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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neben den jahrlichen Influenza-A-Virus Epidemien bilden vor allem sporadisch auftretende
Pandemien ein ernstzunehmendes Gesundheitsrisiko. Bei einer normalen Infektion mit
Entziindung des respiratorischen Systems verlauft die Symptomatik meist harmlos innerhalb von
ein bis zwei Wochen. Infektionen mit einem besonders aggressiven Viren-Stamm kdnnen
hingegen letal verlaufen.

Wahrend des Replikationszyklus Ubernimmt das Matrix Protein 1 (M1) verschiedene essentielle
Aufgaben. Ein Netzwerk aus M1-Oligomeren bildet den Ankerpunkt flr das virale Genom und
stabilisiert die Integritat innerhalb des Virions. Wahrend der frihen Phase der Infektion findet nach
rezeptorvermittelter Endozytose die Ansduerung der Endosomen statt, was zur Dissoziation des
M1-Netzwerkes und der Freisetzung des viralen Genoms nach Membranfusion in das Zytosol der
Wirtszelle flhrt. Das Fehlen von Strukturdaten tragt dazu bei, dass die Grundlagen des
M1-Netzwerk-Aufbaus sowie der -Dissoziation aufgrund von pH-Wert-Anderungen noch nicht
vollstandig verstanden sind. Ein weiteres essentielles virales Protein fir die Replikation, das
Nukleus-Export-Protein (NEP), bildet durch M1-Bindung einen Nukleus-Export-Komplex, der das
virale Genom aus dem Zellkern transportiert. Ohne diesen Export-Komplex kdénnen keine
infektiésen Virione gebildet werden. Ahnlich wie fir das Volllange-M1-Protein sind auch nur
wenige strukturelle Informationen tber das NEP bekannt.

In dieser Arbeit konnte die rekombinante Herstellung des M1-Proteins erfolgreich in E. coli-Zellen
etabliert werden, wenngleich die Ausbeute an Iéslichem Protein gering war. Wahrend intensive
Bemihungen, das NEP ebenfalls rekombinant in E. coli-Zellen zu synthetisieren, erfolglos blieben,
konnte I6sliches NEP alternativ in Baculovirus-infizierten Insektenzellen produziert werden. Dabei
zeigte sich innerhalb der Zelle eine Assoziation des Proteins mit der Plasmamembran, was eine
bislang unbekannte Eigenschaft des NEP darstellt.

Zusatzlich ermdoglichte die erfolgreiche Proteinproduktion in Insektenzellen, die auch flir das
M1-Protein etabliert werden konnte, die Untersuchung auf spontane Kristallisation in den lebenden
Zellen. Dieser innovative, alternativ zur konventionellen Proteinkristallisation in der Etablierung
befindliche Ansatz nutzt verschiedene zellulare Kompartimente: In diesem Fall das Zytosol, das
ER und die Peroxisomen als Screening-Parameter fir die Kristallbildung, in die sowohl das
M1-Protein als auch NEP mittels Translokationssignalen dirigiert wurden. Allerdings konnten mit
der derzeit vorhandenen lichtmikroskopischen Detektionstechnik keine Anzeichen fir eine Bildung
von in vivo-Kristallen des M1 bzw. des NEP erkannt werden. Dies kann mdéglicherweise mit den
spezifischen Bedingungen in den Kompartimenten, mit dem enormen Stress, dem die Zellen durch
die Proteinbiosynthese ausgesetzt waren, oder mit der Auflésungslimitation der Lichtmikroskopie
zusammen hangen und sollte nach Etablierung optimierter Detektionstechniken wiederholt
werden. Da das M1-Protein nach zytosolischer Proteinbiosynthese erfolgreich in den Sf9-Zellkern

transloziert wurde, kann der Ansatz der in Vvivo-Kristallisation durch Nutzung des
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Kernlokalisationssignal (NLS) des M1-Proteins um ein zusatzliches Kompartiment als
Screening-Parameter erweitert werden. Durch Anwendung konventioneller
Kristallisationsstrategien konnte ein geordneter hexagonaler Kristall mit 25 ym x 25 uym
Kantenlange erhalten werden. Die spezifische Methylenblau-Farbung deutet auf einen Aufbau aus
M1-Protein hin, was allerdings durch zuklnftige Diffraktionsdatensammiung an einer
hochbrillanten Synchrotronstrahlungsquelle verifiziert werden muss.

Mittels Rontgenkleinwinkelstreuungs-Experimenten konnten strukturelle Informationen Uber das
rekombinante Volllange-M1-Proteins in Losung erhalten werden. Dabei wurden in Abhangigkeit
des pH-Wertes Unterschiede in den SAXS-Streukurven identifiziert, die auf unterschiedliche
Flexibilitat der M1-Moleklle bzw. veranderte Zusammensetzung der M1-Proben hindeuten. Bei pH
5,0 der den angesauerten Endosomen entspricht, wurden homogene ab initio-Strukturmodelle fir
das M1-Monomer generiert, die der postulierten anisotropen Struktur des nativen M1-Proteins
bestehend aus globuldarer NM-Domane sowie elongiertem, flexiblen C-Terminus entspricht.
Erstmals erhaltene SAXS-Strukturmodelle des monomeren M1-Proteins bei pH 7,4 implizieren
hingegen eine Zusammensetzung der Probe nicht nur aus Volllange-M1-Protein, sondern auch
aus individueller NM- und C-terminaler Domane, was durch Grdlenausschlusschromatographie
grundlegend bestatigt wurde. Die bisher nicht bekannte Fragmentierung des M1-Proteins bei
physiologischem pH beeinflusst allerdings nicht die Sekundarstruktur des Proteins, deren
Unabhangigkeit vom pH-Wert und von der Proteinkonzentration die mittels CD-Spektroskopie
nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu zeigt das Aggregationsverhalten des M1-Proteins eine
deutliche Abhangigkeit von beiden Parametern. Wahrend die AFM-Topographie bei sauren
pH-Werten keine Ausbildung von M1-Netzwerken detektierte, konnten bei pH 7,4 in Abhangigkeit
der Konzentration spezifische, stabchenformige M1-Aggregate auf der negativ-geladenen
MICA-Oberflache visualisiert werden. Auch in Lésung war die Aggregationstendenz von M1 bei
physiologischem pH nach Uberschreiten der kritischen Konzentration von etwa 2 mg/ml signifikant
erhoht, im Vergleich zu M1-Proben bei pH 5,0.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse gewahren nicht nur neue Einblicke in die
pH-abhangige Konformation und Aggregation des M1-Proteins und somit in den
Replikationszyklus des Influenza-A-Virus, sondern etablieren ebenfalls rekombinantes
Vollange-M1-Protein als valides Modellsystem far zukunftige Struktur- und
Funktionsuntersuchungen. AufRerdem konnte erstmals rekombinantes NEP in Insektenzellen
produziert werden, was die essentielle Grundlage fir weitere Charakterisierungen dieses fir das

Virus essentiellen Proteins sowie seiner Interaktion mit dem M1-Protein darstellt.
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Summary

Next to the annually occurring epidemic spread of Influenza A virus, the constant risk of a new
sporadically arising pandemic virus strain represents a major threat to health. The main symptom
of an Influenza A virus infection is an inflammation of the respiratory system, which is usually cured
within one or two weeks. However, infections caused by a particularly aggressive virus strain could
lead to severe mortality rates.

The multifunctional Matrix Protein 1 (M1) features essential functions during the replication cycle of
the influenza A virus. A network composed of M1 oligomers inside the virion anchors the viral
genome and stabilizes the structural integrity of the particle. After receptor-mediated endocytosis
during the early stage of infection, the M1 network dissociates due to acidification of the
endosomes, which leads to the release of the viral genome into the cytosol of the host cell. Due to
the lack of structural information, the molecular mechanisms of the pH-dependent M1 assembly
and dissociation are not understood in detail so far. Another viral protein that is essential for
replication, the Nucleus-Export-Protein (NEP), is involved in the viral genome trafficking. It
interacts with M1 to form the nucleus-export-complex. Without viral-genome-export, the formation
of infectious particles is inhibited. Similar to full-length M1, the structural knowledge about NEP is
highly limited.

In this work, the recombinant expression of full-length M1-protein was successfully established in
E. coli cells, although the yield of soluble protein was comparatively low. In contrast, the
recombinant production of NEP in E. coli cells remained unsuccessful, despite numerous efforts.
Thus, baculovirus-infected insect cells were employed as an alternative expression system,
resulting in the production of small amounts of soluble NEP. Within the insect cells, NEP shows
close contact to the plasma membrane, which represents first evidence of a so far unknown
property of this protein.

In addition, the successful protein production in insect cells, which could also be established for M1
protein, allows the investigation of spontaneous protein crystallization within the living cells. This
innovative approach, which is currently in establishment as an alternative strategy for conventional
protein crystallization, exploits different cellular compartments, e.g. the cytosol, the ER, and
peroxisomes, as screening parameters for crystal formation. Both M1 as well as NEP have been
transported into these compartments using specific translocation signals. However, applying the
currently available detection technique that is mainly based on light microscopy, no indications for
successful in vivo crystal formation of M1 and NEP were observed. This could be due to the
specific environmental conditions within the cellular compartments, to the significant stress that
was exposed to the cells by protein biosynthesis, or to the limitations of light microscopy in terms
of resolution. Thus, in vivo crystallization test should be repeated after establishment of optimized
detection techniques for tiny crystals. Since M1 was successfully transported into the nucleus after

cytosolic protein synthesis, the corresponding nucleus location signal (NLS) appears to be suitable
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to extend the in vivo crystallization approach by an additional compartment as a new screening
parameter. Furthermore, conventional crystallization trials of full-length M1 resulted in the growth
of an ordered hexagonal crystal with dimensions of 25 ym x 25 ym. Specific staining with
methylene blue indicates a protein- rather than a salt crystal. However, this has to be verified by
diffraction data collection at a highly brilliant synchrotron source in the future.

The application of small angle X-ray scattering (SAXS) techniques resulted in structural information
of the full-length M1 protein in solution. Depending on the buffer pH, differences in the SAXS
scattering curves have been identified, which indicate alterations in the flexibility of the M1
molecules or a different composition of the M1 samples. At pH 5, representing acidified
endosomes, homogeneous ab initio structural models were generated for M1 monomers,
corresponding to the anisotropic structure of native M1 that consists of a globular NM domain as
well as an elongated C-terminal domain. Structural SAXS models of monomeric M1 at pH 7.4,
which were obtained for the first time, indicate that the sample is not only composed of full-length
M1 protein, but also of individual NM and C-terminal domains, which was largely confirmed by size
exclusion chromatography. However, this so far not reported fragmentation of M1 at physiologic
pH does influence the secondary structure of M1, which was proven by CD spectroscopy to be
independent of pH and protein concentration. In contrast, the aggregation tendency of M1 is
significantly influenced by these parameters. Whereas AFM topography did not detect the
formation of M1 networks at acidic pH, specific rod shaped M1 aggregates have been visualized at
pH 7.4 on the surface of negatively charged MICA, also depending on the protein concentration. A
similar intrinsic aggregation tendency of M1 was observed at pH 7.4 in solution after exceeding the
critical concentration of approximately 2 mg/ml, in contrast to M1 samples at pH 5.

The results obtained in this study provide not only new insights into the pH-dependent
conformation and aggregation of M1 and thus into the replication cycle of the Influenza A virus, but
also established recombinant full-length M1 protein as a valid model system for future
investigations of the protein structure and function. Moreover, recombinant NEP was produced for
the first time in insect cells, representing the essential basis for the upcoming characterization of

this essential protein as well as its interaction with M1.



Einleitung 1
1. Einleitung

1.1. Influenza-A-Virus

Die klinische Symptomatik einer Influenza-A-Virus Infektion zeigt vorwiegend eine Entziindung der
Nase, des Rachens, der Bronchen und gelegentlich der Lunge. Normalerweise dauert eine
Infektion rund eine Woche an, in der es zu hohem Fiber, Kopf- und Gliederschmerzen,
Unwohlsein, unproduktivem Auswurf und Halsschmerzen kommen kann'.

Das Virus verbreitet sich leicht durch Trépfcheninfektion Gber die Luft. Junge Menschen erholen
sich meist ohne Behandlung innerhalb von 1 - 2 Wochen?. Bei Risikogruppen wie Neugeborenen,
Senioren oder immunsupprimierten Menschen kann es zu schwerwiegenden Komplikationen,

Pneumonie oder sogar zum Tod kommen®*.

Das Influenza-A-Virus gehért zur Familie der Orthomyxoviridae. Es ist ein membranumhiillites
Virus mit einem in acht Segmente unterteilten RNA-Einzelstrang-Genom negativer Polaritat
((-)ssRNA). Die Segmente kodieren fur 11 bis 12 Struktur- und Nichtstruktur-Proteine, die es
ermdglichen die Wirtszellmechanismen fir die virale Proteinbiosynthese und Replikation zu
manipulieren®®.

Die Virus umhiillende Lipiddoppelmembran (Abbildung *.1) stammt von der Wirtszelle und setzt
sich hauptsachlich aus Cholesterol und Phospholipiden zusammen’™®. In die Membran sind die
viralen Proteine Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA) und Matrix Protein 2 (M2) integriert,
dabei tragt HA mit 80% den grdfliten relativen Anteil bei, gefolgt von NA mit 17 % und M2 mit
3%'%"2, Auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran formt das Matrixprotein 1 (M1) ein
Protein-Netzwerk, das die globuldre Struktur des Virus unterstitzt und die viralen

t'®. Die VRNPs bestehen aus den (-)RNA-Einzelstrangen, die

Ribonukleoproteine (VRNPs) binde
von Nukleoproteinen (NP) umgeben sind, einer geringen Kopienzahl an Nukleus-Export-Protein
(NEP) und drei viralen Polymerasen, dem polymerase basic protein 1 (PB1), polymerase basic
protein 2 (PB2) und polymerase acidic protein (PA). PB1,PB2 und PA bilden den RNA-abhangigen
viralen RNA-PonmerasekompIex”. Kirzlich wurde ein weiteres virales Protein entdeckt, das N40,

dass auf dem gleichen Genom-Segment kodiert wird wie PB1'°.
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Lipid-Doppelmembran von
der Wirtszelle

\_'_1
Polymerasekomplex

Abbildung 1.1| Aufbau eines Influenza-A-Virus-Partikels| Das Influenza-A-Virus-Genom besteht aus 8 Einzelstrang-
RNA-Molekulen negative Polaritat, die fur bis zu 12 Struktur- und Nichtstruktur-Proteine kodieren. Das Nukleus-Export-
Protein (NEP, alternativ NS2) und der antiviral Antagonist Nicht-Struktur Protein 1 (NS1) sind auf dem Segment 8 (NS-
Segment) kodiert. Die Matrix Proteine M1 und der lonenkanal M2 werden vom Segment 7 kodiert (M-Segment) und
werden genauso wie die NS-Proteine durch alternatives SpleilRen hergestellt. Das Rezeptorbindeprotein Hamagglutinin
(HA), das Sialinsaurereste schneidende Enzym Neuraminidase (NA), das Nukleoprotein (NP) und die
Polymerasekomplex-bildenden Proteine (PB1, PB2 und PA) werden alle jeweils durch ein spezifisches Genom-Segment
kodiert. Jedes der 8 verschiedenen Genom-Segmente bildet mit dem RNA abhangigen Polymerase-Komplex und dem

Nukleoprotein einen viralen Ribonukleoprotein-Komplex (vRNP)16.

1.2. Replikation des Influenza-A-Virus

Der Influenza-A-Virus Replikationszyklus kann in die folgenden Schritte unterteilt werden:
Aufnahme in die Wirtszelle, Aufnahme der vRNA in den Nukleus, Transkription und Replikation
des viralen Genoms, Zellkern-Export der vRNPs, Aufbau der Virione mit Budding an der

Plasmamembran der Wirtszelle und Freisetzung der neuen Virione (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2| Replikationszyklus des Influenza-A-Virus| Das Influenza-A-Virus (1) wird durch rezeptorabhange
Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen (2). Wahrend der Endosomen-Reifung stromen Wasserstoffprotonen in die
Endosomen ein, was zu einer Ansauerung des Virusinneren durch den M2-lonenkanal fihrt. Der niedrige pH-Wert
verursacht die Freisetzung der viralen RNA (3). Die vVRNPs werden aktiv in den Nukleus transportiert (4), wo die
Translation (5) und die Replikation Uber das cRNA-Zwischenprodukt (6,8,9) stattfindet. Anhand der cRNA-Vorlage
werden neue VRNA-Molekile synthetisiert (10), die mit dem RNA abhanigen RNA-Polymerasekomplex und
Nukleoprotein das fertige VRNP ergeben. Durch Interaktion der vRNP mit dem M1-Protein, NEP und dem
wirtszelleigenem Exportprotein Crm1 (11) wird der aktive Nukleus-Export realisiert (12). An der apikalen Seite der

Plasmamembran erfolgt das Budding und die Freisetzung neuer Influenza-A-Virione (13)17.

1.1.1. Aufnahme in die Wirtszelle

In der Membran des Virus befinden sich Homotrimere des Proteins Hamagglutinin (HA). Ein HA
Monomer wird aus den Untereinheiten HA 1 mit der Rezeptorbindungsdomane und HA 2 mit dem
Fusionspeptid aufgebaut. Die HA Trimere erkennen und binden an Sialinsaure-Molekile auf der
Wirtszelloberflache, die vom extrazelludren Teil der membranstandigen Glycoproteine prasentiert
werden. Die beiden haufigsten glycosidischen Bindungen, mit der die Sialinsaure in den
prasentiert wird sind a(2,3) bei Gefliigel und «.(2,6) beim Menschen, wobei humanpathogene Viren
selektiv die a(2,6) Bindung und die vogelpathogenen Viren die a(2,3) Bindung erkennen'®

Eine Besonderheit stellen Schweine als Wirt dar, die sowohl die «(2,3) als auch die «(2,6)
glycosidisch gebundene Sialinsaure auf ihrer Zelloberflache prasentieren. Dieser Umstand
ermdglicht es, dass ein humanpathogenes und ein gefligelpathogenes Virus eine
Schweinewirtszelle infizieren kénnen. In der Schweinewirtszelle kann es dann zu zufalligen
Rekombinationen (reassortment) der acht Segmente beider Viren kommen, was zu einem neuen

nun bedrohlichen Pathogen fiihren kann'®'®°.
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Nach Bindung des Virus an die Sialinsaure-Molekiile erfolgt die rezeptorvermittelte Endozytose
(Abbildung 1.2 (1 - 3)). Die Endosomen werden in der Wirtszelle angesauert, resultierend in einem
pH-Wert zwischen 5 und 6. Der niedrige pH-Wert verursacht eine Konformationsédnderung in den
HA Trimeren, sodass das Fusionspeptid des HA 2 in die endosomale Membran insertiert. Die
Insertion bewirkt die raumliche Anndherung der viralen und der endosomalen Membran, die fir
eine erfolgreiche Membranfusion notwendig ist'®?*2",

Der niedrigen pH-Wert hat auRerdem zur Folge, dass Protonen durch den M2 lonenkanal in das

22

Innere des Virus gelangen Folglich erniedrigt sich der pH-Wert auch im Virus, was

wahrscheinlich zu einer Konformationséanderung des M1-Proteins fihrt und dadurch erst die

Freisetzung der vRNP in das Zytosol der Wirtszelle ermdglicht®.

1.1.2. Eintritt der vVRNA in den Nukleus

Die Transkription der Influenza-A Proteine sowie die Replikation des viralen Genoms finden im
Zellkern der Wirtszelle statt. Daher ist es essentiell, dass die VRNPs aktiv vom Zytosol in den
Zellkern transportiert werden (Abbildung 1.2 (4)). Alle viralen Proteine (NP, PA, PB 1 und PB 2),
die an die virale RNA binden, besitzen ein individuelles Kernlokalisationssignal (NLS), welches
aktiven Zellkernimport ermdéglicht. Bis dato ist jedoch weitgehend unklar welche der NLS
verschiedenen den Zellkernimport am stérksten férdert?. Die vVRNPs binden an Importin-o. oder -
der Wirtszelle und gelangen somit Uber den Crm1 abhangigen Import-Mechanismus in den

Zellkern®.

1.1.3. Transkription und Replikation des viralen Genoms

Bei Influenza-A handelt es sich um ein (-)ssRNA Virus, daher wird das RNA-Genom zunéchst in
entsprechende positiv-Strangige-RNA ((+)RNA) umgeschrieben (Abbildung 1.2 (5 - 10)). Die
(+)RNA dient dann als Vorlage fiir die Synthese neuer viraler (-)RNA-Molekiile?®. Die Replikation
der RNA erfolgt Oligonukleotid-unabhangig, da die virale RNA-abhangige-RNA-Polymerase
(RdRp) die teilweise selbstkomplementdren 5 und 3’ Enden fir die Initiation des Prozesses
verwendet?’ %,

Das Genom von Influenza-A kodiert lediglich fir 11 bis 12 Struktur- und Nichtstruktur-Proteine. Die
geringe Anzahl an viralen Nichtstrukturproteinen macht es unabdingbar fir das Virus, die
Wirtszellmechanismen und -Proteine beispielsweise flr die Transkription viraler Gene zu
verwenden. Um die virale mRNA vor dem Abbau durch die Wirtszelle zu schitzen bedient sich
Influenza-A dem ,cap-snatching” Mechanismus. Dieser wird durch die Endonukleaseaktivitat der
PB 2 der RdRp ausgefihrt, indem PB 2 das 5 methylierte Cap der Wirtszell-mRNA bindet und es
mit weiteren 10 - 15 Nukleotiden der mRNA abschneidet. Die so entstandenen 5 methylierten

Caps mit 10 - 15 Nukleotiden dienen als Primer fiir die Transkription viraler Gene?*™>'.
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Ein Wirtszell-Mechanismus den das Virus verwendet ist die Splei3-Maschinerie. Die Segmente 7
und 8 kodieren jeweils flir zwei Proteine, das Segment 7 flir das M1-Protein mit der Spleil3-
Variante M2 und das Segment 8 fir NS1 mit der SpleiR-Variante NEP. Beide Splei3-Varianten
(M2 und NEP) sind in deutlich geringerer Quantitat in der infizierten Wirtszelle vertreten, verglichen
mit den nicht gespleiten Varianten M1 und NS12°32,

Die Polyadenylierung findet bei der viralen mMRNA nicht Uber ein spezielles
Polyadenylierungssignal wie bei Eukaryonten (AAUAAA), sondern vielmehr direkt durch die RdRp
statt. Am 5 Ende jedes Segments der mRNA-Vorlage befinden sich fiinf bis sieben
Uracil-Molekile im viralen Genom. Die sich wiederholenden Uracile bewirken einen sogenannten
~Stuttering“-Effekt der RdRp, bei dem der Polymerase-Komplex Uber die Uracil-Molekile vor und

zuriick ,rutscht*, und somit die Polyadenylierung durchfiihrt®*=°.

1.1.4. Export der vRNPs aus dem Nukleus

Um neue infektiose Partikel zu bilden muss das virale Genom nach erfolgter Replikation aus dem
Zellkern transportiert werden (Abbildung 1.2 (11 - 12)). Bei dem Exportmechanismus spielen das
M1-Protein und das NEP eine zentrale Rolle?®**®. Nach erfolgter Proteinbiosynthese werden
M1-Protein und NEP auf Grund ihrer NLS aktiv in den Zellkern importiert. Welche Doméane des
M1-Proteins flir die Bindung an die vVRNPs bzw. NEP verantwortlich ist wird derzeit kontrovers
diskutiert®®*2. Allgemein akzeptiert ist, dass das M1-Protein mit dem NEP interagiert, welches
wiederum an Crm1 der Wirtszelle binden kann. Der so ausgebildete Komplex ist auch als
»daisy-chain“ bekannt und wird unter GTP-Hydrolyse aktiv aus dem Zellkern exportiert. Es konnte
gezeigt werden, dass VRNPs wahrend des Replikationszyklus in der Wirtszelle den Export durch
Kernporen starker frequentieren, die der apikalen Zellorientierung (dem Ort der Bildung neuer

Virione) zugewandt sind.

1.2.5 Entstehung neuer Virione an der Plasmamembran der Wirtszelle

Im letzten Abschnitt des Replikationszyklus von Influenza-A muss unter Anderem das virale
Genom in neue Virione verpackt werden (Abbildung 1.2 (13)). Influenza verwendet fir den Aufbau
neuer Virione die Wirtszellplasmamembran an der apikalen Seite (Abbildung 1.3). Fir diesen
Prozess ist es essentiell, dass die Proteine HA, NA und M2 in der apikalen Plasmamembran
vorhanden sind, unabhangig davon ob alle acht verschiedenen Segmente des viralen Genoms
integriert wurden oder das Genom unvollstandig ist'?. Wird durch Mutation der M2 C-Terminus
entfernt kommt es nicht wie Ublich zu sphéarischen sondern zu stark ausgedehnten eher
stabchenférmigen Viruspartikeln®®. Wahrend der Virion-Bildung bildet das M1-Protein eine

Proteinschicht unterhalb der sich ausstllpenden Plasmamembran und unterstitzt damit die
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spharische Form***°. Zusatzlich spielt das M1-Protein eine wichtige Rolle beim SchlieRen und
Abschniiren des neuen Virions, dem sogenannten Budding™®.

Damit neue infektidse Viren entstehen kénnen, muss im Fall des Influenza-A-Virus sichergestellt
werden, dass jedes Virion mindestens eine Kopie jedes Segmentes des viralen Genoms enthalt.
Es existieren zwei Hypothesen, die erklaren, wie das Verpacken der Virione ablaufen kdnnte.

Die erste Hypothese unterstltzt eine zufallige Verteilung der viralen Segmente auf die sich
formenden Virione. Dabei wird kein Kontrollmechanismus vorausgesetzt, sondern vielmehr der
statistische Zufall zugrunde gelegt, so dass einige Virione alle und andere Virione nicht alle

47,48

notwendigen Segmente enthalten Aufgrund jangster Erkenntnisse erscheint die zweite

Hypothese, die eine spezifische Verpackung beschreibt, der ein Kontrollmechanismus zugrunde

liegt, jedoch am plausibelsten*®=".

Es wird angenommen, dass Signale in den einzelnen
Genom-Segmenten vorhanden sind, die es ermdglichen das Packen zu kontrollieren. Die existenz
derartiger Signale konnte in den 5’ und 3’ nicht kodierenden und kodierenden Bereichen einiger
viraler Segmente bereits gezeigt werden, was die Hypothese des spezifischen Verpackens
unterstiitzt>* .

Im letzten Schritt, nach Abschnlrung des fertigen Virions, muss das virale Enzym Neuraminidase
(NA) die mit dem Virion interagierenden Sialinsdurereste von zellularen Glykoproteinen bzw.

Glykolipiden abtrennen, das das Virion sonst an der Plasmamembran der Zelle, aus der es

%

generiert wurde, gebunden bleibe

Abbildung 1.3| Schematische Darstellung des ,Buddings” von Influenza-A Virionen| A. Initiation des Buddings-Prozess
durch Anreicherung von HA (Rot) und NA (Orange) an der apikalen Seite der Plasmamembran. B. Wachstum neuer
Virione auf Grund der Multimerisation von M1-Protein. C. Membranabschniirung durch M1-abhangige Membranwdlbung.
D. Uberblick des Budding-ProzessesS7.
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1.2. Typisierung von Influenza-A

Von der jahrlich auftretenden Influenza-A-Virus Infektion sind Millionen Menschen betroffen®®. Die
saisonale Epidemie verursacht nicht nur eine signifikante gesundheitliche sondern auch eine
wirtschaftliche Bedrohung. Kommt es jedoch zu einer Pandemie mit einem besonders aggressiven
Virus-Stamm so kann es auch zu schweren letalen Folgen kommen. Dabei spiel der Prozess des
reassortments eine entscheidende Rolle.

