [McPherson, 1999]. Dabei stellt die Kristallisation eine Her-
ausforderung dar. Durch das Verdndern der Bedingungen tritt haufig eines der folgenden

Probleme auf:

e Das Protein bleibt in homogener Losung

e Es tritt eine neue Phase auf, aber es handelt sich nicht um einen Kristall stattdessen

ist es ein Aggregat oder eine Fliissigkeit

e Es formieren sich Kristalle, die aber nicht geeignet sind fiir Strukturbestimmung,

da sie ein schlechtes Beugungsbild abgeben.

Es ist oft moglich durch trial and error diese Probleme zu 16sen. Dazu muss allerdings
eine Vielzahl an Experimenten unter vielen verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt
werden. Aber nicht in allen Féllen fithrt dieser Weg auch zum Erfolg. Auch wenn man
die optimalen Bedingungen fiir die Kristallisation gefunden hat, so muss dies nicht be-
deuten, dass man diese Bedingungen generalisieren kann. Diese Kristallisationsbedin-
gungen, die fiir ein Protein gelten, miissen nicht auch die optimalen Bedingungen fiir ein
anderes Protein sein [Asherie, 2004]. Die Probleme, die mit der Produktion von Prote-
inkristallen verbunden sind, haben zu grundsatzlicher Forschungsarbeit im Bereich der
Proteinkristallisation angeregt. Fin wichtiges Werkzeug in der Proteinkristallisation ist
das Phasendiagramm (Abb. 1) [Zemansky, 1997]. Fiir eine Proteinlésung sind die ent-
scheidenden Grofien, die Konzentration des Proteins, die Temperatur und Charakteris-
tika der Losung wie pH-Wert und Ionenstarke. Die iibliche Form des Phasendiagramms
fiir Proteine ist zweidimensional. Normalerweise wird die Konzentration des Proteins als
Funktion eines anderen Parameters dargestellt, wahrend alle anderen Parameter kon-
stant sind [Saridakis et al., 1994].
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protein concentration

Abbildung 1: Ein Phasendiagramm, das zeigt, wie sich die Loslichkeit eines Proteins als
Funktion der Konzentration eines Fallungsmittels verhalt. [Asherie, 2004].

Die Protein Data Bank (PDB) ist die erste frei zugangliche Quelle fiir dreidimensionale
biologische Strukturen. Die PDB wurde 1971 mit sieben Strukturen etabliert und ist
stetig gewachsen, so dass sie heute tiber 110000 Strukturen beinhaltet [Zardecki et al.,
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2016]. Abbildung 2 zeigt den Zuwachs an Proteinen in der PDB.
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Abbildung 2: Wachstumsdiagramm der PDB. Dargestellt ist die zeitliche Zunahme an
Verfiighbaren Strukturen in der PDB von 1972 bis 2006. Hervorgehoben
sind besondere Strukturen. [Berman, 2007].

1.2 In vivo Kristallisation

Proteinkristallisation in vivo ist seit langem bekannt [Doye and Poon, 2006], fand aber
wenig Beachtung [Axford et al., 2014]; [Koopmann et al., 2012]. Neben den Beispielen
von Proteinkristallisation in Pflanzensamen [Colman et al., 1980], Insulin in sekreto-
rischen Vesikeln [Dodson and Steiner, 1998] und Enzymen in Peroxisomen [Doye and
Poon, 2006], gibt es noch eine Reihe von heterolog exprimierten Proteinen (Tabelle 1).
1996 veroffentlichten Fan et al. mit Calcineurin das erste heterolog exprimierte Protein,
dass in vivo Kristalle bildete. Calcineurin ist eine eukaryontische Ca?* und Calmodulin
abhéngige Serin/Threonin Proteinphosphatase. Es handelt sich dabei um ein Heterodi-
mer, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit A (Calcineurin A, etwa 60 kDa),
welche das aktive Zentrum enthalt, und einer fest zugehorigen Calcium bindenden Un-
tereinheit B (Calcineurin B, etwa 19 kDa) [Li et al., 2011]; [Rusnak and Mertz, 2000].
Die Koexpression der beiden Untereinheiten fithrte zur in vivo Kristallisation in Insek-
tenzellen [Fan et al., 1996].

Cypoviren (cytoplamsmic polyhedrosis virus, CPV) bilden genau wie Baculoviren ei-
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ne Schutzhiille aus Polyhedrin. 2007 veroffentlichten Coulibaly et al., mit Polyhedrin
die erste Kristallstruktur eines in wvivo Kristalls. Diese Kristalle zeichnen sich durch
eine bemerkenswerte Stabilitdt aus. So sind sie von einem pH-Wert 1.9 bis 10.5 sta-
bil. [Coulibaly et al., 2007]. CVP sind Mitglieder der Reoviridae, einer Virusfamilie
doppelstrangiger RNA Viren, deren Virionen ikosaedrische Capside sind [Knipe et al.,
2001]. Die Viruspartikel der Cypoviren sind durch eine Polyhedrin-Hiille vor Umweltein-
fliissen geschiitzt [Rohrmann, 1986]. Das Genom der Reoviren ist debei von einem Protein
umhillt, dass den Kontakt mit dem Cytoplasma der Wirtszelle und zelluldren Abwehr-
mechanismen verhindert. Wird das Virus von dem Wirt aufgenommen, so 16st sich die
Polyhedrinhiille im alkalischen Milieu des Mitteldarms auf und die Infektion beginnt.
CPV infizieren nur Antropoden (GliederfiiBler) und sind potenzielle Insektizide [Payne
and Mertens, 1983]; [Hill et al., 1999]. Die in vivo Kristalle haben eine Lénge von 5 bis
12 pm und liefern eine rontgenkristallographische Auflésung von bis zu 2 A [Couliba-
ly et al., 2007]. Ginn et al. gelang es unter Verwendung eines Freien-Elektronen-Lasers
(XFEL) die Struktur von Polyhedrin aus Cypovirus Typ 17 aufzuklaren [Ginn et al.,
2015].

Mit Immunoglobulin G (IgG) wurden von einem weiteren Protein in vivo Kristalle be-
obachtet. Die Expression von humanem IgG in chinese hamster ovary (CHO) [Hasegawa
et al., 2011] sowie in human embryo kidney (HEK) [Hasegawa et al., 2014] Zellen fiithrte
zur Kristallisation in vivo. Unter optimierten Bedingungen, konnte das Kristallwachs-
tum von humanen IgG im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) beobachtet
werden. Hasegawa et al. vermuten, dass die Synthesegeschwindigkeit von neuem IgG
dabei grofler ist, als die Exportgeschwindigkeit von IgG aus dem ER und so die Kon-
zentration ansteigt, bis es zur Kristallisation kommt [Hasegawa et al., 2011]. In einigen
Féllen konnten die IgG Kristalle bis zu einer Léange von 80 pm wachsen [Hasegawa et al.,
2014]. Immunoglobuline dienen als wichtige Modellproteine fiir die Untersuchung bioche-
mischer Prozesse, insbesondere der oxidativen Proteinfaltung [Brewer and Hendershot,

2005]

Mit Cathepsin B aus Trypanosoma brucei (TbCatB) gelangen Koopmann et al. 2012
sowie Redecke et al. 2013 ein Durchbruch. Es gelang ihnen, in vivo Kristalle fiir ,,serial
femtosecond crystallography“ (SFX) [Chapman et al., 2011] zu benutzen und dabei das
wdiffraction-before-destructioin® Prinzip [Neutze et al., 2000]; [Chapman et al., 2011]
anzuwenden [Koopmann et al., 2012]; [Redecke et al., 2013]. ThCatB ist essentiell fur
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die Parasiten, d.h. ein Knock Down fiithrte zu deren Tod [Mackey et al., 2004]. Cy-
steinproteasen von Parasiten werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, den clan CA und
clan CD Proteasen [Barrett, 1994]; [Rawlings and Barrett, 1993]; [Sajid and McKerrow,
2002]. 1879 wurde die erste Cysteinprotease aus der Papaya-Frucht gereinigt und cha-
rakterisiert und so Papain genannt. Papain war auch die erste Cysteinprotease deren
Struktur aufgeklart wurde [Sajid and McKerrow, 2002]. Cathepsin B ist eine lysosomale
Cysteinprotease [Musil et al., 1991]. Es spielt eine wichtige Rolle in der Biologie von
Parasiten und ist ein mogliches Ziel fiir Wirkstoffe. Proteasen kataslysieren die Spaltung
von Peptidbindungen in Proteinen. Dabei kann die Hydrolyse innerhalb der Peptidkette
initiiert werden (Endoprotease-Aktivitdt) oder aber vom Amino- bzw. Carboxyltermi-
nus (Exoprotease-Aktivitit). Proteasen werde in verschiedene Gruppen unterteilt, die
wichtigsten sind Serin-, Threonin- Aspartat-, Metallo- und Cysteinproteasen. Cystein-
proteasen benétigen ein Cystein im aktiven Zentrum fiir die Hydrolyse des Substrates.
Die Nucleophilie der Thiolgruppe wird durch die Néhe zu einem Histidin im aktiven
Zentrum erhoht. Es gibt eine Protoneniibertragung von der Thiolgruppe der Cysteinsei-
tenkette auf den Imidazolring des Histidins. Ein Glutaminrest formt das Oxianion-Loch,
das kritische Element bei der Bildung des elektrophilien Zentrums und bei der Stabili-
sierung des tetraedrischen Intermediates bei der Hydrolyse. Diese beiden ionenstabilisie-
renden Gruppen der Thiolat-Imidazolium Diade erlauben einen weiten pH Bereich der
Enzymaktivitit [Turk et al., 1998].

Cathepsin B hat in der katalytischen Doméne einen zusatzlichen loop, den so genannten
yoccluding loop* zusétzlich zur Endoproteaseaktivitit (wie Cathepsin L) hat Cathepsin
B somit eine Exopeptidasefunktion. Diese lasst sich auf den 20 Aminosduren langen oc-
cluding loop zurtickfithren [Musil et al., 1991]; [Turk et al., 1996]. Dieser erhielt seinen
Namen, da er einen Teil des aktiven Zentrums verdeckt. Der occluding loop kann auch

zur Identifikation von Cathepsin B genutzt werden [Sajid and McKerrow, 2002].

Koopmann et al. berichteten neben den Kristallen von ThCatB auch von in vivo Kris-
tallen von Inosinmonophsphat Dehydrogenase aus Trypanosoma brucei (TbIMPDH).
Guanin-Nukleotide sind an vielen zelluldaren Vorgéngen beteiligt [Schmidt and Hall,
2002]; [Parandoosh et al., 1989]; [Parandoosh et al., 1990]; [Mandanas et al., 1993], darun-
ter an der DNA Replikation, sowie der RNA- und Proteinsynthese [Jayaram et al., 1982].
Die Synthese von Guanosin 5’-Monophosphat (GMP) geht von Inosin 5’-Monophsphat
(IMP) aus und wird durch die IMPDH katalysiert. Dabei wird IMP in einer NAD-
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abhangigen Reaktion zu Xanthosin Monophosphat (XMP) oxidiert. Im Anschluss wird
XMP durch die GMP Synthase zu GMP umgewandelt (Abb. 3). IMPDH ist das ge-
schwindigkeitsbestimmende Enzym in der Guanin-Nukleotidbiosynthese und ein Schliis-
selenzym in der Zellproliferation und Differenzierung [Wang and Hedstrom, 1997]; [Mark-
ham et al., 1999]; [Digits and Hedstrom, 1999]. Die IMPDH ist ein Homotetramer [Sint-
chak and Nimmesgern, 2000]. Kinetische Untersuchungen zeigen, dass trypanosomale
IMPDH sich von der aus Sdugetieren unterscheidet und somit ein geeignetes Zielmole-
kil fir antiparasitdre Wirkstoffe ist [Bessho et al., 2013].

BOX 1 Reaction catalysed by IMPDH 1.1.1.205
o o]
HNJL ~—N HNJ'l o
I | \> b &L I \>
NN/“‘“--N 2 o H N
OH o RAFDH OH o | 4 NADH
HO-P-C T - HO-P-0 ™~ 5
o} Y / o]
OH ©OH OH OH
Inosine 5-Phosphate Xanthosine 5-Phosphate
BOX 2 Reaction catalysed by GMP Synthase 6.3.5.2 or6.3.4.1
@] o]
HM M L-glutamine MH, HN.J"" N
| ‘> ATR o aTP A \”: \>
H,0
0¢“-H ‘N 5 H,N"S5 N
GMP synthase AP
OH OH
T — S [] Digho:
HO-P-0—C = ho-P-o O T Ui
o o]
OH OH OH OH
Xanthosine 5'-Phasphate Guanosine 5-Phosphate

Abbildung 3: Guanin 5’-Monophosphat Biosynthese Weg. [Bessho et al., 2013].

Ein weiteres Protein, dass in vivo Kristalle bildet ist die Neuraminidase. Neuraminidase
ist eine Glycosidase, die entstandige Sialinsaure von Oligosacchariden und Glycolipiden
hydrolysiert. Es handelt sich dabei um eines von den zwei Proteinen auf der dufleren
Membran von Influenza-Viren [Varghese et al., 1983]; [Potier et al., 1990]. Das Genom
von Influenza A und B Viren besteht aus acht einzelstrdngigen RNA Partikeln. Die RNA
ist verbunden mit einem Nukleoprotein und drei Proteinen, die an der Replikation und
Transkription beteiligt sind. Dieser Replikations-Komplex ist von einer Membran um-
geben. Eingebettet in die Lipiddoppelschicht sind zwei Oberflichenglykoproteine, das

Hemagglutinin und das Enzym Neuraminidase. Das Virus nimmt dabei kontinuierlich
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eine mutationsbasierte Antigenvariation vor [Air and Laver, 1989]. Neuraminidasen, ha-
ben auch wichtige Funktionen in Lysosomen von Séugetieren. Ein Mangel an Neurami-
nidase fithrt im Menschen zu Sialidose, einer rezessiv vererbbaren lysosomalen Speicher-
krankheit, die durch einen fortschreitenden neurologischen Verfall, Schiittelkrdmpfe und
Skelettverdnderungen charakterisiert ist [Potier et al., 1990] [Lowden and O’Brien, 1979].

Die Expression von Xpa (crystallizable and photo activatable), einem Mutanten von
Kikume Green-Red (KikGR) in HEK Zellen, fihrte auch zur Kristallisation in vivo.
Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen zeigen, dass die Kristalle von einer Lipid-
membran umgeben waren. Die Autoren vermuteten, dass die Kristalle vollstandig im
Cytosol gebildet und dann durch Autophagie von einer Membran umbhiillt wurden. Ne-
ben den Kristallen im Cytosol beobachteten Tsutsui et al. auch Kristalle im Kern. Die
in vivo Kristalle wiesen eine hohe Stabilitat auf und rontgenkristallographische Unter-
suchungen erlaubten eine Sturkturaufklarung mit einer Auflésung von 2.9 A [Tsutsui
et al., 2015]. KikGR stammt aus der Steinkoralle Favia favus [Tsutsui et al., 2005]. Ana-
log zu GFP ist KikGR ein griin fluoreszierendes Protein mit einer g-Fass Struktur, dass
von griner zu roter Fluoreszenz durch Belichtung mit UV Licht umgeschaltet werden
kann [Habisov and Kirkin, 2015]; [Tsutsui et al., 2005].

Ebenfalls zur in vivo Kristallisation fiihrte die Expression von uNS in Insektenzellen.
NS ist ein Protein des avian Reovirus der fiir bedeutende 6konomische Verluste in der
Gefliigelindustrie verantwortlich ist [Jones, 2000]. Das Genom des Reovirus besteht aus
10 Segmenten doppelstringiger RNA, die in drei Klassen Unterteilt werden, L, M und
S. uNS ist eines von zwei Nichtstrukturproteinen, es ist 719 Aminosduren lang und hat
einen hohen a-Helix Anteil von tiber 50%, welches dem anderen Nichtstrukturprotein
oNS sehr dhnlich ist. In Reovirus-infizierten Zellen kommen zwei Formen von pNS vor,
uNS und uNSC, welchem am N-Terminus eine Region von 5 kDa fehlt. Dabei scheint
uNSC kein Spaltprodukt von pNS zu sein, sondern wird separat gebildet [Wiener et al.,
1989]. Die GFP-uNS Kristalle erreichen eine Lange von bis zu 10 um ohne dabei die
normale Grofle der Sf9 Zellen zu iiberschreiten. Die Morpologie der Insektenzellen d&ndert
sich nicht durch die Kristalle. Die Expression von uNS in Sf9 Zellen ist sehr effizient, da
nahezu jede Zelle einen Kristall enthielt. uNS Kristalle waren bei hohen und niedrigen
Salzkonzentrationen sowie bei niedrigen pH-Werten stabil. Sie losten sich aber bei pH-
Werten von iiber 10. Interessanter-Weise bildete GFP-uNS auch dann Kristalle, wenn

man das Fusionsprotein in einem Shuttle-Vektor in direkt transfizierten chicken embryo
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fibroplast Zellen exprimierte [Schonherr et al., 2015].

Als Chemolumineszenz bezeichnet man die Emission von Licht, das bei einer chemi-
schen Reaktion entsteht, in der Produkte entstehen, die im angeregten Zustand gebildet
werden [McCapra, 2000]. Die meisten bekannten Chemolumineszenz Substrate habe eine
Peroxidbindung [McCapra, 2000]; [Matsumoto, 2004]. Tritt Chemolumineszenz in einem
lebenden Organismus, durch eine enzymatisch katalysierte Reaktion auf, wird sie Biolu-
mineszenz genannt [McCapra, 2000]. Das Enzym, dass diese Reaktion katalysiert wird
allgemein Luciferase genannt, obwohl es verschiedene Strukturen und Aminosédure Zu-
sammensetzungen haben kann [Viviani, 2002]. Leuchtkéfer Luciferase katalysiert eine
zweistufige Reaktion. Luciferin reagiert mit ATP zu einem Adenylyl-Intermediat. Im
zweiten Schritt, wird dieses durch Sauerstoff oxidiert, wobei unter Abspaltung von Koh-
lendioxid und AMP Oxyluciferin gebildet wird (Abb. 4) [Marques and Esteves da Silva,
2009]; [Leitao and da Silva, 2010]; [Inouye, 2010]. Leuchtkéfer Luciferase kristallisierte
in Sf9 Zellen. Dabei erreichen die Luciferase Kristalle eine Lange von bis zu 200 pm.
Schonherr et al. beobachteten, dass Luciferase auch dann Kristalle bildete, wenn das
Protein in direkt transfizierten Zellen exprimiert wird. Die isolierten Luciferase Kristalle

sind allerdings nur wenige Stunden stabil [Schonherr et al., 2015].
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Abbildung 4: Vorgeschlagener Mechanismus der Leuchtkéfer Biolumineszenz-Reaktion.
Die Carobxylat-Gruppe von Leuchtkéfer Luciferin (I) wird durch ATP
aktiviert und bildet das adenylierte Luciferin (II). Als néchstes findet eine
Reaktion mit molekularem Sauerstoff statt und es entsteht (III). Unter
Abspaltung des Dioxetane Rings (IV) entsteht das angeregte Oxyluciferin
(V) [Baldwin, 1996].
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1.2 In vivo Kristallisation

Tabelle 1: Heterolog exprimierte Protein, die in vivo Kristalle bilden.

Protein Zelllinie Jahr Quelle
Calcineurin Sf9 1996 [Fan et al., 1996]
Polyhedrin Insektenzellen 2007  [Coulibaly et al., 2007]

IeG CHO 2011 [Hasegawa et al., 2011]

Cathepsin B Sf9 2012 [Koopmann et al., 2012]

IMPDH Sf9 2012 [Koopmann et al., 2012]

IeG HEK 2014 [Hasegawa et al., 2014]
Neuraminidase =~ CHO und HEK 2014 [Gallat et al., 2014]
CPV17 Polyhedrin Sf9 2015 [Ginn et al., 2015]
Xpa HEK 2015  [Tsutsui et al., 2015]

GFP-uNS Sf9 2015  [Schonherr et al., 2015]

Luciferase S19 2015  [Schonherr et al., 2015]
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1.3 Das Baculovirus Expressionssystem

Das Insektenzellen-Baculovirus-Expressionssystem, ist ein System fiir die Expression von
rekombinanten Proteinen. Dabei werden die Insektenzellen mit einem Baculovirus infi-
ziert, dass das gewiinschte Gen enthélt. Das System wurde von Gale Smith und Max
Summers [Smith et al., 1983b] entwickelt. Es handelt sich um ein vielseitiges System,
dass zur Expression von einem oder mehreren rekombinanten Proteinen genutzt werden
kann [Miller, 1988].

Héufig werden eukaryontische Expressionssysteme gewéhlt, um die Wahrscheinlichkeit
zu erhohen, dass das Produkt biologisch aktiv ist. Viele Faktoren beeinflussen die bio-
logische Aktivitat von eukaryontischen Proteinen, inklusive der posttranslationalen Mo-
difikationen. Insektenzellen erkennen und spalten Saugetier Signalsequenzen, die das
Protein in das ER dirigieren [Miller, 1988]. Das Baculoviren-Expressionsystem hat eine

Reihe von positiven Eigenschaften:

e Hohe Vielseitigkeit
Eine Zellinie und ein Baculovirus koénnen genutzt werden, um jedes beliebige Gen

71 exprimieren.

o Geschwindigkeit

Grofle Mengen rekombinantes Protein konnen in kurzer Zeit erhalten werden.

e Hohe Expression
Das Baculovirus hat einen der starksten bekannten Promotoren, den Polyhedrin

Promotor.

e Posttranslationale Modifikationen
Die Insektenzellen konnen die meisten posttranslationalen Modifikationen aus eu-

karyontischen Proteinen herstellen.

o Skalierbarkeit

Insektenzellen konnen bis zu tausenden von Litern kultiviert werden.

e Sicherheit
Arbeiten mit Baculoviren und Insektenzellen werden der biologischen Sicherheits-

stufe 1 zugeordnet.

Im Baculoviren Expressionssystem (insect cell-baculovirus expression vector system (BEVS)),

wachsen die Insektenzellen bis zu einer gewtinschten Dichte heran und werden dann mit
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dem Baculovirus infiziert. Nach der Infektion iibernimmt das Baculovirus die Kontrol-
le iber die Zelle und verhindert die Transkription der zelluldren Gene. Es kénnen drei

Phasen der Genexpression unterschieden werden. [Palomares et al., 2015]

e Die frithe Phase
Wiahrend der frithen Phase der Genexpression (0-6 h p.i.)wird die virale DNA

repliziert und eine Zahl an frithen Genen exprimiert.

e Die spate Phase
(6-18 h p.i.) Die spéte Phase ist charakterisiert durch umfassende Replikation der
viralen DNA und der Bildung erster budded viruses (BV). Diese Phase umfasst

die Bildung von Strukturproteinen der Nukleocapsiden.

e Die sehr spéte Phase
Die finale Phase (18 - 72 h p.i.) wird auch als occlusion Phase oder sehr spéte Phase
der Genexpression bezeichnet. Diese Phase ist charakterisiert durch reichhaltige
Polyhedrin Produktion und die Formation der occluded virus (OV) im Nukleus

der Insektenzelle.

Jeder OV ist ca. 2um lang und enthéalt zahlreiche Nukleokapside. Polyhedrin wird das
vorherrschende Protein in der Zelle [Miller, 1988]. 48 Stunden nach der Infektion kann
das Polyhedrin-Transkript 24% aller mRNAs ausmachen [Chen et al., 2013].

Die Produktion von rekombinanten Proteinen mit BEVS, setzte voraus, dass man eine
lebende Zellkultur und einen hoch infektiosen Virenstock hat. Zur Amplifizierung des
Virenstocks wird eine lebendige Insektenzellkultur benétigt. BEVS ist ein robustes Sys-
tem und fithrt zu hohen Ausbeuten an rekombinantem Protein [Palomares et al., 2015].
Die erste Insektenzelllinie wurde von Shaug Gao in China etabliert [Vlak, 2007]. Unab-
hingig von Gao etablierte Grace vier Insektenzelllinien und legte wichtige Grundlagen
fur die in vitro Kultivierung von Insektenzellen [Grace, 1962].

Es gibt iiber 400 Insektenzelllinien, aber nur wenige sind von kommerzieller Bedeutung.
Fir BEVS wurden Zelllinien aus Spodoptera frugiperda und Trichoplusia ni am inten-
sivsten untersucht und genutzt. Die Sf21 Zelllinie war die von Smith et al. genutze als
das BEVS urspriinglich entwickelt wurde [Smith et al., 1983b]. Seine Abkémmlinge die
Sf9 Zellen werden am héufigsten fiir die Expression von rekombinanten Proteinen ge-
nutzt. Eine dritte Zelllinie die von Bedeutung ist, sind die High Five Insektenzellen.
Insektenzellen werden bei einer Temperatur von 26°C bis 29°C kultiviert. Die Insek-

tenzellen konnen dabei sowohl in Suspensionskultur als auch in adherierten Kulturen
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wachsen [Palomares et al., 2015].

Baculoviren sind doppelstrangige DNA Viren mit Insekten als Wirtsorganismen. Sie
besitzen ein einziges Molekiil aus zirkuldrer supercoiled doppelstringiger DNA von 80
- 220 kb. Die DNA ist gepackt als stdbchenférmiges Nukleocapsid. Nuclear polyhedro-
sis virus (NPV) ist eine Untergruppe der Baculoviren. NPVs werden unterschieden, ob
sie nur ein (SNPV) oder mehrere (MNPV) Nukleocapside enthalten. [Palomares et al.,
2015]; [Miller, 1988]. Baculoviren kénnen nur aus Invertebraten isoliert werden. In der
Literatur wird von iiber 400 Baculoviren berichtet aber weniger als 20 sind Gegenstand
intensiver Forschung. Am intensivsten untersucht, ist ein MNPV der urspriinglich aus
Autographa californica, einer Schmetterlingsart isoliert ist. Dieses Virus ist bekannt als
AcMNPV [Miller, 1988]. Aufbauend auf den Erfahrungen mit AcMNPV wurden auch
andere NPVs entwickelt. Zum Beispiel NPV aus Bambyz mori (Seidenraupe) BmNPV
wird auch als Genexpressionssystem genutzt [Maeda et al., 1985]. Der Lebenscyclus der
Baculoviren beinhaltet zwei Typen von Viruspartikeln. Einer ist umhillt von einer kris-
tallinen Matrix aus Polyhedrin, die occluded virionen (OV). Dieser ist verantwortlich fiir
die horizontale Infektion von Insekt zu Insekt. Die OVs sind nur infektios, wenn sie aus
der Polyhedrin-Schicht befreit werden [Miller, 1988|; [Palomares et al., 2015]. Polyhe-
drin ist bei hohen pH-Werten 16slich, wie man es auch im Mitteldarm der Insektenlarven
findet [Rohrmann, 2013]. BVs kommen durch Endocytose in die Zelle [Volkman, 1986].
Das stabchenformige Nukleocapsid geht dann in den Nukleus der Zelle [Tweeten et al.,
1980]. OVs sind durch die Polyhedrinschicht vor Umwelteinfliisssen geschiitzt. Der zweite
Typ von Virionen wird budded Virus (BV) genannt. Nur BV sind in Zellkulturen in-
fektios. Die Schutzhiille aus Polyhedrin ist im Fall einer Zellkultur nicht nétig. Daher
kann im BEVS das Polyhedrin gegen ein Zielgen ausgetauscht werden, unter Verwen-
dung des starken Polyhedrin Promotors. Die Substitution des Polyhedringens durch ein
fremdes Gen stort die Produktion der OV, hat aber nur einen geringen Einfluss auf die
Produktion der BV [Smith et al., 1983a]. Auf diese Weise, kann eine grofie Menge an re-
kombinantem Protein auf schnelle und einfache Weise erhalten werden. Die Passagenzahl
des Baculovirenstocks sollte so niedrig wie moglich gehalten werden, am besten unter
6 [Palomares et al., 2015]; [Miller, 1988]. Die Amplifizierung des Baculovirenstocks, ist
einer der wichtigsten Schritte, ein Stock von geringer Qualitat fiihrt zu sehr niedrigen
Ausbeuten. Es gibt zwei Aspekte, die die Qualitidt des Virenstocks beeinflussen kon-
nen. Erstens, die genetische Instabilitét, bei der das Zielgen wahrend der Amplifizierung

verloren geht [Kohlbrenner et al., 2005]. Dieser Punkt kann umgangen werden, durch
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sorgsames Design des Vektors um unstabile Konstrukte zu vermeiden. Zweitens ist das
Auftreten von defective interfering particles (DIP), welche Deletionen in ihrem Genom
haben und nur 43% des Genoms umfassen [Kool et al., 1991]. DIP akkumulieren bei einer
Amplifizierung, da sie schneller repliziert werden, als der ganze Virus. DIP konnen sich
nicht selbst replizieren, sie benétigen einen kompletten Virus, der die fehlenden Gene
bereitstellt. Aus diesem Grund, spielt die multiplicitiy of infection (MOI) eine Schltissel-
rolle bei der Virenstock-Amplifizierung. Der MOI ist die Zahl an infektiosen Partikeln,
die zu einer Kultur zugegeben wird und wird plaque forming units per cell (pfu/cell)
genannt. DIP werden nur repliziert, wenn eine Zelle mit einem kompletten Baculovirus
koinfiziert ist [Palomares et al., 2015]. Es gibt zwei Strategien, die zur Erzeugung von

rekombinanten Protein genutzt werden konnen.

e Geringe MOI (unter 1 pfu/Zelle)
Hier wird nur ein Teil der Population durch das Virus infiziert (primére Infektion).
Nicht infizierte Zellen wachsen weiter, bis sie durch Nachkommen der Baculoviren,
der anfangs infizierten Zellen infiziert werden (sekundére Infektion). Diese Methode

hat den Vorteil, dass nur geringe Volumina an Baculovirenstocks benotigt werden.

e Hoher MOI (tber 2 pfu/Zelle)
Fiihrt zu synchroner Infektion. Diese Variante ist hoch reproduzierbar, da der Teil
der anfangs infiziert ist, nicht von der MOI abhéangig ist. Hier werden allerdings

grofle Mengen an Virusstock benotigt.

Die Dauer des Prozesses und die Produktionskinetik sind abhéngig von der gewéhlten

Strategie [Palomares et al., 2015].

1.4 Rontgenlaser Kristallographie

Der erste Freie-Elektron-Laser (Free-Electron-Laser (FEL)) ist am Institut fiir Energy‘s
Linac Coherent Light Source (LCLS) an der Stanford University in Californien installiert
worden [Spence, 2014]. Dieser leistungsfahige FEL kann Rontenstrahlpulse von ca 30 bis
400 femtosekunden (fs) Lange erzeugen. Dabei kann beispielsweise ein 40 fs, 2keV langer
Puls mit einer Strahlungsdichte von 10'” W cm™2 dazu fiithren, dass ca 10% aller Koh-
lenstoffatome in einem Proteinkristall ein Photon absorbieren. Die Energie wird anfangs
durch Emission von Photoelektronen und Auger Elektronen abgegeben, gefolgt von ei-
ner Elektronen-Kaskade von geringerer Energie. Die Erwarmung des Systems fiihrt zu

einem hohen Druck. Wahrend eines Pulses werden alle chemischen Bindungen gebrochen
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und die Temperatur steigt auf iiber 500.000 K, was zu einer vollstandigen Verdampfung
der Probe fithrt [Barty et al., 2012]. Simulationen [Neutze et al., 2000]; [Bergh et al.,
2004]; [Bergh et al., 2008]; [Caleman et al., 2011]; [Hau-Riege et al., 2004]; [Hau-Riege
et al., 2007]; [Gnodtke et al., 2009] haben gezeigt, dass Ionen sich etwa 0.5 nm in we-
niger als 100 fs bewegen kénnen und das Pulse von 10 fs Lange nétig sind um atomare
Auflésung zu erreichen [Barty et al., 2012]. Rontgenstrahlen haben immer schon zu Sché-
digungen in den biologischen Proben gefiihrt und so die Auflésung limitiert [Henderson,
1995]. Mit der Entwicklung des femtosekunden Freie-Elektronenlasers ergab sich aber
die Moglichkeit, diese Limitierung zu Durchbrechen. Sofern man so kurze femtosekun-
den Rontgenlaser Pulse nutzt, dass eine Beugung stattfindet, bevor die Probe durch die
Strahlung verdampft [Neutze et al., 2000]. Experimente am FLASH FEL in Hamburg,
Deutschland, bestatigen die Machbarkeit von ,diffraction-before-destructioin® [Chap-
man et al., 2011]. Das ,diffraction-before-destructioin“ funktioniert, zeigt das Beispiel
von dem Membranprotein Photosystem 1. Dieser grofie Membranproteinkomplex (1 MDa
Masse, 36 Proteine, 381 Kofaktoren) der als biosolarer Energieckonverter im Prozess der
oxygenen Photosynthese dient, wurde fiir die neuartige Methode genutzt wobei mehr
als 3.000.000 Beugungsbilder hergestellt wurden. Diese Studie zeigte, dass es gelingt,
Beugungsdaten aufzunehmen, bevor die Zerstorung des Kristalls auftritt. Zudem konn-
te gezeigt werden, dass Strukturfaktoren erhalten werden konnen und zehntausende von
Kristallen Beugungen zeigen und interpratierbare Daten liefern. Ein einzelner LCLS Puls
zerstort das gesamte feste Material in seinem Fokus. Die zerstorten Kristalle werden aber
im Probenstrahl durch neue Kristalle ersetzt, bevor der nichte Puls kommt [Chapman
et al., 2011]. Das Wachstum von groen, gut geordneten Proteinkristallen ist einer der
bedeutendsten Engpasse in der Kristallstrukturanalyse. Wichtige biologische Targets wie
integrale Membranproteine und posttranslational modifizierte Proteine stellen eine be-
sondere Herausforderung in der Kristallisation von Proteinen dar [Bill et al., 2011]; [Re-
decke et al., 2013]. Grofle Kristalle werden benétigt, um hochauflésende Beugungsdaten
zu erhalten [Southworth-Davies et al., 2007]. Obwohl Mikrofokus beamlines es ermog-
lichen Beugungsmuster von Mikrometer groffen Proteinkristallen aufzunehmen [Riekel,
2004], liegt die tolerierbare Strahlungsdosis fiir kryogenisch gekiihlte Proben bei weniger
als 30 MGy. Die tolerierbare Strahlungsdosis fiir Messungen bei Raumtemperatur liegt
dagegen bei 1 MGy [Southworth-Davies et al., 2007]. In vivo Kristalle sind dagegen op-
timal geeignet fiir die neue Methode der serial femtosecond crystallography* [Chapman
et al., 2011]; [Redecke et al., 2013] die es erlaubt, das 1 MGy limit zu tiberschreiten,
aufgrund des ,diffraction before destruction® Prinzips [Chapman et al., 2011]; [Barty
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et al., 2012].

1.5 Behandelte Proteine

In den nachsten Kapitel werden die Proteine beschrieben, die in dieser Arbeit behandelt

wurden.

1.5.1 Trypanosoma brucei

Die Schlafkrankheit ist eine Vektorkranheit, die durch die Infektion mit dem protozoan
Parasiten Trypanosoma brucei ausgelost wird. Die Krankheit wird durch die Tsetse Flie-
ge (Glossina genus) iibertragen. Es sind 65 Millionen Menschen in 36 Landern stdlich
der Sahara bedroht. Durch anhaltende Kontrollen konnte 2009 das erste Mal seit 50
Jahren die Zahl an Neuinfektionen auf unter 10000 Félle pro Jahr reduziert werden. Die
Schlafkrankheit kommt hauptsachlich in ldndlichen Gebieten vor. Es gibt zwei Formen
der Trypanosomiasis, abhéngig von dem Parasiten, der fiir die Krankheit verantwortlich
ist. Trypanosoma brucei gambiense wird in 24 Landern in West- und Zentralafrika ge-
funden. Diese Form ist aktuell fiir iiber 98 % der bekannten Falle verantwortlich und
verursacht eine eher chronische Infektion. Eine infizierte Person kann iiber Monate und
Jahre hinweg ohne Symptome der Krankheit zu zeigen leben. Klarere Symptome treten
oft erst dann auf, wenn die Krankheit in einem fortgeschrittenen Stadium und das zen-
trale Nervensystem betroffen ist. Trypanosoma brucei rhodesiense kann in 13 Landern in
Ost- und Siidafrika gefunden werden. Aktuell sind weniger als 2% der bekannten Fille
durch diese Form verursacht. Es handelt sich dabei um eine akute Form der Infektion.
Erste Zeichen der Krankheit konnen Wochen nach der Infektion beobachtet werden. Die
Krankheit schreitet schnell voran und beféllt das zentrale Nervensystem. Nur in Uganda
konnen beide Formen der Schlafkrankheit auftreten, aber in unterschiedlichen Regio-
nen. Eine dritte Form der humanen Trypanosomiasis tritt in Lateinamerika auf. Sie ist
bekannt als amerikanische Trypanosomiasis oder Chagas Krankheit. Die Erreger dieser
Krankheit gehoéren zu einer anderen Trypanosomen Art und wird durch einen anderen
Vektor tbertragen. Andere Trypanosoma Spezies und Sub-Spezies sind Tierpathogen
und verursachen Nagana oder andere Tiererkrankungen in wilden und domestizierten
Tieren. Die Trypanosomiasis, besonders in Rindern, ist eines der grofiten Hindernisse
fir die wirtschaftliche Entwicklung von landwirtschaftlichen Gebieten in Afrika. [WHO,
2015].
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1.5.1.1 Variant Surface Glycoprotein

Mit dem Biss einer Tsetse-Fliege gelangen Trypanosomen mit ca 20 verschiedenen Vari-
anten Oberflichen Glycoprotein (VSG) Typen in die Wunde. Daraus wachsen Parasiten-
Klone klonal mit einem einheitlichen VSG hoch. Nach ca. sieben Tagen entstehen Anti-
korper, die die Parasiten opsonieren. Gegen das vorherrschende VSG werden IgM Anti-
korper gebildet [Pan et al., 2006]. Die Population der opsonierten Parasiten wird dadurch
eliminiert [Hiepe et al., 2006]. In der Zwischenzeit wechseln aber einige der Trypanoso-
men ihren VSG-Mantel, so dass die Zahl der Trypanosomen im Blut zwar abnimmt
aber die Trypanosomen nicht vollstandig verschwinden. Aus diesem repetitiven Vor-
gang aus der Dezimierung der mit Antikorper markierten Parasiten und dem klonalen
Hochwachsen der Trypanosomen mit einem neuen VSG-Mantel ergeben sich zusam-
men mit der Dichteregulation der Parasiten ein Wellenférmiger Verlauf der Parasitamie
(Abb. 6) [Hiepe et al., 2006]; [Reuner et al., 1997]; [Frey, 2012]. Das VSG-Switching ge-
wahrleistet so ein permanentes Entkommen vor dem Immunsystem und eine persistente
Infektion. Die Antigenvariation verhindert auflerdem die Entwicklung eines Impfstoffes
gegen Trypanosomen [Frey, 2012]. VSG ist auf der Oberfliche der Trypanosomen extrem
dich gepackt, denn es finden sich ca 107 identische VSG Molekiile pro Zelle [Englund,
1993], [Black et al., 2010], die etwa 5 * 105 Homodimere bilden [Mehlert et al., 2002].
Die stdbchenformigen Molekiile von 12 - 15 nm Lénge [Vickerman, 1969] sind mit ei-
nem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in die Plasmamembran insertiert [Eng-
lund, 1993]. Der Antigenwechsel ist ein Prozess, der bei einem von 10.000 Parasiten
vorkommt [Aitcheson et al., 2005]. Es gibt etwa 1000 nicht exprimierte VSG Gene im
Trypanosomen-Genom. Von diesen sind nur 7 % voll funktionsfihig wohingegen 9 %
atypisch sind, 66 % sind Pseudogene und 18 % Genfragmente, die meist nur fiir den C-
Terminalen Teil vom VSG kodieren [Berriman et al., 2005]. VSG ist ein Preproprotein
mit einer N-Terminalen Signalsequenz und einer hydrophoben C-Terminalen Doméne,
welche Posttranslational durch einen GPI-Anker ersetzt wird [Kang et al., 2002]. Die-
ser Membrananker-Austausch wird tiber eine Transamidase vermittelt [Udenfriend and
Kodukula, 1995]. Das N-Terminale Signal dirigiert das naszierende Polypeptid durch
das raue Endoplasmatische Retikulum (rER) Membran in das Lumen des ER und wird

cotranslational entfernt [McConnell et al., 1981].
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Abbildung 5: Zeitlicher Verlauf der Trypanosomenkonzentration im Blut eines Patienten
[Hiepe et al., 2006].