Influenza-A-Viren kdnnen anhand der membranstandigen Proteine HA und NA in unterschiedliche
Subtypen eingeteilt werden. Dazu werden die Anfangsbuchstaben von HA und NA mit je einer
Zahl spezifisch flur deren Subtypen versehen z.B. H1N1. HA st fur den Wirts-Tropismus
verantwortlich. Es erkennt entweder 2,6 oder «2,3 gebundene Sialinsaurereste der
Wirtszellrezeptoren. Des Weiteren enthdlt HA eine Aminosduresequenz, die von
Wirtszellproteasen gespalten werden muss. Die Sequenz dieser Schnittstelle moduliert den
Gewebe-Tropismus und somit die systemische Verbreitung. Dieser Zusammenhang kann einen
Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung haben®®®'.

Derzeit zirkulieren 16 HA und 9 NA Subtypen im Geflligelreservoir. Die Subtypen H1N1 und H3N2
persistieren in der menschlichen Bevdlkerung. Die HA Subtypen koénnen auf Grund ihrer
strukturellen Eigenschaften in zwei Gruppen eingeteilt werden (Abbildung 1.4): Zur Gruppe 1
gehoéren H1a, H1b und H9 Kladen, der auch die H1 Subtypen der Pandemien von 1918 und 2009
und den saisonalen H1N1 zugehdéren. Zusatzlich gehdrt zur Gruppe 1 der als hochgradig pathogen
eingestufte Gefligel-Influenza-Virus (HPAI) H5N1. Zur Gruppe 2 der HA-Subtypen gehdren die
Kladen H3 und H7, in die der humane Subtyp H3N2 und das HPAI H7N7 eingruppiert wird'®.

Die Antigen-Evolution des saisonalen humanen Influenza-A-Virus erfolgt hauptsachlich Uber
Antigen-Drift, bei dem es zu Mutationen im den HA- und NA-Genen kommt, welche in einer
veranderten Aminosduresequenz von HA und NA resultieren. Diese Aminosaureaustausche
ermdglichen es dem Influenza-A-Virus, jahrlich die Barriere des adaptiven Immunsystems zu
Uberwinden. Gravierendere Veranderungen im HA-Gen werden jedoch durch einen Antigen-Shift
verursacht und kénnen haufig mit dem Aufkommen neuer Influenza Pandemien in Verbindung
gebracht werden,

Nicht nur die standige Veranderung der Oberflachenantigene HA und NA machen das Virus zu
einer ernstzunehmenden gesundheitlichen Bedrohung, sondern auch die Méglichkeit der
zoonotischen Ubertragung aus anderen Wirtsreservoirs. H5N1 ist ein letales Beispiel fir eine
Zoonose aus dem Gefliigelreservoir™. Das Virus ist jedoch nicht fahig von Mensch zu Mensch
Ubertragen zu werden, fir eine Ansteckung ist der Kontakt mit infiziertem Geflligel erforderlich. Die
erste Influenza-A-Virus-Pandemie des 21. Jahrhunderts hatte 2009 ihren Ursprung im
Schweine-Influenza-Virus-Subtyps H1N1. Innerhalb eines Jahres infizierte das Virus Menschen
aus 214 verschiedenen Landern und verursachte weltweit mehr als 18000 Todesfalle®.

Schatzungen gingen bis April 2010 sogar von 43 bis 89 Millionen infizierten Menschen allein in den
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USA aus®®. Als es 2009 zur Verbreitung des H1N1-Subtyp kam, war es auf Grund systematischer
Uberwachung und dem Vorhandensein etablierter Tiermodelle méglich, den Influenza Erreger
schnell zu charakterisieren und erforderliche Gegenmalinahmen einzuleiten. Nichtsdestotrotz
forderte der letale H1IN1-Subtyp mehrere tausend Menschleben, was weiterhin den Nutzen und die
Notwendigkeit von zielgerichteter Grundlagenforschung unterstreicht, sowie die Optimierung der
Reaktionsfahigkeit bei dem Auftreten neuer hoch pathogener Influenza-A-Virus-Subtypen

unabdingbar macht'®.

Kladen Subtypen

H1
H2
H5

H6
H11

H13

H16
H8

H9 H9

H12
H3

H3 H4

H14

Gruppe 2{ H7
H7 H10

H15

H1—

Gruppe 1

Abbildung 1.4| Klassifikation von Influenza-A Viren| Auf Grund von Antigeneigenschaften und Strukturmerkmalen von
HA wird eine Klassifikation verschiedener Influenza-A-Viren vorgenommen. Dabei werden zwei Hauptgruppen
unterschieden, die weiter in finf Kladen (Blau, Grin, Orange, Rot, Turkis) mit insgesamt 16 verschiedenen Subtypen

unterteilt werden®.

1.3. Influenza-A-Virus Matrix Protein 1 (M1-Protein)

Das Influenza-A-Virus Matrix Protein 1 (M1-Protein) ist wie viele virale Protein multifunktional und

64-66 Das

spielt verschiedene Schlisselrollen wahrend des Replikationszyklus des Virus
M1-Protein ist malRgeblich an der Formgebung und der Stabilitdt der Virione beteiligt, indem es
eine Proteinmatrix aus Homooligomeren unterhalb der Lipiddoppelmembran ausbildet'. Die
Proteinschicht aus M1-Proteinen konnte mittels Elektronen-Mikroskopie bildlich dargestellt werden
(Abbildung 1.5 B). Dabei wurde beobachtet, dass das M1-Protein ein Gitter aus stabchenférmigen
Monomeren mit den MaRen 4,0 x 4,0 x 6,0 nm senkrecht zur Virus-Membran bildet®’. In nativen
Influenza-A-Virionen werden des Weiteren helikale Strukturen des M1-Proteins in unmittelbarer
Nahe zur Virushille registriert®®®®. So dient die M1-Hiille unterhalb der Lipiddoppelmembran als
Anker fur das membranstandige HA und den essentiellen Membran-Fusionsmechanismus, der zur

Freisetzung des viralen Genoms in das Zytosol der Wirtszelle fihrt**"°.
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Zusatzlich bindet das M1-Protein die vVRNPs innerhalb des Virions und bildet einen Proteinkomplex
mit dem Nukleus-Export-Protein (NEP)"""2. Eine weitere essentielle Funktion des M1-Protein wird
wahrend der spaten Infektionsphase ausgefliihrt, indem das Protein den Budding-Prozess fordert
(Abbildung 1.3). Wird das M1-Protein individuell, isoliert vom Influenaz-A-Virus-Kontext, in einem
Zellsystem synthetisiert kann die Formation von virus like particels beobachten werden. Die
Aminosauresequenz des M1-Proteins und natirliche Polymorphismen im M1-Gen regulieren die
Form der Virione. Da allein die Expression des M1-Gens ausreicht um Vesikelformation zu
beobachten liegt es nahe, dass das M1-Protein eine Membranbindungsfahigkeit besitzt’>"°. Eine
Interaktion mit zytoplasmatischen Bereichen der membranstandigen Influenza-A-Proteine
(HA, NA und M2) ist wahrend der Virion-Bildung von Bedeutung'®.

Wahrend des Influenza-A-Replikationszyklus ist der Transport der vRNP ein zentraler Bestandteil.
Nach endosomaler Aufnahme werden die VvRNPs durch eine pH-Wert abhangige
Konformationsanderung des M1-Proteins in das Zytosol der Wirtszelle freigegeben™. Im spaten
Abschnitt des Replikationszyklus wird auch das M1-Protein in den Zellkern transportiert wo es an
die ,neuen“ VRNPs binden kann’’. Durch die Bildung eines Proteinkomplexes aus NEP und
M1-Protein, der als sogenannte ,daisy chain“ bezeichnet wird und mit dem wirtszelleigenen
Crm1-abhéngigen Transportsystem interagiert, wird der Export der VRNPs erméglicht 2>%7"72,
Dabei wird derzeit kontrovers diskutiert welche Domane des M1-Proteins fir die vVRNP-Bindung
und damit fiir den Transport zustandig ist***2. Eine Hypothese beschreibt, dass der N-Terminus
des M1-Proteins die Protein-Protein-Interaktion mit dem NP bewirkt und das Sequenzmotif
"WIRKLKR'® der M1-Mitteldoméne an die RNA bindet?. Im Gegensatz dazu wird von
Baudin et al. (2001)"® geschlussfolgert, dass der C-Terminus des M1-Proteins fiir die Bindung an
die VRNP von zentraler Bedeutung ist.

Das M1-Protein besteht aus 252 Aminosauren mit einem anhand der Sequenz ermittelten
Molekulargewicht von ~28,8 kDa und kann in vier Domé&nen unterteilt werden, den N-Terminus,
einer Linker-Domane L, die mittel oder M-Domane und den C-Terminus (Abbildung 1.5 A)®. 1998
ist es gelungen den N-terminalen Bereich und die M-Domane des Proteins von Aminosaure 1 bis
158 (18 kDa) bei einem pH-Wert von 4,0 (PDB: 1AA7; Abbildung 1.5 C) und 2001 von Aminosaure
1 bis 164 bei neutralem pH-Wert zu kristallisieren (PDB: 1EA3) und dessen hochaufgeldste
Struktur aufzuklaren®®’®®. Trotz intensiver Bemiihungen ist es bis heute nicht gelungen, die
Struktur des Volllange-M1-Proteins mittels Rdntgenstrukturanalyse mit atomarer Auflésung zu
untersuchen. Die Strukturen der NM-Domane des M1-Proteins bei saurem und neutralem pH-Wert
unterscheiden sich nur gering, mit einer mittleren quadratischen Abweichung von 1.2 A der 164
Co-Positionen. Bei beiden Strukturen wird die asymmetrische Einheitszelle aus einem Dimer
aufgebaut. Mit Hilfe der thermisch aktivierten Tritium Bombardierung konnte kirzlich postuliert
werden, dass es sich beim M1-Protein um ein polarisiertes Protein mit einem hochgeordneten

N-Terminus mit Mitteldomane (NM-Fragment) und einem mdglicherweise eher unstrukturierten
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C-Terminus handelt®’. Diese Erkenntnisse kénnten die Problematik bei der Kristallisation des
Volllange-M1 erklaren. Roéntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) bzw. Neutronenkleinwinkelstreuung
(SANS) sind Methoden, mit denen es mdglich ist, Proteine, die flexible Domanen aufweisen zu
untersuchen und deren Struktur bei niedriger Aufldsung (> 8 A) zu bestimmen®™°. SANS
Experimente mit dem Volllange-M1 zeigten einen Gyrationsradius (Rg) von 2,9 nm, was fir ein
Protein mit einem Molekulargewicht (MW) von 28 kDa unerwartet hoch ist’”®. AuRerdem wurde bei
diesem Experiment eine maximale Ausdehnung von 8 nm beobachtet die im Gegensatz zu den
6 nm der Elektronenmikroskopie-Experimenten stehen®’. Shtykova et al. (2013)% bestatigten mit
Hilfe von SAXS-Experimenten, dass das aus nativen Virionen isolierte M1-Protein bei pH-Wert 5,0
in Losung einen Ry von 2,9 nm und eine definierte NM-Doméane mit einem flexiblen C-Terminus
aufweist.

Die Proteinkonformation bei saurem pH-Wert ist von physiologischer Relevanz, da unter sauren
Bedingungen zum Beispiel die Struktur des M1-Netzwerkes wahrend des Replikationszyklus
gelockert wird und dies zur Freisetzung der VRNPs aus dem Virion fiihrt®’. Weitere entscheidende
Prozesse, an denen das M1-Protein beteiligt ist, wie der Export der replizierten vRNPs oder der
Aufbau neuer Virione, finden hingegen bei neutralem pH-Wert statt*”®*. Daher ist es von zentraler
Bedeutung die grundlegenden Mechanismen des multifunktionalen M1-Proteins besser zu
verstehen und eine systematische Charakterisierung der Konformation sowie des
Multimerisierungsverhaltens bei neutralem und saurem pH-Wert mit rekombinantem M1-Protein

vorzunehmen.

NLS NEP Bindungsstelle

A | |
putatives NES VRNA Bindungsstelle

NI BN [ -C

gy S

68 101 105
ILGFVFTLTV RKLKR

N-Terminus Mitteldomane C-Terminus

Abbildung 1.5| Doménen und Strukturmerkmale des M1-Proteins| A. Das M1-Protein kann grundlegend in drei
Domanen unterteilt werden der N-Terminus, die Mitteldomane und der C-Terminus. Das putative NES liegt im

N-Terminus, am Export sind die Aminosauren zwischen Position 59 und 68 beteiligt64. In der Mitteldomane liegt das
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NLS, dass gleichzeitig als Bindungsstelle fir NEP identifiziert wurde*’. Welche Domane die VRNP-Bindung ermdglicht

42,78

wird kontrovers diskutiert™"”. B. Das M1-Protein formt unterhalb der Lipiddoppelmembran ein stabilisierendes

Protein-Netzwerk aus ca. 60 A stdbchenahnlichen Strukturen (als weiRen Stabchen dargestellt)67. C. Die
hochauflésende Struktur des M1 Monomers zeigt Uberwiegend a-helikale Strukturelemente in Form von zwei Vier-Helix-

Biindeln®.

1.4. Influenza-A-Virus Nukleus-Export-Protein (NEP)

Ein mittlerweile detailliert untersuchtes Protein des Influenza-A-Virus ist das NS1, welches auf dem
Gensegment 8 kodiert wird. Dieses multifunktionale Protein inhibiert zum Beispiel die Interferon
Produktion sowie die Aktivitat verschiedener Interferon-induzierten Gene. Zusatzlich wird von NS1
die Prozessierung und der Export von wirtszelleigener mRNA inhibiert®®.

Das Gensegment 8 kodiert nicht nur flir das NS1, sondern auch fir eine 121 Aminosauren grol3e
SpleiBvariante, welche als NS2-Protein bzw. synonym als Nukleus-Export-Protein (NEP)
bezeichnet wird®. Durch alternatives SpleiBen oder Multifunktionalitét der viralen Proteine kann
die Genomkapazitit des Influenza-A-Virus von ca. 15 kb optimal ausgenutzt werden®.
Urspriinglich wurde angenommen, dass das NS2-Protein nicht in infektiése Virionen vorkommt
und somit zu den Nichtstrukturproteinen gehort® 2. Spater konnte das NS2-Protein in geringen
Konzentrationen in Virionen, wahrscheinlich an M1-Protein gebunden, nachgewiesen
werden’"* Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde vorgeschlagen, das Protein in ,Nukleus-Export-
Protein“ (NEP) umzubenennen®.

Der energieabhangige Zellkernexport bendtigt ein Protein mit einem spezifischen Nukleus Export
Signal (NES), welches unabhangig von den umgebenden Aminosauren des Proteins erkannt
wird®. Ein Protein mit einer NES ist in der Lage, andere Proteine oder auch Nukleinsduren die an
dises Transportprotein binden, mit aus dem Zellkern zu transportieren. Es konnte gezeigt werden,
dass NEP die Nukleus Export Funktion von der HIV-Rev ersetzen kann®. NEP besitzt ein
Leucin-reiches NES (12ILMRMSKMQL;¢), ahnlich dem zellularen Protein Crm1, das zur
Importin-p-Familie gehdrt und ein Teil des Zellkernexport-Maschinerie darstellt?®>*®%. Daher ist
eine der Hauptfunktionen von NEP als Adapterprotein an M1-Protein und an das
Wirtszellexportprotein Crm1 zu binden um den Zellkernexport der viralen RNA zu ermdglichen
(Abbildung 1.6)?°. Durch Infektion mit einem rekombinanten Virus ohne NEP oder mit einer durch
Mutationen zerstorten Funktionalitat der NES des NEPs wird der vVRNP-Export aus dem Zellkern
blockiert”®. Eine weiter auRergewdhnliche Funktion des NEPs stellt die Interaktion mit der

zelluldren F,Fo-ATPase dar, was eine Beteiligung am Budding neuer Virione suggeriert®.
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Abbildung 1.7| Das ,daisy chain“ Model des Nukleus-Export-Komplexes der Influenza-A vRNPs| Das wirtszelleigene

B-Importin Crm1 (Orange) ermdglicht die durch die Bindung an NEP (Rot) indirekt den Zellkernexport der vVRNA. Das

Adapterprotein NEP interagiert seinerseits mit M1-Protein (Lila), was an die vVRNPs (Violett) gebunden ist.

Die Replikation des viralen Genoms kann in zwei Abschnitte unterteilt werden. Im ersten Schritt
wird zu der viralen RNA mit negativer Orientierung ein komplementarer RNA-Strang (cRNA)
synthetisiert, der dann als Vorlage flir die Vervielfaltigung der vRNA dient. Die VRNA kann als
Vorlage flr virale mRNA und cRNA verwendet werden. Der Mechanismus, der den viralen
Polymerasekomplex veranlasst entweder Translation oder Replikation durchzufiihren bzw.
zwischen beiden Prozessen zu wechseln ist weitgehend unklar. Jedoch konnte gezeigt werden,
dass NEP an der Umstellung zwischen Translation und Replikation der viralen RNA beteiligt ist™.

Akarsu et al. konnten 2003 mittels limitierter Proteolyse der N-terminalen Domane die
Crm1-Bindungsaffinitdt und der C-terminale Domane die M1-Bindungsaffinitat zuweisen.

AuRerdem konnten durch die Ermittlung der Kristallstruktur des C-Terminus (NEP®*'"®

) bei einer
Auflésung von 2,6 A die Epitope bestimmt werden, die an der M1-Protein Bindung beteiligt sind. Im
M1-Protein ist zwischen den Aminosauren 89 und 164 des N-Terminus das basisches Motiv
"WIRKLKR'® lokalisiert. Dieses ermdglicht einerseits die Bindung an negativ geladene Liposomen,
es wird aber auch vom zellularen Kernimportsystem als Nukleus Lokalisationssignal (NLS)
erkannt*?. Eine M1-Variante mit Alanin-Mutationen ('°’AALAA'®) im basischen auf deren
Bindungseigenschaft an NEP mit Immunprazipitationstest untersucht, welche eine signifikant
geringere Affinitat zu NEP gegentber dem Wildtyp-M1-Protein zeigte. Somit konnte die Beteiligung
der NLS des M1-Proteins an der Interaktion mit NEP nachgewiesen werden. Kontrovers zur
Beteiligung des N-Terminus des M1-Proteins an der NEP Bindung ist jedoch die Studie von
Baudin et al. (2001), welche eine direkte Interaktion des C-Terminus mit NEP postuliert. Als
Bindungskriterium auf Seiten des NEP konnte Trp78 identifiziert werden (Abbildung 1.7 A, B), was
durch gezielte Mutation dieser Aminoséure bestétigt werden konnten'®.

Die Bindung von NEP an das M1-Protein ist ein Schllsselereignis wahrend des Zellkernexports
der viralen RNP. Eine Unterbindung dieser Proteinkomplexbildung wiirde sowohl den Export als

auch die anschlielende Bildung infektidser Virione verhindern.
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Abbildung 1.7| Schematische Repréasentation und Strukturmerkmale von NEP| A. Das N-terminale NES ermdglicht die
Bindung mit dem Wirtszell g-Importin Crm1. Ein Serin-reiches Motiv kann wahrend der Infektion phosphoryliert werden

(P). Im C-terminalen Bereich befindet der Rest Trp78 (B., Grlin), welcher mafRgeblich an der Bindung von M1-Protein

100 100

beteiligtist . B. Die hochaufgeldste Struktur des C-Terminus (PDB: 1PD3) zeigt zwei antiparallele a-Helices (Rot)

1.5. Angewandte Strukturbiologie Methoden

Seit den spaten 80er Jahren ist die Anzahl der hochaufgeldsten Proteinstrukturen, die in der
Protein Datenbank (PDB) verdffentlicht wurden, exponentiell angestiegen''. Wurden im Jahr 2000
noch ca. 3000 Proteinstrukturen pro Jahr hinterlegt, konnten im Jahr 2015 bereits 11000 Eintrage
registriert werden.

Dieser Entwicklung ist es zu verdanken, dass mittlerweile detaillierte Einblicke in Funktionen von
komplexen Systemen erméglicht werden'®?'%. Die konventionelle Réntgenkristallographie ist seit
Jahrzehnten eine etablierte Methode um hochaufgeléste Strukturen im Angstrém (A) Bereich von
biologischen Makromolekiilen zu bestimmen®>'°*'%_Einen groRen Anteil an dem stetigen Anstieg
an neuen hochaufgeldsten Proteinstrukturen haben die Fortschritte im Bereich der rekombinanten
Proteinproduktion, die es maoglich machten Proteine mit hoher Reinheit und in ausreichender
Menge herzustellen'’. Fiir eine hohe Qualitat der hochaufgeldsten Struktur ist es essentiell, einen
Proteinkristall mit ausreichender GréRe und guten Streuungseigenschaften herzustellen. Oftmals
ist aber genau die Herstellung solcher Proteinkristalle das Problem, an dem die hochaufgeléste
Strukturaufklarung scheitert. Sollen konformationelle Anderungen von Proteinen untersucht
werden, wie z.B. bei der Komplexbildung oder bei pH-Wert-Anderungen befinden sich die Proteine
Ublicherweise in Loésung. Da in wassriger Umgebung allerdings viele verschiedene
konformationelle Zustande des zu untersuchenden Proteins gleichzeitig vorliegen kdnnen, ist es
von grofer Bedeutung strukturaufklarende Methoden zu verwenden, die eine Charakterisierung

von einem Ensemble verschiedener Zustande von biologischen Makromolekilen zulassen.
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1.5.1. Zirkular Dichroismus Spektroskopie (CD-Spektroskopie)

Die Zirkular Dichroismus (CD) Spektroskopie bietet die Madglichkeit, aufgrund des
Absorptionsverhaltens von Proteinen die Sekundéaranteile zu bestimmen. Die aromatischen
Aminosauren jedes Proteins absorbieren das zirkular polarisierte Licht spezifisch, was zur
Beurteilung von Tertidrstruktur-Anderungen herangezogen werden kann. Mit diesen Erkenntnissen
kénnen erste strukturelle Einblicke in eine unbekannte Probe erhalten werden'".

Bei der CD-Spektroskopie wird zirkular polarisiertes Licht erzeugt, dass als Zusammensetzung von
rechts und links rotierendem Licht gleicher Intensitat beschrieben werden kann. Beim Zirkular
Dichroismus absorbiert eine optisch aktive Substanz entweder den rechts oder den links
rotierenden Anteil des polarisierten Lichts starker bzw. schwacher, was als Elliptizitat bestimmt
werden kann. Proteine besitzen chirale Zentren wie C-Atome mit vier verschiedenen Substituenten
oder Disulfid-Bindungen, die ein charakteristisches CD-Spektrum aufweisen. Einen weiteren Anteil
an der Elliptizitat bei einer CD-Messung tragt die asymmetrische dreidimensionale Struktur der
Proteine, die es ermdglicht Aussagen lber die Zusammensetzung der Sekundarstrukturelemente
zu treffen’?%°,

Bei einer CD-Messung wird die Elliptizitat in Abhangigkeit der Wellenlange gemessen. Generell
tragt jeder Bestandteil einer Probe, sofern er optisch aktiv ist, zu dem Absorptionsspektrum bei.
Ublicherweise absorbieren dabei Chromophore und die Peptidbindung bei Wellenlangen < 240
nm, aromatische Aminosauren zwischen 260 und 320 nm und Disulfid-Bindungen bei 260 nm 101,
Peptidbindungen absorbieren das zirkular polarisierte Licht auf Grund der Ubergénge von SP2 zu
SP3 Hybridisierung des an der Bindung beteiligten Stickstoffatoms. Unterschiedliche
Sekundarstrukturelemente wie a-Helix, p-Faltblatt und random coil weisen ein charakteristisches
CD-Spektrum auf (Abbildung 1.8 A), die eine Zusammensetzungsbestimmung der
Strukturelemente eines Proteins ermédglichen "°"'°.

Im UV-Wellenlangenbereich zwischen 260 - 320 nm absorbieren aromatische Aminosauren das
zirkular polarisierte Licht, wobei jede aromatische Aminosaure ein spezifisches Absorptionsprofil
aufweist (Abbildung 1.8 B). So zeigt Tryptophan (Trp) einen Elliptizitats-Peak bei ca. 290 nm,
Tyrosin (Tyr) zwischen 275 - 282 nm und Phenylalanin (Phe) zeigt schwéachere, aber scharfe
Elliptizitit zwischen 255 und 270 nm'. Wie ein CD-Spektrum im nahen UV-Bereich
(260 - 320 nm) flr ein spezielles Protein aussieht, hangt von der Anzahl der einzelnen
aromatischen Aminosauren, ihrer Beweglichkeit und ihrer Umgebung
(Wasserstoffbriickenbindungen, polare Gruppen und Polarisierungen) ab. CD-Spektren des nahen
UV-Bereichs lassen sich fir die Untersuchung unterschiedlicher konformationeller Zustande eines
Proteins, z.B. durch Mutation bestimmer Reste oder durch pH-Wert-Anderung ausgelost,
heranziehen. Es koénnen jedoch keine quantitativen bzw. detaillierten Aussagen Uber die

strukturellen Anderungen getroffen werden'®""""=""3,
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Abbildung 1.8| Elliptizitdts-Charakteristika von Protein-Sekundérstrukturelementen und dem Signalberiech
aromatischen Aminoséduren| A. Fernes UV CD-Spekirum verschiedener Sekundarstrukturelement-Typen. Die
durchgehende Line reprasentiert die charkteristische Elliptizitat einer reinen a-Helix, die lang gestrichelte Linie die des
reinen antiparallelen p-Faltblatts, die gepunktete Linie die charakteristische Elliptizitdt des Typ | p-Turn, wahrend die

kreuz-gestrichelte Linie die einer langgestreckten 31-Helix oder einer Poly-Prolin 1l Helix und die kurz-gestrichelte Line

101

die eines vollstandig ungefalteten Proteins zeigt . B. Nahes UV CD-Spektrum der Typ Il Dehydrogenase von

Streptomyces coelicolor zur lllustration der charakteristischen Elliptizitatsbereiche aromatischer Aminosauren. Die
gekennzeichneten Bereiche der Aminosauren Phe, Tyr und Trp zeigen die Wellenlangen bei denen die charakteristische
Absorption verstarkt auftritt. Dabei ist zu beachten, dass die charakteristischen Bereiche durchaus Uberlappen

kénnen'™.

1.5.2. Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

An Synchrotron Strahlungsquellen wie z.B. PETRA IlI (DESY, Hamburg) kdénnen auch
Réntgenstreuungsexperimente von Proteinen in Lésung durchgefihrt werden
(Feigin & Svergun, 1987). Mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung (SAS) von Rdntgenstrahlung (SAXS)
und Neutronen (SANS) lassen sich grundlegende strukturelle Eigenschaften von verdichteter
Materie bestimmen. Die Anwendungsmdéglichkeiten reichen von Untersuchung von
Metalllegierungen Uber Emulsionen, synthetischen Polymeren und Nanopartikeln bis hin zu
biologischen Makromolekilen.