1.5.1.2 Tubulin

Trypanosomen enthalten eine Anzahl an mikrotubuldren Strukturen darunter die Axo-
neme und den Basalkérper [Sherwin et al., 1987]. Die Tubulin Gen-Familie besteht aus
drei verschiedenen aber hoch konservierten Unterfamilien alpha-, beta- und gamma-
Tubulin. Von den drei Varianten kommen alpha- und beta-Tubulin am haufigsten in
eukaryontischen Zellen vor und wurden intensiv untersucht. Heterodimere von diesen bei-
den Proteinen sind der Hauptbestandteil von Mikrotubuli die, wiederum wichtig fiir den
Aufbau von Flagellum, Zilie, dem Spindelapparat und dem Zytoskelett von Eukaryonten
sind [Keeling and Doolittle, 1996]. Gamma-Tubulin wurde erst spater entdeckt [Oakley
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and Oakley, 1989] und seine Funktion ist weniger klar obwohl es auch eine wichtige Rolle
im Mikrotubuli-organisierendem Zentrum spielt [Oakley et al., 1990]; [Zheng et al., 1991]
und auch bei anderen Prozessen von Bedeutung ist [Gard, 1994]; [Lajoie-Mazenc et al.,
1994]. Mitte der Neuzigerjahre wurden zwei weitere Tubulin Familienmitglieder vorge-
schlagen, das so genannt delta-Tubulin und das epsilon-Tubulin [Burns, 1995]. Dabei
unterscheiden sich die Sequenzen sehr stark von denen der bekannten Tubuline [Keeling
and Doolittle, 1996]. Mikrotubuli sind polare zytoskelett-Filamente, die sich durch die
ganze Zelle zichen kénnen und Verbindungen aus alpha-beta-Heterodimeren sind [Ham-
mond et al., 2008].

1.5.2 Lysozym

Hithnereiweif§ Lysozym (Hen-egg-white Lysozyme, HEWL) war das erste Enzym, des-
sen Struktur durch Kristallstrukturanalyse bestimmt werden konnte [Blake et al., 1965].
HEWL macht etwa 3.4 % aller Hiithnereiweifl-Proteine aus. Es besteht aus 129 Ami-
nosauren und hat eine Masse von 14.3 kDa. Es gibt vier Disulfidbriicken im HEWL
und es hat einen isoelektrischen Punkt von 10.7 [Mine, 1995]. Die FAO und die WHO
haben zusammen mit vielen Landern, darunter Deutschland, die gesundheitliche Unbe-
denklichkeit von Lysozym anerkannt und billigen seinen Einsatz im pharmazeutischen
und therapeutischen Bereich [Cunningham et al., 1991]. Frisches Gemiise, Fisch, Fleisch,
Friichte sowie Meeresfriichte konnen durch eine Behandlung der Oberfliche mit Lyso-
zym konserviert werden [Mine et al., 2004]. In Kombination mit EDTA kann Lysozym
effektiv die Bakterienvermehrung in einigen Fleischprodukten wie Wiirstchen, Salami,
Schweine- oder Rinderfleisch verhindern [Bolder, 1997]; [Hughey et al., 1989]. Zusétz-
lich zu seiner bakteriolytischen Wirkung wurden viele andere biologische Funktionen
tiber das Lysozym berichtet, so auch die inaktivierung bestimmter Viren [Jolles and
Jolles, 1984], potenzielle antibiotische Effekte [El-Nimr et al., 1981], Enziindungs- und
antihistaminische Effekte [Ossermann et al., 1974], direkte Aktivierung von Immunzel-
len [LeMarbre et al., 1981] und Antitumor Aktivitat [Sava et al., 1988]. Lysozym gehort
zu einer Klasse von Enzymen, die die Zellwand von Gram positiven Bakterien lysiert,
indem es die 3(1-4) Bindung zwischen N-Acetylmuraminsidure und N-Acetylglucosamin
aus Peptidoglycanen, die in der Zellwand von Bakterien vorkommen, spaltet [Mine et al.,
2004]. Es ist sehr effektiv gegen bestimmt Gram positive Bakterien, wie Staphylococcus
aureus, Micrococcus lysodeikkticus, Bacillus cereus, Bacillus stearothermorphilus, Clostri-
dium thermosaccarolyticum und Clostridium tyrobutyricum [Cunningham et al., 1991],

ist aber weitgehend uneffektiv gegen Gram negative Bakterien [Mine et al., 2004]. Das
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antimikrobielle Spektrum von Lysozym kann verbreitert werden durch Behandlung der
Target Bakterien in einer Vielzahl von Wegen. Eine Vorbehandlung mit chelatbilden-
den Mitteln wie EDTA sensibilisiert einige Gram negative Bakterien fiir die Behandlung
mit Lysozym [Samuelson et al., 1985]. Zusammen mit Dextran zeigt Lysozym eine er-
hohte Aktivitdt gegen Gram positive wie Gram negative Bakterien besonders, wenn die

Temperatur wihrend der Behandlung erhéht wird [Nakamura et al., 1990].

1.5.3 Myoglobin

Myoglobin ist ein globuldres Ham-Protein, das im Herz- und Skelettmuskel von Tieren
gefunden werden kann [Faustman and Phillips, 2001]; [Ordway and Garry, 2004]. Die
Konzentration und der Redoxzustand des Myoglobins bestimmen weitgehend, die Farbe
des Muskels. Die Konzentration ist abhéngig von der Genetik und der Umgebung in
der das Tier lebt [Giddings and Hultin, 2009]; [Livingston and Brown, 1982]; [Faustman
et al., 1996]. Myoglobin bindet reversibel Sauerstoff an seine Himgruppe, genau gesagt
an den Eisenkomplex im Porphyrin-Ring. Myoglobin ist ein Sauerstoffspreicher-Protein
im Muskel und puffert aulerdem die intrazellulare Sauerstoffkonzentration, wenn die
Muskelaktivitat steigt [Ordway and Garry, 2004]. Myoglobin ist ein zytosolisches Ham-
protein, dass aus einer einzigen Polypeptidkett besteht, die 154 Aminosduren enthélt.
Myogobin erhielt seinen Namen aufgrund seiner funktionellen und strukturellen Ahn-
lichkeit zu Hamoglobin [Kendrew et al., 1954]; [Wittenberg and Wittenberg, 1989]. Evo-
lutionédr betrachtet stammen Hamogobin und Myoglobin von einen einzigen Urgen ab.
Wie Hamogobin, bindet Myoglobin reversibel Sauerstoff und erleichtert so den Sauer-
stofftransport von den roten Blutkorperchen zu den Mitochondrien wahrend Perioden
der gesteigerten metabolischen Aktivitat oder dient als Sauerstoff-Reservoir wahrend
hypoxischen oder anoxischen Zustidnden. Im Gegensatz zu Hamoglobin ist Myoglobin
ein Monomer mit einer einzigen Sauerstoffbindestelle. Myoglobin hat eine hyperbolische
Sauerstoffsattigungskurve statt der sigmoidal geformten Sattigungskurve beim tetrame-
ren Hdmoglobin [Ordway and Garry, 2004]. Die Struktur von Myoglobin wurde erstmals
von Kendrew et al. aufgekliart [Kendrew et al., 1958]; [Kendrew et al., 1960]; [Ken-
drew, 1963]. Myoglobin besteht aus acht a-Helice und es bindet ein Sauerstoff-Molekiil
tiber die Himgruppe. Diese prosthetische Gruppe ist zwischen zwei Histidinen (His64
und His93) positioniert. Das Eisenion hat sechs Liganden, vier davon werden durch
die Pyrrol-Stickstoffatome aus dem Porphyrin-Ring gebildet. Die Imidazol-Seitenkette
des Histidins93 stellt den fiinften Liganden, der die Hamgruppe stabilisiert. Der sechste

Ligand ist im Desoxymyoglobin unbesetzt und dient als Bindeposition fiir Sauerstoft,
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aber auch fiir andere potentielle Liganden, wie Kohlenstoffmonoxid oder Stickstoffmon-
oxid [Ordway and Garry, 2004].

1.5.4 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein wandlungsfahiges humapthogenes Bakterium,
das eine vielzahl von Erkankungen auslost. Angefangen bei relativ milden infektionen der
Haut und des Weichgewebes bis hin zu lebensbedrohlicher Sepsis [Lowy, 1998]. Das Auf-
treten Antibiotikaresistenter Keime ist aktuell ein grofles Problem, besonders in Kran-
kenhdusern. Allein in den USA traten 2002 geschéitzte 1,7 Millionen nosokomiale Infek-
tionen auf. Etwa 99.000 von ihnen fiihrten zum Tod [Klevens et al., 2007]. USA300 ist
der am weitesten verbreitete Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) Erre-
ger auf dem amerikanischen Kontinent. Er kommt auch in Europa, Asien und Ozeanien
vor [Yamamoto et al., 2010]; [DeLeo et al., 2010]. Multi-drug resistente Organismen
stellen eine grofle Herausforderung dar, daher ist die Vermeidung der Verbreitung von
diesen Erregern in Gesundheitseinrichtungen von grofler Bedeutung. Wahrscheinlich hat
keiner dieser Organismen mehr Aufmerksamkeit auf sich gezogen als methicillin-resistant
Staphylococcus aureus [Kallen et al., 2010]. Mit MRSA infizierte Patienten werden iso-
liert behandelt und es werden besondere Hygienemafinahmen ergriffen [Dissemond et al.,
2005].

1.5.4.1 Acriflavin resistance protein B

Das Acriflavin resistance protein B (AcrB) aus MRSA ist ein Mitglied der Resistance
Nondulation Cell Divison (RND) Superfamilie, deren Mitglieder ubiquitar in Bakteri-
en, Archaeen und Eukaryonten gefunden werden kénnen. Die Hauptfunktion ist die des
Proton/Substrat Antiporters [Saier et al., 2001]. Medikamentenresistenz wahrend ei-
ner Infektions- oder Krebsbehandlung ist oft eine Folge von einer Uberproduktion eines
Efflux Transporters, dies fithrt zu einer abnehmenden Konzentration von Antibiotika
oder Chemotherapeutika in der Zelle [Li and Nikaido, 2004]; [Ambudkar et al., 2006].
Effluxpumpen koénnen vom ABC Typ sein, der die freie Energie der ATP Hydrolyse
nutzt oder sie konnen Transporter sein, die die Protonenbewegung ausnutzt, um ei-
ne Verdrangung des Wirkstoffs zu erreichen. ABC-Typ Transporter sind vorherschend
in Eukaryonten, wihrend Prokaryonten hauptséchlich HT /Wirkstoff Transporter nutz-
ten. In Gram-positiven Bakterien wird die Resistenz héufig durch die Major-Facilitator-

Superfamilie vermittelt [Markham and Neyfakh, 2001]. In Gram-negativen Bakterien
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spielen RND Typ Effluxpumpen eine bedeutende Rolle [Li and Nikaido, 2004]; [Poole,
2004]. Die erste Struktur einer RND Pumpe, die aufgeklart wurde, war die von AcrB
(3.5 A Auflésung), dazu hat man ein Kristall verwendet, der in einem trigonalen Kris-
tallsystem und der Raumgruppe R32 gewachsen war [Murakami et al., 2002]. AcrB und
seine Homologe sind die wichtigsten Effluxpumpen in Gram-negativen Bakterien und
sorgen fir eine multiple drug Resistenz, wenn sie iiberproduziert werden [Poole et al.,
1993]; [Ma et al., 1994]; [Okusu et al., 1996]; [Poole, 2001]. AcrB wirkt mit einem dufleren
Membranprotein, TolC, und einem Membranfusionsprotein AcrA zusammen [Dinh et al.,
1994]; [Paulsen et al., 1997]; [Tikhonova and Zgurskaya, 2004]. Dieser dreigeteilte Kom-
plex exportiert eine breite Vielfalt von Antibiotika, Antiseptika, Antikrebsmittel und
anderen toxischen Verbindungen aus der Zelle heraus. Diese Reaktion wird durch eine
Protonenbewegung angetrieben [Zgurskaya and Nikaido, 1999]; [Sulavik et al., 2001]. In
diesem Komplex aus AcrA, AcrB und TolC, bestimmt die innere Membrankomponente,
AcrB, die Substratspezifitdt und exportiert aktiv die Substrate [Zgurskaya and Nikai-
do, 2000]. Ein AcrB-Durg Komplex besteht aus drei asymetrischen Protomeren, von
denen jedes eine unterschiedliche Konformation besitzt, die je einem der drei Zustande
des Transportzyklus entspricht. Eintritt, Bindung und Verdrangung [Lomovskaya et al.,
2007]. Das gebundene Substrat kann in der aromatischen Bindetasche in nur einem der
drei Protomere gefunden werden. In dieser Tasche gibt es viele aromatische Aminosauren,
so dass hydrophobe Substrate leicht gebunden werden kénnen [Murakami et al., 2006].
Der Transportmechanismus beruht auf einem dreistufigen Rotationssystem [Murakami,
2008].

e Im ersten oder Zugangszustand ist der Vorraum zum Periplasma hin geoffnet. Die
Bindetasche ist in einem geschrumpften Zustand. Jetzt haben potentielle Substrate

Zugang zu dem Vorraum.

e Im zweiten oder Bindezustand, ist der Vorraum immer noch offen und die Binde-
tasche ist ausgedehnt, um ein Substrat aufnehmen zu kénnen. Wirkstoffe konnen
in den Vorraum von oberhalb der Membran eintreten, bewegen sich durch den
Aufnahmekanal und bleiben in der Substrat-Bindetasche. Zu diesem Zeitpunkt ist

der Ausgang durch eine zentrale Helix blockiert.

e Im dritten oder Verdriangungszustand ist der Vorraum geschlossen und der Aus-
gang geodffnet, die zentrale Helix ist nicht mehr im Weg. Der Wirkstoftf wird aus

der schrumpfenden Bindetasche in den freien Kanal von TolC gedriickt.
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Nach der Verdriangung des Substrates, dreht das Protomer zuriick in den Zugangszu-
stand, um das nédchste Substrat aufnehmen zu kénnen. Diese strukturelle Verdnderungen

sind an eine Protonenbewegung gekoppelt (Abb. 5) [Murakami, 2008].

A

Abbildung 6: Darstellung eines rotationsbasiertem Transportmechanismus von AcrB.
Die Konformationszustande loose (L), tight (T) und open (O) sind blau,
gelb und rot dargestellt. (A) Seitenansicht eines AcrB-Trimers. AcrA und
TolC sind in hellgrin bzw. hellviolett angedeutet. (B) Die seitlichen Ein-
karbungen in dem L und T Monomer stehen fiir die Substrat-Bindetasche.
Die verschiedenen geometrischen Strukturen spiegeln niedriege (Dreieck),
hohe (Rechteck) oder keine (Kreis) Affinitét von dem zu transportierendem
Substrat zur Bindetasche wider. Im ersten Schritt des Zyklus bindet ein
Monomer ein Substrat (hier: Acridin)dies entspricht der L Konformation.
Als néchstes findet eine Umwandlung in den T Zustand statt, das Substrat
ist in der hydrophoben Bindetasche. SchliefSilich wird das Substrat in den
Schlot von TolC freigelassen (O Konformation) [Pos, 2009].
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1.5.5 Cathepsin B

Cathpesin B ist eine lysosomale Cysteinprotease aus der Papain Familie. Es ist ein 30
kDa Protein und fungiert als Proteinase. Dabei spaltet es innere Peptidbindungen, wobei
es grofle hydrophobe Seitenketten im Substrat bevorzugt. Zusétzlich zu seiner Protein-
aseaktivitdt hat Cathepsin B eine Peptidyldipeptidase-Aktivitat, durch die Dipeptide
vom C-Terminus eines Proteins abgespallten werden. Fiir diese Aktivitat ist der occlu-
ding loop verantwortlich, der einzigartig in Cathepsin B ist. Dieser loop blockiert teilwei-
se das aktive Zentrum und positioniert gleichzeitig den positiv geladenen imidazolring
eines Histidins (His111) am C-Terminus eines Substrates, um deren negative Ladung
zu erkennen. Der occluding loop ist allerdings nicht starr, sondern kann andere Konfor-
mationen annehmen und so die Bindetasche frei machen und Cathepsin B kann dann
als Endoprotease wirken [Mort and Buttle, 1997]. Cathepsin B ist eine weniger effektive
Endoprotease als andere Mitglieder der Papain-Familie, vermutlich wegen der Energie,
die aufgebracht werden muss, um eine Konformationsénderung des occluding loops zu
erreichen [Cygler et al., 1996]. Preprocathepsin B wird von einem einzigen Gen kodiert,
es wird am rauen ER gebildet, dabei wird das Signalpeptid co-translational abgespalten.
Als néchste erfolgt der Transport zum Golgi-Apparat, das Enzym wird glycosyliert und
das glycosylierte Enzym kann dann von einem Mannose-6-phosphat Rezeptor im Trans-
Golgi-Apparat erkannt werden. Der Transport von Procathepsin B zu einem Lysosom
ist rezeptor-vermittelt. In diesem Kompartiment wird das Enzym durch Abspaltung des
Propeptids aktivert. Wahrend des Transports wird das Transportvesikel angesauert. Die
Anséduerung 16st auch die proteolytische Prozessierung des Proenzyms aus, mit der Frei-
setzung des Propeptides. Bis zu diesem Zeitpunkt ist das Enzym inaktiv um Schéden
an der Biosynthese-Maschinerie der Zelle zu vermeiden [Mort and Buttle, 1997]. Es gibt
Ergebnisse die zeigen, dass die Aktivierung eine unimolekularer Autoprozessierung ist,
intermolekulare Prozessierung durch Cathepsin B oder andere Proteinasen kénnen ein
alternativer Mechanismus sein [Rowan et al., 1992]. Zusétzlich zu seiner Funktion als
Enzym-Inhibitor, stabilisiert das Propeptid das Cathepsin B. Der Verlust des Propep-
tids fithrt zu einer Instabilitdt, des Enzyms bei neutralem oder alkalischem pH-Wert.
Trotz der harschen Bedingungen im Lysosom betréigt die Halbwertszeit der meisten 16s-
lichen lysosomalen Proteine tiber 24 h. Ein Prolin am N-Terminus ist eine bestandig
anzufindende Aminosaure von lysosomalen Cysteinproteasen. [Mort and Buttle, 1997].

Wahrscheinlich beschiitzt diese Aminosaure sie vor dem Abbau durch Aminoproteasen,
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die generell keine Prolinreste mogen. Auch Cathepsin B iibersteht die Bedingungen im
Lysosom nicht vollstdndig unbeschadet. Es kann in zwei verschiedene Abbauprodukte
umgesetzt werden. Dabei wird das einzelne Peptid in eine zweikettige Form umgewan-
delt, wobei ein Dipeptid abgespalten wird. Die zweikettige Form wird dabei iiber eine
Disulfid-Briicke zusammengehalten [Mort and Buttle, 1997].