In den spaten 40-iger Jahren wurde von André Guinier das grundlegende Prinzip der
Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) entwickelt um damit metallische Legierungen zu untersuchen
(Guinier, 1939). Es konnte schon frih gezeigt werden, dass von Materie gestreute
Réntgenstrahlen  (Abbildung 1.9) bei kleinen Streuwinkeln nahe des Primarstrahls
Strukturinformationen enthalten. Die inhomogene Verteilung der Elektronendichte der
untersuchten Probe ist der ausschlaggebende Faktor, der die Strukturanalyse ermdéglicht und die

Charakterisierung in einem weiten Gréllenbereich der Zielstruktur von wenigen Nanometern (nm)
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bis hin zu mehreren Hundert nm zulasst. 1955 fanden Guinier und Fournet heraus, dass aus
SAXS-Daten nicht nur GroRe und Form eines Partikels bestimmt, sondern auch interne
Struktur-Modelle von ungeordneten bzw. partiell geordneten Systemen berechnet werden kénnen.
Seit den 70-iger Jahren wird diese Methode zunehmend fir Untersuchung von biologischen
Makromolekiilen eingesetzt, da das Experiment keinen kristallinen Zustand erfordert. Als Ergebnis
werden niedrig aufgeldste Informationen Gber die Oberflachenform und die grobe Anordnung der
Proteins-Domanen gelieferte. Mit der Etablierung der ersten Synchrotronstrahlenquellen in den
80er Jahren wurde die fir ein einzelnes SAXS-Experiment benétigte Messzeit signifikant
verringert. Gleichzeitig wurde es bedingt durch die deutlich erhéhte Brillanz der Strahlung méglich
auch intermolekulare Interaktionen oder Konformationsanderungen von Domanen zu untersuchen.
Optimaler weise handelt es bei einer SAXS-Probe um eine homogene verdiinnte Lésung des
Makromolekiils in einer moglichst physiologischem Umgebung ohne spezielle Additive. Eine
verdinnte Proteinldsung stellt eine vergleichsweise einfache Probenpraparation dar, im Gegensatz
zur teilweise sehr aufwendigen Herstellung eines Proteinkristalls, welche in einigen Fallen auch
nicht erfolgreich sein kann. Der bei einem SAXS-Experiment gewonnene Informationsgehalt ist
aufgrund der Summation aller zufalligen Orientierung der Proteine in Losung deutlich geringer als
bei der konventionellen Réntgenkristallographie. Eine der gréfdten Herausforderungen bei der
SAXS-Datenanalyse ist die Errechnung von dreidimensionalen Struktur-Modellen anhand von
eindimensionalen Primardaten, welche aus den Intensitdten des gestreuten Rdntgenstrahls in
Abhangigkeit des Streuungswinkels bestehen®. In der Vergangenheit konnten nur wenige
Parameter der untersuchten Partikel, wie z.B. Volumen und Gyrationsradius, direkt aus den
Primardaten gewonnen werden. Berechnungen von dreidimensionalen Modellen beschrankten
sich auf einfache geometrische Korper oder wurden rudimentar nach dem Versuch und Irrtum

8217 Oft wurden zusatzlich elektronenmikroskopische Aufnahmen

Prinzip empirisch ermittel
herangezogen um die generierte Modelle zu verwerfen bzw. zu validieren''®"®. In den 90er Jahren
verlor die SAS-Methodik jedoch immer mehr an Bedeutung flr die strukturelle Charakterisierung
von biologischen Makromolekilen. Ein Grund daflr kénnte die Stagnation der technischen
Weiterentwicklung sein, in Kombination mit dem geringen Gehalt an Strukturinformationen, die aus
SAS-Daten erhalten werden konnten. Auch die Etablierung von zeitaufgeldsten SAS-Experimenten
an Polymeren' konnte den Abwartstrend nicht verhindern. Erst um die Jahrtausendwende
konnten durch signifikante Optimierungen Datenanalysemethoden glaubwirdige ab initio
Oberflachenformen-Rekonstruktionen, Doméanenstrukturen sowie detailliertere Struktur-Modelle
von Makromolekiilkomplexen ermittelt werden'', was die Bedeuting der SAS-Technik nachhaltig
erhohte. Mittlerweile lassen sich durch ein SAS-Experiment verlassliche Aussagen Uber flexible
Bereiche oder Konformationsanderungen von biologischen Makromolekilen in Abhangigkeit vom

pH-Wert, Temperatur oder Ligandenbindung Uber einen weiten Massenbereich
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(1 bis 100 nm Partikeldurchmesser) treffen®%°'2212 Duyrch die technischen Fortschritte im Bereich
der Rodntgenstrahlfokussierung und die sehr hohe Brilanz von PETRA I, einer
Synchrotronstrahlenquelle der 3. Generation, sind die durch SAXS-Messungen erhaltenen

Strukturdetails weiter optimiert und gleichzeitig die Messzeiten erneut signifikant reduziert worden.

2 -

Detektor Primardaten

Réntgenstrahl

Protein in Lésung

Abbildung 1.9| Schematische Darstellung eines typischen SAXS-Experiments| Der Réntgenstrahl trifft auf eine Probe,
im Fall von M1-Protein, ein Protein in LOsung. Der Réntgenstrahl wird von den Partikeln in der Lésung gestreut und trifft
auf einen Detektor. Die Primardaten setzen sich aus den Intensitaten des gestreuten Réntgenstrahls in Abhangigkeit des

Streuwinkels zusammen und geben Informationen tber Gréf3e und Form des untersuchten Partikels.

1.5.3. Moderne Entwicklungen im Bereich der Rontgenkristallographie

Fur die Rodntgenstrukturanalyse von biologischen Makromolekilen werden heutzutage
hauptsachlich Synchrotron-Strahlungsquellen eingesetzt, deren erste Generation in den friihen
1980er Jahren in Betrieb genommen wurde. Synchrotronstrahlen weisen eine um den Faktor 16
gesteigerte Brillanz gegenlber herkdmmlicher Réntgenstahlung auf, wodurch das Beungspotential
von Proteinkristallen besser genutzt werden konnte. In den folgenden Jahren konnten weitere
Fortschritte durch verbesserte Ro6ntgenspiegel und Monochromatoren im Bereich der
Strahlfokussierung errungen werden, so dass immer kleinere Kristalle untersucht werden

konnten'2+-126,

Zusatzlich wurde auf Grund eines zentrierten Rdntgenstrahls die
Hintergrundstreuung vermindert und somit das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis enorm zu Gunsten
des Signals verschoben'?’. Mittlerweile existieren moderne Synchrotron-Strahlungsquellen dritter
Generation, bei denen durch optische Techniken und einen gut kollimierten Photonenstrahl
Photonenflussdichten von bis zu 10" Photonen pro Sekunde auf einer Flache von 10 pm x 10 pm
generiert werden kénnen (DESY, P14 EMBL MX2 beamline). Selbst diese hoch brillanten
Strahlenquellen ermdéglichen es nicht, dass ein kompletter Diffraktions-Datensatz aufgenommen
werden kann bevor das maximale Dosislimit von 30 MGy pro Kristall bei 100 K erreicht wurde.
Allerdings werden derzeit neue Methoden entwickelt, um einen kompletten Datensatz durch
Vereinigung von Beugungsdaten vieler sehr kleiner Kristalle zu erhalten, wie z.B. die serielle
Kristallographie.

Bei der seriellen Kristallographie werden meist zahlreiche Kristalle entweder in einer Nylon-
Schlaufe oder in einem feinen Gitter bestehend aus rdntgengangiger Kapton®-Folie flr die
Datenaufnahme vorbereitet. Zunachst wird ein Kristall solange mit dem Rdéntgenstrahl belichtet

und helikal durchgerastert bis eine Abnahme der Streuungsqualitat registriert wird. Darauffolgend
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wird mit dem nachsten Kristall in gleicher Weise verfahren'?®. Alternativ kann ein mit Kristallen
beladener Proben-Loop oder ein Gitter-Sieb systematisch abgerastert werden, wird dabei ein
Kristall in zufalliger Orientierung getroffen entsteht ein Beugungsbild. In einem nachgeschalteten
softwaregestitzten Prozess werden leere Bilder von den Beugungsbildern getrennt und alle
indizierten Beugungsbilder zu einem kompletten Datensatz zusammengefiihren'®®. Nach der
Vereinigung erfolgt die Prozessierung des Datensatzes analog zur Kkonventionellen
Kristallographie. Mittels serieller Kristallographie konnten in den vergangenen Jahren einige
Kristallstrukturen von Protein aufgeklart werden, bei denen es zuvor als schwierig galt, die Struktur
mit konventioneller Kristallographie zu ermitteln**"3¢.

Die jungsten Entwicklungen im Bereich der Strukturaufklarung von biologischen Makromolekilen
stellen sogenannte freie Elektronenlaser (FEL) dar. Mit Hilfe dieser GroRgerate werden koharente
Réntgenpulse im Femtosekunden-Bereich (fs) erzeugt, die eine bis zu 10 Grélenordnungen
hoéhere Brillanz im Vergleich zu Synchrotronstrahlenquellen der dritten Generation aufweisen.
2009 ging die Linac Coherent Light Scource (LCLS), der erste FEL der Pulse im Bereich der
harten Rontgenstrahlung erzeugte, in Stanford (USA) in Betrieb und gilt bis heute als die
brilanteste Roéntgenstrahlenquelle weltweit'’. Bereits 2000 wurde von Neutze et al. das
,diffraction before destruction-Prinzip postuliert, das besagt, dass es mdglich ist, Streuungsdaten
mit Hilfe eines fs-Pulses an einem Proteinkristall zu erzeugen und mittels eines ultra-schnellen
Detektors zu detektieren, bevor die ersten Anzeichen von Strahlenschaden im Kristall erkennbar
werden'®. Die von einem FEL-Réntgenpuls getroffenen Kristalle werden nach etwa 40 fs
vollstandig zerstort, so dass fiur die Aufnahme des nachsten Diffraktionsbildes stédndig neue,
identische Kristalle in den geplusten Réntgenstrahl nachgeliefert werden miissen'®®. Daher ist eine
grole Anzahl an identischen Kristallen flr die Aufnahme eines vollstandigen Datensatzes
erforderlich. Zunachst konnte das diffraction-before-destruction-Prinzip mit Hilfe von
niedrigenergetischen Pulsen (FLASH, DESY Hamburg) grundlegend nachgewiesen und sechs
Jahre spater am LCLS durch Berechnung der Struktur des Membranproteins Photosystem | aus
individuellen Beugungsdaten von zehntausenden identischer Kristalle bestatigt werden. Zu dieser
Zeit wurde der Begriff ,serielle Femtosekunden-Kristallographie® (SFX) gepragt'®"*'. Seitdem
konnten mit der SFX-Methode mehr als 20 weitere Proteinstrukturen aufgeklart werden'?. Unter
anderem konnte die Struktur der noch unbekannten, nativ inhibierten Cystein-Protease
Cathepsin B aus dem Parasiten Trypanosoma brucei bestimmt werden. Die fur die Analyse
verwendeten Proteinkristalle bildeten sich spontan in Sf9 Insektenzellen wahrend rekombinanter

Uberexpression des Zielgens'*.

1.5.4. In vivo-Kristallisation

Die spontane Kristallisation von Proteinen in lebenden Zellen (als in vivo-Kristallisation bezeichnet)

ist ein seltenes natlrlich vorkommendes Phanomen, das schon seit mehr als 100 Jahren bekannt
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ist'**. Pflanzen speichern Energie, indem Proteine bei entsprechend hoher Konzentration in den
Zellen kristallisieren und bei Bedarf wieder in Lésung ibergehen'. Ein weiteres Beispiel ist das
menschliche Insulin, das in den p-Zellen des Pankreas in Form von Zink-koordinierten Kristallen
gespeichert und bei ansteigendem Blutzuckerspiegel in I8slicher Form freigesetzt wird'*®. Auch in
Peroxisomen von Hefezellen kdnnen Enzym-Kristalle entstehen™’. In vivo Kristalle bilden sich
nicht ausschlie8lich in eukaryotischen, sondern auch in prokaryotischen Zellen. So ist das
Bakterium Bacillus thuringiensis beispielsweise ist in der Lage, Toxine intrazellular in Form von
Kristallen zu speichern. Obwohl die beschriebenen Prozesse der spontanen Kristallisation von
Proteinen in lebenden Zellen sind natlrlichen Ursprungs sind, wurden lange Zeit als atypisch
angesehen, so dass deren zellulare Grundlagen und Mechanismen bisher weitgehend unbekannt
sind.

Auf der Suche nach einer Méglichkeit, verschiedenste Proteine rekombinant in lebenden Zellen
herzustellen, konnte das 28 kDa schwere Polyhedrin des Invertebraten infizierende Baculovirus
identifizieren'*®. Das Virus der Familie Baculoviridae exprimiert groRe Mengen des Polyhedringens
wahrend der spaten Infektionsphase. Dadurch bilden sich extrem stabile Kristalle um das Virion
herum, so dass es nach dem Austritt aus der Wirtszelle vor Umwelteinflissen geschitzen
wird"®'° 2006 konnte von Coulibaly et al. die hochaufgeldste Struktur der intrazellular
gewachsenen Polyhedrinkristalle ermittelt werden, was die erste erfolgreiche Strukturaufklarung
eines Proteins unter Verwendung von in vivo-Kristallen darstellt'*®. Bemerkenswert ist der mit 19%
extrem niedrige Wasseranteil der Polyhedrin-Kristalle, ein Indiz fiir deren hohe Stabilitat'*®. Die
hohe Aktivitdt des Polyhedrin-Promotors wird routinemafRig genutzt um Proteine rekombinant mit
posttranslationalen Modifikationen in Insektenzelllinien wie Sf9, Sf21 oder TriEx Sf9 herzustellen.
Prinzipiell kann jede beliebige Zielgensequenz hinter den Polyhedrin-Promoter kloniert werden,
was meist Giberwiegend zur Synthese von groRen rekombinanten Proteinmengen fiihrt'. Dieses
kommerziell erhaltliche Baculovirus-Insektenzell-Expressionssystem wird mittlerweile
standradmaRig eingesetzt , um ausreichende Mengen an ldslichen, meist prosttranslational-
modifiuierten Proteinen fiir die konventionelle Kristallographie zu produzieren. Dabei wurde in
seltenen Fallen die spontane Bildung intrazellulare Kristalle beobachtet, die aber zunachst als
atypische und ungewollte Artefakte betrachtet wurden''. Die in vivo-Kristalle hatten maximal die
Dimension einer lebenden Insektenzelle, also eine Lange von etwa 20 ym was zu dieser Zeit zu
klein fiir die Aufnahme von Beugungsdaten an vorhandenen Synchrotronstrahlungsquellen war'*.
Aulerdem wurde irrtimlicherweise angenommen, dass das Kristallwachstum durch das Volumen
der Zelle limitiert ist, was es Uberflissig erscheinen liel3, Insektenzellen zur Herstellung von
Diffraktions-tauglichen Kristallen zu verwenden'?. Die Wende brachte die Entwicklung der FELs,
insbesondere des 2009 in Betrieb genommenen LCLS in Stanford. Mit Hilfe dieser brillanten
Réntgenstrahlenquellen war es erstmals maoglich, Streuungsdaten von spontan in Sf9 Zellen

gewachsenen Proteinkristallen der lysosomalen Protease Cathepsin B aus Trypanosoma brucei



Einleitung 20

(CatB) bis zu einer Aufldsung von 1,9 A aufzunehmen. Ein Jahr spater konnte die Detailstruktur
des vollstéandig glykosylierten und nativ inhibierten Pro-Cathepsin B mit einer Auflésung von 2,1 A
geldst werden, welche als erste mit einem FEL generierte neue biologische Information gilt'*.
Zusatzlich konnten an der P14 Strahlenfliihrung der Synchrotronstrahlungsquelle PETRA I
(DESY, Hamburg) mittels serieller Kristallographoe vergleichbare Beugungsdaten von in
vivo-generierten Cathepsin B Kristallen aufgenommen werden. Damit war generell gezeigt, dass
auch Synchrotron-Strahlungsquellen neuster Generation in der Lage sind, Strukturinformationen
von in vivo-Kristallen im geringen pm-MaRstab zu erzeugen'®. Seit der ersten Beobachtung der
Réntgenbeugung von in vivo-Kristallen sind in dieser Arbeitsgruppe weitere Proteine erfolgreich in
Sf9  Zellen kristallisiert und deren Beugungseigenschaften teilweise durch SFX oder
Synchrotronstrahlung bestéatigt worden (Abbildung 1.10). Die zellularen Mechanismen, die der
Bildung von intrazellularen Kristallen zu Grunde liegen sind aber nach wie vor weitgehend

unbekannt.
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Abbildung 1.10]| In Sf9-Zellen kristallisierte Protein der Arbeitsgruppe| Es konnten bereits mit Hilfe von Diffrationstest

nachgewiesen werden, dass CatB, Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), Luciferase und Nicastrin
Proteinkristalle in Sf9-Zellen ausbilden. Bei allen andern aufgefiihrten Uberexpressionen in Sf9-Zellen wurden kristalline

Strukturen erkannt konnten aber noch nicht auf Diffrationseigenschaften getestet werden.

In dieser Arbeit werden fortschrittliche Techniken der Strukturbiologie wie z.B. SAXS und in vivo
Kristallisation mit etablierten Methoden wie z.B. Atomkraftspektroskopie und CD-Spektroskopie

kombiniert um strukturelle und funktionelle Einblicke Uber das M1-Protein und dessen
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Interaktionspartner NEP von Influenza-A zu geben und damit den Replikationszyklus des Virus

besser verstehen zu lernen.
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2. Zielsetzung

Die saisonal auftretende Influenza-A-Virus-Epidemie verursacht jahrlich eine Erkrankung von
Millionen Menschen. Neben der gesundheitlichen und wirtschaftlichen Belastung kann es durch
ein reassortment-Ereignis zur Entstehung besonders aggressiver Viren kommen. Die
Globalisierung tragt dazu bei, dass sich solch ein Virus schnell ausbreitet kann und zu einer
ernstzunehmenden Pandemie fuhrt. Wichtige Schlisselproteine, wie das Matrix Protein 1 (M1)
sowie das Nukleus-Export-Protein (NEP), Gbernehmen wahrend der viralen Replikation essentielle
Funktionen. So bilden homo-oligomere Strukturen des M1-Proteins im Innern der Virione ein
Netzwerk, das die Virione formt und stabilisiert. Zusatzlich bildet das M1-Netzwerk den Ankerpunkt
fur das virale Genom. In der frihen Phase der Influenza-A-Infektion wird das Virus
rezeptorvermittelt endosomal in die Wirtszelle aufgenommen. Der Innenraum des Endosomens
wird durch einen Wirtszellenschutzmechanismus angesauert'®*?. Damit die virale RNA in das
Zytosol der Wirtszelle freigesetzt werden kann muss sie aus dem Virion freigesetzt werden. Hierzu
wird durch den sauren pH-Wert die intermolekulare M1-M1- und die M1-vRNA-Interaktion
geschwacht, so dass die VRNA freigesetzt wird®”. Nach wie vor ist unbekannt, ab welchem
pH-Wert die Dissoziation der oligomeren M1-Strukturen initiiert wird und ob sich die Konformation
der M1-Monomere pH-abhangig andert. Die Hauptaufgabe des NEP ist, durch dessen
Protein-Adapter-Funktion, den Zellkern-Export des replizierten viralen Genoms zu ermdglichen. Da
das NEP mit dem M1-Protein den Zellkern-Export-Komplex bildet ist besonders die Interaktion der
beiden Proteine von hohem Interesse. Ahnlich wie fiir das Volllange-M1-Protein sind auch nur
wenige strukturelle Informationen tber das NEP bekannt.

Da die Grundlagen des Aufbaus des M1-Netzwerkes sowie die pH-Wert-abhangige Dissoziation
weitestgehend unbekannt sind, was vor allem auf das Fehlen von hoch- sowie niedrigaufgeldsten
Strukturdaten des Volllange-M1-Protein  zurlickzufiihren ist, soll in dieser Arbeit die
Charakterisierung des rekombinanten Volllange-M1-Protein Proteins im Fokus stehen. Aulzerdem
soll fir das NEP in dieser Arbeit die rekombinante Protein-Herstellung etabliert werden, um eine
Grundlage flr zukinftige strukturbiologischen Untersuchungen, insbesondere Interaktionsstudien
des NEP mit dem M1-Proteins, zu schaffen, die Einblicke in die molekularen Zusammenhange des
Nukleus-Export-Komplexes geben.

Hierzu soll zunachst die rekombinante Proteinsynthese des M1-Proteins sowie des NEP etabliert
werden. Dies soll sowohl in Bakterien- als auch in Insektenzellen erfolgen, um die Ausbeuten und
Faltungszustande der Proteine anschlieend vergleichen zu kénnen. Nach
saulenchromatographischer Reinigung sollen strukturelle Informationen des M1-Proteins generiert
werden. Neben konventionellen Kristallisationsversuchen des Volllange-M1-Protein soll zusatzlich
die innovative Kristallisationsmethode in lebenden Insektenzellen zum Einsatz kommen, die
ebenfalls mit NEP getestet werden sollen. AuRerdem soll die Einflhrung eines HA-Tags zur

Identifikation der erfolgreichen Proteinbiosynthese sowie der Lokalisation der Zielproteine in der
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Insektenzelle fihren. Parallel soll die strukturelle Charakterisierung in Abhangigkeit des pH-Wertes
in Loésung mittels SAXS-Technik und CD-Spektroskopie erfolgen, um mdogliche konformationelle
Unterschiede der M1-Monomere bei physiologischem und saurem pH zu identifizieren und so
initiale Einblicke in die Strukturanderungen wahrend der endosomalen Ansduerung zu gewahren.
Basierend auf den Kleinwinkelstreuungs-Experimenten sollen Oberflachen-Rekonstruktionen des
M1-Proteins berechnet und mit bestehenden Strukturdaten verglichen werden, um rekombinantes
M1-Protein als valides Modellsystem des nativen M1-Proteins flir zuklnftige Struktur- und
Funktionsuntersuchungen zu validieren. Das Aggregationsverhalten des rekombinanten
M1-Proteins soll abschlieliend mittels AFM-Technik ebenfalls pH-abhangig untersucht werden

Die erhaltenen Erkenntnisse werden dazu beitragen, insbesondere das essentielle, pH-anhangige
Aggregationsverhalten des M1-Proteins wahrend des Influenza A-Virus-Replikationszyklus besser
zu verstehen und die Grundlage flr eine zuklnftige strukturelle Charakterisierung des NEP zu
schaffen. Dies ist nicht nur flr ein detailliertes Verstandnis der Influenza-A-Virus Replikation
erforderlich, sondern kann zukinftig auch in der Identifikation innovativer therapeutischer
Ansatzpunkte flr die Eindd@mmung der saisonalen Epidemien bzw. sporadisch auftretenden

Pandemien fuhren.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Gerate

Tabelle 3.1| Liste der verwendeten Gerate

Geratetyp

Bezeichnung (Hersteller, Herkunftsland)

Agarosegelkammer

Atomkraftmikroskop
CD Spektrometer
DLS-Gerat

FPLC
Geldokumentation
Inkubationsschuttler
Inkubator
Kristallisationsroboter
Mikroskope

PCR-Cycler
pH-Meter

Pipetten
SDS-Gelkammer
Sonifikator
Spektralphotometer

Steril Werkbank
Thermomixer

Waagen

Western Blot Apparatur

Zentrifugen

PerfectBlue Gel System Mini M (Peglab, Deutschland)
PerfectBlue Gel System Mini L (Peglab, Deutschland)

MFP-3D (Asylum Research, USA)

J-600 (Jasco, UK)

SpectroSIZE 300 (Xtal-Concepts, Deutschland)

Spectro Light 500 (Xtal-Concepts, Deutschland)

Akta Purifier P-901 (GE Healthcare, UK)

Transilluminator (Biostep GmbH, Deutschland

Innova 4330 (New Brunswick Scientific, USA)

Trocken- und Warmeschrank (BINDER GmbH, Deutschland)
Crystal Phoenix (Art Robbins Instruments, USA)

Nikon Ti Eclipse (Nikon Instrumentss, USA)

Nikon Ti RCP (Nikon Instrumentss, USA)

Intensilight C-HGFI (Nikon Instrumentss, USA)

CSU X-1 (Yokogawa Electric Corp., Japan)

iXon™+ (Andor Technology, UK)

Laser Combiner System, 400 series (Andor Technology, UK)
Precision Control Box, 100 series (Andor Technology, UK)
Leica DM (Leica, Deutschland)

T Gradient (Biometra®, Deutschland)

pH 538 (WTW Wissenschaftlich- Technische Werkstatten GmbH,
Deutschland)

Eppendorf Research® plus (Eppendorf, Deutschland)
MightySmallTM SE245 (Hoefer Scientific Instruments, USA)
Branson Sonifier 250/450 (Emerson Electric Co, USA)
Nanodrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Deutschland)
BioPhotometer plus (Eppendorf AG, Deutschland)

Innova 4330 (New Brunswick Scientific, USA)

Epptherm® (Gbr. Liebsch GmbH & Co. KG Labortechnik,
Deutschland)

PCB (KERN & SOHN GmbH, Deutschland)
Semi Dry Blotter Maxi (VWR)

3-18K (Sigma-Aldrich Co. LLC., USA)

Biofuge 15R Laboratory Benchtop Centrifuge (Heraeus Holding
GmbH, Deutschland)

RC-3B Refrigoreated Centrifuge (Thermo Fischer Scientific,
Deutschland)

Optima™ L-90 Ultracentrifuge (Beckmann Coulter, USA)
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3.1.2. Chemikalien

Die verwendeten Standardchemikalien flr die Herstellung von Puffern und Lésungen wurden in

analytischer Qualitdt von den Firmen Bacton, Gerbu, Merck, Thermo Fischer Scientific, Roth,

Serva und Sigma-Aldrich bezogen. In der folgenden Liste sind die Chemikalien fir spezielle

Anwendungen gesondert aufgeflhrt.