2 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit, sollte eine Methode gefunden werden, nach der es mdoglich
war Proteine in wvivo zu kristallisieren. Dabei sollte ein moglichst allgemeiner Ansatz
gefunden werden, nachdem verschiedene Proteine in lebenden Insektenzellen kristallisie-
ren. Dazu wurden Hithnereiweifl Lysozym, humanes Cathepsin B, Staphylococcus aureus
Acriflavin resistance protein B, Pottwahl Myoglobin und die trypanosomalen Proteine
Variant surface glycoprotein und Tubulin in Sf9 Zellen exprimiert und auf ihre Fahigkeit
untersucht in vivo Kristalle zu bilden. Es wurden gezielt verschiedenartige Proteine ge-
nommen um eine grofle Bandbreite an Proteinen zu untersuchen und so die Bedingungen
allgemeingiiltig optimieren zu konnen. Auflerdem sollten die in fritheren Arbeiten bereits
kristallisierten Protein ThIMPDH und ThCatB erneut untersucht werden. Dabei sollte
gezeigt werden, ob ThIMPDH auch in einer, am N-Terminus um neuen Aminosduren
gekiirzten Form kristallisiert. ThCatB sollte ohne das Propeptid aber mit Signalpeptid
in Insektenzellen exprimiert werden. Hierzu sollten diese Proteine mit Hilfe des Baculo-
virus Expressionssystems in Sf9 (Spodoptera frugiperda) Insektenzellen exprimiert wer-
den. Anschliefend sollten die hergestellten in vivo Kristalle isoliert und mit Hilfe von
Western-Blot und Massenspektrometrie charakterisiert werden. Unter Berticksichtigung
des Einflusses der MOI, der Zelldichte, der Temperatur und der Generationszahl der In-
sektenzellen sollten die optimalen Bedingungen fiir die in vivo Kristallisation gefunden

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterien

Fiir die Klonierung wurden kompetente Zellen des Stammes NEB Turbo Competent E.
coli (High Efficiency) eingesetzt. Zum Herstellen rekombinanter Viren wurden DH10-Bac
Zellen (Invitrogen) verwendet.

3.1.2 Insektenzellen

Fiir die heterologe Expression von Proteinen wurden Sf9 Zellen aus Spodoptera frugiperda
eingesetzt.

3.1.3 Antikorper

Tabelle 2: Liste der eingesetzten Antikorper.

Antikorper Hersteller
6-His-Antibody (Rabbit) Biomol, Hamburg
Cathepsin B Polyclonal (Rabbit) Chemicon International

Cathepsin B Human Liver (Rabbit) Calbiochem
VSG221-Antibody (Rabbit) Labor Prof. Dr. M. Duszenko
Anti-Rabbit IgG alkaline
phosphatase conjugate Sigma Aldrich, Minchen

3.1.4 Chemikalien

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien.
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Produkt Hersteller
6X DNA Loading Dye Thermo Scientific, Karlsruhe
Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agar-Agar Roth, Karlsruhe
Agarose Biozym, Oldendorf
Ampicillin Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Bradford-Reagenz
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP)
Coomassie brilliant blue G-250
Complete Proteaseinhibitor
Eisessig (100 %)

Ethanol (100 %)
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd (37 %)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Gentamycin
Glutaraldehyd
Glycerin (99 %)

Glycin
Hefeextrakt
[-PER Insect Cell Protein Extraction Reagent
Isopropanol
Isopropylthiogalactosid (IPTG)
Kanamycin
Kaliumhydroxid
Magermilchpulver
Methanol (100 %)

Midori Green Advance DNA stain
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (Plétzchen)
Natriumthiosulfat-5-hydrat (NayS203 x 5 HyO)
Nitro blue tetrazolium chloride (NBT)
Osmiumtetroxid
PageRuler Prestained Protein Ladder
PBS Tabletten

Roth, Karlsruhe
BioRad Laboratories, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Thermo scientific, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Thermo scientific, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen

Nippon Genetics Europe, Dueren

Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Plano, Marburg
Thermo scientific, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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Produkt Hersteller
Pepton Roth, Karlsruhe
Propylenoxid Plano, Marburg
Proteinladepuffer Roti-Load (4fach, reduzierend) Roth, Karlsruhe
Rotiphorese (Acrylamid) Roth, Karlsruhe
Salzsédure (HCI) Merck, Darmstadt
Sucrose Sigma-Aldrich, Miinchen
TEMED p.a. Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Miinchen
Tris Roth, Karlsruhe
Tween 20 Roth, Karlsruhe
5-Brom-4-chlor-3-indoyl-8-D-galactopyranosid (X-Gal) Roth, Karlsruhe
X-TremeGene HP DNA Transfection Reagent Roche, Mannheim

3.1.5 Plasmide

Zur Subklonierung wurde das CloneJET PCR Cloning Kit mit dem Vektor pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific, Karlsruhe). Fir die Herstellung des rekombinanten Virus in den In-

sektenzellen wurden die Vektoren des Bac-to-Bac®-Kits verwendet, pFastBacl, pFastBac-
HTb
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Abbildung 7: Karte des Vektors pFastBac 1. https://www.embl.de

3.1.6 Primer

1. Fiir die Expression von Lysozym in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-HEWL: 5-GGATCCATGAAAGTATTTGGCCGTTGCGAGCT-3’
rv-Not-HEWL: 5’-GCGGCCGCTTACAGACGGCAGCCTCGAA-3’

2. Fir die Expression von humanem CatB in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-HCatB: 5-GGATCCATGTGGCAGCTCTGGGCCTCC-3’
rv-Xhol-HCatB: 5’-CTCGAGTTAGATCTTTTCCCAGTACTGAT-3’
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3. Fiir die Expression von Acriflavin resistance protein B in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-Xbal-AcrB:
5-GGATCCTCTAGAATGATAAAAAAGCTATTACAATTTTCTTTAG-3’
rv-HindII1-Xhol-AcrB:
5-AAGCTTCTCGAGCTATCGTTTAGTGAATCGTTTTTTTA-3’

4. Fur die Expression von Variant Surface Glycoprotein (TbVSG) in Sf9 Insektenzel-

len

fw-BamHI-VSG: 5-GGATCCATGCCTTCCAATCAGGAGGCCCG-3’
rv-Xbal-KDEL-VSG:
5-TCTAGATTAAAGTTCATCCTTAAAAAGCAAAACTGCAAGCCA-3’

5. Fir die Expression von Alpha-Tubulin (TbTubulin) in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-Tubulin: 5-GGATCCATGCGTGAGGCTATCTGCATCCACAT-3’
rv-HindIII-Tubulin: 5-AAGCTTCTAGTACTCCTCCACATCCTCCTCAC-3’

6. Fiir die Expression von ThIMPDH in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-IMPDH-9AS: 5-GGATCCATGACGCTGCGGGACGGTACCAC-3’
rv-NotI-IMPDH: 5-GCGGCCGCTTAGAGCTTCGAGGCAAAGAGTTTCC-3’

7. Fiir die Expression von ThCatB in Sf9 Insektenzellen
fw-BamHI-SP-CatB: 5-GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCT
GCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCG
CCGTAAACGCCCTTCCCAGCAGCTTCGATTCCGCT-3’
rv-Xhol-ThCatB: 5-TAACTCGAGCTACGCCGTGTTGGGTG-3’

3.1.7 Kits

Tabelle 4: Liste der eingesetzten Kits.
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Produkt Hersteller
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Plasmid Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
DNeasy Blood and Tissue Kit Qiagen, Hilden
Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System | Invitrogen, Karlsruhe

3.1.8 Medien

3.1.8.1 Insektenzellen

Fiir die Insektenzellenkulturen wurde EX-Cell® 420 Serumfreies Medium ohne L-Glutamin
(Sigma-Aldrich, Miinchen) verwendet. Dieses Medium wurde auch fiir die Lipofektion

benutzt.

3.1.8.2 Bakterien

LB-Medium, pH 7.4

Hefeextrakt 0,5 %

NaCl 0,5 %

Pepton 1 %

Die Bestandteile wurden in destilliertem Wasser gelost, mit Natronlauge auf pH 7,4
eingestellt und autoklaviert. Gegebenenfalls wurde das Medium entweder mit 50 pg/ml
Ampicillin (aus 1000x Stammlésung in 70 % Ethanol) oder 50 pug/ml Kanamycin (aus
1000x Stammlosung in Wasser, sterilfiltriert), 7 ug/ml Gentamycin (aus 1000x Stamm-
16sung in Wasser, sterilfiltriert) und 10 pg/ml Tetracyclin (aus 1000x Stammlosung in
70% Ethanol) versetzt.

SOC-Medium, pH 7
Hefeextrakt 0,5 %
Trypton 2 %

KCl1 2,5 mM

NaCl 10 mM

MgCly 10 mM

MgSO,4 10 mM
Glucose 20 mM
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Die Bestandteile wurden in destiliertem Wasser gelost und mit Salzsdure auf pH 7 ein-

gestellt und autoklaviert.

LB-Agarplatten Die Kultivierung von E. coli auf Festmedium wurde mit 2% Agar-
platten durchgefiihrt. Die Platten wurden vor Gebrauch aus 2x LB-Medium und einer
4% Agarlosung frisch hergestellt. Vor dem Gieflen wurde das Medium mit Ampicillin

bzw. mit Kanamycin, Gentamycin und Tetracyclin, X-Gal und IPTG versetzt.

3.1.9 Puffer und L6sungen

3.1.9.1 Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x) pH 8
Tris/Acetat 40 mM
EDTA 1 mM

Agarose Gel

TAE-Puffer (1x)

Agarose 1 %

Midori Green Advance DNA stain 0,05 %

3.1.9.2 Proteine

RIPA-Lyse-Puffer pH 7,4

1 mM EDTA

50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

0,01 % (w/v) Natriumazid

0,1 % (w/v) SDS

0,25 % (w/v) Natriumdeoxycholat

1 % (v/v) Igepal CA-630 (frither NP-40)

Kristall-Solubilisierungs-Puffer pH 1,5
1% Triton X-100
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Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7,4

KH;PO4 2,3 mM
NayHPO4 x 2H,0 7,7 mM
KCI 8,7 mM

NaCl 120 mM

Tris Buffered Saline (TBS) pH 7,4

KCI 2,7 mM
Tris-HCI 25 mM
NaCl 137 mM

3.1.9.3 Puffer fiir SDS-PAGE-Gele

SDS-PAGE-Gele

Tabelle 5: Zusammensetzung von vier 10% Gelen.

Losung

Sammelgel (5 %)

Trenngel (10 %)

Wasser (bidest.)
Acrylamid 30 %
1M Tris-HCI (pH 8,8)
1M Tris-HCI (pH 6.8)
10 % SDS
10 % APS
TEMED

8,4 ml
2,0 ml

1,5 ml
120 pl
60 pl
12 pl

6,6 ml
7,6 ml
8,6 ml

228 pl
78 pl
24 pl

Laufpuffer pH 8,3 (10fach)
SDS 10 g

Tris 30 g

Glycin 144 g

3.1.9.4 Puffer fiir Western Blot

Waschpuffer pH 7,4
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Tween20 0,1 %
Tris-HCI 10 mM
NaCl 150 mM

Transferpuffer pH 9,0 - 9,4
Glycin 39 mM

Tris 48 mM

SDS (10 %-Lsg.) 0,375 %
Methanol 20 %

Blockinglosung
Milchpulver 3,5 g
PBS (2fach) 31,5 ml

AP-Puffer
MgCly 10 mM
NaCl 20 mM
Tris-HCI 150 mM

Western Blot Entwicklungslosung
BCIP 0,38 mM (28,16 mg/ml in DMF)
NBT 0,40 mM (32,7 mg/ml in 70 % DMF)
ad 100 ml AP-Puffer

3.1.9.5 Puffer fur Silberfarbung

Fixierlosung

Essigsaure 24 ml

Ethanol 80 ml

ad 200 ml Wasser (bidest.)

Waschlosung (Silberfarbung)
Ethanol 50 %
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Impragnierlosung
Natriumthiosulfat (10 %-Lsg.) 400 ul
ad 200 ml Wasser (bidest.)

Silberinkubationslosung
Silbernitrat 0,1 g
Formaldehyd (37 %) 37 ul
ad 50 ml Wasser (bidest.)

Silberfarbung-Entwicklungslésung
Natriumcarbonat 6 g
Natriumthiosulfat (10 %-Lsg.) 4 ul
Formaldehyd (37 %) 50 pl

ad 100 ml Wasser (bidest.)

Stopp-Lsg.

Ethanol 80 ml

Essigsaure (100 %) 24 ml
ad 200 ml Wasser (bidest.)

Geltrockenlosung
Glycerol (87 %) 11,5 ml
Ethanol 125 ml

ad 500 ml Wasser (bidest.)

3.1.9.6 Puffer fur Coomassie-Farbung

Coomassie-Farbelosung

Coomassie brilliant blue G-250 300 mg
Essigsaure 70 ml

Methanol 405 ml

ad 1000 ml Wasser (bidest.)

Entfarbelosung
Essigsaure 100 ml
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Methanol 400 ml
ad 1000 ml Wasser (bidest.)

3.1.9.7 Sonstige Lésungen

Tabelle 6: weitere verwendete Losungen.

Produkt

Hersteller

Buffer BamHI
Buffer Tango
GeneRuler 1kb DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo scientific, Karlsruhe
Thermo scientific, Karlsruhe
Thermo scientific, Karlsruhe

Thermo scientific, Karlsruhe

3.1.10 Sonstige Materialien

Tabelle 7: zusitzlich verwendete Materialien.

Produkt

Hersteller

10 kDa NMWL Zentrikons

Eppendorfgefifie (1,5 und 2 ml)
Falcon Tubes (15, 50 ml)
Kryordhrchen (1,5 ml)
Plastikkiivetten 10 x 10 x 45 mm
PCR-Eppendorfgefaf
Schott-Glasflaschen (50 ml - 1000 ml)
Zellschaber

Millipore, Schwalbach

CellMASTER Polystyrol Filter Rollerflasche Greiner, Frickenhausen
CELLSTAR Filter Top Zellkultur Flaschen Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht
Roth, Karlsruhe
Fischer Scientific, Ulm
TPP, Trasadingen (Schweiz)

3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde nach den Angaben des Herstellers durch-

gefiithrt. Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) Das PCR-Programm lautet:
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Tabelle 8: PCR-~-Programm fiir Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.

Temperatur (°C) | Dauer (sek)
Hot Start 98 30
Denaturieren 98 8
Annealing 53* 25
Extension 72 180**
30 Zyklen
Finale Extension 72 600
Kiihlen 4 00

* abhanging vom jeweiligen Primer

** abhéngig von der Liange des jeweiligen Gens

HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) lautet das PCR-Programm:

Tabelle 9: PCR-Programm fiir HotStarTaq DNA Polymerase.

Temperatur (°C) | Dauer (min)
Hot Start 95 15
Denaturieren 94 1
Annealing 56* 1
Extension 72 JHk
35 Zyklen
Finale Extension 72 10
Kiihlen 4 00

* Abhinging vom jeweiligen Primer

** Abhangig von der Lange des jeweiligen Gens

3.2.1.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese

Es wurden 0,5 g Agarose mit 50 ml 1x TAE-Puffer versetzt (1 % Agarosegel) und
im Mikrowellenherd erhitzt bis eine klare Losung entstand. Das Agarosegel wurde mit
Midori Green Advanced DNA stain versetzt und in eine Flachbettkammer ausgegossen.

Die aufzutragenden Proben (20 pl) wurdem mit 4 pl Laufpuffer (5x) versetzt und dann
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in die Geltaschen gefiillt. Als Marker wurden 15 ul GeneRuler 1 kb DNA Ladder der Fir-
ma Thermo Scientific verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung wurde 50 min bei
einer Spannung von 90 V ausgefithrt und mittels Fluoreszenz-Anregung der gefarbten
DNA mit UV-Licht der Wellenldnge 312 nm ausgewertet.

3.2.1.3 Gelextraktion

Die iiber Gelektrophorese aufgereinigte DNA wurde mit einem Skalpell ausgeschnit-
ten und in ein Eppendorfgefafl tiberfithrt. Die Extraktion erfolgte mit dem QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

3.2.1.4 DNA Konzentrationsbestimmung

Fiir die Konzentrationsbestimmungen wurden UV-Absorptionsmessungen bei einer Wel-
lenlénge von 260 nm im Photospektrometer durchgefiihrt. Dabei entspricht ein Absorp-
tionswert von 1 AU bei einem Lichtweg von 1 ¢cm einer Konzentration von 50 pg/ml fiir
doppelstriangige DNA. Verunreinigungen durch Protein kénnen ausgeschlossen werden,
wenn bei einer Wellenldange von 260 nm der Faktor 1,5 bis 2 hoher ist als bei 280 nm.
Bei Plasmiden liegt zirkuldre doppelstrangige DNA vor. In diesem Fall wird die Kon-
zentration wie folgt berechnet

A260 x Verdimnungsfaktor x 0,05 = Plasmid-Konzentration (ug/ul)
3.2.1.5 Restriktionsverdau

Tabelle 9: Restriktionsverdau.

Komponente | Volumen (yul)
Templat (DNA) 10
Puffer 2
Enzym A 0,2
Enzym B 0,4
Wasser 7,4
Total 20

Die Restriktion der DNA wurde in einem PCR-Eppendorfgefafl durchgefithrt. Dazu wur-
de der Reaktionsansatz 4 h bei 37°C inkubiert.
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3.2.1.6 Minipraparation von Plasmid-DNA

Von positiven Kolonien auf einer LB-Agarplatte oder von Stabilaten wurden Ubernacht-
kulturen angesetzt. Jeweils 1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in ein 1,5 ml
Eppendorfgefafl tiberfithrt und 3 min mit 17.000xg (Microzentrifuge MC-13, Heraeus)
zentrifugiert. Die weiteren Reinigungsschritte erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden).

3.2.1.7 Minipraparation von Bacmid-DNA

Fiir das folgende Protokoll wurden die Puffer des Qiagen-Miniprep-Kits (s.o.) benutzt.
Von 6 ml einer Ubernachtkultur (LB-Medium, 50 ug/ml Kanamycin, 7 pg/ml Genta-
mycin und 10 pg/ml Tetracyclin) von positiv transformierten DH10Bac-Zellen, wurden
jeweils 1,5 ml in ein Eppendorfgefafl iiberfiihrt und fiir 3 min mit 17.000xg (Microzen-
trifuge MC-13, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang
wiederholt bis alle Bakterien pelletiert wurden. Das Bakterienpellet wurde in 300 ul P1-
Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 300 ul P2-Puffer erfolgte die alkalische Lyse, das
Eppendorfgefal wurde vier bis sechs mal invertiert und fiinf min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl N3-Puffer zur Neutralisation wurde erneut vier bis
sechs mal inkubiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz mit
17.000x g zentrifugiert um die ausgefillten Zellbestandteile abzutrennen. Der Uberstand
wurde in ein 2.0 ml Eppendorfgefaf iiberfithrt, welche zur DNA Fallung 800 ul eiskaltes
Isopropanol enthielt. Nach invertieren wurde der Ansatz 10 min auf Eis inkubiert. Dann
wurde der Ansatz 10 min bei 17.000x g bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand vorsich-
tig abgenommen. Das DNA Pellet wurde mit 0,5 ml eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen
und erneut bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das
Pellet unter der Sterilbank luftgetrocknet. Das Pallet wurde schliellich in 50 pl sterilem
EB Puffer resuspendiert. Die DNA wurde per PCR analysiert und in einem weiteren
Schritt transfiziert. Fir die Langzeitlagerung wurde die DNA bei -20°C eingefroren und

es wurden Stabilate hergestellt.
3.2.1.8 Ligation

Die Ligation wurde mit der T4-Ligase (Thermo Fisher) nach Angaben des Herstel-

lers durchgefithrt. Es wurden verschiedene Verhéltnisse (1:1 bis 1:3) von Plasmid zu
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Fragment-DNA eingesetzt. Abweichend von den Herstellerangaben wurde der Ligations-
ansatz fiir jeweils 1 h zyklisch bei 22°C, 16°C und 4°C tber Nacht inkubiert.

3.2.1.9 Transformation

Fir die Transformation wurden NEB Turbo Competent E. coli (NEB) und DH10Bac
Competent Cells (Thermo Fisher) verwendet. In Anlehnung an das Herstellerprotokoll

gab es einzelne Modifikationen:

e Hitze-Schock bei 42°C fir 45 sek.

Der Ansatz wurde auf Eis fur 2 min inkubiert

Zusatz von 200 pl SOC-Medium (900 gl fiir DH10 Zellen)

Inkubation im Eppendorfgefél bei 37°C im Shaker (150 rpm) fiir 1 h (4h bei DH10
Zellen)

Ausstreichen von 100 pl des Ansatzes auf einer LB-Platte mit Ampicillin (fiir DH10
Zellen mit Kanamycin, Gentamycin, Tetracyclin, IPTG und X-Gal)

3.2.1.10 Kolonie-PCR

Um zu iiberpriifen, ob eine Bakterienkolonie ein bestimmtes DNA-Fragment enthielt,
wurde die entsprechende Kolonoie fiir eine PCR verwendet. Fiir fiinf Reaktionen wurde

dazu folgender Mastermix angesetzt:

HotStar Taq Master Mix 50 ul
Sense Primer 5 pl

Anti-Sense Primer 5 pl

RNase freies Wasser 40 ul
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Von diesem Master Mix wurden jeweils 20 ul in eine PCR-Geféfl gegeben und die jeweili-
ge Kolonie mit einer Mikropipettenspitze gepickt und kurz in den PCR-Ansatz getaucht.
Als Negativkontrolle wurden 20 pl Master Mix ohne Zusatz von DNA verwendet. Als Po-
sitivkontrolle wurde bereits verifizierte Plasmid-DNA verwendet. Die PCR wurde nach
HotStarTaq-Protokoll (3.2.1.1) durchgefithrt und die Proben anschlieBend mit einem
Agarosegel tiberpriift.

3.2.1.11 E. coli Kulturstabilate

Nachdem eine Hauptkultur iiber Nacht in die stationare Phase eingetreten war, wurden
700 pl dieser Kultur mit 300 pl sterilem Glycerol (50 %) in ein Kryorohrchen tberfiithrt
und bei 77 K gelagert.

3.2.1.12 DNA-Sequenzierung

DNA Proben wurden iiber Gelextraktion gereinig und fiir eine Sequenzierung bei Euro-
fins Genomics eingesandt. Als Primer wurden Eurofins-Standardprimer verwendet bzw.
zu der Probe zugegeben und mitgesandt. Die erhaltenen Sequenzen wurden per Sequen-

zalignment mit der jeweiligen Gensequenz verglichen.

3.2.2 Kultivierung von Organismen

3.2.2.1 Bakterienzellkultur

Aufzucht auf Platten

Die Bakterienzellen wurden auf LB-Platten mit Ampicillin (50 pg/ml) bzw mit 50 pg/ml
Kanamycin, 7 pg/ml Gentamycin, 10 pug/ml Tetracyclin, IPTG und X-Gal iiber Nacht
bei 37°C kultiviert.

Aufzucht in Fliissigkultur
Die Bakterienzellen wurden in LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) bzw. mit Ka-
namycin (50 pg/ml), Gentamycin (7 pg/ml) und Tetracyclin (10 pg/ml) iber Nacht bei

37°C und 150 rpm (Schiittler) kultiviert.

Bestimmung der Bakterienzellzahl (ODgy, Messung)
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Die Zellzahl wurde spektrometrisch bei 600 nm gegen LB-Medium als Leerwert be-

stimmt.
3.2.2.2 Insektenzellkultur

Die Kultivierung und Transfektion der Spodptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen erfolge
nach den Vorgaben des Bac-to-Bac®-Kits. Es wurden aber einige Anpassungen vorge-

nominen
3.2.2.3 Aufzucht der Insektenzellen

Ein Kryoréhrchen mit 2 x 107 Sf9-Insektenzellen wurde dem Stickstoffbehélter entnom-
men und im Wasserbad bei 27°C erwarmt bis die Zellen vollstindig aufgetaut waren.
Das Rohrchen wurde von auflen mit 70 %igem Ethanol abegrieben und die aufgetauten
Zellen unter der Sterilbank in eine 25 cm? Zellkulturflasche mit 10 ml ebenfalls auf 27°C
vorgewarmtem Medium vorsichtig tiberfiihrt. Die vitalen Zellen sollten am Boden der
Kulturflasche als Monolayer adhérieren. Nach 45 min Inkubationszeit bei 27°C wurde
das Medium zusammen mit nicht anhaftenden Zellen abgenommen und durch frisches
ebenfalls auf 27°C vorgewarmtes Medium ersetzt. Die Kultur wurde wachsen gelassen,
bis etwa eine 90 %ige Konfluenz erreicht wurde und die Kultur fiir eine Passagierung

verwendet werden konnte.
3.2.2.4 Kultivierung von Monolayerkulturen

Die Kultivierung der Insektenzellen als adhérierende Monolayer erfolgte in Kulturfla-
schen verschiedener Grofle bei 27°C. Erreichten die Zellen eine 90 %ige Konfluenz, so
wurde das Medium verworfen und durch neues ersetzt. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber von der Oberflache der Kulturflasche abgeschabt und die Zellzahl mit Hilfe
einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Nach den Angaben in Tabelle 10 (3.2.2.4) auf-

gefiihrten Angaben wurden dann Monolayer-/Suspensions-Kulturen angesét.

Tabelle 10: Zelldichten fiir das Ansdhen verschiedener Monolayer.
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Gefafl Anzahl der Zellen Volumen des Mediums
25 cm?2-Flasche 1 x 107 10 ml
75 cm?-Flasche 3 x 107 20 ml
150 cm?-Flasche 6 x 107 40 ml

Die Passagierung erfolgte bis Passage 30, dann wurden frische Zellen aus Stabilaten

herangezogen (3.2.2.3).
3.2.2.5 Kultivierung von Suspensionskulturen

Fiir groflere Zelldichten wurden aus Monolayern, welche mindestens zweimal passagiert
worden waren, Suspensionskulturen mit einer minimalen Zellkonzentration von 5 x 10°
Zellen /ml angesit, welche in einem Schiittler bei 90 rpm und 27°C inkubiert wurden. Die-
se Zellen wurden standardméiBig zwei mal die Woche auf 1 x 10° verdiinnt. Es wurden
die gleichen Kulturflaschen wie bei den Monolayerkulturen verwendet. Die Kulturfla-
schen wurden in einem Winkel von 90° in den Schiittler fixiert. Dabei war darauf zu
achten, das Gefaflvolumen gegeniiber dem Kulturvolumen geniigend grof zu wéhlen, um
eine gute Sauerstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten. Es wurden keine Kulturen

angesetzt die grofler als 150 ml waren.

3.2.2.6 Herstellung von Stabilaten

Regelméfig wurden Zellen niedriger Passage als Stabilate eingefroren um geniigend fri-
sche Zellen als Reserve zur Verfiigung zu haben. Dazu wurde eine vitale Suspensions-
kultur ausgezahlt, abzentrifugiert und mit frischen Medium auf eine Dichte von 4 x 107
gebracht. Anschlieend wurden die Zellen mit kaltem Medium, welches 20 v/v% DMSO
enthielt, gemischt. Von dieser Losung wurden jeweils 1 ml in Kryorohrchen gegeben und
auf 4°C abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 12 h auf -20°C und dann tiber
Nacht auf -70°C abgekiihlt. Danach wurden die Stabilate fiir eine langzeit Lagerung bei
-196°C aufbewahrt.

3.2.2.7 Transformation in DH10Bac-Zellen
Ein Eppendorfgefd mit DH10Bac-Zellen (Invitrogen) wurden dem -80°C Kiihlschrank

entnommen und auf Eis aufgetaut. Es wurde dann 1 ng (entspricht 5 ul) der jeweiligen

rekombinanten Plasmid-DNA dazugegeben und das Eppendorfgefiafl zur Durchmischung
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leicht angetippt. AnschlieBend wurde analog zu (3.2.1.9) verfahren. Der Ansatz wur-
de in zwei verschiedenen Verdiinnungen 10~ und 1072 auf LB-Platten ausgestrichen
und fiir mindestens 48 h bei 37°C inkubiert. Uber Blau-Weil-Selektion [Sambrook and
Russell, 2001] wurden weifle Kolonien gewithlt und Ubernachtkulturen angesetzt. Die
Bacmid-DNA wurde nach (3.2.1.7) isoliert.

3.2.2.8 Transfektion

Zur Transfektion wurden 5 pl (1 pg DNA) der nach 3.2.1.7 gereinigten Bacmid-DNA
in einem sterilem Eppendorfgefdfi mit 100 pl Medium verdiinnt. In einem zweiten ste-
rilem Eppendorfgefafl wurden 6 pul einer vorher gut geschiittelten X-TremeGene HP
DNA Transfection Reagent (Roche) in 100 pl Medium verdiinnt. Beide Ansétze wur-
den gemischt, invertiert und fiir mind. 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde eine 6-Well-Platte mit 2 ml einer Sf9-Suspensionskultur mit einer
Dichte von 8 x 10° Zellen/ml pro Well angeséit und 30 min gewartet, bis sich die Zel-
len angehaftet hatten. Am Ende der Inkubationszeit wurde der Lipofektionsansatz mit
800 ul Medium versetzt und der Ansatz gegen das Medium in der 6-Well-Platte ausge-
tauscht. Dabei wurde mind. ein Well als Kontrolle mit regularem ExCell-Kulturmedium
versehen. Anschlielen wurde die Platte fiir 5 h bei 27°C inkubiert. Danach wurde das
Medium abgezogen und durch 2 ml frischen Medium ersetzt. Die Platte wurde dann fiir
mind. 96 h oder aber bis zu Anzeichen einer Infektion wie Wachstumsstopp, Zellschwel-
lung oder Lyse der Zellen zu beobachen waren im Brutschrank inkubiert. Die Zellen im
Kontrollwell sollten die gesamte Flache zuwachsen, wahrend sich bei den transfizierten

Wells zunehmend Zellen ablésen und schliefilich lysieren sollten.
3.2.2.9 Bestimmung des Virus-Titers nach der Ausverdiinnungsmethode

Angelehnt and das Protokoll von Reed und Muench [Reed and Muench, 1938] wur-
den Insektenzellen mit verschiedenen Verdiinnungen des jeweiligen Virus infiziert und
diejenige Verdiinnung ermittelt, welche in 50 % der Félle zu einer Infektion fiihrt, die so
genannte TCIDj5y (50 % tissue-culture infection dose). Daraus lasst sich dann die An-
zahl infektioser Viruspartikel pro ml Virustiberstand (pfu/ml, plaque forming units pro
ml) berechnen. Nachfolgend ist der Ablauf zu dem in Abb. 8 gezeigtem Pipettierschema

beschrieben:
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e Es wurden sechs Virusverdiinnungen a 100 pl von 1072 bis 10~% angesetzt.

e Es wurden sieben Eppendorfgefafle mit jeweils 1,4 ml Sf9-Zellen der Dichte 5 x
10* Zellen/ml mit jeweils 70 pl einer Virusverdiinnung angeimpft. Dabei wurde ein

Eppendorfgefaf§ mit 70 pl Medium als negativ Kontrolle behandelt.

e Sieben Wells einer 96-Well-Platte wurden mit 200 pl der infizierten Zelllosung an-

gesat.

Nach sieben Tagen Inkubationszeit bei 27°C wurden die Zellen ausgezahlt und ausgewer-
tet. Ein Beispiel fiir die Auswertung findet sich in Abb. 8. Fiir die jeweilige Verdiinnung
wurden infizierte (+) und nicht infizierte (-) Wells anhand der Morphologie (Zellschwel-
lung, Lyse und Kristallbildung) und der Zelldichte bestimmt.

P3 Stx nach 7 Tagen Verdlinnung infiziert nichtinfiziert %-infiziert
Kontrolle | +|+]+|+]+|+]|+ 10° 23 0 100%
Kontrolle | +|+]|+|+]|+|+]|+ 10" 16 0 100%
Kontrolle | +|+] - [+]+]|- |+ 10” 9 2 82%
Kontrolle | +|+]-|-|+|-]- 10° 4 6 40%
Kontrolle|-|+]-]-]-]-]- 107 1 12 8%
Kontrolle|-|-|-1-1-1-1|- 10°® 0 19 0%

PD 0,76
TCID_50 1,74E-06
pfu/mil 3,98E+07

Abbildung 8: Beispielrechnung

Zu den infizierten Kulturen einer Verdiinnung wurden noch alle infizierten Wells der
héheren Verdiinnung hinzugezahlt, unter der Annahme, dass die aktuelle Verdiinnung
diese Wells ebenfalls infiziert hétte. Umgekehrt gilt, dass fiir eine bestimmte Verdiinnung
die nicht infizierten Wells der niedrigeren Verdiinnung durch die aktuelle Verdiinnung
ebenfalls nicht infiziert worden wéren und damit zur Anzahl der direkt nicht infizierten

Wells dieser Verdiinnung addiert wurden.
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Damit ergibt sich fiir das hier gezeigte Beispiel, dass bei einer Verdiinnung von 1076
drei Wells direkt infiziert sind. Es wurden aber auch ein Well der Verdiinnung 107 infi-
ziert und damit insgesamt vier positive Kulturen aufweist. Auf der anderen Seite gab es
vier nicht-infizierte Kulturen zu denen zwei weitere der Verdiinnung 10~° geziahlt werden

also insgesamt sechs nicht infizierte Kulturen.

Anhand der sich ergebenden Prozentzahlen der infizierten Kulturen, ldsst sich dieje-
nige Verdiinnung bestimmen, bei der 50 % aller Kulturen infiziert worden wére. Im
Beispiel liegt diese zwischen 107 (A) und 107¢ (B). Zunéchst wird der PD (proportio-
nale Distanz) zwischen der 50%-Infektionsstérke un der Infektionsstéirke bei Verdiinnung
A nach der Gleichung 1

(%bei A — 50)
PD = 1
%bei A — %bei B (1)
bestimmt. Mit diesem Wert ldsst sich die TCID5q bestimmen.
TCID50 — 10Verdi'1nnung bei A—PD (2)
im Beispiel ist das

TCIDsy = 1077797 = 1075 = 1,74 x 1076 (3)

Anschlieflend lasst sich der Virus-Titer nach Formel vier bestimmen:

Virus — Titer(pfu/ml) = x In(2) x 100 = 3,98 x 10"pfu/ml (4)

1
TCIDs5g

Da 10 ul des Orginal-Virenstocks eingesetzt wurden muss mit 100 multipliziert werden
um auf 1 ml zu kommen. Der Virus-Titer geht in die Berechnung der MOI (multiplicity
of infection) ein, welche reproduzierbare Infektionen ermoglicht. Nach der Bestimmung

des Virus-Titers, wurden die Viruskonzentrationen auf 2 x107 pfu/ml verdiinnt.

3.2.3 Allgemein proteinchemische Methoden

3.2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Angelehnt an das Protokoll von [Bradford, 1976] wurde die Proteinkonzentration an-

nidhrungsweise bestimmt. Zunéchst wurde mit Hilfe einer 0,2 mg/ml BSA Stammlésung
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verschiedene Verdiinnung fiir eine Standard-Kurve erstellt.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Bradford Standards.

Proteinmenge [pug] Stammlésung [pl]  dHoO [pl]

2 10 790
4 20 780
6 30 770
8 40 760
10 50 750

Die Standardproben wurden doppelt angesetzt und mit 200 pl Bradford-Reagenz ver-
setzt und anschlieBend gut gemischt und fiinf min bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Leerprobe wurden 800 p1 dH,O und 200 pl Bradford-Reagenz vorbereitet. Im Anschluss
wurden die Probem mit dem GeneQuant Photometer bei einer Wellenlange von 600
nm gemessen und mit dem Programm 'Bradford'iiber Regression eine Standardkur-
ve erstellt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe wurden von dieser
ebenfalls ein definiertes Volumen auf 800 pul ergénzt und mit 200 pl Bradford-Reagenz
versetzt. Nach fiinf min wurde dann die Absorption bei 600 nm gemessen und anhand
der entsprechenden Standard-Kurve die Konzentration bestimmt. Alternativ wurde die

Proteinkonzentration mit dem ND-1000 NanoDrop fotometrisch bestimmt.
3.2.3.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE erfolgte in einer Gelapparatur von Hoefer mighty small nach der Metho-
de von [Laemmli, 1970]. Je nach Grofe des Proteins wurde ein bestimmter prozentualer
Anteil (10 %, 12 % und 15 %) an Acrylamid verwendet. Die Zusammensetzung der Gele
ist am Beispiel eines 5 %igen Sammelgels und eines 10 %igen Trenngels unter aufgefiihrt.
Die Geldicke betrug 0,75 mm. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das
Gel in reduzerendem Probenpuffer fiir fiinf min bei 100°C erhitzt. Zur Bestimmung der
Molekulargewichte wurden kaufliche Standardprotein-Losungen als Marker mit aufge-
tragen. Die Gele wurden unter Wasserkiihlung bei einer maximalen Spannung von 160
V und einer konstanden Stromstérke von 10 mA pro Gel fiir etwa 2 h laufen gelassen.
Im Anschluss wurden die Gele fiir eine Coomassie- oder Silberfirbung bzw. direkt fiir

einen Western Blot verwendet.
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3.2.3.3 Coomassie-Farbung

Nach der Auftrennung der Proteine wurde das Sammelgel vom Gel entfernt und das
verbleibende Trenngel mit der Coomassie-Féarbelosung fir 1 h auf einem Schiittler (90
rpm) bei Raumtemperatur gefarbt. Zur Entfirbung wurde das Geld fiir 1 h in Entfar-

belosung inkubiert.
3.2.3.4 Silber-Farbung
Die Silberfarbung von SDS-Gelen wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 12: Silberfarbung-Protokoll.

Vorgang Losung Dauer
1 Fixieren Fixierlosung mind. 10 min
2 Waschen 50 % Ethanol 3 x 10 min
3 Impragnierung Impréagnierlosung 3 min
4 Waschen Wasser (bidest.) 3 X 1 min
5  Silber-Féarbung Silbernitratlosung 20 min (im Dunkeln)
6  Waschen Wasser (bidest.) 2 min
7  Entwickeln Entwicklungslosung  variabel
8  Waschen Wasser (bidest.) 2 X 2 min
9  Stoppen Stopplosung 10 min
10 Waschen 50 % Ethanol 20 min

3.2.3.5 Trockung des Gels

Zwei Einmachfolien wurden fir fiinf min in Geltrocknungslosung gelegt. Das Gel wurde
zwischen die Folien positioniert und in einem Rahmen eingespannt. Es wurde darauf ge-
achtet, dass keine Luftblasen zwischen den Einmachfolien waren. Die Trocknung erfolgte
iiber Nacht im Abzug.

3.2.3.6 Western Blot

Die Proteinproben wurden tiber ein SDS-Gel aufgetrennt und direkt im Anschluss mit

einem Semi-Dry Apparat geblottet. Das Gel wurde kurz in Transferpuffer (3.1.9.4) ge-
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taucht und auf eine Nitrozellulose-Membran (GE Healthcare, Dornstadt) gebracht, wel-
che auf drei Lagen Whatman Blotting Papier lagt, die sich auf der Anoden-Platte befand.
Dariiber wurden ebenfalls drei Lagen Whatman Blotting Papier gebracht und schlieflich
die Kathoden-Platte aufgelegt. Das Whatman Blotting Papier und die Nitrozellulose-
Membran wurden fiinf min in Transferpuffer inkubiert. Beim Aufbau des Stapels wurde
darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen den Schichten verbleiben. Es wurde eine
Spannung von maximal 20 V und ein konstanter Strom von 400 mA fiir 1 h angelegt.
Danach wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in 10 % Milchpulver (2xPBS) blockiert.

Im Anschluss wurde wie in Tabelle 13 beschrieben verfahren

Tabelle 13: Entwicklung Western Blot.

Schritt Losung Inkubationszeit
Waschen Waschpuffer 5 X 5 min
Priméarer Antikorper Antikorper 1h

Waschen Waschpuffer 5 X 5 min
Sekundérer Antikoérper Anti-rabbit IgG 1h

Alkalische Phosphatase
in TBS 1:10000
Waschen Waschpuffer 5 X 5 min
Entwickeln BCIP 0,38 mM in Visuelle Kontrolle
100 % DMF, NBT 0,4 mM in
70 % DMF in 50 ml AP-Puffer
Stoppen PBS 2 X 5 min

Der Blot wurde auf Whatman Blotting Papier getrocknet und dann eingescant.

3.2.4 In vivo Kristalle in Sf9 Insektenzellen

3.2.4.1 Isolierung der in vivo Kristalle

Die infizierten Sf9-Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Oberflaiche der Kul-
turgefafie entfernt und 10 min in kalten RIPA-Puffer lysiert. Durch Zentrifugation bei
200 xg fiir 5 min wurden die Zellbestandteile abgetrennt. Der Uberstand wurde dann fiir
10 min bei 10000 xg zentrifugiert. Das Pallet wurde dann in PBS resuspendiert und auf
einen Saccharose-Gradienten aufgetragen. Der Saccharose-Gradient setzt sich zusammen
aus 4 ml 2,5 M Saccharose und 4 ml 1 M Saccharose. Anschliefend wurden fiir 1 h bei 4°C
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und 3000 xg zentrifugiert. Danach wurde gepriift, wo sich Kristalle befanden und diese

Bereiche wurden abgenommen und mittels eines 10 kDa-cutoff Zentrikons konzentriert.