Tabelle 3.2| Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

1,4-Dithiothreitol (DTT)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--D- galactopyranosid
(X-Gal)

BSA Type H1
ESCORT Transfection Reagent
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Gentamicin

Kanamycin

Midori green
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaCl

NiCl,

PageRuler Prestained Protein Ladder

Penicillin/Streptomycin (100 x)

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid)
Tetracyclin

TRIS X

Triton X-100

Tween 20

UltraPure™ Agarose

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, DE
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, DE
NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Diren, DE
SERVA Electrophoresis HmbH, Heidelberg, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg, DE
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA,
USA (Life Technologies Corp., Invitrogen)

3.1.3. Puffer, Medien und Lésungen

Tabelle 3.3| Puffer flr die Agarose-Gelelektrophorese

Bezeichnung

Zusammensetzung

50x TAE

500 mM Tris-Base

5,7% (w/v) Essigsaure
50 mM EDTA-Natriumsalz
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Tabelle 3.4| Puffer und Lésungen fir die SDS-PAGE und Western Blot

Bezeichnung Zusammensetzung
1X Elektrodenpuffer 192 mM Glycin
25 mM Tris-HCI

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

5X Probenpuffer

Coomassie-Ldsung

Entfarbe-Losung

Anodenpuffer 1

Anodenpuffer 2

Blockierlésung

1x TBS

Kathodenpuffer

Entwickler

0,1% (w/v) SDS pH 8,3

1,5 M TRIS pH 8,8

0,4% (w/v) SDS

0,5M TRIS pH 6,8

0,4% (w/v) SDS

50 mM TRIS pH 6,8

10% (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerin

125 mM DTT

0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
25% (v/v) 2-Propanol

10% (v/v) Essigsaure

20% (v/v) Essigsaure

0,3 M TRIS

20 % (v/v) MeOH

25 mM TRIS

10 % (v/v) MeOH

5 % Milchpulver (w/v) in TBS-T
bzw. 5 % (g/v) BSA in 1x TBS
50 MM TRIS, pH 7,5

150 mM NaCl

25 mM TRIS

40 mM e-Aminocapron

10 % (v/v) MeOH

100 mM Tris pH 9,5

100 mM Na ClI

5 mM MgCl,

44 pl Nitroblautetrazolimchlorid NBT (75
mg/ml)

33 ul 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-Posphat
BCIP (50 mg/ml)
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Tabelle 3.5| Puffer fir die Reinigung von M1

Bezeichnung

Zusammensetzung

Lysepuffer

Waschpuffer Ni-NTA

Elutionspuffer Ni-NTA

Gelfiltrationspuffer |

Gelfiltrationspuffer Il

20 mM Tris pH 7,9
500 mM NaCl

20 mM Imidazol
0,1 mM PMSF

20 mM Tris pH 7.9
500 mM NaCl

20 mM Imidazol
20 mM Tris pH 7.9
500 mM NaCl

500 mM Imidazol
20 mM Tris pH 7,4
150 mM NaCl

20 mM NaAcetat pH 5,0
150 mM NaCl

Tabelle 3.6| Puffer und Medien fiir die E. coli und Sf9 Zellkultur

Bezeichnung Zusammensetzung/ Hersteller
LB-Medium 5 g/L Hefeextrakt

10 g/L Trypton

5 g/L NaCl
ESF 921 Medium Expression Systems
1x PBS 137 mM NaCl

2.7 mM KCI

12 mM Na2HPO4 pH 7.2
RIPA-Puffer Alfa Aeser
Zellfixativ 4 % Paraformaldehy

80 mM Na Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsaure) (PIPES)

pH 7,4

5 mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-

tetraessigsaure (EGTA) pH 7,4

1 mM MgCl,

3.1.4. Proteinsequenzen

3.1.4.1. Influenza-A-Virus A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) M1-Protein

MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEVLMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVP
SERGLQRRRFVQNALNGNGDPNNMDKAVKLYRKLKREITFHGAKEISLSYSAGALASCMGLIYNR
MGAVTTEVAFGLVCATCEQIADSQHRSHRQMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQ
AAEAMEVASQARQMVQAMRTIGTHPSSSAGLKNDLLENLQAYQKRMGVQMQRFKLEHHHHHH
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3.1.4.2. Influenza-A-Virus A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) Nukleus-Export-Protein (NEP)
MDPNTVSSFQDILLRMSKMQLESSSGDLNGMITQFESLKLYRDSLGEAVMRMGDLHSLQNRNEK
WREQLGQKFEEIRWLIEEVRHKLKITENSFEQITFM

3.1.5. E. coli-Stamme

Tabelle 3.7| Verwendete E. coli Stamme

Bezeichnung Genotyp Hersteller

DH50™ F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17  Invitrogen
(rkK—, mK+) phoA supE44 2A— thi-1 gyrA96 relA1

DH10Bac™ F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1  Invitrogen
endA1 araD139 A(ara leu) 7697 galU galK A— rpsL nupG/
pMON14272/pMON7124

Rosetta™ 2 (DE3) F- ompT hsdSg(rs- mg-) gal dcm (DE3) pRARE2 (Cam®) Novagen

™ i

BI21-Star ™ (DE3)  F- ompT hsdSg (rg'mg") gal dem rme131 (DE3) Invitrogen

BLR™ (DE3) F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306::Tn70 Novagen
(TetR)

BL21-AI™ F-ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm araB:: T7TRNAP-tetA Invitrogen

BL21 (DE3)pLysS  F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS, (Cam®) Promega

3.1.6. Vektoren

In der folgenden Tabelle sind unter anderem modifizierte pFastBac1 Vektoren aufgefihrt, bei
denen zwischen die Restriktionsschnittstellen von BamHI und Hindlll der multiple cloning site
(msc) entweder eine ER-Signhalsequenz, ein Peroxisomen-Import-Signal oder kein zusatzliches
Translokations-Signal kloniert wurde. Flankiert werden die eingefiigten Sequenzen von einem
Startcodon (ATG) und einem Stopp-Codon (TAA). Zielgensequenzen konnten in diese Vektoren

durch eine neu integrierte Sfol Schnittstelle zwischen Start- und Stopp-Codon kloniert werden.
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Tabelle 3.8] Verwendete Vektoren

Bezeichnung Merkmale Hersteller

pET21a(+) T7 Promoter, Amp"®, C-term. (His)e-Tag, lac/ Novagen

pASK-IBA3plus tet Promoter, Amp~, C-term. Strep-Tag IBA

pASK-IBA5plus tet Promoter, Amp~, N-term. Strep-Tag IBA

pASK-IBA33plus tet Promoter, AmpR, C-term. (His)s-Tag IBA

pASK-IBA35plus tet Promoter, Amp~, N-term. (His)s-Tag IBA

pASK-IBA43plus tet Promoter, Amp~, C-term. Strep-Tag, N- IBA
term. (His)s-Tag

pFastBac™1 Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, AmpF, Invitrogen
Gm"®

pFastBac1-SKL Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, AmpR, Modifizierter pFastBac1
GmR, C-term. SKL-Tag, Sfol-Schnittstelle

pFastBac1-ER KDEL Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, AmpR, Modifizierter pFastBac1
Gm"~, N-Term. ER-Sig.Seq., C-term. KDEL-
Tag, Sfol- Schnittstelle

pFastBac1-cyto Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, AmpF, Modifizierter pFastBac1
Gm", Sfol

pFastBac1-cyto-C-HA  Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, Amp", Modifizierter pFastBac1
GmR, C-term. HA-Tag, Sfol- Schnittstelle

pFastBac1-cyto-N-HA  Polyhedrin-Promoter, Tn7R, Tn7L, Amp", Modifizierter pFastBac1
GmR N-term. HA-Tag, Sfol- Schnittstelle

3.1.7. Oligonukleotide fur die Klonierung

Tabelle 3.9| Oligonukleotide fiir die Klonierung des M1-Konstruktes in pET21a(+)

Name Sequenz (5’ -> 3’) Lange in nt

M1 fwd pET21a ATGTGCATATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACG 35

rev M1 ohne stop ATTGCCTCGAGCTTGAACCGTTGCATCTGCACCC 34

Tabelle 3.10] Oligonukleotide fiir die Klonierung der M1-Konstrukte in pASK-IBA

Name Sequenz (5’ -> 3’) Lange in nt

M1 Forward CGAATTCGAGAATCTGTACTTCCAGGGCATGAGTCTTCTA 51

EcoR1/TEV ACCGAGGTCGA

M1 (H1N1) fwd ATGACGAATTCATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGA 18

rev M1 ATTGCCTCGAGTCACTTGAACCGTTGCATCTGC 33

rev M1 ohne stop ATTGCCTCGAGCTTGAACCGTTGCATCTGCACCC 34
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Tabelle 3.11| Oligonukleotide fiir die Klonierung der NEP-(NS2)-Konstrukte in pASK-IBA

Name Sequenz (5’ -> 3’) Lange in nt

NS2 fwd 1. GACATACTGCTGAGGATGTCA 21

NS2 fwd 2. ATGGATCCAAACACTGTGTCAAGCTTTCAGGACATACT 56
GCTGAGGATGTCAAAAAT

NEP 3. Forward CGAATTCGAGAATCTGTACTTCCAGGGCATGGATCCA 58

EcoR1/TEV AACACTGTGTCAAGCTTTCAG

NS2 (H1N1) fwd ATGACGAATTCATGGATCCAAACACTGTGTCAAGCTTT 41
CAG

rev NS2 ATTGCCTCGAGCTAAATAAGCTGAAACGAGAAAGTTC 42
TTATC

rev NS2 ohne stop ATTGCCTCGAGAATAAGCTGAAACGAGAAAGTTCTTAT 42
CTCT

Tabelle 3.12| Oligonukleotide fiir die Klonierung der Gene fir das pFastBac1 Screening-System

Name Sequenz (5’ -> 3’) Lange in nt
M1 bE fwd vivo AGTCTTCTAACCGAGGTCGAAAC 23
M1 bE rew vivo CTTGAACCGTTGCATCTGCAC 21
NEP bE fwd vivo GATCCAAACACTGTGTCAAGCTTTC 25
NEP bE rew vivo AATAAGCTGAAACGAGAAAGTTCTTATCTC 30

Tabelle 3.13| Oligonukleotide zur Herstellung der modifizierten pFastBac1-Vektoren

Name Sequenz (5’ -> 3’) Lange in nt

HA C-term cyto fwd GATCGGATCCATGGGCGCCTACCCCTACGACGTGCC 59
CGACTACGCTTAAAAGCTTGATC

HA C-term cyto rev GATCAAGCTTTTAAGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGG 59
GTAGGCGCCCATGGATCCGATC

HA N-term cyto fwd GATCGGATCCATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTAC 59
GCTGGCGCCTAAAAGCTTGATC

HA N-term cyto rev GATCAAGCTTTTAGGCGCCAGCGTAGTCGGGCACGT 59
CGTAGGGGTACATGGATCCGATC

1.1.1.1 Verbrauchsmittel

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle Plastikverbrauchsmittel wie z.B. Reaktionsgefalie,
Pipettenspitzen, Zellkulturflaschen etc. von Sarstedt (Deutschland) verwendet. Die Amicon Ultra
Filtrationskonzentratoren wurden von Merck Millipore oder Pall bezogen und wurden flr die
Konzentration von Proteinen bendtigten. Die Rotilab Nitrocellulose-Membran und Whatman-
Filterpapiere, die bei Western Blot Experimenten zum Einsatz kamen, wurden beide von Roth
bezogen. Die Ni-NTA Affinitdtsmatrix von Qiagen und die Amylose-Affinitdtsmatrix von New

England BioLabs wurden flir die Reinigung des Zielproteins verwendet.
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1.2.2.2 Enzyme

Tabelle 3.14| Verwendete Enzyme

Name Aktivitat Hersteller

ALLin HiFi DNA Polymerase 2 U/uL highQu

BamH| 10 U/uL New England BiolLabs
Dpnl 20 U/pL New England BiolLabs
Hindlll 10 U/uL New England BiolLabs
EcoRI 20 U/pL New England BioLabs
Ndel 10 U/uL Thermo Fischer Scientific
RNase A 10 mg/mL Thermo Fischer Scientific
Sfol 10 U/uL New England BiolLabs
T4 DNA Ligase 5 U/uL New England BiolLabs
Xhol 10 U/uL Thermo Fischer Scientific

1.3.3.3 Antikorper
Tabelle 3.15] Verwendete Antikdrper

Antikorper Eigenschaft Hersteller
Maus-anti-His, IgG polyklonal Qiagen
Maus-anti-HA 1gG polyklonal BioLegend
Kaninchen-anti-Maus IgG  polyklonal, AP konjugiert Sigma

Ziege-anti-Maus IgG polyklonal, DyLight™ 549 konjugiert

Jackson ImmuniResearch
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3.1.  Methoden

3.1.1. Bioinformatische Methoden

3.1.1.1. Berechnung von theoretischen Molekulargewichten und
Extinktionskoeffizienten

Mit Hilfe des Webserver-basierten Expasy-Tools Protparam
(http://web.expasy.org/protparam/)wurden die Molekulargewichte und die Extinktionskoeffizienten

der verwendeten Zielproteine berechnet.

3.1.1.2. Nukleotidsequenz-Alignment

Alle  Nukleotidsequenz-Aligments wurden unter Zuhilfenahme der Webserver-basierten
Softwareplattform Benchling (https://benchling.com) durchgefiihrt.
3.1.2. Molekularbiologische Methoden

3.1.2.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Wenn nicht anders erwahnt, wurde die PCR-Ansatze mit der ALLin™ HiFi DNA Polymerase

(highQu) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Parameter verwendet:

Tabelle 3.16] Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Komponente Konzentration
DNA Vorlage Vektor 1-50ng
Polymerase Puffer 1x

Frw Primer 1 pmol

Rev Primer 1 pmol
Polymerase 1U

dH,0 ad 50 pl

Tabelle 3.17| Einstellungen des PCR-Cyclers fiir die Polymerase Kettenreaktion

PCR-Schritt Dauer [s] Temperatur [°C]
1. Init. Denaturierung 60 95
2. Denaturierung 15 95
3. Primer-Annealing 15 55
4. Elongation 30 pro kb 68
5. Finale Elongation 300 68

Die Schritte 2. bis 4. wurden 30-mal wiederholt.
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3.1.2.2. DNA Restriktion und Reinigung

Die amplifizierten PCR-Produkte, sowie die Zielvektoren wurden mit den vom Hersteller

empfohlenen Mengen an Restriktionsenzymen (NEB bzw. Thermo Fischer Scientific) fur 1 - 2
Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese der
GroRe nach getrennt und mit Hilfe des Genedet DNA Extration Kits (Thermo Scientific) nach
Herstellerangaben gereinigt. Abweichend wurde zur Elution der DNA anstatt des Elutionspuffers
autoklaviertes Millipore Wasser verwendet wurde. Die Konzentrationsbestimmung der DNA-Probe

erfolgte am NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) bei einer Wellenlange von 260 nm.

3.1.2.3. DNA-Ligation

Die Ligationsansatze wurden, wenn nicht anders erwahnt, wie folgt angesetzt:

Tabelle 3.18| Standard-Ligationsansatz

Komponente Menge

T4 DNA Ligase Puffer 1x

T4 DNA Ligase 1U

Vektor 50-100 ng

PCR-Produkt 3 - 5 facher molarer Uberschuss
dH,0 ad 20 pl

Der Ligationsansatz wurde bei Raumtemperatur (RT) fir 1 Stunde inkubiert und die E. coli-Zellen

wie unter 3.2.2.1 beschrieben transformiert.

3.1.2.4. DNA Restriktion und Ligation von Blunt End-Konstrukten
Die Restriktion des gewiinschten modifizierten pFastBac1-Vektors wurde, wie in der folgenden

Tabelle gezeigt angesetzt:

Tabelle 3.19| Ansatz zur Blunt End-Restriktion von modifizierten pFastbac1 Vektoren

Komponente Menge
Vektor 2 ug
Restriktionspuffer 1 x

Sfol 2U
dH,0 ad 40 pl

Die Inkubation des Restriktionsansatzes erfolgte bei 37 °C flr 3 - 4 Stunden. Anschlielend wurden
direkt aus diesem Restriktionsansatz eine Mischung aus 100 ng Vektor und 0,05 U des
Restriktionsenzyms Sfol entnommen (2 pL des Ansatzes) und flr einen Ligationsansatz

verwendet, der wie unter 3.2.2.8 beschrieben erfolgte. Die Inkubation dieses Ansatzes fand bei RT
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Uber Nacht statt. Am Folgetag wurden E. coli-Zellen mit diesem Ligationsansatz wie unter 3.2.2.1

beschrieben transformiert.

3.1.2.5. Plasmid-/ Bacmid-Isolation

Fur eine Plasmid- bzw. Bacmid-Isolation wurden die entsprechenden Bakterienkolonien von einer
LB-Agarplatte gepickt und in 4 ml antibiotikahaltigem LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C und 180
rom inkubiert. Mit Hilfe des GenedJet Miniprep Kits von Thermo Scientific wurden die Plasmide
nach Herstellerangaben isoliert. Die einzige Anderung zum Herstellerprotokoll bestand darin, dass,
anstatt des mitgelieferten Elutionspuffers, autoklaviertes Millipore Wasser benutzt wurde. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde eine Absorptionsmessung bei 260 nm mit dem NanoDrop 2000,

ebenfalls von Thermo Scientific, durchgeflnhrt.

3.1.2.6. Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Ein Aliquot (50 uL) chemisch kompetenter E. coli Zellen wurden auf Eis ca. 15 Minuten aufgetaut.
Anschlieliend wurden 1-5 ng DNA bzw. 10-100 ng eines Ligationsansatzes zur Zellsuspension
gegeben. Inkubiert wurde der Ansatz 30 Minuten auf Eis gefolgt von einem Hitzeschock flr 45
Sekunden bei 42 °C. Im nachsten Schritt wurden die Zellen flir 2 Minuten auf Eis abgekuhlt und
nach der Ruhephase mit 500 pl LB-Medium versetzt. Fir die Regeneration und Adaptation der
Zellen wurde die Suspension fir 1 Stunde bei 37 °C und 300 rpm im Eppendorf Thermomixer 5436
kultiviert. Die Zellsuspension wurde anschlieliend entweder direkt in flissigem antibiotikahaltigem

LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C inkubiert oder auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert.

3.1.2.7. Rekombinante Genexpression in E. coli Zellen

Die Herstellung des rekombinanten Volllange-M1 erfolgte nach dem von Zhang et al. (2012)%°
veroffentlichten Protokoll. Alle Anderungen sind nachfolgend aufgefiihrt.

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur angesetzt, indem eine Kolonie des Konstrukts pET21a-M1
im E. coli Stamm Rosetta™ 2 von einer LB-Agarplatte gepickt und in 50 ml LB-Medium bei 37 °C
Uber Nacht im Orbitalschittler inkubiert wurde. Am Folgetag wurde jeweils 4 L antibiotikahaltiges
LB-Medium mit 40 ml der Uber Nacht gewachsenen Bakteriensuspension inokuliert, bis eine ODggg
von 0,6 bis 0,8 erreicht war. Die Induktion erfolgte dann durch Zugabe von 0,5 mM IPTG. Die
Bakterien wurden anschlieend fir 16 - 18 Stunden bei 18 °C und 140 rpm im Orbitalschittler
inkubiert und anschlielend bei 4000 x g fir 30 Minuten zentrifugiert. Das entstandenen Zellpellet
wurde in ca. 10 ml Uberstand resuspendiert, in ein 50 ml ReaktionsgefaR tberfihrt und bei 4000 x
g fir 60 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bei - 20 °C

gelagert.
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3.1.3. Proteinbiochemische Methoden

3.1.3.1. Nickel-NTA-Affinitatschromatographie

Ein eingefrorenes Zellpellet einer Expressionskultur wurde aufgetaut, in Lysepuffer resuspendiert
und auf Eis mittels Sonifikation fur 4 - 6 Minuten bei 30% Amplitude und in 0,5 Sekunden-Zyklen
lysiert. Im nachsten Schritt wurde der Uberstand vom unldslichen Zellbestandteil getrennt indem
fir 1 Stunde bei 40.000 xg und 4 °C zentrifugiert wurde. AnschlieRend wurde der Uberstand auf
eine mit Lysispuffer (Tabelle 3.5) aquilibrierte Ni-NTA Saule gegeben und bei einer Flussrate von
ca. 2 mL/min durch das Chromatographiematerial laufen gelassen. Um unspezifisch gebundene
Proteine zu entfernen wurde die Saule mit ca. 8 Saulenvolumen Lysispuffer gewaschen. Das
Zielprotein wurde durch Zugabe von 3 Saulenvolumen Elutionspuffer (500 mM Imidazol) eluiert
und diedie Reinheit mittels SDS PAGE kontrolliert.

3.1.3.2. GroRenausschulsschromatographie

Als Saule wurde eine Superdex™ 200 16/60 prep grade (GE Healthcare) an einem Akta purifier
System (GE Healthcare) verwendet. Zunachst wurde die Saule mit einem Saulenvolumen
Gelfiltrationspuffer (Tabelle 3.5) aquilibriert. Im Anschluss wurden 5 ml konzentrierte Proteinprobe
auf die Saule aufgetragen um das Zielprotein mit einer Flussrate von 1 ml/min zu eluieren.
Wahrend des GroRRenaussschlusschromatographielaufes wurden kontinuierlich die Absorption bei
280 nm sowie die Leitfahigkeit gemessen. Die Reinheit des in den Fraktionen gesammelten
Proteins wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert.

3.1.3.3. Proteinquantifizierung
Die Konzentration von Proteinen in Lé6sung wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (1) mit
Hilfe eines NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) bei einer Wellenlange von 280 nm

spektrophotometrisch bestimmt.

Ao =€7d-c (1)

In der Formel entspricht ¢ dem molaren Extinktionskoeffizienten (L ¢ mol™ « cm™), d der
Schichtdicker der Kiivette (cm) und ¢ der molaren Proteinkonzentration (mol « L™). Die ExPASy-
Software Protparam wurde verwendet, um den molaren Extinktionskoeffizienten des Influenza-A-
Virus Matrix Proteins 1 (M1) zu berechnen (13075 mol g cm™), der anschlieRend in die Formel (1)

eingesetzt wurde.
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3.1.3.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach U.K. Laemmli (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE bindet das anionische Detergenz SDS an die hydrophoben Regionen der

Proteine und fiihrt so eine negative Nettoladung ein, die es ermdéglicht, die denaturierten Proteine
in einem Polyacrylamidgel ausschlieBlich aufgrund ihrer Molekulargewichtsunterschiede
voneinander zu trennen. Durch ein 6%-iges Sammelgel (pH 6,8) wurden die Proteine zunachst
fokussiert und durch ein 15%-iges Gel (pH 8,8) nachdem von Leammli entwickelten
diskontinuierlichen SDS-PAGE-System getrennt'>*.

Die Proteinproben wurden zunachst mit 6x Probenpuffer versetzt und fur etwa 10 Min bei 95 °C
zur Denaturierung erhitzt. Die SDS-PAGE erfolgte bei RT und einer Stromstarke von 25 mA pro
SDS-Gel in 1x Elektrodenpuffer, bis die Bromphenolblau-Lauffront das Ende des Gels erreicht
hatte. Das Gel wurde anschlief3end fiir 20 - 40 Minuten in Coomassie-Lésung gefarbt und solange
mit Entfarbe-Lésung inkubiert, bis der gewiinschte Kontrast der Proteinbanden erreicht war.Alle

verwendeten Puffer und Lésungen sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen.

3.1.3.5. Western Blot

Der Western Blot ist eine immunologische Nachweismethode um z.B. Proteine spezifisch
detektieren zu kénnen. Daflr wurden die Proteine mittels SDS-PAGE der Grofle nach getrennt
und mit Hilfe des Semi-Dry Blotting Verfahrens bei einer angelegten Stromstarke von 0,8 mA/cm?
fur 1 Stunde auf eine Nitrozellulosemembran (Roth) transferiert. Danach wurde die Membran 60
Minuten mit einer 5 %-igen Milchpulversuspension oder einer 5 %-igen BSA-Lésung in TBS-T
blockiert. AnschlieBend erfolgte eine 1-stiindige Inkubation mit dem Primarantikdérper
(Tabelle 3.15) bei RT. Um unspezifisch gebundene Primarantikbrper zu entfernen, wurde die
Membran 3 Mal fir jeweils 5 Minuten mit TBS-T gewaschen, gefolgt von einer 45 min(tigen
Inkubation bei RT mit dem Sekundarantikérper (Tabelle 3.15). Schliel3lich wurde die Membran
erneut gewaschen und mit 5 - 10 ml Entwickler solange inkubiert, bis die erwarteten Protein-

Banden sichtbar wurden. Abgestoppt wurde die Farbereaktion durch Waschen mit dH,0.

3.1.4. Biophysikalische Methoden

3.1.4.1. Dynamische Laserlichtstreuung (DLS)

Mit Hilfe der dynamischen Laserlichtstreuung lassen sich der Diffusionskoeffizient Dy und die
Verteilung der hydrodynamischen Radien von Proteinen in Abhangigkeit der Viskositat des
Ldsungsmittels ndherungsweise bestimmen. Die Stokes-Einstein-Gleichung wurde verwendet um
den hydrodynamischen Radius R, aus dem experimentell ermittelten Diffusionskoeffizienten zu

berechnen:
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kT
6D, @

In der Gleichung reprasentieren k die Boltzmann-Konstante und T die Temperatur (K). Fir die
Probenvorbereitung der Dispersitatsuntersuchung wurden hochmolekulare Partikel abgetrennt,
indem die zu untersuchende Proteinldésung flr 45 Minuten bei 16000 xg und 4 °C zentrifugiert
wurde. Die Laserlichtstreu-Experimente wurden entweder mit 15 pl Proteinlésung in einer
Quarz-Kuvette an einem spectroLITE 300 (X-tal Concepts) oder mit 2 pl Proteinlésung unter
Paraffinél in einer Terazaki-Platte (Sgima-Aldrich) an einem spectroLITE 600 (X-Tal Concepts)
durchgeflihrt. Dafir wurden 30 Einzelmessungen in einem Messzeit von 6 Minuten bei

Raumtemperatur akkumuliert.

3.1.4.2. CD-Spektroskopie

An einem Jasco J-600 wurden die CD-spektroskopischen Experimente in einer 1 mm dicken
Quarz-Kuvette mit einem Volumen von 100 - 200 pyL durchgefuhrt. Dabei wurden fir den nahen
UV-Bereich (Wellenlangen von 320 - 250 nm) und fir den fernen UV-Bereich (Wellenlangen von
260 - 190 nm) jeweils 10 Spektren mit einem Intervall von 1 nm aufgenommen. Durch eine
arithmetische Mittelung wurden die Spektren einer Proteinprobe vereint. Zusatzlich wurden jeweils
5 Spektren der korrespondierenden Puffer zu den Proteinproben aufgenommen, ein
arithmetisches Mittel gebildet und von den Proben-Spektren subtrahiert, um das Hintergrundsignal
zu minimieren. Der Messbereich des nahen UV diente der Untersuchung der Tertiarstruktur des
M1 Proteins, fir die Proben mit Proteinkonzentrationen zwischen 0,25 und 1,26 mg/ml verwendet
wurden. Flir die Untersuchung der Sekundarstrukturelemente wurden hingegen
Proteinkonzentrationen von 0,25 bis 1 mg/ml im fernen UV analysiert.

Die mittlere Aminosaure Elliptizitat (MRW) konnte mit folgender Gleichung berechnet werde:

MRW -©,
10-d-c ©

[(")MRW,A] =

In der Gleichung entspricht MRW dem durchschnittlichen Gewicht pro Aminosaure in Da, 0 der
gemessenen Elliptizitdt (mdeg), ¢ der Proteinkonzentration (mg/ml) und d der Schichtdicke (cm)
der verwendeten Kuivette. Der Sekundarstrukturanteil in den untersuchten Proteinproben wurde
unter Verwendung des onlinebasierten Servers K2KD
(http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~andrade/k2d3/) bestimmt.
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3.1.4.3. Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Durch Anwendung der SAXS-Technik lassen sich die Struktur Parameter Gyrationsradius (Ry),

maximaler Partikeldurchmesser (Dpax), verdrdngtes Volumen (Porod-Volumen) und das
Molekulargewicht (MW) von biologischen Makromolekilen in Lésung bestimmen. Die flr das
Experiment notwendigen Rontgenstrahlen mit einer Wellenlange von 0,124 nm werden von der
Synchrotronstrahlungsquelle PETRA 1l erzeugt und weder in die Strahlenfihrung P12
(EMBL, DESY Hamburg) geleitet. Treffen die Rontgenstrahlen auf Partikel in Lésung, so wird
dieser elastisch gestreut. Die Detektionswinkel bei einem SAXS-Experiment liegen Ublicherweise
zwischen 0,1° und 10°.

Fur die Streu-Experimente in Losung musste das Influenza A-Virus M1 Protein zunachst wie in
Abschnitt 3.2.2.7, 3.2.3.1 und 3.2.3.2 beschrieben hergestellt, gereinigt und auf Konzentrationen
zwischen 0,3 und 4,0 mg/ml eingestellt werden. 20 pl der unterschiedlichen
Proteinprobenkonzentrationen sowie identische Puffer-Lésungen wurden nacheinander in einer
Quarz-Kapillare fur 1 Sekunde bei RT mit dem Roéntgenstrahl belichtet (Tabelle 3.20). Die dabei
entstandene Diffraktion wurden mittels eines Pilatus 2M Pixel Detektors aufgenommen. Zwischen
Probe und Detektor bestand ein Abstand von 3,1 Metern. Das Software-Paket PRIMUS'® wurde
fur die initiale Prozessierung der primaren Diffraktionsdaten verwendet. Der Guinier- und
Kratky-Plot diente jeweils zur Untersuchung des Aggregations- sowie des Faltungszustandes des
Proteins. Durch die Extrapolation der Streukurven auf die konzentrationsunabhangige
Vorwartsstreuung /(0) konnte der Streumassenradius R, bestimmt werden. Das Programm
GNOM™® wurde verwendete um die Abstandsverteilungsfunktion p(r) sowie den Dp.x zu
bestimmen. Mit Hilfe der Formel (3) kann anhand eines gemessenen Protein-Standards bekannter
Proteinkonzentration und dessen gemessene /(0), nach messtechnischer Bestimmung der /(0) der
Proteinprobe, das MW der Proteinprobe berechnet werden. Als Standard bei den
Kleinwinkelstreuung-Experimenten diente das Enzym Glukoseisomerase mit einem MW von
173 kDa. Gemessen wurde fir die Glukoseisomerase ein /(0) von 49139,20 + 152,17 s.

MWProbe - I(O)Probe
MWStandard I(O)Standard

(4)

DAMMIF™ und GASBOR'® dienten der Erzeugung der ab initio Modelle des Influenza-A-Virus
M1-Proteins. Mit dem Programm DAMFILT"™® konnten Durchschnittsmodelle aller unabhingig
berechneten Modell-Rekonstruktionen generiert werden. Die Abweichung der individuell erzeugten
DAMMIF- und GASBOR-Modelle wurde mit dem Programm DAMSEL' berechnet.
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Tabelle 3.20] Technische Daten der P12 Beamline der Synchrotronstrahlungsquelle PETRA I

Beamline PETRA Il P12 (DESY Hamburg)
Strahlendurchmesser 0,2x0,12 mm
Wellenlénge (A) 1,24
Belichtungszeit (s) 1/Zyklus
Photonenfluss (s™) 10"

3.1.4.4. Asymmetrische-Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4)

AF4 ist eine Einphasen-Chromatographietechnik, mit der Proteinproben nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden konnen. Vorgeschaltet vor einem konventionellen
SAXS-Experiment, wie unter 3.2.4.3 beschrieben, kann diese Proteintrennmethode die Qualitat
der SAXS-Primardaten erhéhen und so die Analyse von polydispersen Proben ermdglichen.

Durch ein paraboles Flussprofil wird die Probe zunachst zentriert und danach der Flissigkeitsfluss
einseitig erhdért, so dass kleine Partikel schneller als grolle Partikel in Richtung
SAXS-Probenkapillare flieken. Vorteilhaft bei dieser Methode ist, dass keine Matrix verwendet
wird, dass Partikel mit hoher molekularer Masse auch getrennt werden kénnen und dass die

Methode in wenigen Minuten durchgeflihrt werden kann.

3.1.4.5. MALVERN Viscotek tripple detector array system (TDA)

Das MALVERN dreifach-Detektor-Einheit (vom englischen friple detector array, TDA) ist ein
Multidetektionssystem, bestehend aus einem Refraktometer, einem
Rechtswinkellichtstreu-Detektor (RALS) und einem UV-Detektor, das in Kombination mit einer
analytischen GroRenausschlusschromatographie-Saule die Qualitat von SAXS-Experimenten
verbessert. Dabei kénnen Zusatzinformationen Gber Molekulargewicht, Aggregationszustand und
Konzentration des zu untersuchenden Proteins gewonnen werden, sowie unterschiedliche
Aggregationszustande flr die nachfolgende SAXS-Messung voneinander getrennt werden.

Fur dieses Experiment wurden 80 - 120 ul einer Proteinlésung mit einer Konzentration von mehr
als 3 mg/ml benétigt. Das M1 Protein von Influenza A wurde wie unter 3.2.2.7, 3.2.3.1 und 3.2.3.2
hergestellt, gereinigt und konzentriert. Die GréRenausschlusschromatographie am MALVERN TDA
wurde analog wie unter 3.2.3.2 beschrieben vorbereitet und durchgefiihrt. Die eluierende Fraktion
wurde aufgetrennt, sodass eine Halfte der Probe direkt in die Quarzkapillare des
SAXS-Probenwechslers geleitet wurde, wahrend die andere Halfte die Multidetektion im
MALVERN TDA durchlief.
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3.1.4.6. Zeitaufgeloste SAXS-Messung

Bei der zeitaufgeldste Variante eines SAXS-Experiments wurde eine Probenmischeinrichtung vor

die SAXS-Probenkapillare geschaltet, die es ermdglicht, Veranderungen der Struktur Parameter
Rg, Dmax, Pordo-Volumen im ps Bereich zu verfolgen z.B. bei pH-Wert-Anderung. Hierzu werden
kontinuierlich SAXS-Daten aufgenommen wahrend die Probe durch die Quarzkapillare der
Messvorrichtung fliet. Wird der pH-Wert des Proben-Reservoirs durch Pufferzugabe verandert, so
kénnen direkt die Auswirkungen auf das Rdntgenstreuvermégen der Probe detektiert werden. Die
so ermittelten SAXS-Daten geben dann Aufschluss Uber mogliche Konformationsdnderungen.
Wird die Probenkapillare flr jeweils einige us mit Rdntgenstrahlen belichtet ist es méglich z.B.
Konformationsanderungen von Proteindomanen zu beobachten.

Durch Durchfihrung dieser Methode wurde 1 ml einer M1 Proteinprobe mit einer Konzentration
von 2,0 mg/ml wie unter 3.2.2.3, 3.2.3.1 und 3.2.3.2 beschrieben hergestellt, gereinigt und
konzentriert. Die Parameter flr die SAXS-Messungen waren die gleichen wie flir eine einzelne
SAXS-Messung (3.2.4.3)

3.1.4.7. Atomkraftmikroskopie (AFM)

10 ul verschiedener Konzentrationen (0,250 mg/ml bis 250 ng/ml) der Influenza A-Virus M1
Proteinprobe wurden auf eine negativ geladene Mica Oberflache pipettiert und bei RT
eingetrocknet. Die Atomkraftmikroskopie wurde mit einem MFP-3D (Asylum Research)
ausgestattet mit einem NSG10 (NT-MDT, 220 kHz Resonanzfrequenz) Cantilever im tapping mode
bei RT am Forschungszentrum Borstel, Arbeitsgruppe Prof. Gutsmann, durchgefiihrt. Die
gescharfte Spitze des Cantilevers mit einer Federkonstanten von 1593 N/m und einem
Spitzenradius von 1 nm wurde Uber die Probe bewegt, um die Oberflache abzurastern. Die
Analyse der Messdaten sowie die Erstellung der Bilder erfolgte mit der Software IGOR Pro 6 und

dem Zusatzmodul WaveMetrics.

1.4.4.4 Insektenzellkultur und Mikroskopie
Die Handhabung der Sf9 Zellen im Bereich der Insektenzellkultur erfolgte gréRtenteils nach den
Angaben des Bac-to-Bac Manuals der Firma Invitrogen. Alle Anderungen sind im Folgenden

beschrieben.

3.1.4.8. Auftauen von Sf9 Zellen
Ein Aliquot mit 10° kryokonservierten Sf9 Zellen wurde im Wasserbad aufgetaut und in 10 ml
vorgewarmtes ESF 921 Medium (Expression Systems) gegeben. Die Zellen wurden bei RT fiur

2 Minuten bei 300 xg zentrifugiert und mit Medium gewaschen. Schliel3lich wurde das Zellpellet in
12 ml ESF 921 Medium resuspendiert und in einer T75 Kulturflasche adharent bei 27 °C kultiviert.
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3.1.4.9. Subkultivieren von Sf9 Zellen

Mit dem Erreichen einer ungefdhren Konfluenz von 80 - 90 % wurden die Sf9 Zellen vorsichtig
durch mehrmaliges Spllen des Kulturflaschenbodens mit Medium abgelést und mit einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Zur adhérenten Subkultivierung wurden 10° Zellen pro cm? in eine
neue T75 Kulturflasche gegeben und ebenfalls bei 27 °C inkubiert. Die Kultivierung der Sf9 Zellen
erfolgte in  Suspensionsschuttelkulturen in  aufrecht stehenden T75 Kulturflaschen
(Gesamtvolumen: 20 ml) bei 27 °C und 100 rpm. Mit dem Erreichen einer Zelldichte von
5 x 10° Zellen/ml wurde die Zellsuspension auf 10° Zellen/ml verdiinnt oder fiir Folge-Experimente

verwendet.

3.1.4.10. Transfektion von Sf9 Zellen mit Bacmid-DNA

Fir die Herstellung rekombinanter Baculoviren wurden 10° Sf9-Zellen in logarithmischer
Wachstumsphase in je ein 6-Well gegeben und 10 Minuten bei RT adhéarieren gelassen. Nachdem
die Zellen an den Kulturschalenboden adharierten wurde das Penicillin-Streptomycin-haltige
Medium vorsichtig abgenommen und durch antibiotikafreies Medium ersetzt um die Zellen zu
waschen.

In einem separaten Ansatz wurden 1 pug isolierte Bacmid-DNA sowie 4 ul Escort IV
Transfektionsreagenz (Sigma) in 60 ul antibiotikafreiem ESF 921 Medium verdinnt und bei RT fir
15 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde der Transfektionsansatz auf ein Volumen von
insgesamt 650 pl mit antibiotikafreien ESF 921 Medium aufgefiillt und auf die zuvor gewaschenen
Zellen in einen 6-Well gegeben. Die Transfektion erfolgte Uber einen Zeitraum von 5 Stunden bei
27 °C.

Nach erfolgter Inkubation wurde der Ansatz von den Zellen abgenommen und durch 2 mi
Penicillin-Streptomycin-haltiges ESF 921 Medium je 6-Well ersetzt. Die Kultivierung wurde fir
3 - 4 Tage fortgesetzt bis erste Anzeichen einer viralen Infektion erkennbar wurden. Anschlieend
wurde der Uberstand, in dem sich die Viruspartikel befanden, abgenommen und bei 4500 xg fur
5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde verworfen und der Uberstand bei -20 °C gelagert
(P1 Stock).

3.1.4.11. Amplifikation der viralen Partikel

Fir die Amplifikation der viralen Partikel wurden 10° Sf9 Zellen pro 6-Well ausgesat und mit 500 pl
P1 Stock + 1500 pl ESF 921 Medium infiziert. Nach erneuter 3 - 4 tagiger Inkubation konnte wie
unter 3.3.1.3 beschrieben der nun entstandene P2 Stock geerntet und gelagert werden.

Analog dazu wurde der P3 Stock hergestellt, indem 10° Sf9-Zellen mit 20 pl P2 Stock in 1980 pl
ESF 921 Medium infiziert wurden.
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3.1.4.12. Rekombinante Genexpression zur Ausbildung von intrazellularen
Kristallen

Pro 6-Well wurde je ein rundes Deckglaschen (VWR) mit einem Durchmesser von 25 mm in 70%

Ethanol flir 2 Minuten gesaubert, unter der Steril-Werkbank getrocknet und in ein 6-Well Uberflhrt.

AnschlieRend wurden 10° Sf9 Zellen in das vorbereitete 6-Well ausgesat, mit verschiedenen

Verhaltnissen (1:100 1:1.000 und 1:10.000 zum Zellkulturvolumen) eines nicht titrierten P3 Stocks

infiziert und 3 - 5 Tage bei 27 °C inkubiert. Ab dem 3. Tag wurden die Zellen taglich mikroskopisch

auf Kristallwachstum untersucht.

3.1.4.13. Lyse von infizierten Sf9-Zellen

Zunachst wurde die Kristallbildung nach rekombinanter Genexpression, wie unter 3.3.1.5 und
3.3.1.7 beschrieben, kontrolliert. Das mit Sf9 Zellen bewachsene Deckglaschen wurde in die
Tragerkonstruktion flr die Mikroskopie eingespannt, damit den Zellen das Medium entzogen und
durch 1 - 2 ml RIPA-Puffer ersetzt werden konnte. Innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten
waren die Zellen lysiert. Wurden schon vor Lyse Kristalle entdeckt, konnte durch diese Methode
untersucht werden, ob die Kristalle in RIPA-Puffer stabil sind. Waren vorerst keine Kristalle in den
Zellen sichtbar diente die Lyse als letzte Kontrolle auf Kristalle, denn aufgrund der moglicherweise
sehr ahnlichen Dichte des Kristalls zum umgebenden Kompartiment kénnen die Kristalle erst nach

der Lyse detektiert werden.

3.1.4.14. Immunhistochemische Farbungen

Die Sf9 Zellen wurden wie unter 3.3.1.5 beschrieben auf einem Deckglaschen infiziert und
kultiviert. Die adharenten Zellen wurden nach erfolgter Inkubation von 4 Tagen mit 1-fach PBS
gewaschen und mit Zellfixativ fir 10 Minuten bei RT fixiert. Durch 3-maliges Waschen mit
1-fach PBS wurde das Formaldehyd vollstandig entfernt. Die Zellen wurden durch Zugabe von
1-fach PBS mit 0,1 % Tween 100 fur 10 Minuten bei RT permeabilisiert,. 2 Mal mit 1-fach PBS
gewaschen und mit einer 5 % Milchpulver-Ldsung fir 1 Stunde bei RT blockiert, um unspezifische
Bindungen des Primarantikdrpers zu verhindern. Nun wurde eine 1:1000 Verdlinnung des
Primarantikérpers (Maus-anti-HA 1gG) in 5 % Milchpulver-Lésung hergestellt und fir mindestens
1 Stunde bei RT inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend wieder 3 Mal mit 1-fach PBS
gewaschen. Es erfolgte die Inkubation mit dem 1:2000 verdinnten Sekundarantikdrper
(Ziege-anti-Maus 1gG) fir 1 Stunde bei RT im Dunkeln, gefolgt von erneutem 3 maligen Waschen
mit 1-fach PBS. Abschlieend wurden die gefarbten Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop
analysiert (3.3.1.8).
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3.1.4.15. Mikroskopie von infizierten Sf9 Zellen

Zur mikroskopischen Analyse des Kiristallwachstums bzw. zur Kontrolle der rekombinanten

Genexpression in Sf9 Zellen wurde ein Mikroskop verwendet, das auf einem Nikon Ti Eclipse
Gerat basiert und zusatzlich mit einer Andor iXon+ EMCCD Kamera sowie mit einem 40x (1.3 NA)
und einem 100x (1.49 NA) Objektiv ausgestattet ist, oder alternativ ein Leica DM Mikroskop mit
entsprechender Kamera. Der Differentialinterferenzkontrast (DIC) diente der Identifikation von
Kristallen. AuBerdem wurden Fluoreszenzbilder von rekombinant genexprimierten Proteinen

aufgenommen, die keine Kristalle bildeten, um die erfolgreiche Proteinbiosynthese zu kontrollieren.



Ergebnisse 44
4. Ergebnisse

Wahrend der Replikation des Influenza-A-Virus Gbernehmen sowohl das virale Matrix Protein 1
(M1) als auch das Nukleus-Export-Protein (NEP) essentielle Funktionen. Nach rezeptorvermittelter
endosomaler Aufnahme des Virus findet in der frihen Phase der Infektion die Ansduerung der
Endosomen statt, was zur pH-Wert-Anderung im Virion fiihrt. Diese Anderung des pH-Wertes hat
zur Folge, dass die intermolekulare Interaktion der M1-Molekile und die Interaktion mit der viralen
RNA (vRNA) abgeschwacht wird, was schlussendlich zur Freisetzung der vRNA in das

t”. Nach Transport des viralen Genoms in den Zellkern® findet dort unter

Wirtszell-Zytosol flhr
anderem die Replikation der VRNA statt*”?®, die im weiteren Verlauf der Infektion wieder aus dem
Zellkern transportiert wird. Dabei spielt das Adapter-Protein NEP eine wichtige Rolle, indem es
Uber die Bindung an das M1-Protein, das seinerseits die vVRNA-Bindung tGbernimmt, und an den
Wirtszell-Export-Faktor Crm1 einen Protein-Export-Komplex mit aufbaut®>**®. Dieser wird dann
aktiv aus dem Zellkern transportiert und ermdglicht es, dass in der spaten Phase der Infektion die
replizierten neuen viralen Genomsegmente in die entstehenden Virione an der Plasmamembran
verpackt werden kénnen*®49-%°.

Daher ist es Ziel dieser Arbeit das Influenza-A-Virus M1-Protein rekombinant herzustellen, um
dessen pH-Wert-abhangiges Aggregations- und Dissoziationsverhalten sowie mdgliche
pH-Wert-bedingte konformationelle Anderungen charakterisieren zu kdnnen. AuRerdem soll der
M1-Interaktionspartner NEP rekombinant hergestellt werden, um Einblicke in den
Nukleus-Export-Komplex, an dem beide Proteine beteiligt sind, zu erhalten. In der vorliegenden
Arbeit sind zunachst die Ergebnisse der rekombinanten Herstellung beider Proteine gezeigt,
gefolgt von strukturellen Charakterisierungen die zu einem besseren Verstandnis der Funktionen

des M1-Proteins wahrend des Influenza-A-Virus Replikationszyklus flhren.

4.1. Rekombinante Herstellung der Proteine M1 und NEP des Influenza-A-Virus

Im ersten Teil dieser Arbeit wird zunachst die rekombinante Proteinbiosynthese der Zielproteine in
E. coli-Zellen beschrieben. Die E. coli-basierte Herstellung von Proteinen bietet den Vorteil, dass
das rekombinante Protein mit hoher Ausbeute in kurzer Zeit kostenglinstig hergestellt werden
kann. Durch die intensive biotechnologische Anwendung dieses Expressions-System sind viele
optimierte E. coli-Stamme kommerziell erhaltlich, die es auch zulassen anspruchsvolle
Zielproteine, die zum Beispiel leicht aggregieren oder zytotoxisch wirken, herzustellen. Dabei spielt
eine |6sliche Herstellung des Zielproteins fir die Anwendung strukturbiologische
Charakterisierungs-Methoden eine zentrale Rolle. Trotz der guten Etablierung der E. coli-basierten
Synthese kann es in Abhangigkeit des Zielproteins dazu kommen, dass die Ausbeute an I6slichem
Zielprotein nicht fir die strukturbiologischen Untersuchungen ausreicht. Ein Wechsel zu einem

alternativen Expressions-System, wie dem Sf9-Insektenzellsystem, bietet eine zusatzliche
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Madglichkeit anspruchsvolle Zielproteine rekombinant in I6slicher Form herzustellen. Daher wurde
auBerdem im Rahmen dieser Arbeit das Sf9-Insektenzellsystem angewandt um die alternative

Herstellung des M1-Proteins sowie des NEP zu untersuchen.

4.1.1. Klonierung der M1 E.coli-Konstrukte

Das Influenza-A-Virus-Protein M1 kann in drei Doméanen unterteilt werden, die N-terminale, die
Mittel- oder M-Domane und die C-terminale Domane®. Nach wie vor ist es weitgehend unklar
welche Domane fur welche der vielen verschiedenen Funktionen des M1-Proteins verantwortlich
ist. Der bereits haufig untersuchte Influenza-A-Virus-Stamm A/Puerto Rico/8/34 des Subtyps H1N1
bietet zahlreiche Vergleichsmoglichkeiten, daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Proteinsequenz des Volllange-M1-Proteins (Aminosaure 1 — 252) dieses Stammes verwendet.

Bei Proteinen kann es aufgrund der Protein-Faltung dazu kommen, dass der C-Terminus oder der
N-Terminus fir eine Affinitdtstag-basierte Reinigung unzuganglich ist. AuBerdem kann die Art des
Affinitatstags eine Auswirkung auf die Loéslichkeit eines Proteins haben. Daher wurden das
Volllange-M1  erfolgreich in  Vektoren mit unterschiedlich lokalisierten Hiss- und
STREP-Affinitatstags kloniert (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1| Affinitatstags der hergestellten M1-Konstrukte|

Name Hise-Tag STREP-Tag
pASK-IBA3plus-M1 - C-terminal
pASK-IBA5plus-M1 - N-terminal
pASK-IBA33plus-M1 C-terminal -
pASK-IBA35plus-M1 N-terminal -
pASK-IBA43plus-M1 N-terminal C-terminal
pET21a(+)-M1 C-terminal -

Aufgrund der vektorseitigen Kodierung beider Affinitatstags im pASK-IBA43plus-Vektor eignet sich
dieser besonders um die Bindungs-Effizienz beider Affinitatstags an deren Matrix zu untersuchen.
Aulerdem kann durch Anwendung beider Affinitdtschromatographien nacheinander die Reinheit
des Proteins deutlich erhéht werden. Nach erfolgter Affinitdtschromatographie wird der Affinitatstag
in der Regel vom Zielprotein proteolytisch abgespalten. Dabei werden haufig Proteasen
verwendet, bei denen die Spaltung im C-terminalen Bereich ihrer spezifischen
Erkennungs-Sequenz erfolgt. Dementsprechend wlrde der Grolteil der
Protease-Erkennungs-Sequenz am C-Terminus des Zielproteins verbleiben und damit die
Charakterisierung beeinflussen. Die Klonierung eines Zielgens in einen Vektor mit C-terminalen
Affinitdtstag hat zur Folge, dass nach Translation je nach Wahl der verwendeten
Restriktionsschnittstellen eine bestimmte Anzahl an artifiziellen Aminosauren verbleiben. Durch die

Verwendung der Restriktionsschnittstellen flr die Restriktionsendonukleasen Ndel und Xhol bei
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der Klonierung des Volllange-M1-Gens in den pET21a(+)-Vektor (Novagen) konnte die Anzahl der
artifiziell eingefiigten Aminosauren auf ein Leucin (L) und ein Glutaminat (E), am C-Terminus des

Zielproteins vor dem 6-fachen Histidin-Affinitdtstag minimiert werden.

4.1.2. Expression und Reinigung des Volllange-M1-Proteins Proteins

Fur die Anwendung von strukturbiologischen Methoden ist es wichtig am Ende des
Reinigungsprozesses eine l6sliche Proteinprobe mit héchstmaoglicher Reinheit und Konzentration
zu erhalten. Um bei einer rekombinanten E. coli-basierten Herstellung von Proteinen eine optimale
Ausbeute an Iéslichem Protein zu erhalten, werden Ublicherweise Proteinbiosynthese-Parameter
wie zum Beispiel Temperatur, Induktor-Konzentration und Expressionszeitraum, aber auch die
verwendeten E. coli-Stdmme variiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst die in Tabelle 4.2 aufgefihrten E. coli-Stamme auf
erfolgreiche M1-Proteinsynthese unter den Standardbedingungen (37°C Uber 4 Stunden induziert)
untersucht. Dabei wurde eine Induktor-Konzentration von 1mM IPTG fir den T7-Promotor
kontrollierten pET21a(+)-Vektor und von 0,2 ug/ml Anhydrotetracyclin fir die Tetracyclin-Promotor
kontrollierten pASK-IBA-Vektoren im Rahmen der initialen Testexpressionen in kleinem Malistab
verwendet. Die SDS-PAGE-Analyse der entsprechenden Zelllysate zeigte, dass augenscheinlich
die hochsten Proteinausbeuten mit den E. coli-Stammen BL21 (DE3)pLysS sowie
Rosetta™ 2 (DE3) erzielt werden konnten. (Tabelle 4.2)

Nach den ersten Expressionstests im kleinen Malstab wurde eine Test-Reinigung mittels
Ni-NTA-Affinitatschromatographie far Hisg-markiertes M1-Protein und mit
STREP-Tactin-Sepharose-Matrix fir STREP-markiertes M1-Protein durchgeflhrt. Dabei zeigte
sich, dass rekombinant hergestelltes M1-Protein sowohl mit N-terminalem STREP- als auch mit
N-terminalem Hisg-Affinitatstag nicht an die Affinitdtsmatrix binden konnte, was auf einen nicht
freizuganglichen N-Terminus hindeutet. Hingegen konnten alle C-terminalen Affinitatstags an die
entsprechende Matrix binden um eine Reinigung des Zielproteins vorzunehmen. Bereits in
anderen Arbeiten wurde ein C-terminal Hisg-markiertes M1-Protein (-LEHHHHHH) fir
Untersuchungen verwendet und bietet damit gute Vergleichsméglichkeiten®®. Aus diesem Grund
wurde das pET21a(+)-M1-Konstrukt fur alle weiteren Untersuchungen verwendet. Fir die weitere
Optimierung der Proteinbiosynthese des Volllange-M1-Proteins wurde der E. coli-Stamm
Rosetta™ 2 bei Temperaturen von 37°C, 30°C und 25°C Uber vier Stunden und bei 18°C Uber
Nacht mit [IPTG-Konzentrationen zwischen 0,2 und 1 mM [IPTG induziert. Nach
SDS-PAGE-Analyse konnten unter Voraussetzung der erreichten ODgoo der Zellsuspension von
0,8 die optimale Proteinbiosynthese-Bedingung bei 18°C mit einer 0,5 mM IPTG-Induktion
identifiziert werden. Der Grofteil des synthetisierten Proteins konnte nach Lyse im Zellpellet

detektiert werden, was auf Faltungsprobleme wahrend der Genexpression hindeutet. Allerdings
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verblieb auch ein geringer Anteil von etwa 0,5 mg pro Liter Zellsuspension 16slich im Uberstand

(Abbildung 4.1 A), der anschlieBend saulenchromatographisch gereinigt wurde.