4 Ergebnisse

4.1 Auswahlkriterien fir Proteine

Aufbauend auf den Ergebnissen von [Koopmann, 2010] wurde untersucht, ob weitere
Proteine in vivo Kristalle bilden koénnen. Dazu wurden acht Proteine in Sf9 Insekten-
zellen exprimiert. Diese Proteine wurden gezielt ausgewéhlt. Das erste Protein, dass in
Betracht gezogen wurde in vivo Kristalle zu bilden, war Lysozym. Lysozym ist ein Mo-
dell fir Proteinkristallisation [Durbin and Feher, 1986] und daher ideal, um es fiir die in
vivo Kristallisation heranzuziehen. Da das trypanosomale Cathepsin B hervorragend in
vivo kristallisiert [Koopmann et al., 2012] liegt die Vermutung nahe, dass auch Cathepsin
B aus anderen Organismen in vivo Kristalle bilden kénnte. Daher wurde das humane
Cathepsin B kloniert und in Sf9 Insektenzellen exprimiert um es auf seine Féahigkeit in
vivo Kristalle bilden zu kénnen zu untersuchen. Acriflavin resistance protein b (AcrB)
kristallisiert sogar noch in einer Lésung die nur zu 5% aus diesem Protein besteht [Vees-
ler et al., 2008]. Daher war dies ein sehr interessantes Protein fiir einen Versuch der in
vivo Kristallisation. Um ein moglichst breites Spektrum an Proteinen zu untersuchen,
wurde mit Myoglobin ein globuléres Protein [Fandrich et al., 2001] fiir den Versuch ei-
ner in vivo Kristallisation ausgewéhlt. Bevor VSG auf einen GPI-Anker iibertragen wird,
wird es als Membranprotein mit einer Transmembrandoméne (TMD) gebildet [Fergu-
son et al., 1986]. Es war darum interessant zu untersuchen, ob dieses Protein auch in
Insektenzellen von der TMD abgetrennt und anschlieend auf einen GPI-Anker iiber-
tragen wird. In fritheren Arbeiten konnten von diesem Protein schon Nanokristalle in
vivo beobachtet werden [Roccor, 2011]. Die bisher beobachteten in vivo Kristalle waren
stabchenformig [Koopmann, 2010]. Tubulin ist ein Protein das langliche Mikrotubuli
bildet [Moor, 1967]. Daher war dies ein Protein, das mit groBer Wahrscheinlichkeit in
vivo Kristalle bilden konnte und wurde so in dieser Arbeit verwendet. Auflerdem wurden
noch zwei Proteine untersucht, die bereits in vivo Kristalle gebildet haben [Koopmann
et al., 2012]. Die trypanosomalen Protein ThCatB und ThIMPDH wurden in gekiirzten
Versionen in Insektenzellen exprimiert. Dabei wurde ThCatB ohne das Propeptid aber
mit dem Signalpeptid in Sf9 Insektenzellen exprimiert, wihrend von ThIMPDH eine um

neun Aminosduren gekiirzte Version in den Insektenzellen exprimiert wurde. Ziel dieser
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Experimente war, eine Analyse, wie grof§ der Einfluss der Struktur und der Sequenz auf

die Fahigkeit der Proteine ist, in vivo Kristalle bilden zu kénnen.

Nachfolgend wird beschrieben, wie die genannten Proteine kloniert, in Sf9 Insektenzellen

exprimiert und dann, wenn in vivo Kristalle entstanden sind, diese isoliert wurden.

4.2 Klonierungsstrategien

In dem meisten Féllen wurde zunéchst eine PCR durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wur-
de in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt, dann aus dem Gel isoliert (3.2.1.3) und
anschliefend fiir eine Clonejet-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet.
Anschlielend wurde das isolierte Plasmid sequenziert (3.2.1.12). Das sequenzierte Gen-
fragment wurde mit Restriktionsenzymen aus dem pJET1.2 Vektor ausgeschnitten und

tber Gelextraktion (3.2.1.3) gereinigt.

Anschlieend wurden im Verhéltnis 3:1 von Fragment zu Plasmid eine Ligation nach
3.2.1.8 durchgefithrt und so das Gen in die Vektoren pFastBac 1 und pFastBac HTb
ligiert. Vom Ligationosansatz wurden 5 pl fiir eine Transformation (3.2.1.9) in kompe-
tente Turbo-Zellen eingesetzt. Waren auf den ausgestrichenen Platten Kolonien gewach-
sen, wurden diese mittels Kolonie-PCR (3.2.1.1) auf den Einbau des Plasmid tiberpriift.
Positive Plasmide konnten fiir die Transformation in DH10Bac-Zellen verwendet werden.
Dazu wurde die Plasmid-DNA des rekombinanten pFastBac 1 und des pFastBac HTb
fir die Transformation in chemisch kompetente DH10Bac-Zellen eingesetzt (3.2.1.9).
Nach dem Protokoll fir Bacmid-DNA-Isolierung (3.2.1.7) wurde die Bacmid-DNA einer
transformierrten Kolonie gewonnen. Mit Hilfe einer HotStarTaq PCR (3.2.1.1) wurde
iiberpriift, ob das Gen erfolgreich iiber homologe Rekombination in das Bacmid einge-
fihrt worden war. Dazu wurden M13 Primer (sense und antisense) sowie eine Annealing

Temperatur von 56°C und eine Elongationszeit von 6 min verwendet.

4.3 Transfektion von Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde fiir eine Transfektion nach 3.2.2.8 verwendet. Nach drei Tagen
zeigten die transfizierten Zellen erste Anzeichen einer Infektion (Hemmung der Zelltei-
lung, Zellschwellung). Aus den entsprechenden Wells wurden je 2 ml Medium entnom-
men, um damit 20 ml einer Monolayerkultur mit einer Zellkonzentration von 1 x 10°

anzuimpfen. Der Uberstand wurde nach fiinf Tagen isoliert und der P2-Viren-Stock fiir
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die Herstellung eines P3-Virenstocks benutzt. Dazu wurden 200 pl des Virenstocks ge-
nommen und erneut 20 ml einer Monolayerkultur infiziert. Nach weiteren fiinf Tagen
konnte der P3-Viren-Stock isoliert werden. Die Viren-Stocks wurden bei 4°C lichtge-
schiitzt gelagert. Fiir langzeitlagerungen wurde der Virenstock bei -80°C gelagert. Der

Virus-Titer wurde nach 3.2.2.9 bestimmt und auf 2 x 107 verdiinnt.

4.4 Auftreten von kristallartigen Strukturen wahrend der Expression

Der P3-Virenstock wurde fiir eine Infektion unterschiedlich konfluenter Monolayerkultur
von Sf9 Insektenzellen verwendet. Es hat sich herausgestellt, das die besten Ergebnisse
bei etwa 60 % klonfluenter Monolayer erzielt werden konnte. Dazu wurden die Zellen
mit verschiedenen MOI infiziert. Nach etwa 9 Tagen konnten in einigen Féllen erste
stabchenformige Strukturen im Lichtmikroskop beobachtet werden. Im weiteren Verlauf

werden diese Strukturen als Kristalle bezeichnet, sofern sie folgende Kriterien erfiillten.

4.4.1 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Fiir weitere Untersuchungen der Kristalle wurden diese nach 3.2.4.1 isoliert. Durch die
Waschschritte lielen sich ein Grofiteil der Zellbestandteile und viele 16sliche Proteine ab-
trennen. Durch Waschen mit dest. Wasser und dialysieren konnte die Saccharose aus der
Losung entfernt werden. Auch in dest. Wasser waren die Kristalle stabil. Mit Kristall-
solubilisierungspuffer (3.1.9.2) oder mit Natronlauge wurden die Kristalle resolubilisiert

und mittels Western Blot und Massenspektrometrie untersucht.

4.5 Expression von HuhnereiweiB Lysozym unter Bildung
intrazellularer Proteinkristalle

Ein Protein, dass in betracht gezogen wurde, in vivo Kristalle zu bilden, war das Hiih-

nereiweiff Lysozym. In der Genom-Datenbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

findet sich das 387 bp lange Gen mit der Gene ID 396218. Dieses Gen wurde in Sf9 In-

sektenzellen exprimiert. Ein Plasmid mit der DNA von hen egg white lysozyme (HEWL)
wurde bei addgene (https://www.addgene.org/) kduflich erworben.

4.5.1 Klonierung

Da die Plasmid-DNA mit der Sequenz fiir Lysozym aufgrund der Restriktionsschnittstel-

len nicht direkt fiir einen Verdau und anschlieSende Ligation in die Vektoren pFastBac 1
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und pFastBac HTb verwendet werden konnte, wurde mit den Primern (3.1.6) eine PCR
nach dem Protokoll fiir die Phusion High-Fidelity DNA Polyermase (3.2.1.1) mit einer
Annealing Temperatur von 53°C und einer Elongationszeit von 90 sek durchgefiihrt. Der
PCR-Ansatz wurde in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 9). Das Gen wurde
wie eingangs beschrieben weiter kloniert und dann mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Notl verdaut. AnschlieBend wurde das Produkt per Gelextraktion gereinigt (Abb.
10).

Abbildung 9: Agarosegel der PCR von Lysozym. Die Bande von Lysozym ist wie erwar-
tet bei 387 bp zu sehen.
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Abbildung 10: Verdau des Vektors pJetl.2-Lysozym mit den Restriktionsenzymen Bam-
HI und Notl. Im Agarosegel haben die erwarteten Banden eine Gréfie von
2974 bp und 387 bp.

4.5.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlieBender Ligation, konnte das Lysozym-Gen durch
Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid ein-

gefiihrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 2687 bp (1) zu
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sehen fiir Lysozym ohne His-Tag. Zwei weitere Banden (3 und 4) waren bei 2717 bp fiir
Lysozym mit His-Tag zu erkennen (Abb. 11).

Abbildung 11: Agarosegel der PCR von Lysozym-Bacmid. Die erwartete Bande ist bei
2687bp zu sehen fiir Lysozym ohne His-Tag (1) und bei 2717bp fir Ly-
sozym mit His-Tag (3 und 4).

4.5.1.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschliefend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

4.5.2 Auftreten von Kristallartigen Strukturen wahrend der Expression

Der P3-Lysozym-Virenstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten Mo-
nolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit einer MOI
von 0,025 pfu/Zelle infiziert. Nach etwa 9 Tagen konnten erste stabchenformige Struk-
turen im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abb. 12). Die Lysozym-Kristalle hatten

eine Lénge von ca. 15 pm und einen Durchmesser von 0,5 - 0,8 pm.
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Abbildung 12: konfokalmikroskopische Aufnahme von einer mit Lysozym infizierten Sf9
Zellen nach 9 Tagen pi.

4.5.3 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Die Kristalle wurden wie oben erwéahnt isoliert und gereinigt. Es wurden jeweils 30 ul
einer Losung mit etwa 2 x 10° Kristalle/ml solubilisiert und auf ein SDS-Gel aufge-
tragen und aus diesen dann nach einer Silber- bzw. Coomassie-Farbung aus dem Gel
ausgeschnitten und fiir eine weitere Massenspektrometrische Untersuchung verwendet.

Alternativ konnte das Gel auch fir einen Western-Blot verwendet werden.
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Lysozym Philip Sommer

Intensity Coverage: 6.6 % (24976 cnts) Sequence Coverage MS: 76.9%
Sequence Coverage MSMS: 0.0% pl (isoelectric point): 109
10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

MEVFGRCELA AAMERHGLDN YRGYSLGNWY CAARKFESNFM TQATNENTDG STDYGILQIN SRWWCNDGRT PGSRWLCNIFP CSALLSSDIT ASVNCAEEKIV

110 120 130 140
SDGNGMNAWY AWRNRCEGTD VQAWIRGCRL

Abbildung 13: Sequenz von Hithnereiweify Lysozym. Graue Balken: Durch MALDI-TOF
detektierte Peptide nach Trypsin-Verdau. Rot: abgedeckte Sequenzen
(76,9 %) durch die gefundenen Peptide.
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Abbildung 14: Western Blot resolubilisierter Lysozym-Kristalle. Eine Bande ist bei etwa
14 kDa zu sehen.

4.6 Expression von humanem Catheptin B

Ein weiteres Protein, dass in Betracht gezogen wurde, in vivo Kristalle zu bilden, war das
humane Cathepsin B (HsCatB). In der Genom-Datenbank von NCBI findet sich das auf
Chromosom 8 liegende, 1020 bp lange Gen mit der Gene ID: 1508. Ein Plasmid mit der
DNA von HsCatB wurde bei addgene (https://www.addgene.org/) kduflich erworben.

4.6.1 Klonierung

Da die Plasmid-DNA mit der Sequenz fiir HsCatB aufgrund der Restriktionsschnittstel-
len nicht direkt fiir einen Verdau und anschlieSende Ligation in den Vektor pFastBac 1
verwendet werden konnte, wurde mit den Primern (3.1.6) eine PCR nach dem Protokoll
fir die Phusion High-Fidelity DNA Polyermase (3.2.1.1) mit einer Annealing Tempe-
ratur von 53°C und einer Elongationszeit von 2 min durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz
wurde aus einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 15). Das Gen wurde wie ein-

gangs beschrieben weiter kloniert und dann mit den Restriktionsenzymen BamHI und
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Xhol verdaut. AnschlieBend wurde das Produkt per Gelextraktion aus einem Agarosegel
gereinigt (Abb. 16).

Abbildung 15: Agarosegel der PCR von HsCatB. Die erwartete Bande hat eine Grofie
von 1020 bp.

Abbildung 16: Verdau des Vektors pJetl.2-HsCatB mit den Restriktionsenzymen Bam-
HI und Xhol. Die erwarteten Banden haben eine Grofie von 2974 bp und
1020 bp.

4.6.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung der DNA aus dem Gel und anschlieBender Ligation, konnte das
HsCatB-Gen durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination
in das Bacmid eingefiithrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei
3320 bp zu sehen (Abb. 17).
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Abbildung 17: Agarosegel der PCR von HsCatB-Bacmid. Die erwartete Bande hat eine
GroBe von 3320 bp.

4.6.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschliefend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-
schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

Fir eine Identifikation von HsCatB wurde das Protein in Insektenzellen exprimiert
und anschlielend aus den Sf9 Zellen mit I-PER Insect Cell Protein Extraction Reagent
nach Angaben des Herstellers isoliert. Anschlieend wurde HsCatB mittels Western Blot

und Massenspektrometrie identifiziert.
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Abbildung 18: Western Blot von HsCatB isoliert aus Insektenzellen.
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Intensity Coverage: 1.8 % (15072 ents) Sequence Coverage MS: 18.9%
Sequence Coverage MS/MS: 0.0% pl (isoelectric peint): 5.9
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|MTDHG[\NGFF KILRGQDHCG IESEVVAGIP RTDOYWEET

Abbildung 19: Sequenz von HsCatB. Graue Balken: Durch MALDI-TOF detektierte
Peptide nach Trypsin-Verdau. Rot: abgedeckte Sequenzen (18,9 %) durch
die gefundenen Peptide. Gelb: Potentielle Glycosylierungstellen.

4.7 Expression von acriflavin resistance protein b unter Bildung
intrazellularer Proteinkristalle

In der Genom-Datenbank von ecogene (http://www.ecogene.org/refseq/refseq/genomes)
findet sich das 3168 bp lange Gen mit der Gene ID 5776365. Die DNA wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Peschel zur Verfiigung gestellt. Dieses Gen wurde

in Sf9 Insektenzellen exprimiert.

4.7.1 Klonierung

Fiir die Expression von acriflavin resistance protein b aus Staphylococcus aureus (SaA-
crB) in Sf9 Insektenzellen, wurden die unter 3.1.6 genannten Primer fiir eine Phusion-
High-Filelity-PCR, 3.2.1.1 mit einer Annealing Temperatur von 53°C und einer Elonga-
tionszeit von 4 min verwendet. AnschlieBend wurde der PCR-Ansatz in einem Agarose-
Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 17) dann aus dem Gel isoliert (3.2.1.3) und danach fiir
eine Clonejet-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet. Danach wurde
das isolierte Plasmid sequenziert (3.2.1.12). Das sequenzierte Genfragment wurde mit
den Restriktionsenzymen BamHI und HindIII aus dem pJET1.2 Vektor ausgeschnitten
und iiber Gelextraktion gereinigt (Abb. 20)
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Abbildung 20: Agarosegel der PCR von SaAcrB. Die erwartete Bande hat eine Grofie
von 3168 bp.
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Abbildung 21: Verdau des Vektors pJetl.2-SaAcrB mit den Restriktionsenzymen BamHI
und HindIII. Die erwarteten Banden sind bei 2974 bp und 3168 bp zu
sehen.

4.7.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlielender Ligation, konnte das SaAcrB-Gen durch
Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid ein-
gefiihrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 5468 bp (1) zu
sehen fiir SaAcrB ohne His-Tag. Eine weitere Bande (2) war bei 5598 bp fiir SaAcrB mit
His-Tag zu erkennen (Abb. 22).
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Abbildung 22: Agarosegel der PCR von SaAcrB-Bacmid. Die erwarteten Banden haben
eine GroBe von 5468 (1) und 5598 (2).

4.7.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschlielend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.
4.7.2.1 Auftreten von Kristallartigen Strukturen wahrend der Expression

Der P3-SaAcrB-Virenstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten Mo-
nolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit einer MOI
von 0,025 pfu/Zelle infiziert. Die MOI wurde wie bei [Koopmann, 2010] niedrig gewéhlt
um die Moglichkeit der Kristallbildung zu optimieren. Nach etwa 9 Tagen konnten erste
stabchenformige Strukturen im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abb. 23). Im weite-
ren Verlauf werden diese Strukturen als Kristalle bezeichnet. Die AcrB-Kristalle haben

eine Lange von bis zu 35 pm und einen Durchmesser von 1 - 1,5 pm.
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Abbildung 23: Konfokalmikroskopische Aufnahme von einer mit SaAcrB infizierten Sf9
Zellen nach 9 Tagen pi.

4.7.3 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Die Kristalle wurden wie oben erwahnt isoliert und gereinigt. Es wurden jeweils 30 pl
einer Losung mit etwa 2,5 x 10° Kristalle/ml durch 10 M Natronlauge solubilisiert und

auf ein SDS-Gel aufgetragen und dann fiir einen Western-Blot verwendet.
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Abbildung 24: konfokalmikroskopische Aufnahme isolierter SaAcrB Kristalle.
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Abbildung 25: Western Blot resolubilisierte SaAcrB Kristalle. Eine Bande bei etwa 115
kDa ist zu sehen.

4.8 Expression von Pottwahl Myoglobin

Ein weiteres Protein, dass in Betracht gezogen wurde, in vivo Kristalle zu bilden, war

das Myoglobin aus dem Pottwal (Physeter macrocephalus). In der Genom-Datenbank
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von NCBI findet sich das 507 bp lange Gen mit der Gene ID: 102975021. Ein Plasmid
mit der DNA von Myoglobin wurde bei addgene (https://www.addgene.org/) kauflich

erworben.

4.8.1 Klonierung

Das von addgene erhaltene Plasmid konnte direkt mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Kpnl verdaut (Abb.26) und dann das Myoglobin-Gen in die Vektoren pFastBac
1 und pFastBac HTb ligiert werden. Dazu wurde im Verhaltnis 3:1 von Fragment zu
Plasmid eine Ligation nach 3.2.1.8 durchgefiihrt und so das Gen in die Vektoren pFastBac
1 und pFastBac HTb ligiert.

Abbildung 26: Verdau des Vektors pUC19-Myoglobin mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Notl. Die erwarteten Banden sind bei 5646 bp und 507 bp
zu sehen.

4.8.1.1 Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlieSender Ligation, konnte das Myoglobin-Gen
durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid
eingefiithrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 2807 bp (2)
zu sehen fiir Myoglobin ohne His-Tag. Eine weitere Banden (1) war bei 2937 bp fiir
Myoglobin mit His-Tag zu erkennen (Abb. 27).
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Abbildung 27: Agarosegel der PCR von Myoglobin-Bacmid. Die erwarteten Banden ha-
ben eine Grofie von 2937 bp (1) und 2807 bp (2).