Tabelle 4.2] Abschatzung der Proteinbiosynthese der M1-Konstrukte in verschiedenen E. coli-Stammen unter
Standardbedingungen (37°C, 4 Stunden Induktion, 1M IPTG bzw. 0,2 ug/ml AHT)| (- = keine; + = gering; ++ = gute; +++

= hohe Proteinbiosynthese)

Name BLR™ (DE3) BI21-Star™ (DE3) BL21-AI"™  BL21 (DE3)pLysS Rosetta™ 2 (DE3)
pASK-IBA3plus-M1 - + + ++ ++
pASK-IBA5plus-M1 - + + +++ +++
pASK-IBA33plus-M1 - + + + ot
pASK-IBA35plus-M1 - + + + ot
pASK-IBA43plus-M1 - + + + ot

pET21a(+)-M1 - ++ ++ ++ +t

66
)

Die Reinigung des M1-Proteins basierte grundlegend auf dem Protokoll von Zhang et al., (2012)
wurde aber im Rahmen dieser Arbeit optimiert. Da die Proteinprobe nach der
Ni-NTA-Affinitatschromatographie noch signifikante Verunreinigungen aufwies, die eine
aussagekraftige Charakterisierung behindern kdénnen, erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt
mittels GréRenausschlusschromatographie (GF) mit einer kalibrierten Superdex™ 200 16/60 prep
grade (16 mm / 600 mm) Saule (Abbildung 4.1 B,C und D). Je nach weiterer Untersuchung der
Proteinprobe wurde entweder Gelfiltrationspuffer | (pH-Wert 7,4) oder Gelfiltrationspuffer I
(pH-Wert 5,0) verwendet. Das Absorptionsspektrum des GF-Laufes bei pH 7,4 wies vier
Absorptionsmaxima auf (Abbildung 4.1. B). Besonders grof3e Proteine bzw. Protein-Aggregate
eluieren im Ausschlussvolumen der GF-Saule. Das Absorptionsmaximum | (Peak ) bei einem
Retentionsvolumen von ca. 50 ml liegt damit im Bereich des Ausschlussvolumens. Selbst wenn die
zugehorigen Elutionsfraktionen M1-Protein enthielten, wiirde es in Form von aggregiertem Protein
vorliegen und fir weiterfihrende strukturbiologische Charakterisierungen ungeeignet sein. Mittels
SDS-PAGE-Analyse wurden die Elutionsfraktionen der Absorptionsmaxima Il — IV (Peak Il — IV)
naher untersucht und festgestellt, dass das M1-Protein ausschlief3lich in den Fraktionen des
Absorptionsmaximums Il mit einem Retentionsvolumen von ca. 87 ml bei pH 7,4 eluierte , was
einem errechneten Molekulargewicht (MW) von etwa 33,5 kDa entspricht. Das
Absorptionsspektrum der Gelfiltration bei pH 5,0 zeigte im Gegensatz zum Spektrum bei pH 7,4
nur ein ausgepragtes Absorptionsmaximum (Abbildung 4.1 C Peak 1) bei einem
Retentionsvolumen von ca. 103 ml, was einem Molekulargewicht von etwa 24,3 kDa entspricht,
und ein kleineres Absorptionsmaximum bei einem hdheren Retentionsvolumen. Das anhand der
Aminosauresequenz mit dem Online-Server-basierten Programm Protparam berechnete
Molekulargewicht des Volllange-M1-Proteins inklusive Affinitatstag betragt 28,8 kDa. Beide anhand

der Retentionsvolumina bei pH 5,0 und 7,4 errechneten Molekulargewichte der M1-Proteineliegen
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in der gleichen GréRenordnung wie das anhand der Aminosduresequenz errechnete, so dass die
zugehorigen Fraktionen der M1-Monomere entsprechen. Da das M1-Protein bei physiologischem
pH-Wert dazu tendiert Protein-Aggregate auszubilden®, werden diese vermutlich im
Ausschlussvolumen der GF-Saule eluieren. Nicht auszuschliellen sind auch unterschiedliche
Retentionsvolumina aufgrund von fehlgefaltetem M1-Protein, was zur unspezifischen Protein-
Aggregation flhrt. Die unterschiedlichen pH-Werte tragen auferdem dazu bei, dass die Proteine
aufgrund mdglicher pH-Wert-bedingter Ladungsanderung andere Konformationen einnehmen,
deshalb kommt es vermutlich zu den Retentionsvolumina-Unterschieden zwischen den beiden
M1- Absorptionsmaxima (Peak Ill bei pH-Wert 7,4 und Peak | bei pH-Wert 5,0).
SDS-PAGE-Analysen der Elutionsfraktionen nach der Affinitdatschromatographie und der
GroRenausschlusschromatographie bei pH 7,4 sowie bei pH 5,0 konnten bestatigen, dass es sich
bei den Elutionsfraktionen um ein Protein mit gleichem Molekulargewicht handelte und die Reinheit
der finalen Proteinprobe mit >95% abgeschatzt werden konnte (Abbildung 4.1 D). Eine
abschlieBende Western Blot-Analyse konnte nachweisen, dass es sich bei dem rekombinant
hergestellten und gereinigten Protein um das Volllange-M1 handelte. Das erfolgreich rekombinant
hergestellte Volllange-M1-Protein konnte nun fir die strukturbiologische Charakterisierung

verwendet werden.
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Abbildung 4.1] Rekombinante Synthese und Reinigung des M1-Proteins| A. Das 28,8 kDa grol3e M1 Protein wurde im
E. coli-Stamm Rossetta™ 2 erfolgreich hergestellt (links, Pfeil), wobei der gréRere Anteil des synthetisierten Proteins im
Zellpellet (P) detektiert wurde. Lediglich ein kleiner Anteil war im I8slichen im Uberstand (U) enthalten. Im ersten
Reinigungsschritt wurde eine Affinitatschromatographie mit einem linearen Imidazol-Gradienten durchgefihrt (rechts).
Die Reinheit der Proteinprobe nach der Affinitatschromatographie war fir die Charakterisierung nicht hoch genug, daher
wurde anschlieRend eine GréRenausschlusschromatographie durchgefihrt. B. Sollten weiterfiihrende Untersuchungen
bei pH 7,4 durchgefihrt werden, wurde der Gelfiltrationspuffer | verwendet um die Reinheit der M1-Probe flr analytische
Zwecke zu erhdhen. In den Fraktionen des Peak Il des Absorptionsspektrums konnte das M1-Protein mittels SDS-
PAGE (15% PAA) nachgewiesen werden C. Sollten strukturbiologische Methoden mit dem M1-Protein bei pH 5,0
durchgefihrt werden, wurde der Gelfiltrationspuffer Il verwendet. Das zugehdérige Absorptionsspektrum zeigt nur ein
dominierendes Maximum. D. Die Reinheit des M1-Proteins (Pfeil, schwarz) konnte durch SDS-PAGE-Analysen
(15% PAA) nach erfolgreicher  Groflenausschlusschromatographie auf >95%  abgeschatzt werden
(vAC: vor Affinitatschromatographie, nAC: nach Affinitdtschromatographie, vGF: vor GréRenausschlusschromatographie,

nGF: nach GrélRenausschlusschromatographie).

4.1.3. Klonierung der NEP E. coli Konstrukte
Das Influenza-A-Virus Nukleus-Export-Protein (NEP) stellt die 121 Aminosaure lange Spliel3-
Variante des Gensegments 8 dar. Bisher wurde noch nicht gezeigt, dass die NEP-Gensequenz

anhand des vollstdndigen Gensegments 8 amplifiziert wurde. Dementsprechend wurde eine drei-
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stufige PCR angewandt, um die Gensequenz des NEP Proteins aus einer kompletten Gensegment

8-Vorlage zu amplifizieren (Abbildung 4.2).

Exon 2 Intron Exon 1

Gensegment 8

1. PCR — —
2.PCR ——— —
3.PCR — —

Abbildung 4.2| PCR-Schema zur Amplifikation des NEP-Gens| Fur die Amplifikation des NEP-Gens wurde eine drei
Stufen PCR durchgefiihrt. Bei der ersten PCR wird zunachst das Exon 1 des Influenza-A-Virus Segmentes 8 amplifiziert.
In der zweiten PCR wird Uber den vorwarts Primer das Exon 2 eingeflhrt. In der letzten PCR wird das komplette

NEP-Gen mit Restriktionsschnittstellen fir die weitere Klonierung vervielfaltigt.

Mit der ersten PCR wurde das Exon 1 amplifiziert und nach erfolgter Reinigung als Vorlage fur die
zweite PCR verwendet. In der zweiten PCR wurde mit Hilfe des vorwarts gerichteten
Oligonukleotids das Exon 2 eingefiigt. In der dritten PCR wurde die komplette Gensequenz des
NEP Proteins mit Restriktionsschnittstellen flr die folgende Klonierung amplifiziert. Unter
Verwendung der Restriktionsschnittstellen EcoRl und Xhol wurde das Gen anschliel’end
erfolgreich in die unterschiedlichen Tetracyclin-regulierten pASK-Vektoren kloniert (Tabelle 4.2).
Diese Vektoren erlauben es zwischen dem Hisg- bzw. STREP-Affinitatstag zu wahlen. Au3erdem
bietet der Vektor mit einem doppelten Affinitatstag bei eventueller Unzuganglichkeit eines

Affinitatstags das Protein dennoch Uber den anderen reinigen zu kénnen.

Tabelle 4.2| Klonierte NEP-Konstrukte fur die rekombinante Protein-Herstellung|

Name Hise-Tag STREP-Tag
pASK-IBA5plus-NEP - N-terminal
pASK-IBA35plus-NEP N-terminal -
pASK-IBA43plus-NEP N-terminal C-terminal

4.1.4. Expression und Reinigung von NEP

Nach erfolgreicher Klonierung wurden Test-Synthesen des rekombinanten NEP in
unterschiedlichen fir die Proteinbiosynthese optimierten E. coli-Stdammen durchgeflhrt um
herauszufinden welcher der E. coli-Stamme, sich flr eine rekombinante Synthese des NEP eignet
(Tabelle 4.3)
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Tabelle 4.3| Abschatzung der E. coli-Proteinbiosynthese der NEP-Konstrukte unter Standardbedingungen vor
Validierung durch Western Blot (37°C, 4 Stunden Induktion, 0,2 pg/ml AHT)| (- = keine; + = gering; ++ = gute; +++ =

hohe Proteinbiosynthese)

E. coli-Stamm pASK-IBA5plus-NEP pASK-IBA35plus-NEP pASK-IBA43plus-NEP
BLR™ (DE3) - - -

BI21-Star™ (DE3) - - -

BL21-AI"" + + +

BL21 (DE3)pLysS ++ ++ ++

Hierzu wurden Testexpressionen im 100 ml Mal3stab bei 37°C Uber 4 Stunden bei einer ODgoo der
Zellsuspension von 0,8 mit 0,2 ug/ml AHT induziert. Die anschlieRende SDS-PAGE-Analyse zeigte
im erwarteten MW-Bereich von 15 kDa eine Intensitatszunahme einer Proteinbande im zeitlichen
Verlauf der Induktion bei den E. coli-Stammen BL21 (DE3) pLysS und BL21-AI™ zu verzeichnen
(Abbildung 4.3 Pfeil). Systematische Untersuchungen der optimalen Temperatur flr die
Proteinbiosynthese des Zielproteins wurden bei 37°C, 30°C, 25°C und 20°C jeweils Uber vier
Stunden nach Induktion mit 0,2 pg/ml AHT durchgefiuhrt, konnten jedoch keine
Intensitats-Zunahme der Proteinbande bei 15 kDa bewirken. Die Validierung der Proteinbande
mittels Western Blots Uber immunhistochemische Anfarbung des Hiss-Affinitatstag zeigte, dass es
sich nicht um das NEP handelte. Vielmehr zeigte sich, dass das Zielprotein nicht synthetisiert
wurde (Daten nicht gezeigt).

Fehlgeschlagene oder mangelnde Ausbeute an Zielprotein ist bei der E. coli-basierten
Uberexpression keine Seltenheit. Haufig wird dann auf alternative Expressionssysteme
zurickgegriffen wie zum Beispiel Hefe- oder Insektenzellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Insektenzellsystem mit Sf9-Zellen verwendet, um ein alternatives Expressionssystem fiir die
Herstellung des rekombinanten NEP zu testen, aber auch um die Ausbeute an rekombinant

hergestelltem M1-Protein mdglicherweise zu steigern.
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Abbildung 4.3| SDS-PAGE (15% PAA) zur Kontrolle der NEP-Genexpression in verschiedenen E. coli-Stdmmen|
Exemplarisch sind hier die Genexpressionstests fur das pASK-IBA43plus-NEP Konstrukt bei 37°C fur 4 Stunden nach
erreichen der ODegoo von 0,8 induziert gezeigt. Aufgetragen wurden jeweils 5 pl eines E. coli-Zelllysates vor der Induktion
(Oh) mit 0,2 ug/ml AHT und jeweils eine stindlich genommene Probe. Nur bei den E. coli-Stammen BL21 (DE3) pLysS
und BL21-AI™ ist ein Anstieg der Intensitat der erwarteten Proteinbande bei ca. 15 kDa zu erkennen (Pfeil). Die Stdmme
BLR™ (DE3) und BL21-Star™ (DE3) zeigten keine detektierbaren Proteinmengen an synthetisiertem NEP.

4.1.5. M1-und NEP-Proteinbiosynthese in Sf9-Zellen

Das Insektenzellsystem mit Sf9-Zellen bietet eine alternative Maoglichkeit zur rekombinanten
Herstellung von Zielproteinen. Das in dieser Arbeit durchgeflihrte Genexpression in Insektenzellen
wurde grundlegend nach der Bac-to-Bac® ,Baculovirus Expression System“Anleitung der Firma
Invitrogen durchgefihrt. In diesem System wird das Zielgen zunachst in einen Shuttle-Vektor
(pFastBac™1) kloniert, der es nach Transformation von E. coli DH10Bac™-Zellen erméglicht das
Zielgen Uber Transposition in das Baculovirus-Genom (Bacmid) einzubringen. Das dadurch
entstandene Bacmid wird Gber Transfektion in die Sf9-Zellen gebracht. Durch viertagige Inkubation
dieser Zellen entstehen Insektenzell-infektidse Baculoviren (P1-Stock), die das Zielgen enthalten.
Nach der dritten Infektionsrunde befinden sich in der Regel gentigend infektidse Baculoviren im
Kulturmedium, sodass die Sf9-Zellen nach erneuter Infektion signifikante Mengen an
rekombinantem Zielprotein herstellen kdnnen.

Um die Proteinbiosynthese der Zielproteine M1 und NEP detektieren zu kénnen wurden die
Zielgensequenzen in einen modifizierten pFastBac™1-Vektor kloniert, der zusétzlich fiir einen
HA-Tag kodierte. Da bereits aus den vorausgegangenen E. coli-Expressionstest hervorging, dass
der N-Terminus des M1-Proteins unzuganglich ist wurde ein M1-Konstrukt mit C-terminalen
HA-Tag hergestellt, wahrend im Falle des NEP ein Konstrukt mit N-terminalem HA-Tag kloniert
wurde. Nach erfolgreicher Herstellung der zugehérigen baculoviralen P3-Stocks und Infektion von
Sf9-Zellen mit diesen wurden 4 Tage p.i. Zelllysate hergestellt, die mittels SDS-PAGE und
Western Blot auf erfolgreiche Proteinbiosynthese des M1-Proteins und des NEP Uberprift wurden.
Das SDS-PAGE-Gel (Abbildung 4.4) zeigt, dass im Vergleich zu Zelllysaten einer Infektion mit
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einem Virus, das lediglich die flr die baculovirale Replikation notwendigen Protein tragt (Kontrolle),
eine deutliche Protein-Bande bei einem flr das M1-Protein erwarteten Molekulargewicht von
~28 kDa und einem flir das NEP erwarteten Molekulargewicht von ~15 kDa vorhanden war. Durch
Western Blot-Analyse mit anti-HA-Tag-Antikdrpern konnte die Proteinbande bei ~28 kDa der
M1-Probe sowie die Bande bei ~15kDa der NEP-Probe spezifisch angefarbt werden, wodurch eine
erfolgreiche Proteinbiosynthese beider Zielproteine nachgewiesen wurde.

Die rekombinante Herstellung des NEP konnte in Sf9-Insektenzellsystem etabliert werden, jedoch
waren die Proteinausbeuten fir weiterfihrende strukturelle Charakterisierungen zu gering.
Zukunftig kann die hier etablierte Synthese-Grundlage flr weitere Optimierungen genutzt werden,
um anschlieBend die strukturelle Charakterisierung des Proteins vornehmen zu kdnnen. Da diese
Ergebnisse erst gegen Ende der Arbeit erhalten wurden, war eine entsprechende Optimierung im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich. Die rekombinante Sf9-Insektenzell-basierte Herstellung
des M1-Proteins konnte ebenfalls etabliert werden, resultierte jedoch ebenso in zu geringen
Proteinausbeuten flr eine weiterflihrende strukturelle Charakterisierung. Da jedoch ausreichende
Ausbeuten bei der E.coli-basierten rekombinanten M1-Herstellung erzielt wurden, konnte mit
dieser Methode fortgefahren werden um ausreichende Proteinmengen flr strukturelle

Charakterisierungen des M1-Proteins herzustellen.
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Abbildung 4.4| Kontrolle der Proteinbiosynthese von M1 und NEP in Sf9-Zellen| Die Proteine M1 und NEP konnten mit
einem SDS-PAGE Gel (rechts) und einem Western Blot (links) in Sf9-Zelllysaten nachgewiesen werden. Zusatzlich
wurde Lysate von Sf9-Zellen, die mit einem Baculovirus, das lediglich die fur die baculovirale Replikation notwendigen

Proteine kodiert (V), als Kontrolle aufgetragen, um Virus-bedingte Artefakte auszuschlief3en.

4.2. Strukturelle Charakterisierung des rekombinanten M1-Proteins

Um die Grundlagen der enzymatischen Aktivitat oder der funktionellen Eigenschaft von Proteinen
besser verstehen und erkldren zu kénnen ist ein fundiertes Wissen Uber den strukturellen Aufbau
des Zielproteins von hoher Bedeutung. Um Einblicke in die Struktur und Funktion des M1-Proteins

zu erhalten wurde zunachst die Lagerungsfahigkeit bei 4°C von M1-Proteinproben bei pH-Wert 8,0
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und 5,0 mittels DLS und CD-Spektroskopie untersucht. Mit konventionellen Réntgenkristallisations-
Experimenten wurde anschlieBend versucht Kristalle des Volllange-M1-Proteins zu generieren, um
die hochaufgeléste Struktur im atomaren Bereich l6sen zu kdnnen. Auflerdem wurde der
alternative Ansatz der in vivo-Kristallisation verfolgt, der auf spontane Kristallisation des
M1-Proteins und des NEP untersucht wurde. Um die strukturelle Charakterisierung unter
physiologischen Bedingungen vorzunehmen wurden Modell-Rekonstruktionen des M1-Proteins in
Ldsung bei unterschiedlichen pH-Werten unter Zuhilfenahme von SAXS-Messungen und
nachgeschalteter computergestitzter Datenanalyse durchgefiihrt. Die unterschiedlichen
Auswirkungen der Proteinkonzentration und des pH-Wertes auf die Proteinfaltung wurden im
Anschluss mit der CD-Spektroskopie untersucht. Da das M1-Protein eine Tendenz zur Ausbildung
von Oligomeren-Strukturen bei physiologischem pH-Wert aufweist, die SAXS-Messungen

bestatigte, wurden AFM-Topographien angefertigt.

4.2.1. Dispersitats- und Faltungsuntersuchungen des M1-Proteins in Losung

Fur strukturbiologische Charakterisierungen ist es von Vorteil wenn eine Proteinprobe mdglichst
ausschliel3lich (Monodispersitat) aus Monomeren besteht. Die dynamische Lichtstreuung (DLS)
bietet die Mdglichkeit den hydrodynamischen Radius von Partikeln in Lésung aufgrund von
Lichtstreuung zu bestimmen. Da die Intensitdt des gestreuten Lichts mit sechster Potenz vom
Radius der Partikel in Lésung anhangig ist, erzeugen Partikel mit hohem Molekulargewicht ein
deutlich intensiveres Streusignal als Partikel mit kleinem Molekulargewicht'®. Aus diesem Grund
werden auch schon sehr kleine Konzentrationen von hochmolekularen Partikeln mit der Methode
detektiert und tragen zur wesentlich effizienter zur Lichtstreuung bei als niedermolekulare Partikel
mit gleicher Konzentration.

Um ein ausreichendes DLS-Signal von einem ca. 28,8 kDa grofRen Protein, dem M1-Protein,
messen zu kbénnen musste die Proteinprobe durch Ultrazentrifugation auf eine
Proteinkonzentration von 1 mg/ml konzentriert werden. Erste DLS-Experimente zeigten einen
polydispersen Zustand der M1-Proteinprobe, sowohl bei pH 5,0 als auch bei pH 8,0
(Abbildung 4.5). Wahrend bei einem pH-Wert von 8,0 hydrodynamische Radien (R;) im Bereich
von 15 - 100 nm detektiert wurden, erstreckten sich die R,-Werte bei einem pH-Wert von 5,0 Gber
einen Bereich von 6 - 80 nm. Da der gemessene R, unter anderem auch von der
Protein-Konformation abhangt -umso kompakter ein Partikel ist desto geringer ist der ermittelte Ry
- kann es sein dass das M1-Protein bei pH 5,0 eine eher kompakte Konformation einnimmt,
wahrend es bei pH 8,0 flexibler bzw. elongierter ist. Von einer monodispersen Proteinprobe mit
einem Molekulargewicht von 28,8 kDa wird in etwa ein Ry von 2,3 nm, berechnetet nach
Georgieva et al. 2004'®", erwartet. Da bei der DLS-Messung deutlich héhere R,-Werte bestimmt
als fir monomeres M1-Protein erwartet wurden, kénnten die grélleren R, aus der bereits in

anderen Arbeiten beschriebenen Tendenz des M1-Proteins, oligomeren Strukturen auszubilden,
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resultieren®. Méglicherweise kdnnten auch Domanen des M1-Proteins ungefaltet vorliegt, was zu
einer Ry-Erhéhung beitragen kann. Daher wurde der Faltungszustand des M1-Proteins in
Abhangigkeit des pH-Wertes mittels Zirkular Dichroismus (CD)-Spektroskopie untersucht
(Abbildungen 4.5). Die CD-Spektren zeigten Ubereinstimmend bei 208 nm und bei 223 nm jeweils
ein lokales Minimum, was flr ein hauptsachlich a-helikales Protein charakteristisch ist''. Der
Sekundarstrukturelement-Gehalt konnte nach dem Algorithmus von Louis-Jeune et al. (2015)'®2
berechnet werden und ergab einen a-Helix-Gehalt von 83,4% und einen B-Faltblatt-Gehalt von
1,42% (Abbildung 4.16 A und B). Folglich ist die Sekundarstrukturzusammensetzung unabhangig
vom gemessenen pH-Wertbereich, und es konnten keine Anzeichen flir eine zumindest partiell
ungefaltete Struktur des M1-Proteins erhalten werden.

Fur die Strukturuntersuchung mittels konventioneller Kristallographie ist eine monodisperse
Proteinprobe hilfreich, da Dispersitatsunterschiede den initialen Schritt des Kristallwachstums, die
Nukleation, entscheidend behindern kdnnen. Auch die experimentellen Daten der
Réntgenkleinwinkelstreuung kénnen von monodispersen Proben aussagekraftiger analysiert und
bessere Modell-Rekonstruktionen berechnet werden. Um die oligomeren Zustande des
M1-Proteins aufzulésen, wurde das Detergenz CHAPS in Konzentrationen unterhalb der kritischen
Mizellkonzentration (6 - 10 mM)'® hinzugegeben. Nach wiederholter DLS-Messung blieben die
oligomeren Strukturen jedoch erhalten (Daten nicht gezeigt). Nichtsdestotrotz wurde die Stabilitat
der Proteinproben bei den pH-Werten 5,0 und 8,0 im 24-Stunden Rhythmus Uber vier Tage
getestet, indem jeweils ein CD-Spektrum aufgenommen sowie eine DLS-Messung durchgefihrt
wurde (Abbildung 4.5). Selbst nach vier Tagen Lagerung einer 1 mg/ml konzentrierten Probe bei
4°C zeichnete sich keine Anderung ab, weder der CD-Spektren noch der DLS-Messungen.
Aufgrund des konstanten Faltungszustandes und der gleichbleibenden DLS-Radien kann die
M1-Proteinpobe bis zu vier Tage vor weiteren strukturbiologischen Messungen hergestellt und bei
4°C gelagert werden. Aullerdem kann das M1-Protein mit konventionellen Kristallisationsansatzen
zur Kiristallisation gebracht werden bevor sich die Faltung des Proteins andert und ein
Kristallwachstum behindert.

Wie zuvor beschrieben, handelt es sich bei der DLS-Technik um eine sehr sensitive Methode, die
aufgrund des mathematischen Zusammenhangs zwischen R, und Intensitdt des Streulichtes
schon geringe Konzentrationen an hochmolekularen Partikeln detektieren kann. Daher ist es
maoglich, dass in DLS-Messungen hochgradig polydispers erscheinende Proteinproben nur einen
sehr geringen Anteil an hochmolekularen Partikeln enthalten und weitgehend monodispers sind,
so dass diese dennoch fir strukturbiologische Experimente eingesetzt werden kdnnen, was im

Rahmen dieser Arbeit auch erfolgte.
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Abbildung 4.5| Stabilitdtsuntersuchung von rekombinanten M1 mittels DLS und CD-Spektroskopie| Je eine M1
Proteinprobe mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurde bei pH-Wert 8,0 und pH-Wert 5,0 Uber vier Tage mittels DLS-
Messung und CD-Spektroskopie auf deren Stabilitat untersucht. Wahrend der viertagigen Untersuchung anderte sich
das Partikel-GréRenprofil von 6 - 80 nm der pH-Wert 5,0 und von 15 - 100 nm der pH-Wert 8,0 Probe der DLS-
Messungen nicht. Ebenso konnte keine Anderung der CD-Spektren oder der Proteinkonzentration in Abhangigkeit der
Lagerungsdauer festgestellt werden. Damit ist M1 bei einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml Gber vier Tage Lagerung

bei 4°C soweit stabil, dass weitere Charakterisierungen durchgefiihrt werden kénnen.

4.2.2. Konventionelle Kristallisationsversuche des Volllange-M1-Proteins

Um hochaufgeldste Strukturinformationen des Volllange-M1 zu generieren, was bis heute trotz
intensiver Bemidhungen nicht gelungen ist, wurden Kristallisationsansatze fir die
Réntgenkristallographie durchgefihrt.

Die kompakte NM-Domane des M1-Proteins konnte bereits bei pH 4,5 mittels

Réntgenkristallographie untersucht und ein hochaufgeldstes Strukturmodell generiert werden'®
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Basierend auf den beschriebenen Kristallisationsbedingungen wurden Roboter-assistierte
Screening-Experimente  mit  Volllange-M1 bei einem pH-Wert von 5,0 mit einer
Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml im sitting-drop Verfahren durchgeflhrt. Unter den 192
getesteten Kiristallisationsbedingungen der kommerziell erhaltlichen Kristallisations-Lésungen
PEG/lon Screen™ (Hampton Research) und Structure Screen | & Il HT96 (Molecular Dimensions),
konnten neben Protein-Prazipitation (Abbildung 4.6 A) auch einige Pufferzusammensetzungen mit
vielversprechender Phasentrennung (Abbildung 4.6 B) identifiziert werden. In drei Ansatzen
konnten potentielle Proteinkristalle detektiert werden (Abbildung 4.6 C und D) Bei der
Pufferzusammensetzung B7 (0,2 M Ammoniumnitrat, 20% PEG 3350) des PEG/lon Screen™
(Hampton Research) entstanden nach 90 Tagen bei Raumtemperatur nadelférmige Strukturen mit
einer Kantenldange von etwa 150 pm, ebenso konnte eine nadelférmige Struktur mit einer
Kantenlange von 250 uym bei der Pufferzusammensetzung F9 (0,1 M Ammoniumzitrat pH-Wert
7,0,12% PEG 3350) des selben Kiristallisations-Screens beobachtet werden. Bei der
Pufferzusammensetzung F11 (1,6 M Ammoniumsulfat, 100 mM MES pH-Wert 6,5 und 10 %
Dioxan) des Structure Screen | & Il HT96 (Molecular Dimensions) hat sich augenscheinlich ein
hochgeordneter hexagonaler Kristall mit ca. 25 ym x 25 ym Kantenlange nach 90 Tagen bei
Raumtemperatur gebildet (Abbildung 4.6 E). Letzterer nahm nach Zugabe von Methylenblau eine
blauliche Farbung an (Abbildung 4.6 F), was als charakteristischer Hinweis auf einen Proteinkristall
gil
Optimierung der Kristallmorphologie sowie -gréfe erzielt werden. Ob es sich tatsachlich um einen

t'®®. Durch Anderung von pH-Wert, Prazipitanten- und Proteinkonzentration konnte keine

Proteinkristall handelt, kann erst mit Sicherheit festgestellt werden, wenn ein
Réntgenbeugungstest an einer Synchrotronstrahlungsquelle, z.B. dem PETRA llI-Ring am DESY
(Hamburg) in den flr Proteinkristalle charakteristischen Bragg-Beugungsignalen resultiert. Dieses
Experiment konnte auf Grund mangelnder Verfligbarkeit von Messzeit im zeitlichen Rahmen

dieser Arbeit nicht mehr durchgeflihrt werden.
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Abbildung 4.6| Lichtmikroskopische Untersuchung verschiedener Kristallisationsbedingungen mit Vollldange-M1| Unter
Verwendung der kommerziell erhaltlichen Kristallisations-Lésungen des PEG/lon Screen™ (Hampton Research) konnte
neben Protein-Prazipitation (A) bei der Pufferzusammensetzung 0,2 Magnesiumazetat mit 20% PEG 3350 (A4) auch
vielversprechende Phasentrennung (B) bei der Pufferzusammensetzung 0,2 M Lithiumsulfat mit 20% PEG 3350 (C7)
detektiert werden. AuBerdem konnten in den Ansatzen mit 0,2 M Ammoniumnitrat und 20% PEG 3350 (C) sowie 0,1 M
Ammoniumzitrat (pH-Wert 7,0) und 12% PEG 3350 (D) des gleichen Kristallisations-Screen kleine nadelférmige Kristalle
registriert werden. (E) Ein hexagonaler Kristall mit den Kantenldangen 25 pm x 25 pm wurde in der
Kristallisationsbedingung F11 (1,6 M Ammoniumsulfat, 100 mM MES pH-Wert 6,5 und 10 % Dioxan) des Structure
Screen | & Il HT96 (Molecular Dimensions) detektiert. (F) Anhand der blauen Anfarbung nach Methylenblau-Zugabe
lasst sich vermuten, dass es sich um einen Proteinkristall handelt, was allerdings zukiinftig durch ein

Réntgenbeugungsexperiment bestatigt werden muss.

4.2.3. Kristallisationsversuche des M1-Proteins und NEP in Sf9-Zellen

Die spontane Kristallisation von Proteinen in eukaryotischen Zellen ist kein Einzelfall und kann fir
strukturbiologische Charakterisierungen ausgenutzt werden™*'*®. Auch in Sf9-Insektenzellen
wurde die Kristallisation von rekombinanten Zielproteinen beobachtet'*®. Durch Arbeiten innerhalb
dieser Arbeitsgruppe wurde bereits das Zellkompartiment als ein Screening-Parameter identifiziert.
Die Detektion von in vivo-Kristallen mittels lichtmikroskopischer Methoden wird deutlich
vereinfacht, wenn die intrazellular gewachsenen Kristalle die Zellmembran verformen und dadurch
die Zellmorphologie gut sichtbar verandern. Werden die Zellen nicht verformt wird eine Detektion
von eventuell gewachsenen Kristallen schwierig.

Da es bisher keine hochaufgeldste Kristallstruktur der Volllange-Proteine von M1 und NEP gibt,
wurde im Folgenden parallel zu den konventionellen Kristallisationsansatzen mit gereinigtem
M1-Protein getestet, ob es in Sf9-Insektenzellen zur spontanen intrazellularen Proteinkristallisation
in Abhangigkeit des Zellkompartimentes kommt. Um diese Untersuchung durchfiihren zu kdnnen
wurden zunachst Konstrukte der Zielgene mit Lokalisations-Signalen fir unterschiedliche
Zellkompartimente kloniert (Tabelle 4.4). Zielproteine werden standardmaRig aufgrund der

regularen Proteinbiosynthese, sofern kein Lokalisationssignal im Zielprotein selbst vorhanden ist,
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im Zytosol synthetisiert und verbleiben dort. Die Aminosauren Serin (S), Lysin (K) und Leucin (L),
die durch eine Klonierung in den pFastBac1-SKL-Vektor, wahrend der zytosolischen
Proteinbiosynthese zusatzlich C-terminal an das Zielprotein angehangt wurden, bewirken den

Transport in die Peroxisomen der Sf9-Zelle'®

. Die Signalsequenz fir das endoplasmatische
Retikulum (ER) entstammt aus der trypanosomalen Cystein-Protease Cathepsin B und wurde
zusatzlich mit dem Retentionssignal bestehend aus den Aminosauren Lysin (K), Aspartat (D),
Glutamat (E) und Leucin (L)'*. Die Klonierung des Zielgens in den pFastBac1-ER KDEL-Vektor
bewirkt demnach eine Synthese des Proteins in das ER mit anschliefendem Verbleib in diesem

Kompartiment.

Tabelle 4.4| Klonierte M1- und NEP-Konstrukte fur Translokation in unterschiedliche Zellkompartimente|

modifizierter Vektor M1-Protein NEP

pFastBac1-cyto Zytosol Zytosol

pFastBac1-SKL Peroxisomen Peroxisomen

pFastBac1-ER KDEL endoplasmatisches Retikulum  endoplasmatisches Retikulum

Wie bereits in Abschnitt XX beschrieben wurden auch die P3-Stocks der Baculoviren, welche das
Gen des M1-Proteins sowie des NEP mit den unterschiedlichen Lokalisationssignalen trugen,
erfolgreich hergestellt. Vitale nicht infizierte Sf9-Zellen bilden die Kontrolle flr Stress-Anzeichen,
wie eine deutliche Ausbildung von Granula, geringe Zelldichte, ein vergroRerter Zellkern und
vermehrt lysierte Zellen. Im Vergleich zu den nicht infizierten Zellen, die rund und nicht granulés
sind und ungefahr eine einheitliche Grélke aufweisen (Abbildung 4.7 Sf9-Zellen), zeigt die mit
einem Virus infizierte Kontrolle, das lediglich die fiir eine baculovirale Vermehrung notwendigen
Proteine kodiert, vermehrt Stress-Anzeichen in Form von lysierten, abgestorbenen Zellen
(Abbildung 4.7 Leer-Virus). Weitere nennenswerte Stress-Anzeichen sind nicht zu erkennen. Vier
Tage nach Infektion mit den Zielgenen-tragenden Baculoviren zeigen die Sf9-Zellen hingegen
erhebliche Stress-Anzeichen (Abbildung 4.7, M1- und NEP-Spalte). So ist deutlich die Bildung von
Granula, eine geringere Zelldichte und eine vermehrte Lyse von Zellen zu erkennen. Zusatzlich
kénnen vermehrt Zellen beobachtet werden, die einen vergrofRerten Zellkern aufweisen. Trotz der
massiven Anzeichen von Stress, die eine erfolgreiche Infektion mit Zielgen-tragenden Baculoviren
suggeriert, konnten keine Anhaltspunkte flir das spontane Wachstum von in vivo-Kristallen

erhalten werden.
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Abbildung 4.7|] Lichtmikroskopische Untersuchung von Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen auf spontane
in vivo-Kristallisation vier Tage nach Infektion| Morphologisch intakte Sf9-Zellen sind rund geformt und weisen wenig bis
keine Granula auf (Sf9-Zellen, Pfeil). Mit Leer-Virus infizierte Zellen zeigen vereinzelt Stressanzeichen in Form von
Granula und vereinzelt lysierte Zellen (Leer-Virus, Pfeil). Ein variabler Parameter der zu einer spontanen Kristallisation
fiihren kann ist das Zellkompartiment. Daher wurden Konstrukte hergestellt die Signalsequenzen fiir Peroxisomen (SKL)
oder das endoplasmatische Retikulum (ER KDEL) aufweisen. Unabhangig vom Konstrukt und Protein weisen alle
infizierten Sf9-Zellen vier Tage nach Infektion ein erhdhtes Mal an Granularitat sowie eine deutlich verringerte Zelldichte
mit einem groReren Anteil an lysierten Zellen im Vergleich zur leer Virus Kontrolle auf. Hinweise auf spontane

intrazellulare Kristallisation der Zielproteine sind nicht erkennbar.

Allerdings kann zu diesem Zeitpunkt noch keine definitive Aussage Uber den Misserfolg bzw.
moglicherweise auch Erfolg der spontanen intrazellularen Kristallisation der Zielproteine getroffen
werden. Insbesondere bei sehr kleinen Kristallen mit Kantenldngen im Nanometer-MaRstab,
welche die Zellmembran nicht verformen, kann es aufgrund der Limitationen der verfligbaren
Mikroskopietechnik sowie der Dichte-Ahnlichkeit von Proteinkristallen zum umgebenden
Zellmaterial zu visuellen Detektionsproblemen kommen.

In einigen Fallen war eine Detektion erst nach Lyse der infizierten Zellen zweifelsfrei moglich , da
sich durch diesen Prozess die Umgebung der Kristalle signifikant andert. Allerdings kdénnen
Kristalle nach Lyse der Zellen mit RIPA-Puffer nur dann entdeckt werden, wenn die
Kristall-Stabilitdt ausreicht um die Lyse durch den Puffer zu Uberstehen. Neben der
konventionellen Lichtmikroskopie kommt der Differentialinterferenzkontrast (DIC)-Mikroskopie zum

Einsatz. DIC ist eine lichtmikroskopische Methode, die aufgrund von Weglangenunterschieden des
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eingestrahlten Lichts das betrachtete Objekt in Helligkeitsunterschiedenen abbildet. Dies
ermoglicht die Darstellung von Phasenobjekten'’. Mit Hilfe von konventioneller
Kontrast-Lichtmikroskopie, DIC und der Lyse von infizierten Sf9-Zellen mit RIPA-Puffer wurde
daher erneut versucht Kristalle zu detektieren. Fur alle getesteten M1- und NEP-Konstrukte mit
Lokalisationssignalen unterschiedlicher Zellkompartimente konnten jedoch keine Kristalle mittels
Licht- bzw. DIC-Mikroskopie beobachtet werden, weder vor noch nach Lyse der Insektenzellen,
obwohl die Zellen deutliche Anzeichen einer Infektion, wie zum Beispiel Granularisierung,
aufwiesen.

Da die grundlegende Proteinbiosynthese der Zielproteine M1 und NEP im Sf9-Insektenzellsystem
bereits in dieser Arbeit (Abschnitt XX) gezeigt werden konnte, liegt die nicht erfolgte in vivo-
Kristallisation entweder daran, dass die untersuchten Zellkompartimente nicht die fir eine
Kristallisation der Zielproteine notwendigen Bedingungen bereitstellen kénnen oder dass die
Kristalle aufgrund der Lyse mit RIPA-Puffer zerstért wurden. Um zu untersuchen ob sich
in vivo-Kristalle bei zytosolischer Lokalisation gebildet haben, wurden Sf9-Zellen mit dem bereits
beschriebenen HA-Konstrukt der Zielgene infiziert und nach viertdgiger Inkubation
immunhistochemisch angefarbt.

Die Bilder der immunhistochemischen Farbung zeigen, dass das M1-Protein unterschiedlich in den
Sf9-Zellen lokalisiert ist (Abbildung 4.8). Zum einen wird das Protein im Zellkern
(Abbildung 4.8, rechter Pfeil und Uberlagerungsbild) und akkumuliert im Zytosol der Zelle
(Abbildung 4.8, linker Pfeil und Uberlagerungsbild) nachgewiesen. Die Zellkern-Lokalisation des
M1-Proteins zeigt, dass die NLS des Proteins auch vom Zellkern-Import-Mechanismus der
Sf9-Insektenzelle erkannt und das Protein in den Zellkern transportiert wird. NEP hingegen wurde
mittels Fluoreszenzmarkierung ausschlielilich im Randbereich der Zelle
(Abbildung 4.8 linkes und mittleres Bild), im engen Kontakt zur Plasmamembran nachgewiesen
(Abbildung 4.8, Uberlagerungsbild). Hatte die Proteinbiosynthese der Zielproteine zur Ausbildung
von Kristallen gefiihrt, so hatten geordnete Strukturen in den Fluoreszenzaufnahmen zu sehen
sein mussen. Mit diesen Ergebnissen erhartet sich die Vermutung, dass die Bedingungen in den
untersuchten Kompartimenten fir ein Kristall-Wachstum des M1-Proteins und des NEP nicht
geeignet sind.

Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit keine Strukturinformationen mittels Réntgenkristallographie
erhalten wurden, konnte das I6slich rekombinant hergestellte M1-Protein fiir eine strukturelle

Charakterisierung in Lésung verwendet werden, wie im Nachfolgenden dargestellt.
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Fluoreszenskanal Hellfeld Uberlagerung

/

M1

NEP

Abbildung 4.8| Lokalisation der rekombinanten Proteine M1 und NEP in Sf9-Zellen| Nach erfolgter M1-Synthese im
Zytosol kann das Protein entweder im Zytosol angereichert (rote Punkte, linker Pfeil), oder vermutlich aufgrund des nativ
vorhandenen NLS im Zellkern (Rot, rechter Pfeil) detektiert werden. NEP (Pfeile) hingegen zeigt eine starke Assoziation

zur Plasmamembran (Hellfeld, Mitte), was durch die Uberlagerung der Bilder (untere Spalte, rechts) verdeutlich wird.

4.2.4. Kleinwinkelstreu-Experimente mit M1-Protein bei verschiedenen pH-Werten

Die Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) bietet die Moglichkeit biologische Makromolekiile, geman
ihrer physiologischen Umgebung, in Lésung zu untersuchen. Fir eine monodisperse Proteinprobe
kann mit einem SASX-Experiment neben verldsslichen strukturellen Parametern wie dem
Proteinradius, dem maximalen Durchmesser und der Abschatzung des Molekulargewichts auch
die niedrigaufgeldste Oberflachenstruktur des Zielproteins computergestiitzt berechnet werden.

Bei einem Kleinwinkelstreu-Experiment werden die biologischen Makromolekile mit einem
monochromatischen Réntgenstrahl belichtet. Die Réntgenstrahlen treffen auf die Probe und die
Elektronen der Atome streuen das Roéntgenlicht. Da die Proteine in der Lésung zufallig orientiert
sind, entstehen keine Bragg-Beugungsreflexe wie bei der konventionellen Réntgenkristallographie,
sondern vielmehr werden Intensitatsunterschiede des Streulichts in Abhangigkeit des Winkels

radial um den Hauptstrahl detektiert®.
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Tabelle 4.5| Instrumentelle und experimentelle Parameter der SAXS-Messungen|

Experimentelle Parameter

Instrument Standard PETRA U29 Undulator
Strahl Geometrie (mm®) 0,2x0,12

Wellenldnge (A) 1,23987

Konzentrationsbereich der Protein-Probe (mg/ml) 0,25-1,45

Temperatur (K) 293,4

Struktur Parameter Messung bei pH 5,0 Messung bei pH 7,4
1(0) (cm™) [aus p(r)] 8206 7793
Rg (nm) [aus p(r)] 3,13 2,74
8037,47 + 96,7

1(0) (cm™) [aus Guinier] 7420,18 £ 36,4

Rg (nm) [aus Guinier] 2,86 £ 0,25 2,27 £0,13

Dmax (nm) 13,5 10

Porod-Volume-Abschatzung (A% 41 25
Molekulargewichtsbestimmung

Molekulargewicht MW [aus 1(0)] Guinier 28,3+0,34 26,34 £ 0,13

Molekulargewicht MW [aus 1(0)] p(r) 28,9 27,7

Anhand der Sequenz berechnetes Molekulargewicht MW 28,8 28,8
Software

Primérdaten-Reduktion PRIMUS

Daten-Prozessierung GNOM

Ab initio-Modellierung DAMMIF/ GASBOR

Validierung/ Mittelung DAMFILT/ DAMSEL

Berechnung der Model-Intensitaten CRYSOL

3D Model-Reprasentationen PyMol

Anhand der Struktur-Parameter Gyrationsradius (Ry), maximaler Partikeldurchmesser (Dpax) sowie
dem berechneten MW lassen sich strukturelle Unterschiede des M1-Proteins bei pH 5,0 und 7,4
ermitteln. AulRerdem bilden diese Parameter die Grundlage zum Vergleich mit bereits
existierenden Strukturdaten des Volllange-M1-Proteins. Ublicherweise werden die Uber die
Guinier-Region und die p(r)-Funktion ermittelten Struktur-Parameter einer Proteinprobe
miteinander verglichen, um Aufschluss Uber die Konsistenz der Rdntgenstreukurve und damit die
Qualitat der experimentellen Daten zu zeigen.

Fur die Kleinwinkelstreu-Experimente  von
Influenza-A-Virus M1-Proteins an der Stahlfiihrung P12 des Synchrotron-Strahlenquelle PETRA 1l
(DESY, SAXS-Experiment

saulenchromatographisch gereinigt und die Elutionsfraktionen des Absorptionsmaximums |lI

unterschiedlichen Konzentrationen des

Hamburg) wurde das Protein einen Tag vor dem

(Peak 1) bei pH 7,4 bzw. des Absorptionsmaximums | (Peak 1) bei pH 5,0 vereint
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(Abbildung 4.1 B und C). Um die Entstehung von konzentrationsbedingten Proteinaggregaten zu

vermeiden, wurden die Proteinproben erst unmittelbar vor dem SAXS-Experiment vorsichtig durch
Ultrazentrifugation auf die gewlinschte Proteinkonzentration von 0,25 bis 1,45 mg/ml konzentriert.
Fur die SAXS-Experimente des M1-Proteins bei einem pH-Wert von 5,0 wurden Streudaten bei
Proteinkonzentrationen von 0,53 mg/ml, 0,92 mg/ml und 1,45 mg/ml und bei einem pH-Wert von
7,4 mit Konzentrationen von 0,25 mg/ml und 1,32 mg/ml aufgenommen, um zu untersuchen ob
das M1-Protein mit zunehmender Proteinkonzentration aggregiert. Bei kleinen Streuwinkeln von
< 0,5 nm' haben Proteinaggregate oder oligomere Strukturen einen Einfluss auf die
Streulichtintensitat, was zu einem schnelleren Abflachen der Streukurve bei kleinen Streuwinkeln
und zu einem diskontinuierlichen Intensitatsverlauf (,Knick® im Bereich von Streuwinkeln < 0,5 nm’
Y fuhrt. Die augenscheinlich deckungsgleiche Uberlagerung aller Streukurven der
Proteinkonzentrationen bei pH 5,0 (Abbildung 4.9 A) sowie bei pH 7,4 (Abbildung 4.9 B) zeigt,
dass die Probe Uber den untersuchten Konzentrationsbereich als homogen angesehen werden
kann. Bei ndherer Betrachtung der Kurvenform sind Unterschiede im Abklingverhalten der Kurven
zu erkennen, die Konformationsunterschiede des M1-Proteins bei den untersuchten pH-Werten
andeuten konnen. Allerdings konnten die SAXS-Ergebnisse eine Beteiligung von
Proteinaggregaten bzw. oligomeren Strukturen an der Streukurve ausschlieRen. Die bei den zuvor
dargestellten DLS-Messungen (Abschnitt X) gemessenen R,-Werte, die auf Proteinaggregate
schlieBen lieBen, konnten folglich nicht durch die SAXS-Ergebnisse bestatigt werden. Vielmehr
wurde die Vermutung unterstitzt, dass der durch DLS-Messung ermittelte polydisperse Anteil der
M1-Proteinproben aulierst gering ist, so dass eine verlassliche strukturelle Charakterisierung
maoglich ist.

Bei den Rodntgenkleinwinkelstreu-Experimenten an nativem M1-Protein, welches direkt aus
Influenza-A-Viren isoliert wurde, konnte eine Beteiligung von hochmolekularen ,Superstrukturen®
bei kleinen Streuwinkeln < 0,5 nm™ an den primaren Streudaten bemerkt werden®®. Dieser Effekt

wurde nicht durch die Daten des rekombinant hergestellten M1-Proteins bestatigt.

“ pH-Wert 5,0 49 oH-Wert 7.4

log | (s), relativ
log | (s), relativ
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Abbildung 4.9| Primére Kleinwinkel-Streudaten von M1-Proteinproben bei pH-Werten von 5,0 und 7,4| A. M1-Proben

mit Proteinkonzentrationen von 0,53 mg/ml (Schwarz), 0,92 mg/ml (Rot) und 1,45 mg/ml (Blau) zeigen bei pH 5,0 keine
konzentrationsabhangigen Streueffekte bei kleinen Streuwinkeln < 0,5 nm™. Dementsprechend konnten keine
oligomeren Strukturen bei den gemessenen Proteinkonzentrationen beobachtet werden. B. Auch bei pH 7,4 konnte flr
die Proben des M1-Proteins unabhangig von der Proteinkonzentration (0,25 mg/ml Schwarz und 1,32 mg/ml Rot) bei

kleinen Streuwinkeln keine Anzeichen fiir eine Oligomerisierung erkannt werden.

Besonders im Bereich dicht am Hauptstrahl sind haufig Streu-Artefakte des abgeblockten
Réntgenstrahls zu beobachten, die es verhindern kbénnen eine valide Ermittiung der
charakteristischen Struktur-Parameter durchzuflihren. Bevor die primaren Streudaten flr die
Ermittlung der Struktur-Parameter verwendet werden, missen Streudaten bis zu Streuwinkeln von
ca. 0,075 nm™ daher von der Analyse ausgeschlossen werden. Im Bereich der kleinen Streuwinkel
von etwa 0,1 nm™ bis ca. 0,5 nm™ befindet sich die sogenannte Guinier-Region. Mit Hilfe einer
linearen Regressionsgeraden durch die Guinier-Region konnte der Gyrationsradius des
M1-Proteins bei pH 5,0 zu Ry = 2,86 nm + 0,25 nm und bei pH 7,4 zu Ry = 2,27 nm + 0,02 nm
bestimmt werden (Abbildung 4.10 A). Die Qualitat der linearen Regression kann mit dem sRs-Wert
abgeschatzt werden und sollte den Wert von 1,3 nicht Uberschreiten, um eine verlassliche

Abschatzung der mit der Guinier-Region ermittelten Struktur-Parameter zu gewahrleisten®. |

n
diesem Fall wies die Guinier-Approximation sRg-Grenzwerte von 0,40 bis 1,30 (pH 5,0-Probe) und
von 0,48 bis 1,18 (pH 7,4-Probe) auf, so dass die ermittelten Gyrationsradien damit flr beide
Bedingungen als valide betrachtet werden konnten. Auflerdem stimmen die hier ermittelten
Gyrationsradien mit den entsprechenden Daten des nativen M1-Proteins (berein’®®®. Zur
Abschatzung zugehoériger MWs mittels einfachem Dreisatz (Abschnitt 3.1.4.3., Formal 3) werden
1(0)-Werte bendétigt, also die Streuintensitaten bei einem Streuwinkeln von null. Diese wurden
durch Extrapolation der linearen Regressionsgeraden der Guinier-Region naherungsweise
abgeschatzt.

Dementsprechend konnte aus den Kleinwinkelstreudaten ein MW flr das M1-Protein bei pH 5,0
von 28,3 kDa + 0,34 kDa berechnet werden, wahrend fir das M1-Protein bei pH 7,4 ein MW von
26,34 kDa £ 0,13 kDa erhalten wurde. Unter Berlicksichtigung des experimentellen Fehlers liegt
das so bestimmte MW in der gleichen GroRenordnung wie das anhand der
Aminosaurezusammensetzung theoretisch berechnete MW des M1-Proteins von 28,8 kDa.

Mit Hilfe der graphischen Kratky-Darstellung von experimentellen SAXS-Daten lasst sich aufgrund
der Form abschatzen, ob es sich um ein gefaltetes Protein handelt. Gefaltete Proteine zeigen
Ublicherweise in dieser Darstellung eine Glockenform. Zusatzlich kann anhand der Symmetrie der
Darstellung beurteilt werden ob das Protein eher in einer globularen oder elongierten Konformation
vorliegt. So zeigen globuldre Proteine eine sehr symmetrische Glockenform im Gegensatz zu
elongierten Proteinen, die eine langsamer abfallende Glockenform aufweisen. AuRerdem kann
aufgrund einer erhdhten Streuung der Einzelmesswerte bei Streuwinkeln > 2 nm™ eine erhdhte
Flexibilitit festgestellt werden®%>"°¢'% Dje graphische Kratky-Darstellung (Abbildung 4.10 B) der
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M1-Streudaten zeigt die flr gefaltete Proteine typische Glockenform, wobei die
nicht-spiegelsymmetrische Form ein Anzeichen fir eine nicht optimal globulare Konformation
darstellt. Beide Kratky-Kurven zeigen erhéhte Streuung der Einzel-Messwerte bei Streuwinkeln > 2
nm™, was auf eine erhohte Flexibilitat vermutlich durch den elongierten C-Terminus schliefen

8186 Die unterschiedlich

lasst, was von anderen strukturbiologischen Arbeiten postuliert wurde
hohen Maxima der beiden Kurven kommen aufgrund einer nicht durchgefiihrten Normierung auf

die Proteinkonzentration zustande, spielen aber fiir alle anderen Ergebnisse keine Rolle.
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Abbildung 4.10| Guinier-Region und Kratky-Darstellung der experimentellen SAXS-Primérdaten| A. Unter besonders
kleinen Streuwinkeln kann mittels linearer Regression (Schwarz: pH 5,0; Blau: pH 7,4) der Gyrationsradius R, der
untersuchten Partikel in Lésung ndherungsweise bestimmt werden. Der Ry fiir die M1-Proteinprobe bei pH 5,0 (Schwarz)
wurde mit 2,86 nm £ 0,25 nm und bei pH 7,4 (Blau) mit 2,27 nm £ 0,02 nm bestimmt. Bei einem pH-Wert von 7,4 nimmt
das M1-Protein folglich eine kompaktere Konformation ein, die sich in einem geringeren Gyrationsradius wiederspiegelt.
Die extrapolierten Intensitaten bei einem Streuwinkel von 0 ergaben fur die pH 5,0-Probe /(0) = 8037,47 + 96,7 cm” und
fur die pH 7,4-Probe /(0) = 7420,18 + 36,4 cm™. B. Anhand der Kratky-Darstellung lasst sich aufgrund der Glockenform
erkennen, dass das M1-Protein bei beiden pH-Werten in einem gefalteten Zustand vorliegt. Allerdings unterstitzt die
Divergenz des Kratky-Plots bei héheren Streuwinkeln die Annahme, dass das M1-Protein sowohl bei einem pH-Wert von

5,0 (Schwarz) als auch bei einem pH-Wert von 7,4 (Blau) keine optimal globulare Konformation annimmt.

Mit Hilfe der GroRRen-Verteilungsfunktion (p(r)), bei der alle Messdatenpunkte mit Ausnahme der
bereits ausgeschlossenen und unzuverldssigen Messdaten bei Streuwinkeln < 0,075 nm™ in die
Berechnung der Struktur-Parameter einbezogen werden, kénnen die bereits mit der Guinier-
Approximation ermittelten Parameter verglichen werden. Die Berlcksichtigung aller
Messdatenpunkte hat zur Folge, dass die Struktur-Parameter-Abschatzung des Gyrationsradius
und die Berechnung des MW des untersuchten Proteins genauere Werte liefern (Abbildung 4.11).
Zusatzlich gibt die Berechnung der p(r)-Funktion Aufschluss (dber den maximalen
Partikeldurchmesser (Dyax) aller Partikel in der Probe. Der mit Hilfe der p(r)-Funktion ermittelte Ry
betragt fir das M1-Protein 3,13 nm bei einem pH-Wert von 5,0 und bestatigt somit die Ergebnisse

der Guinier-Region. Bei einem pH-Wert von 7,4 wurde ein Ry von 2,74 nm bestimmt, der von dem



67

Ergebnisse
mit der Guinier-Region ermittelten Ry von 2,27 nm zwar abweicht, jedoch aufgrund der
Einbeziehung aller Messdaten besser mit bereits in anderen Arbeiten ermittelten Ry,-Werten von

~ 2,9 nm Uberein

stimm

t79'86.
Auch mit Hilfe der mit der p(r)-Funktion bestimmten /(0)-Werte lasst sich das MW des M1-Proteins
abschatzen. Hierzu wurde ebenfalls die Formel 3 (Abschnitt 3.1.4.3.) verwendet, um durch

einfachen Dreisatz das MW zu berechnen. Fir das M1-Protein bei pH 5,0 konnte ein MW von
28,9 kDa und bei pH 7,4 von 27,7 kDa bestimmt werden. Damit liegt die MW-Bestimmung Uber die

p(r)-Funktion in der gleichen Grélkenordnung wie die MW-Werte der Guinier-Region und stimmen

mit dem auf Basis der Aminosauresequenz berechneten MW von 28,8 kDa gut Gberein.
Der maximale Partikeldurchmesser (Dnax) der M1-Proteinprobe bestétigt die Annahme einer
kompakteren M1-Konformation beim pH-Wert 7,4. Der zugehdrige Dp,.«-Wert betragt etwa 10 nm,
wahrend bei pH 5,0 ein Wert von etwa 13,5 nm erhalten wird. Die Form der p(r)-Funktion bei

pH 5,0 impliziert, dass die Struktur des Volllange-M1-Proteins eine globulare Region mit einem
Durchmesser von 4 - 5 nm und eine elongierte Region mit einer Lange von 8,5 - 9,5 nm aufweist
(Abbildung 4.5 A). Bei pH 7,4 weist die globulare Region die gleiche GréRe (4 - 5 nm) auf,

wahrend der elongierte Teil basierend auf der p(r)-Funktion mit 5,5 - 6,5 nm jedoch deutlich kirzer

erscheint (Abbildung 4.11 B).
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Abbildung 4.11| GréBen-Verteilungsfunktion (p(r)) von M1 bei pH 5,0 und pH 7,4 erstellt mit dem Programm GNOM)| Die

Form der Graphen lasst darauf schlief’en, dass M1 sowohl bei pH 5,0 (A) als auch bei pH 7,4 (B) eine kompakte Region,

die die schmale Glockenform zwischen 0 und 5 nm verursacht, und eine elongierte Region, die durch die
asymptotischen Annaherung bei grélReren Radien reprasentiert wird. Bei beiden pH-Werten nimmt die kompakte Region

eine Ausdehnung von 4 - 5 nm an. Die GréRRe der elongierten Region variiert in Abhangigkeit des pH-Wertes. So ist die
Region bei pH 5,0 mit 8,5 - 9,5 nm langer als bei pH 7,4 (4 - 5 nm). Der Schnittpunkt mit der X-Achse zeigt den

maximalen Partikeldurchmesser (Dmax). Bei einem pH-Wert von 5,0 hat M1 einen Dpmax von etwa 13,5 nm, wahrend der

Dmax-Wert bei pH 7,4 etwa 10 nm betragt.
Eine Madglichkeit die Konsistenz der anhand der experimentellen Daten berechneten MW

zusatzlich zu bestéatigen bietet die Berechnung des MW anhand des Porod-Volumen. Beim
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Porod-Volumen handelt es sich um das Volumen, das ein hydratisierter Partikel in Lésung
verdrangt. Somit bietet dieser Ansatz eine von der Proteinkonzentration unabhangige Variante,
das MW einer Proteinprobe zu bestimmen. Der empirische Zusammenhang zwischen
Porod-Volumen und dem MW von biologischen Makromolekiilen in Ldsung erlaubt es, die
Berechnung des MW von unbekannten Proteinen durchzufihren, indem das Porod-Volumen durch
den Dividenden 1,6 geteilt wird'®®. Im Fall der pH- 5,0-Probe resultierte aus einem Porod-Volumen
von 42,01 A3 ein MW von ca. 25,26 kDa fir M1, wahrend die pH 7,4-Probe mit einem
Porod-Volumen von 25,23 A3 ein MW von ca. 15,77 kDa ergab. Diese deutliche Abweichung des
bestimmten MW bei einem pH-Wert 7,4 wurde im folgenden Abschnitt des Ergebnisteils naher

untersucht.