4.8.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschlielend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

4.8.2.1 Expression in Sf9 Insektenzellen

Der P3-Myoglobin-Virenstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten
Monolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit ver-

schiedener MOI infiziert. Es wurden jedoch keine kristallinen Strukturen beobachtet.
4.8.2.2 ldentifikation von Myoglobin mittels Massenspektrometrie

Fiir eine Identifikation von Myoglobin wurde das Protein in Insektenzellen exprimiert
und anschlieend aus den Sf9 Zellen mit I-PER Insect Cell Protein Extraction Reagent
nach Angaben des Herstellers isoliert. AnschlieBend wurde Myoglobin mittels Massen-

spektrometrie identifiziert.
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Abbildung 28: Sequenz von Pottwahl Myoglobin. Graue Balken: Durch MALDI-TOF
detektierte Peptide nach Trypsin-Verdau. Rot: abgedeckte Sequenzen (37
%) durch die gefundenen Peptide.

4.9 Expression von variant surface glycoprotein 221 unter Bildung
intrazellularer Proteinkristalle

Ein weiteres Protein, dass in Betracht gezogen wurde, in vivo Kristalle zu bilden, war das
Variant Surface Glycoprotein 221 (TbVSG221) aus Trypanosoma brucei. In der Genom-
Datenbank von uniprot (http://www.uniprot.org) findet sich das 1431 bp lange Gen mit
der Gene ID P26332. Dieses Gen wurde in Sf9 Insektenzellen exprimiert.

4.9.1 Klonierung

Fiir die Expression von Variant Surface Glycoprotein (TbVSG221) in Sf9 Insektenzellen,
wurden die unter 3.1.6 genannten Primer fiir eine Phusion-High-Filelity-PCR 3.2.1.1 mit
einer Annealing Temperatur von 53°C und einer Elongationszeit von 2 min verwendet.
Anschliefend wurde der PCR-Ansatz in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 29)
dann wurde die Bande bei etwa 1431 bp aus dem Gel isoliert (3.2.1.3) und danach fur
eine Clonejet-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet. Danach wurde
das isolierte Plasmid sequenziert (3.2.1.12). Das sequenzierte Genfragment wurde mit
den Restriktionsenzymen BamHI und Xbal aus dem pJET1.2 Vektor ausgeschnitten und
tiber Gelextraktion gereinigt (Abb.30).
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Abbildung 29: Agarosegel der PCR von ThVSG221. Die erwartete Bande hat eine Grofie

von 1431 bp.

Abbildung 30: Verdau des Vektors pJetl.2-TbVSG221 mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Xbal. Die erwarteten Banden haben eine Gréfle von 2974
bp und 1431 bp.
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4.9.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschliefender Ligation, konnte das ThVSG221-Gen
durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid

eingefiihrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 2731 bp zu
sehen (Abb. 31).

Abbildung 31: Agarosegel der PCR von ThVSG221-Bacmid. Die erwartete Bande hat
eine Grofle von 2731 bp.
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4.9.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschliefend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

4.9.3 Auftreten von Kristallartigen Strukturen wahrend der Expression

Der P3-TbVSG221-Virenstock wurde fir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten Mo-
nolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit einer MOI
von 0,025 pfu/Zelle infiziert. Die MOI wurde wie bei [Koopmann, 2010] niedrig gewéhlt
um die Moglichkeit der Kristallbildung zu optimieren. Nach etwa 9 Tagen konnten erste
stdbchenformige Strukturen im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abb. 32). Im wei-
teren Verlauf werden diese Strukturen als Kristalle bezeichnet. Die ThVSG221-Kristalle

haben eine Lénge von bis zu 30 pm und einen Durchmesser von 1 pm.

Abbildung 32: Konfokalmikroskopische Aufnahme von einer mit ThVSG221 infizierten
Sf9 Zellen nach 9 Tagen pi.
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4.9.4 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Die Kristalle wurden wir oben erwahnt isoliert und gereinigt. Es wurden jeweils 30 pl
einer Losung mit etwa 3,5 x 105 Kristalle/ml solubilisiert und auf ein SDS-Gel aufge-
tragen und aus diesen dann nach einer Silber- bzw. Coomassie-Farbung aus dem Gel
ausgeschnitten und fiir eine weitere Massenspektrometrische Untersuchung verwendet.

Alternativ konnte das Gel auch fur einen Western-Blot verwendet werden.
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Abbildung 33: Konfokalmikroskopische Aufnahme von isolierten TbhVSG221 Kristallen

V8G
Intensity Goverage: 9.0 % (63268 ents) Sequence Coverage MS: 45.6%
Sequence Coverage MS/MS: 0.0% pl (isoelectric point): 6.9
10 20 30 40 S0 60 70 80 20 100
MPSNQEARLF LAVLVLAQVL PILVDSAAEK GFEQAFUQPL CQUSEELDDQ PEGALFTLQAL AASKIQKMED AALRASIYAE IMHGTNRAKLE AVIVANHYAM
110 120 130 140 150 160 170 i80 190 z00

KADSGLEALK QTL3SQEVTA TATASYLEGR IDEYLNLLLQ TEESGTIGCH MNDTIGTNTVT KAGGTIGGVP CELQLSPIQP KRPAATYLGK AGYVGLTROA
T ) ———
—
210 220 230 240 250 260 270 Z80 z50 300
DAANNFHDND AECRLASGHN TNGLGKSGQL SAAVTMARGY VTVANSQTAY TVQALDALOE ASGARHQPWI DAWKAKKALT GAETAEFRNE TAGIAGHTGY

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
TELVEEALLE EEDSEASEIQ TELKEYFSGH ENEQWTAIEE LISEQPVAQN LWGDNQPTEL GELEGNAERLT TILAYYRMET AGEFEVLTQE HKPAESQQQA

410 420 430 440 450 460 470 480
AETEGSCNKE DONECKSPCK WHWNDAENEEC TLDKEEAEKV ADETAKDGKT GNTNTTGSSN SFVISKTPLW LAVLLF

Abbildung 34: Sequenz von ThVSG221. Graue Balken: Durch MALDI-TOF detektierte
Peptide nach Trypsin-Verdau. Rot: abgedeckte Sequenzen (45,6 %) durch
die gefundenen Peptide. Gelb: Potentielle Glycosylierungsstellen.
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Abbildung 35: Western Blot resolubilisierte ThVSG221 Kristalle. Eine Bande bei etwa
55 kDa ist zu sehen.

4.10 Expression von TbTubulin unter Bildung intrazellularer
Proteinkristalle

Ein weiteres Protein, dass in Betracht gezogen wurde, in vivo Kristalle zu bilden, ist
a-Tubulin (TbTubulin) aus Trypanosoma brucei. In der Genom-Datenbank von Tritryp
(http://tritrypdb.org) findet sich das 1356 bp lange Gen mit der Gene ID Th427.01.2340.

Dieses Gen wurde in Sf9 Insektenzellen exprimiert.

4.10.1 Klonierung

Fiir die Expression von ThTubulin in Sf9 Insektenzellen, wurden die unter 3.1.6 genann-
ten Primer fiir eine Phusion-High-Filelity-PCR 3.2.1.1 mit einer Annealing Temperatur
von 53°C und einer Elongationszeit von 2 min verwendet. Anschliefend wurde der PCR-
Ansatz in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 36) dann wurde die Bande bei
etwa 1356 bp aus dem Gel isoliert (3.2.1.3) und danach fiir eine Clonejet-Subklonierung
nach Angaben des Herstellers verwendet. Danach wurde das isolierte Plasmid sequenziert
(3.2.1.12). Das sequenzierte Genfragment wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI
und HindIIT aus dem pJET1.2 Vektor ausgeschnitten und iiber Gelextraktion gereinigt
(Abb.30).
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Abbildung 36: Agarosegel der PCR von TbTubulin. Die erwartete Bande hat eine Grofie
von 1356 bp.

Abbildung 37: Verdau des Vektors pJetl.2-TbTubulin mit den Restriktionsenzymen
BamHI und HindIII. Die erwarteten Banden sind bei 2974 bp und 1356
bp zu sehen.

4.10.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlieBender Ligation, konnte das TbTubulin-Gen
durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bac-
mid eingefiihrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 3656 bp
(1) zu sehen fiir ThTubulin ohne His-Tag. Eine weitere Bande (2) war bei 3786 bp fiir
TbTubulin mit His-Tag zu erkennen (Abb. 38).



4.10 Expression von ThTubulin unter Bildung intrazellularer Proteinkristalle 71

Abbildung 38: Agarosegel der PCR von ThTubulin-Bacmid. Die erwarteten Banden ha-
ben eine Grofie von 3656 bp (1) und 3786 bp (2).

4.10.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschlielend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

4.10.3 Auftreten von Kristallartigen Strukturen wahrend der Expression

Der P3-ThbTubulin-Virenstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten Mo-
nolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit einer MOI
von 0,025 pfu/Zelle infiziert. Die MOI wurde wie bei [Koopmann, 2010] niedrig gewéhlt
um die Moglichkeit der Kristallbildung zu optimieren. Nach etwa 9 Tagen konnten erste
stdbchenformige Strukturen im Lichtmikroskop beobachtet werden (Abb. 39). Im wei-
teren Verlauf werden diese Strukturen als Kristalle bezeichnet. Die ThTubulin-Kristalle

haben eine Lange von bis zu 25 ym und einen Durchmesser von 1 pm.
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Abbildung 39: Konfokalmikroskopische Aufnahme einer mit ThTubulin infizierten Sf9
Zelle nach 9 Tagen pi.

4.10.4 Isolierung und Solubilisierung der Kristalle

Die Kristalle wurden wir oben erwahnt isoliert und gereinigt. Es wurden jeweils 30 pl
einer Losung mit etwa 2,5 x 10° Kristalle/ml solubilisiert und auf ein SDS-Gel aufge-
tragen und aus diesen dann nach einer Silber- bzw. Coomassie-Farbung aus dem Gel
ausgeschnitten und fiir eine weitere Massenspektrometrische Untersuchung verwendet.

Alternativ konnte das Gel auch fiir einen Western-Blot verwendet werden.
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Abbildung 40: Sequenz von ThTubulin. Graue Balken: Durch MALDI-TOF detektierte
Peptide nach Trypsin-Verdau. Rot: abgedeckte Sequenzen (30,8 %) durch
die gefundenen Peptide.
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Abbildung 41: Western Blot resolubilisierte ThTubulin Kristalle. Eine Bande bei etwa
50 kDa ist zu sehen.

4.11 Expression von einer um neun Aminosauren gekiirzen Version
von TbiIMPDH

Von der IMPDH aus Trypanosoma brucei (ThIMPDH) gibt es zwei Varianten. Wéhrend
die lange Form in vivo Kristalle in Sf9 Insektenzellen bildet, fiihrt die Expression der
am N-Terminus um 65 Aminosduren kiirzeren, aber sonst vollig identischen, kurzen
Form nicht zur Kristallisation in vivo. Eine Betrachtung der Kristallstruktur legte die
Vermutung nahe, dass die ersten neun Aminosauren fiir die in vivo Kristallisation nicht
erforderlich sind. Es sollte nun untersucht werden, ob eine Expression der um neun
Aminosduren gekiirzte in Sf9 Insektenzellen zu in vivo Kristallen fiihrt. Dazu wurde
das in der in der Genom-Datenbank von tritryp (http://tritrypdb.org) mit der Gene
ID Thg972.10.19740 hinterlegte 1539 bp lange Gen so modifiziert, dass die ersten 27
Nukleotide in der PCR nicht mit vervielfiltigt wurden. Anschlieend wurde das Gen in
Sf9 Insektenzellen exprimiert.
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4.11.1 Klonierung

Fiir die Expression der gekiirzten Version von ThIMPDH (ThbIMPDH-9AS) in Sf9 Insek-
tenzellen, wurden die unter 3.1.6 genannten Primer fiir eine Phusion-High-Filelity-PCR
3.2.1.1 mit einer Annealing Temperatur von 53°C und einer Elongationszeit von 2 min
verwendet. Anschliefend wurde der PCR-Ansatz in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gerei-
nigt (Abb. 42) dann wurde die Bande bei etwa 1512 bp aus dem Gel isoliert (3.2.1.3)
und danach fiir eine Clonejet-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet.
Danach wurde das isolierte Plasmid sequenziert (3.2.1.12). Das sequenzierte Genfrag-
ment wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Notl aus dem pJET1.2 Vektor
ausgeschnitten und tiber Gelextraktion gereinigt (Abb. 43).

Abbildung 42: Agarosegel der PCR von IMPDH-9AS. Die erwartete Bande hat eine
GrofBle von 1512 bp.
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Abbildung 43: Verdau des Vektors pJetl.2-IMPDH-9AS mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Notl. Die erwarteten Banden sind bei 2974 bp und 1512 bp
zu sehen.
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4.11.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlieender Ligation, konnte das IMPDH-9AS-Gen
durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid
eingefithrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 3812 bp (1)
zu sehen fiir IMPDH-9AS ohne His-Tag. Eine weitere Banden (2) war bei 3942 bp fiir
IMPDH-9AS mit His-Tag zu erkennen (Abb. 44).
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Abbildung 44: Agarosegel der PCR von IMPDH-9AS-Bacmid. Die erwarteten Banden
haben eine Grofie von 3812 bp (1) und 3942 bp (2).

4.11.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschliefend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-

schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen.

4.11.2.1 Expression von IMPDH-9AS in Sf9 Insektenzellen

Der P3-IMPDH-9AS-Virenstock wurde fiir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten
Monolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit verschie-
dener MOI infiziert. Es wurden jedoch keine kristallinen Strukturen beobachtet.

4.11.2.2 Identifikation von IMPDH-9AS mittels Western Blot

Fiir eine Identifikation von IMPDH-9AS wurde das Protein in Insektenzellen exprimiert
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und anschliefend aus den Sf9 Zellen mit I-PER Insect Cell Protein Extraction Reagent
nach Angaben des Herstellers isoliert. Danach wurde IMPDH-9As mittels Western Blot

identifiziert.

55 kDa
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Abbildung 45: Western Blot von IMPDH-9AS. Eine Doppelbande bei etwa 55 kDa ist
zu sehen.

4.12 Expression von TbCatB ohne Propeptid

Vorhergehende Untersuchungen haben gezeigt, dass die Expression von ThCatB in Sf9
Insektenzellen zur Kristallisation in vivo fiihrte. In dieser Arbeit sollte untersucht wer-
den, ob ThCatB auch ohne das Propeptid Kristallisiert. Dazu wurde das in der Genom-
Datenbank von tritryp (http://tritrypdb.org) hinterlegte, 1023 bp lange Gen mit der
Gene ID Th927.6.560, in der PCR so vervielfaltigt, dass das Propeptid nicht mit kopiert

wurde. AnschlieBend wurde das Protein in Sf9 Insektenzellen exprimiert.

4.12.1 Klonierung

Fiir die Expression von ThCatB ohne Propeptid (ThCatB-Prop) in Sf9 Insektenzellen,
wurden die unter 3.1.6 genannten Primer fiir eine Phusion-High-Filelity-PCR 3.2.1.1 mit
einer Annealing Temperatur von 53°C und einer Elongationszeit von 2 min verwendet.
Anschliefend wurde der PCR-Ansatz in einem Agarose-Gel (3.1.9.1) gereinigt (Abb. 46)
dann wurde die Bande bei etwa 810 bp aus dem Gel isoliert (3.2.1.3) und danach fur
eine Clonejet-Subklonierung nach Angaben des Herstellers verwendet. Danach wurde
das isolierte Plasmid sequenziert (3.2.1.12). Das sequenzierte Genfragment wurde mit
den Restriktionsenzymen BamHI und Xhol aus dem pJET1.2 Vektor ausgeschnitten und
tiber Gelextraktion gereinigt (Abb. 47).
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Abbildung 46: Agarosegel der PCR von ThCatB ohne Propeptid. Die erwartete Bande
hat eine Grofle von 810 bp.
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1000

Abbildung 47: Verdau des Vektors pJetl.2-TbCatB-Prop mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Xhol. Die erwarteten Banden sind bei 2974 bp und 810 bp
zu sehen. Es sind weitere unerwartete Banden zu sehen, die nicht weiter
untersucht wurden.

4.12.1.1 Ligation und Transformation

Nach der Reinigung im Gel und anschlieender Ligation, konnte das ThCatB-Prop-Gen
durch Transfomation in DH10Bac-Zellen durch homologe Rekombination in das Bacmid
eingefithrt werden. Nach einer PCR waren im Agarosegel eine Bande bei 3110 bp zu
sehen (Abb. 48).
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Abbildung 48: Agarosegel der PCR von ThCatB-Prop-Bacmid. Die erwartete Bande hat
eine Grofle von 3110 bp.

4.12.2 Transfektion in Sf9-Zellen

Die isolierte DNA wurde wie eingangs beschrieben fiir eine Transfektion verwendet.
Anschliefend wurde der P1-Virenstock isoliert und weiterverwendet um wie oben be-
schrieben einen P2- und P3-Virenstock herzustellen. Der Virus-Titer wurde nach 3.2.2.9
bestimmt (6,2 x 107).

4.12.2.1 Expression von TbCatB-Prop in Sf9 Insektenzellen

Der P3-ThCatB-Prop-Virenstock wurde fir eine Infektion einer etwa 60 % konfluenten
Monolayerkultur von Sf9 Insektenzellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit verschie-

dener MOI infiziert. Es wurden jedoch keine kristallinen Strukturen beobachtet.
4.12.2.2 Identifikation von TbCatB-Prop mittels Western Blot

Fiir eine Identifikation von ThCatB-prop wurde das Protein in Insektenzellen exprimiert
und anschlieBend aus den Sf9 Zellen mit [-PER Insect Cell Protein Extraction Reagent
nach Angaben des Herstellers isoliert. Danach wurde ThCatB-Prop mittels Western-Blot

identifiziert.
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45 kDa W

35 kDa =

Abbildung 49: Western Blot von ThCatB-Prop

4.13 Zusammenfassung

Hier sollen die Ergebnisse nochmal zusammengefasst werden um ein deutlicheres Bild

abzugeben.

Tabelle 14: Zusammensetzung der erhaltenen Ergebnisse
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Eine zu hohe MOI von iiber 0,5 pfu/ml fithrt zur Lyse der Zellen, bevor die Zellen
Kristalle bilden kénnen. Der optimale MOI Bereich liegt zwischen 0.1 und 0.01. Die
Insektenzellen wurden Temperaturen iiber 28°C nicht kontinuierlich ausgesetzt sondern
als Hitzeschock von 15 min sowie von 2 und 4 Stunden. Es hat sich herausgestellt, das
die besten Temperatur-Bedingungen fiir die in vivo Kristallisation bei 28°C liegen. Die
optimale Konfluenz der Zellen liegt bei etwa 60%. Nach neun Tagen konnten Kristalle
im Lichtmikroskop beobachtet werden. Wahrend Lysozym und TbhTubulin immer recht
unterschiedlich viele Kristalle produzierten, waren bei SaAcrB und TbVSG221 immer
etwa gleich viele Kristalle zu beobachten. Wobei auch hier kleine Schwankungen im
Einzelfall zu beobachten waren. Bei den anderen Proteinen konnten unter keinen der

untersuchten Bedingungen in vivo Kristalle beobachtet werden.

5 Diskussion

Die in vivo Kristallisation ist bis heute wenig erforscht und wurde kaum beachtet [Ax-
ford et al., 2014]; [Koopmann et al., 2012]. Dabei gab es in den letzten Jahren grofie
Fortschritte auf diesem Gebiet. Es wurden bereits 11 in vivo Kristalle in der Literatur

beschrieben.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und wie es moglich ist weitere Proteine
in vivo zu kristallisieren. Dazu wurden acht verschiedene Proteine in Sf9 Insektenzellen
exprimiert und der Einfluss der MOI, der Zelldichte, der Temperatur und der Inkuba-
tionszeit untersucht. Es ist gelungen, vier neue in vivo Kristalle herzustellen und zu
charakterisieren. Die optimalen Bedingungen fiir die in vivo Kristallisation sind, eine
Temperatur von 28°C, von Insektenzellen geringerer Generationszahl, die auf eine Dich-
te von 8 x10° Zellen/ml verdiinnt wurden. Hohere oder niedrigere Temperaturen fiihren
zu einer geringeren Anzahl an Kristallen. Auch ein Hitzeschock fihrt zu weniger Kris-
tallen. Die optimale MOI liegt zwischen 0,1 und 0,01. Eine héhere MOI fiihrte zu schnell
zur Lyse der Insektenzellen und somit zu einer geringeren Kristallzahl. Eine niedrigere
MOI kann die Infektion so sehr verzogern, dass die nicht infzierten Zellen weiterwachsen
und so konfluent werden, dass die Kristallbildung erschwert wird. Die optimale Konflu-

enz der Zellen zum Zeitpunkt der Infektion liegt bei etwas 60%.

Auffallig ist, dass die bereits kristallisierten Proteine ThIMPDH und ThCatB in ihrer

gekiirzten Version nicht mehr kristallisieren. Schon kleine Veranderungen fithren offen-
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sichtlich dazu, dass die Proteine ihre Fahigkeit in vivo Kristalle zu bilden verlieren.
Darauf deutet auch hin, dass das humane Cathepsin B in Sf9 Insektenzellen keine in
vivo Kristalle bildete. Humanes Cathepsin B und trypanosomales Cathepsin B haben

nur eine 39 %ige Ubereinstimmung in ihrer Sequenz.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch ThIMPDH Kristalle hergestellt. Dabei wur-
den in einer Versuchsreihe Sf9 Insektenzellen infiziert und mit 3-Methyladenin, einem
Autophagie-Inhibitor, versetzt und mit ThbIMPDH infiziert. Die so behandelten Insek-
tenzellen bildeten keine ThIMPDH-Kristalle mehr. Dies deutet darauf hin, dass sich der
Kristallisationsmechanismus fiir ThIMPDH von ThCatB unterscheidet. Hier kristallisie-
ren die Proteine im rauen ER [Koopmann, 2010], [Redecke et al., 2013].

5.1 Charakterisierung der in vivo Kristalle

Die beobachteten in vivo Kristalle entstehen in infizierten Sf9 Insektenzellen und sind ab
ca. 9 Tagen im Lichtmikroskop als nadelférmige Strukturen sichtbar. Die Schadigung der
Zelle durch das Baculovirus fiihrt zur Lyse der Zellen, so dass mit zunehmender Zeit im-

mer mehr Kristalle im Medium frei vorliegen, wo sie auch tiber langere Zeit stabil bleiben.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Betzel am DESY, Hamburg, wur-
den die isolierten Kristalle untersucht. Bis dato ist es aber noch nicht gelungen ei-
ne Strukturaufkldrung erfrolgreich abzuschlieen, aufler fiir die Proteine ThCatB und
TbIMPDH [Koopmann, 2010]. So wurden die Kristalle mittels Western Blot und Mas-
senspektrometrie untersucht und es konnten fiir alle in vivo Kristalle positive Ergebnisse
erzielt werden. Nur fiir SaAcrB konnte keine positiven massenspektrometrischen Daten

erzeugt werden.

Leichte Detergentien konnten die Kristalle nicht auflosen, eine Verédnderung des pH-
Wertes fithrte dagegen zur Solubilisierung. Die in vivo Kristalle sind bei verschiedenen
pH-Werten 16slich. So sind die SaAcrB Kristalle bei pH-Werten von iiber 10, Tubu-
lin und Lysozy von unter 2 und VSG Kristalle von unter 3 loslich. Durch wiederholte
Einfrier- und Auftauzyklen war es ebenfalls moglich die Kristalle zu solubilisieren. Durch
Resolubilierung der Kristalle konnte das entsprechende Protein ndher untersucht wer-

den. Massenspektrometrische- sowie Western Blot Analysen zeigen, dass die Kristalle
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aus dem Protein bestehen.

Die Proteine fiir die kein spezifischer Antikorper vorhanden war (Lysozym, SaAcrB,
Myoglobin, Tubulin und ThIMPDH), wurden mit und ohne His-Tag exprimiert. Inter-
essanter Weise hatte der His-Tag keinen Einfluss auf die Fahigkeit des Proteins in vivo
Kristalle zu bilden.

5.2 Mdgliche Ursachen der in vivo Kristallbildung

Um zu Verstehen, warum manche Proteine in vivo kristallisieren, ist es wichtig sich vor
Augen zu fithren, in welchem Zusammenhang die Kristallisation in freier Natur bzw. im

Labor von statten geht.

In der Landwirtschaft werden Baculoviren dazu genutzt Pflanzen vor Schadlingen zu
schiitzen. Dazu werden Wildtyp Baculoviren vom Typ Nucleopolyhedrovirus, die von ei-
ner Schutzschicht aus Polyhedrin umgeben sind auf Pflanzen aufgetragen. Die Viruspar-
tikel konnen dank der Polyhedrinschicht auch widrige Umweltbedingungen iiberleben,
da die Schutzschicht kristalliner Natur ist. Wenn Insektenlarven kommen, um die Pflan-
zen zu fressen, gelangen die Viren in die Larve und werden im alkalischen Milieu des
Mitteldarms aus der Polyhedrinschicht befreit und kénnen die Insekten infizieren [Vogel,
1986]. Die Insektenzellen bilden in Kombination mit dem Baculovirus einen intrazellu-
ldren Kristallisationsmechanismus [Koopmann, 2010]. Die Bildung von Proteinkristallen
in Insekten- oder anderen Zelllinien ist ein in den letzten Jahren immer haufiger beob-
achtetes Phanomen. Ein Vergleich der Proteine, die in vivo Kristalle bilden ist schwierig,
da sie unterschiedliche Funktionen haben und auch keinerlei Ubereinstimmung in ihrer
Aminosduresequenz. Ein Vergleich des N-Terminalen Teils der Proteine, der sich fiir die
in vivo Kristallisation als wichtig erwiesen hat, in einem Multiplen Sequenz Alignment
der kristallbildenden Proteine, ist in Abb. 50 und 51 dargestellt. Es zeigt, dass zwar
einzelne Aminosduren tibereinstimmen, ein bestimmtes kristallbildendes Motiv konnte
aber nicht gefunden werden. Auch ein Vergleich der Sekundarstruktur fiihrt nicht zu
dem Schluss, dass ein bestimmtes Motiv zur Kristallisation fiihrt. Wichtiger scheint zu
sein, dass das Protein in einem geschlossenem Kompartiment der Zelle gebildet oder ge-
bracht wird. Diese Besonderheit der Proteine wird besonders deutlich an den Beispielen
TbIMPDH und ThCatB. ThIMPDH ist ein cytosolisches Protein und hat kein Signal-
peptid. Trotzdem finden sich bei TEM-Aufnahmen mit ThIMPDH infizierter Sf9 Zellen,

eine Membran um die Kristalle. Dies deutet darauf hin, dass sich Autophagosomen bil-
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den und das Protein in diesen Vesikeln kristallisiert [Duszenko et al., 2015]. ThCatB
dagegen wird direkt im rauen ER gebildet und kristallisiert, sobald die Konzentration
des Proteins grof§ genug ist [Koopmann et al., 2012]. Ein weiteres interessantes Beispiel
fir ein Protein, dass erst in Autophagosomen zur Kristallisation kommt ist Xpa [Tsutsui
et al., 2015]. In allen Fallen, in denen der Kristallisationsmechanismus bekannt ist, muss
das Protein in einem Kompartiment gebracht werden, so dass es eine hohe lokale Kon-
zentration erreichen kann um so in vivo Kristalle bilden zu konnen. Bei diesem Vorgang
muss Wasser von der auflerem Umgebung jedes einzelnen Protein-Molekiils verdrangt

werden und ein Kontakt zu einem anderen Protein-Molekiil hergestellt werden.

Calcineurin --MG---NTTS- - - SVLDNIVQGSNFDREEVD - == === == ==~ -~ R- LRKRFMKLD- - - -
Folyhedrin ~ ------ MP------ D-- -YSY-RPTIG- -[RTYVY|DNKYYKN-LD- AVIKN- - - - AKRKK
g6 mmeee- MKH= === === === - LWFFL-=------ LLVAAPRWYLSQVQLQEJSGAGLVK]-
TbCatB oo MHLMRACT - - - TFCTA- STAVVAVNAALVAED - APVLS - - KAFV-——- - - DR- VN
Th IMPDH ME- - - NTNLRTKTLRDGT TAEELFSQDGLS[FND- - -- - - - -- FI-ILPGFIDFD------
Neuraminidase --MLPSTV---QT----- L------- TLLLTS-GGVLL- -SLYVSASLSYLLYSD-VLLK
CPV1T - MA------ DLSLARQRLTDESVNEA- - -- - - PRAY------ DA------ NMELVIVA
XPA e MVSVI TSEMKIELRMEGAVNGHKF VI TGKG|SGQPFEGIQNVDLTVI|EGGP LPFA
GFP- NS MSRVSKGEELFTGVVPT LVELDGDV|NGHKFSVSGE|GEGDATY|GKLTLKFI - CT|TGKLPVP
Luciferase ~  ------ ME------------- DAKN TMH[GP APFYP LEDG TAGEQLHKAMKRYAQ VP GT[T]-
Lysozym MKV~ - -FGRE- == ==~~~ - ELAA-AMKRHGLDNY - RGYSL - - GNWVCAAKFESNFNTQ
SaAcrB MIKKLLQFS- LGNKF -~ ATFLMVV- - - -~ -~ - LWLGGVYASAK LKL - ELLPNVQN- - -
Thvs6221 MPSNQ- EARLF - - - - LAVLVLAQVLP T LVDSAAHKGF[KQAFWQP LCQVSEELDDQPKGAL
TbTubulin  ------ MRE[ATCTH] T - GQAGCQVENACWELFCLEHG- - - TQPDGAMPSDKTI- - - - - GVE
Calcineurin KDNSETI]- - - EREEFLSLPQIST---------- NPLARMTATFDED - GGGDVDFQEFVSGE
Polyhedrin HF--MKN HF - - AVYDNKYYKN- LD- AVIKN- - - -AKRKKHF - - AEH
IgG --PSE------ CTVSGGSI----SgHY------ WSWIRQ|SPGKG[LQ-WIG|
ThCatB -RL--N RGI[WKAKYDGVMQNITLREAKRLNGY TKKNNNASTLPKRRFTEEEAR - APLPS
Tb IMPDH SSKVNVSGQF- - - TINT[LLHL[PLVS|SPMDTV TE - - - SSMARAMALMG - - - - GI[GVIH- - -
Neuraminidase SSTKTTA- - - PTMSLECTNASNAQTV - - NHSATKEMTFPPPEPEWTYPRI[SC]- - - - -- - -
CPV17 EVPEGQ[C- - - KSFHF|ANPAVIK- - - - GVIK|SSE--- - - LMWDIDNGHQ- - - - - MSEYELQ
XPA FDILTTAFHY- - - GNRVF|VEYPEEI - - VDYFKQSFPEGY[SWERSMSY]ED - GICLATNNI]
GFP- NS WPTLVTTLTY- - - GVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERT IFFK]D - DGNYKTRAEY]
Luciferase --[AFTDJA- - - - PLEDGTAGEQLHKAMKRYAQVPGTT - - - AFTA-H- - - AHVNI T|VSEVFE
Lysozym

SaAcrB

Thvs6221

TbTubulin

Abbildung 50: Alignment des N-Terminus der kristallbildenden Proteine: Vergleich
der Sekundarstruktur. Grau unterlegt: a-Helix. Schwarzer Rahmen: (-
Faltblatt.



5.3 Ausblick

85

calcineurin ——lG———NTTS— - -SVLDNIVQBSNFDREEWD - - - - - - - - - - - - - R-ERKRFMKLD- - - -
Polyhedrin ~  ------MP------ D---YSY-RPTIG--RTYVYDNKYYKN-LD-BVIKN----- AKR
Ig6  ce----MKH-------- - [WFFL------- APRWULSQVQ LQESGPGIVK—
ThCatB --- [IA- STAVVAVNARIIVAED - FV------ N
ThIMPDH ME- - -NTNLRT LRDGTTAEILFSQDG LSEND--------- D------
Neuraminidase --MLPSTV---QF-----0------- TLLLTS- lGVlL——SlYlS

CPV17 =nimMA s DLSLARQRLTDE NEA —————— PRAY ————————————

XA ------ TSEMK EI

GFP-pNS TGWP LVE

Luciferase ~ ------ME-------------

Lysozym -MKV---FGRC---------- LAA A RHG.DNY RGYSH- fGNWVCAAKFESNFNTQ
SaAcrB IKKLLQFS - LGNKF- - ATFLMVM - - - - - - - - - GVYASAKL E PNVQN- =i
Thvse221 PSNQ- EA ----LAVE LPILV DSI/I\ FKQARWQPECQ DIQIKGAL
TbTubulin - ---- IHI- GQAGCQVGNACNELF EHG- - - IQPDGAMPSDKTI- - - - -
calcineurin KINSGu— - -EREEFLSLPQEST--------- - NPLARIlCIFDED— GGGPVDFQEFVSG
Polyhedrin HF - -AVIKN- - - - - - - AKRKKHF - - AVYDNKYYKN- LD KN- - - - AKRKKHF - - BEH
IgG --PSE------[lIS--- -- - -SBHY------ WSWIRQSP Q-WIG
ThCatB -RL--N RGIWKAKYDGVMQNI[LREAKRENGVIKKNNNASILPKRRETEEEAR-APLPS
ThIMPDH SSKVNVSBQF - - - TKNILLHLPL PMDTVTE - - - SSMARAMALMG - - - - BIGEVIH-- -
Neuraminidase SS[IKITTA- - —PIMSLECTNASNAQTV— -NHSA EMTFPPPEPEWTIPRLSC ————————
CPV17 EYPEGQC - - -KSFHEANPF ----BVIKSSE---- - DIDNGHQ---- - MSEYELQ
XPA I FHY - - -GNR' I ERSMSYE[D - GGI NNI
GFP-pNS WP TLTY-- - VI YVQE TlFF -DGN YKTI
Luciferase - -AFTDA- - - -PEEDGTA QLHKAMKRYAQVPGTI— --BFTA-H--- NITYSEYFE
Lysozym ATNRNTDESTDYGILQINSRWWCNDE- - - -RTPGSRN - - - - -VCAAKIESNFNTQAINRN
SaAcrB ----PV---lS------ VTTIMPGATPQSTQ--------- DEISSKIDNQVRIS-- - -VT
Thvs6221 TLQAAASKI----------- KMR-- - --- DA------ YAE INHGTNRAKIAI
ThTubulin DR------ AF-NTFESETGAGKHVPRAVFEDLEP-TVV- - - - DEVRTGT---Y------

Abbildung 51: Alignment des N-Terminus der kristallbildenden Proteine: Farblich un-
terlegt sind die iibereinstimmenden Proteine.

5.3 Ausblick

Leider ist es bis heute noch nicht gelungen die Struktur, der in dieser Arbeit kristallisier-
ten Proteine aufzuklaren. Uber die entwickelte Methode miissten sich jedoch geniigend

Kristalle erzeugen lassen, um die Struktur aufzuklaren.

Ein wichtiges Ziel ist die Aufkldrung des Mechanismus der in vivo Kristallbildung. Dabei
stellt sich auch die Frage, ob es einen Unterschied zwischen der in vivo Kristallisation
von rekombinant exprimierten Proteinen und homolog exprimierten Proteinen wie der
Alkoholoxidase in Hefe [Jakobi et al., 2016] gibt. Dazu kénnen durch gezielte Muta-
tionsstudien die Stellen identifiziert werden, die fir die in vivo Kristallisation wichtig
sind. Auch der Einfluss von posttranslationalen Modifikationen auf die in vivo Kristal-
lisation kann in diesem Zusammenhang untersucht werden. Auch ist es fraglich, ob es
nur einen Mechanismus fiir die in vivo Kristallisation gibt. Neben den Messungen am
Freien-Elektron-Laser konnen die Kristalle auch fiir eine in cellulo Untersuchung an ei-
ner Synchroton-Strahlungsquelle eingesetzt werden. Erste Ergebnisse dazu sind bereits
veroffentlicht [Axford et al., 2014].
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5.4 Zusammenfassung

Neben der etablierten in vitro Kristallisation hat die in vivo Kristallisation in den letzten
Jahren fiir immer mehr Aufsehen gesorgt. Ob es gelingen wird die in vivo Kristallisation
als alternative Methode in der Forschung zu verankern ist noch nicht abschliefend ge-
klart. Vieles deutet aber darauf hin, dass die in vivo Kristallisation ein grofles Potential
hat.

Als die ersten Proteine in vivo Kristallisiert wurden, erschien dies Phanomen noch wie
ein Zufall. Die in vivo Kristallisation wird noch nicht so beachtet wie die etablierte in vi-
tro Kristallisation [Axford et al., 2014]; [Koopmann et al., 2012]. Die Produktion neuer in
vivo Kristalle fithrte dazu, dass es gelungen ist, die Struktur der Proteine aus denen diese
Kristalle bestehen aufzukléren [Koopmann et al., 2012]; [Coulibaly et al., 2007]; [Tsutsui
et al., 2015]. Nachdem in der Literatur immer mehr in vivo Kristalle beschrieben wurden
1.2, sollte ein systematischer Ansatz gefunden werden, nachdem es moglich ist, Protei-
ne in vivo zu kristallisieren. Dazu wurden die Kristallisationsbedingungen optimiert und
der Einfluss der MOI, der Zelldichte, der Temperatur und der Generationszahl der Insek-
tenzellen bestimmt. So sollten die Insektenzellen mit einer MOI von 0,1 bis 0,01 pfu/ml
infiziert werden. Die Zellen sollten etwa 60% konfluent sein, die Temperatur sollte bei

28°C liegen und die Zellen hochstens aus Passage 15 sein.

Neben dieseen Einfliissen, hat auch die Beschaffenheit des Proteins selbst einen grofien
Einfluss darauf, ob es kristallisiert. Schon kleine Verdnderungen in der Aminosdure-

Zusammensetzung konnen die Kristallisationseigenschaften stark verandern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Proteine auf ihre Fahigkeit untersucht in
vivo Kristalle bilden zu kénnen. Dabei wurde gezielt unterschiedliche Proteine genom-
men, um ein moglichst breites Spektrum an Proteinen zu untersuchen und so idealer
Weise allgemeingiiltige Bedingungen zu finden, die fir die in vivo Kristallisation wichtig
sind. So wurden Lysozym, Myoglobin, SaAcrB, humanes Cathepsin B und die beiden
trypanosomalen Proteine ThVSG221 und ThTubulin untersucht. Auflerdem wurden ge-
kiirzte Varianten der bereits kristallisierten Proteine ThCatB und ThIMPDH in Sf9
Zellen exprimiert. Von diesen Proteinen kirstallisieren unter den optimierten Bedingun-
gen Lysozym, SaAcrB, ThVSG221 und ThTubulin.

Die in vivo Kristalle konnten resolubilisiert und mittels Western Blot untersucht werden.
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Es ist gelungen, fiir alle diese Proteine einen positiven Nachweis zu erbringen. Auflerdem
wurden noch von Lysozym, ThVSG221 und TbhTubulin positive Massenspektrometrische

Daten erzeugt.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AcrB
BCIP
bp
C-Terminus
DMSO
DNA
FAO
FEL
HCL
HEWL
His
HsCatB
IgG
IMPDH
kDa

LB
MCS
N-Tterminus
NaOH
NP40
PBS
PCR

pi

RIPA
Sa

SDS

St
ThCatB
Tab.

u. a.

°C

Acriflavin resistance protein B
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
base pair

Carboxy-Terminus
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

Food and Agriculture Organization
Freie-Elektronen-Laser

Salzsaure

hen egg white lysozyme

Histidine

Cathepsin B aus Homo sapiens
Immunglobulin G
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
kilo dalton

Luria-Bertani

multiple cloning site
Amino-Terminus

Natriumhydroxid

Nonidet P40

Phosphate Buffered Saline
Polymerase chain reaction

post infection

Radio Immuno Precipitation Assay
Staphylococcus aureus

Sodium Dodecyl Sulfate
Spodoptera frugiperda

Cathepsin B aus T.brucei

Tabelle

unter anderem

Grad Celsius
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