4.2.5. Innovative Methoden zur Optimierung von Kleinwinkelstreudaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, mit Unterstitzung der Arbeitsgruppe von Dr. Dmitri Svergun der
EMBL Aulenstelle am DESY (Hamburg), innovative noch nicht etablierte Methoden zur
Steigerung der Datenqualitdit eines SAXS-Experiments auf die Nutzbarkeit an der
P12-Strahlenfihrung des PETRA Il Speicherrings getestet.

Fur ein SAXS-Experiment mit biologischen Makromolekilen werden unterschiedliche
Proteinkonzentrationen des Zielproteins verwendet, die normalerweise durch Konzentrieren einer
verdinnten Proteinprobe erreicht werden. Der Konzentrations-Schritt hat oftmals die Folge, dass
sich, abhangig vom untersuchte Protein, besonders bei hdherer Proteinkonzentration Aggregate
bilden. Nicht nur diese Proteinaggregate, sondern auch unterschiedliche Faltungszustande eines
Proteins kénnen mittels grélRenbasierten Trennverfahren voneinander separiert werden, sofern die
Faltungsunterschiede zu einer Anderung des Elutionszeitpunktes fihren. Wird der SAXS-Messung
eine groRenabhangigen Protein-Trenn-Methode, wie der
Asymmetrischen-Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4)'%° oder der
GroRenausschlusschromatographie, direkt vorgeschaltet, kann folglich die Qualitat der
SAXS-Daten gesteigert werden. Aulerdem bietet dieser Versuchsaufbau die Madglichkeit
unabhangige SAXS-Datensatze der unterschiedlichen Elutionsfraktionen und somit der
unterschiedlichen Partikel-Spezies in L6sung aufzunehmen.

Mit Hilfe der AF4 lassen sich Partikel anhand ihrer Gré3e von wenigen nm- bis hin zu wenigen um-
Bereich trennen. Dabei wird die Probe nicht wie bei der GrdéRenausschlusschromatographie
aufgrund der Interaktion mit einer stationdren Phase, sondern durch das Fliel3verhalten in einem
laminaren FlUssigkeitsstrom mit einem dazu senkrechten Flissigkeits-Querstrom fraktioniert. Die
Trennung einer Probe erfolgt bei der AF4 aufgrund unterschiedlicher Diffusions-Koeffizienten und
damit nach dem hydrodynamischen Radius der Partikel, wobei im Gegensatz zur
GroRenausschlusschromatographie zuerst kleine Partikel eluieren, weil sie schneller im

FlUssigkeitsstrom flielRen als grélkere Partikel. Bei der AF4-Technik sind der verwendete Druck
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sowie die Scherkrafte, dem die Probe ausgesetzt ist, im  Vergleich  zur
GroRenausschlusschromatographie verringert. AuRerdem ist die Interaktionsflache minimiert, die
bei der GroRenausschlusschromatographie aufgrund von Adsorptionseffekten zu Proteinverlust
fuhrt,. Basierend auf diesen Eigenschaften kdnnen mit der AF4-Technik nicht nur Proteinproben,
sondern auch Liposomen, Nanopartikel, Polymere und sogar vollstandige Virus-ahnliche Partikel
getrennt werden'"%""",

Da das M1-Protein bei physiologischem pH-Wert eine Tendenz zur Aggregation zeigt wurde
untersucht, ob sich die SAXS-Daten-Qualitat durch vorherige Anwendung der AF4-Technik und
nachfolgender individueller SAXS-Messung der M1-Protein-Probenbestandteile erhéhen Iasst.
Eine M1-Proteinprobe wurde bei physiologischem pH-Wert wie in Abschnitt 4.2.4 beschrieben fir
ein SAXS-Experiment vorbereitet und in die AF4-Apparatur gegeben. Allerdings konnte kein
Protein in den resultierenden Fraktionen nachgewiesen werden. Im Versuchsaufbau der AF4 wird
eine negativ geladene Nitrocellulose-Membran verwendet um die Proben-Partikel in der Apparatur
zu halten, weil die Partikel aufgrund des Querstroms herausgespult wurden. Aufgrund der
positiven Gesamtladung des M1-Proteins, selbst bei physiologischem pH-Wert, ist von einer sehr
starken Interaktion des M!-Proteins mit der Nitrocellulose-Membran auszugehen, welche eine
Trennung und Elution verhinderte. Folglich zeigten diese initialen Messungen, dass die
AF4-Technik vor allem fir Proteine, die eine stark positive Nettoladung bei dem untersuchten
pH-Wert aufweisen, aufgrund der Interaktion mit der Nitrocellulose-Membran nur bedingt
anwendbar ist.

Einen weiteren innovativen Ansatz stellt das MALVERN TDA-Instrument dar, welches eine
GroRenausschlusschromatographie mit einem Refraktometer, einem
Rechts-Winkel-Streulicht-Detektor (vom englischen right angle light scattering, RALS) und einem
UV-Detektor verbindet. Die P12-Strahlenfihrung der Synchrotron-Strahlenquelle PETRA I
(DESY, Hamburg) bietet die Moglichkeit das MALVERN TDA-Instrument mit einem
SAXS-Experiment zu koppeln, indem nach der saulenchromatographischen Trennung die
eluierende Probe aufgeteilt wird. Die eine Halfte der Probe wird in die Quarzkapillare zur
Belichtung mit dem R&ntgenstrahl geleitet und die andere Halfte wird in die Multidetektoreinheit
des MALVERN TDA-Instruments gefluhrt. Durch diese Anordnung kdnnen neben den
Kleinwinkelstreudaten Zusatzinformationen wie Probenkonzentration, Molekulargewicht und
intrinsische Viskositat simultan ermittelt werden. Eine M1-Proteinprobe bei einem pH-Wert von 7,4
wurde auf die GroRenausschlusschromatographie-Saule geladen um mdgliche alternative
Konformationen der Monomere zu separieren und flir jede voneinander trennbare
Faltungsmadglichkeit der Probe individuelle Kleinwinkelstreudaten zu erhalten. Wahrend anhand
des UV-Detektors sehr geringe Konzentrationen an Proteinbestandteilen zu detektieren waren,
konnte kein RALS, kein refraktometrischer Index und auch keine Réntgenkleinwinkelstreuung nach

Durchlauf durch das Gerat beobachtet werden. Méglicherweise interagierte auch hier das
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M1-Protein stark mit der Matrix der neuen GréRenausschlusschromatographie-Saule, sodass nur
wenig Protein eluierte, was nicht fir die Detektion und die Rontgenkleinwinkelstreuung ausreichte.
Dementsprechend konnte auch mit dem MALVERN TDA-Instrument keine Verbesserung der
primaren M1-Streudaten erzielt werden.

Derzeit werden auch zeitaufgeloste SAXS-Experimente etabliert. Bei diesem Ansatz kann ein
experimenteller Parameter wie die Temperatur oder der pH-Wert wahrend der Messung geandert
werden, um zZu untersuchen wie sich die Parameter-Anderung auf das
Réntgenkleinwinkelstreu-Verhalten der Probe auswirkt. Zusatzlich kann die Technik Aufschluss
Uber die kinetischen Hintergriinde der beobachteten Anderungen liefern. Bei der zeitlichen
Verfolgung der Auswirkungen einer pH-Wert-Anderung mittels SAXS-Technik werden
kontinuierlich SAXS-Messungen durchgefihrt und die Probe durch die Messkapillare gespllt,
wahrend durch Pufferzugabe der pH-Wert der Probe geandert wird. Um einen Verdlinnungs-Effekt
moglichst gering zu halten und die Aufnahme einer kompletten Echt-Zeit-SAXS-Messung zu
gewahrleisten sind besondere Probenvoraussetzungen erforderlich. Die Proteinprobe sollte flr
eine erfolgreiche zeitaufgeléste SAXS-Messung eine hohe Proteinkonzentration von mehr als
2,5 mg/ml und ein Volumen von mindestens 2 ml aufweisen. Die Form der in Abschnitt 4.2.4
beschriebenen primaren SAXS-Streukurven des M1-Proteins wiesen in Anhangigkeit des
pH-Wertes kleine Unterschiede im Abklingverhalten der Kurven auf, was auf unterschiedliche
Konformationen des M1-Proteins hindeutet. Um zu untersuchen ob die beobachteten Unterschiede
wahrend der pH-Wert-Anderung durch einen langsamen kontinuierlichen oder durch einen kurzen
schnellen Ubergang entstehen wurde die zeitaufgeléste SAXS-Methode angewandt. Die
erforderlichen Proben-Voraussetzungen waren aufgrund der ausgepragten Prazipitations-Tendenz
des M1-Proteins bei Konzentrationen gréRer als 2,0 mg/ml und der geringen Proteinausbeute bei
der Herstellung nur schwer zu erreichen. Es konnte nur eine M1-Probe mit einer finalen
Konzentration von 2,0 mg/ml und einem Volumen von 1 ml hergestellt werden. Aufgrund des
geringen Volumens und der geringen Proteinkonzentration konnten keine aussagekraftigen
zeitaufgeldster SAXS-Messdaten aufgenommen werden. Da die zeitaufgeldste SAXS-Technik
noch in der Etablierungsphase ist und die Zuganglichkeit sehr limitiert ist, konnten im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit die Echt-Zeit-SAXS-Messung nicht wiederholt werden.

Auch wenn die innovativen neuen SAXS-Ansatze fir M1-Proteinproben auf Grund der
beschriebenen Probleme nicht anwendbar waren, konnten die in Abschnitt 4.2.4. dargestellten
SAXS-Daten flur Oberflachenrekonstruktionen in Form von 3D-Modellen verwendet werden, die im

folgenden Abschnitt prasentiert werden.
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4.2.6. Ab initio Modell-Rekonstruktion des M1-Proteins bei physiologischen und
sauren pH-Werten
Neben der Ermittlung struktureller Charakteristika wie Ry, Dynax und dem MW des M1-Proteins in
Ldsung kénnen die SAXS-Streukurven auch zur ab initio-Rekonstruktion von Strukturmodellen des
Proteins mit geringer Auflésung verwendet werden. Bei der Modell-Rekonstruktion von
SAXS-Daten handelt es sich immer um eine Algorithmen-basierte Interpretation der
experimentellen Streudaten, die anhand von Qualitdtsmerkmalen wie der Ubereinstimmung der
experimentellen Daten mit dem Modell (x?) beurteilt werden. Zur weiteren Validierung der
berechneten Modelle werden unterschiedliche Modell-Rekonstruktions-Programme wie DAMMIF'’
oder GASBOR'™®, die sich anhand ihres Rekonstruktions-Algorithmus unterscheiden, verwendet
und deren Ergebnisse miteinander verglichen.
Alle berechneten Modell-Rekonstruktionen (Abbildung 4.12 A) weisen unabhangig vom
verwendeten Programm grundlegend die gleichen Struktur-Merkmale auf. Diese beinhalten einen
kompakten Bereich (in der Abbildung nach rechts oben gerichtet) sowie eine elongierte Region
(in der Abbildung nach links unten gerichtet). Die blauen Spharen, aus denen die Modelle
aufgebaut sind, reprasentieren die fir die Berechnung verwendeten Attrappen, die dem Protein
zugeteilt wurden. Die kleineren grauen Spharen des GASBOR-Modells
(Abbildung 4.12 A, zweite Zeile) reprasentieren hingegen Ldsungsmittel-Molekile, die sich in
direkter Umgebung des Proteins befinden. Die bereits bekannte hochaufgeléste Roéntgenstruktur
der NM-Doméane des M1- Proteins (PDB: 1AA7) kann mit allen gezeigten Modellen Uberlagert
werden (Abbildung 4.12 A, Rot) und unterstitzt die Vermutung, dass der elongierte Teil der
Modelle dem  C-Terminus des M1-Proteins entspricht. Die  Berechnung der
Modell-Rekonstruktionen mit den Programmen DAMMIF und GASBOR wurde zur Validierung in
20 individuellen voneinander unabhangigen Laufen wiederholt. Das  zugehorige
Durchschnittsmodell konnte mit dem Programm DAMFILT erstellt werden
(Abbildung 4.12 A, rechts).
Das Programm DAMMIF verwendet die experimentellen Daten bei Streuwinkeln mit < 3,7 nm™ fiir
die ab initio Modell-Rekonstruktion und geht bei der iterativen Rekonstruktion von einem
spharischen Volumen aus, das mit kugelfdrmigen Attrappen gefillt ist. Die Attrappen werden
wahrend der Modell-Berechnung entweder dem Loésungsmittel oder dem gesuchten Partikel
zugeordnet. Nach jedem Berechnungszyklus wird eine theoretische Streukurve des entstandenen
Modells berechnet und diese mit den experimentellen Daten abgeglichen um die Verfeinerung des
Modells intern zu (berwachen und schlussendliche eine groRtmdgliche Ubereinstimmung zu
erzielen™’.
Die Rekonstruktion mit DAMMIF ergab eine Diskrepanz zwischen experimentellen Daten und dem
berechneten Modell von )(2 = 0,88 und )(2 = 1,1 flr die pH-Werte 5,0 und 7,4. Generell kann bei

einem ¥x* mit dem Wert 1,0 von einer vollstandigen Ubereinstimmung des theoretischen Modells
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mit den experimentellen Daten ausgegangen werden. Folglich stimmen die berechneten M1-
DAMMIF-Modelle mit den experimentellen Daten gut Uberein und reprasentieren somit die
durchschnittliche Form der Proteine in Losung bei pH 5,0 und pH 7,4 (Abbildung 4.12 B und C).
Die normalisierte Standard-Diskrepanz (NSD) ist ein weiteres Qualitatsmerkmal, das die
Ubereinstimmung von verschiedenen unabhangig berechneten Strukturmodellen angibt und wurde
mit dem Programm DAMSEL ermittelt. Fir die 20 unabhangigen mit dem Programm DAMMIF
berechneten Modell-Rekonstruktionen bei pH 5,0 konnte eine NSD von 0,614 + 0,015 und fir die
Modelle bei pH 7,4 eine NSD von 0,554 + 0,018 bestimmt werden. Ab einer NSD von ca. 0,5 kann
unter Verwendung des DAMMIF-Algorithmus davon ausgegangen werden, dass sich die
verglichenen Modelle sehr ahnlich sind, was bei den im Rahmen dieser Arbeit generierten
Modellen der Fall ist.

Um die DAMMIF-Modelle  zu bestatigen  wurde  zusatzlich das ab  initio
Modell-Rekonstruktionsprogramm GASBOR verwendet. Der Algorithmus des
GASBOR-Programms geht von einer zufalligen rdumlichen Anordnung einer aneinandergereihten
Attrappen-Kette, die die einzelnen Aminosauren reprasentieren, aus. Wahrend der Berechnung
wird das Modell soweit verfeinert bis GASBOR die groRtmdgliche Ubereinstimmung anhand der
eingegebenen Informationen mit den experimentellen Daten erzielt. Im Gegensatz zu DAMMIF
verwendet GASBOR die vollstandigen experimentellen Daten um die Ubereinstimmung zu
berechnen und resultiert daher in aussagekraftigeren Modell-Rekonstruktionen.

Die berechneten Oberflichen-Modelle wiesen eine Ubereinstimmung von x* = 1,0 fiir den pH-Wert
5,0 und )(2 = 2.8 flr den pH-Wert 7,4 auf, was nur im Falle des Modells bei pH 5,0 eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten zeigt, wahrend bei pH 7,4 Eine deutliche
Diskrepanz des GASBOR-Modells zu den primaren Streudaten deutlich wird. Diese Abweichung
wird im nachsten Abschnitt des Ergebnisteils naher analysiert. In der Regel sind NSD-Werte von
mit GASBOR-berechneten Modellen hoher zu erwarten als NSD-Werte von DAMMIF-Modellen, da
GASBOR alle experimentellen Daten in die Rekonstruktion einbezieht und daher konsistentere
unabhangige Modelle berechnet werden kénnen. So ist es nicht verwunderlich, dass DAMSEL fir
die Modelle bei pH 5,0 einen NSD von 1,038 + 0,060 ermittelte. Auch bei dem GASBOR-Modell
implizieren die NSD-Werte, dass die berechneten voneinander unabhangigen Modelle eine
konsistente Konformation aufweisen.

Die Modell-Rekonstruktionen des M1-Proteins bei einem pH-Wert von 5,0 konnten mit beiden
verwendeten Algorithmen (DAMMIF und GASBOR) strukturell konsistente Modelle mit einem
kompakten Bereich und einer elongierten Region ermitteln. Die Modell-Rekonstruktion des
M1-Proteins bei pH 7,4 konnte jedoch nur mit dem Algorithmus DAMMIF vergleichbare Ergebnisse
erzielen. Diese Ergebnisse stimmen grundlegend mit den bereits von anderen Arbeitsgruppen
erstellten Modellen des M1-Proteins {iberein’®"*%"# Dije Diskrepanz von x? = 2.8 des pH-Wert 7,4
GASBOR-M1-Modells wird mit dem Programm EOM im folgenden Abschnitt ndher untersucht.
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Abbildung 4.12| Ab inito Rekonstruktion von Strukturmodellen des M1-Proteins| A. Anhand des NSD-Wertes
ausgewahlte ab initio Modell-Rekonstruktionen (Blau, links) des Programms DAMMIF und GASBOR zeigen eine
kompakten Bereich des M1-Proteins, der sich mit der hochaufgeldsten Réntgenstruktur der NM-Domane (Rot) zur

Deckung bringen lasst. Die Durchschnittmodelle von 20 individuell berechneten ab initio-Modellen zeigen ebenfalls einen
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kompakten Bereich und eine elongierte Region. Die theoretisch berechneten Streukurven der ab initio Modelle, die mit
den Programmen DAMMIF (Rot) und GASBOR (Grin gestrichelt) erstellt wurden stimmen mit den experimentellen
Daten (Schwarz) des SAXS-Experiments Uberein (B und C). B. Die Diskrepanz ()(2) des gezeigten DAMMIF-Modells
betragt = 0,88 und des GASBOR-Modells = 1,0, daher sind die berechneten Strukturmodelle eine gute Reprasentation
der Konformation des M1 Proteins bei einem pH-Wert von 5,0. C. Das mit dem Programm DAMMIF berechnete ab initio-
Modell des M1-Proteins bei pH 7,4 stimmt mit einer Diskrepanz von )(2 = 1,1 mit den experimentellen Daten gut tberein.
Das mit dem Programm GASBOR ermittelte Modell weicht mit )(2 = 2.8 erheblich von den experimentellen Daten ab, was

auf Probleme des Algorithmus beim Erstellen von reprasentativen Modellen schlielen Iasst.

4.2.7. Flexibilitats- und Diskrepanz-Untersuchung der M1-Modell-Rekonstruktion

Um die zuvor beschriebenen Abweichungen der ab initio-Modellierung zu den experimentellen
Daten naher zu untersuchen, wurde das Programm EOM verwendet. Dieses Programm generiert
Zufallsmodelle anhand der experimentellen Daten und speicherte zu jedem Modell die
Strukturellen-Parameter Ry und Dpax. Im Anschluss werden von dem Programm Graphen erstellt,
die die relative Haufigkeit der bestimmten Ryg- und Dp.-Populationen darstellen. Anhand der
Verteilung der Strukturellen-Parameter lasst sich beurteilen, ob das Protein unterschiedliche
Konformationszustande einnimmt, erhéhte Flexibilitdt aufweist oder gespalten wurde. Sind
unterschiedliche Konformationszustadnde vorhanden oder wird das Protein gespalten wirden bei
der Betrachtung der Verteilung von Ry und D,,.x zwei voneinander getrennte Cluster zu erkennen
sein. In einer zweiten EOM-Berechnung kdnnen dann die gewonnen Informationen der ersten
EOM-Berechnung bertiicksichtigt werden um zwischen unterschiedlichen Konformationszustanden
oder Spaltung des Proteins zu unterscheiden. Bei erhdhter Flexibilitdt des untersuchten Proteins
wirden die unterschiedlichen Cluster von Rg- und D,.-Werten Uberlappen. Aulzerdem berechnet
das Programm EOM eine relative Haufigkeit der generierten voneinander unterscheidbaren
Zufallsmodelle und gibt damit Auskunft iber den Probenbestandteil, der die gréte Auswirkung auf
die experimentelle Streukurve besitzt.

Um vor allem die Diskrepanz zwischen dem GASBOR-Modell bei pH 7,4 von den experimentellen
SAXS-Daten zu untersuchen, wurden die zugehoérigen primaren SAXS-Daten beider
pH-Bedingungen mit dem Programm EOM ausgewertet. Da alle in Abbildung 4.12 gezeigten
Modelle des M1-Proteins die gleichen Struktur-Merkmale aufwiesen, namlich den kompakten
Bereich und die elongierte Region, , liegt die Vermutung nahe, dass der elongierte Bereich
erhohter Flexibilitat unterliegt. Dieser Aspekt wird ebenfalls mit dem Programm EOM untersucht.
Bei pH 5,0 bestimmte der Algorithmus von EOM mit einer Diskrepanz von x> = 0,8
(Abbildung 4.13 A), dass die errechneten Zufallsmodelle mit den zugehdrigen Struktur-Parametern
gut mit den experimentellen SAXS-Daten lbereinstimmen. Die Ry- sowie die Dy.x-Verteilung der
M1-Proteinprobe bei pH 5,0 zeigt sich in Uberlappenden Clustern mit unterschiedlich haufigem
Vorkommen (Abbildung 4.13 B und C, Gran). Dominierend sind Modelle mit einem R, im Bereich
von 2 - 3 nm und einem Dpa von 6 - 11 nm, wahrend Strukturmodelle mit Ry, > 3 nm sowie

Dmax > 11 nm seltener auftreten. Die durch EOM berechneten Mittelwerte fir Ry (~3 nm) und
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Dmax (=11 nm) stimmen mit den Ryg- und D,.-Werten, die durch die Guinier-Region und die
p(r)-Funktion bestimmt wurden, Gberein. Aufgrund der Uberlappenden Cluster lasst sich vermuten,
dass die M1-Probe bei pH 5,0 ausschlielBlich Monomere ausbildet. Unterstitz wird diese
Vermutung durch die mit EOM-berechneten Zufallsstrukturen, mit einem Ry und D um den mit
EOM-bestimmten Mittelwert, die zu 70% an der experimentellen Streukurve beitragen. AuRerdem
wurden die maximalen Werte flir Ry und Dgax unter Annahme vollstandiger Entfaltung nicht
erreicht, was auf eine limitierte Flexibilitat schlieRen lasst. Zusatzlich stimmen die Mittelwerte der
Struktur-Parameter Ry und D.x mit den in dieser Arbeit bereits ermittelten Struktur-Parametern

des M1-Proteins bei pH 5,0 Uberein.
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Abbildung 4.13|] EOM-Analyse der experimentellen Daten des M1-Proteins bei pH 5,0 Das Programm EOM hat
Zufallsmodelle erstellt und deren Gyrationsradien (Ry) sowie maximalen Partikeldurchmesser (Dmax) gespeichert. A. Die
Ubereinstimmung der EOM-Berechnung mit den experimentellen Daten ergab eine Diskrepanz von )(2 = 0,8. B. Die
relative Haufigkeit der ermittelten Ry zeigt, dass Konformationen mit einem Ry zwischen 2 - 3 nm h&ufig eingenommen
werden (Griin). Konformationen mit weitaus gréeren Rg-Werten werden hingegen seltener eingenommen. Die
durchschnittliche Verteilung (Schwarz) der Ry-Werte zeigt einen Mittelwert bei ca. 3 nm, der mit den bereits durch die
Guinier-Region und p(r)-Funktion ermittelten R,-Werten der M1-Proteinprobe bei pH 5,0 Ubereinstimmt. C. Die
eingenommenen Dpax der Zufallsmodelle zeigen am haufigsten eine Ausdehnung von 6 - 11 nm (Grln). Zusatzlich ist
eine zweite Population von Zufallsmodellen mit 11 - 17 nm zu erkennen. Der Mittelwert der durchschnittlichen Verteilung
(Schwarz) liegt fir die Dmax-Werte bei ca. 9 nm und stimmt mit den bereits ermittelten Dnax-Werten gut Gberein. Aufgrund
der Verteilung der relativen Haufigkeiten von Ry und Dnax ist davon auszugehen, dass M1 bei pH 5,0 eine bevorzugte
Konformation einnimmt, die in Abbildung 4.6 dargestellt wurde. Zuséatzlich wird besonders der C-Terminus durch

limitierte Flexibilitat einen Anteil an den grélReren Konformationszustanden haben.

In einer ersten EOM-Analyse der Streudaten des M1-Proteins bei einem pH-Wert von 7,4 zeigten
sich zwei eindeutig voneinander getrennte Cluster von Zufallsmodellen ahnlich wie die in
Abbildung 4.14 B und C dargestellt. Die Ubereinstimmung der berechneten Zufallsmodelle mit den
SAXS-Daten ergab eine Diskrepanz von x* = 2,8 und stellte keine Verbesserung verglichen zu den
GASBOR-Berechnungen dar. Diese Diskrepanz kénnte entweder durch die Mischung von zwei
ganzlich unterschiedlichen Konformationen oder durch die Anwesenheit von Spaltprodukten des

M1-Proteins in der Proteinprobe zustande kommen.
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Um die deutliche Diskrepanz zwischen Ergebnissen der ersten EOM-Berechnungen und den
experimentellen Daten der pH 7,4-Probe weiter zu untersuchen, wurde eine erneute Daten-
Analyse mit EOM durchgeflihrt. Dieses Mal erhielt das Programm die Information, dass neben
dem Volllange-Protein auch die NM-Doméane und der C-Terminus als eigenstéandige Probenanteile
zur Streuung des Rontgenlichts wahrend des SAXS-Experiments beitrugen und sich
nebeneinander in der Probe befanden. EOM konnte eine Zusammensetzung von Zufallsmodellen
erstellen, dessen theoretische Streukurve die experimentellen SAXS-Daten bei pH-Wert 7,4
signifikant besser reprasentieren (Abbildung 4.14 A). Mi einer Diskrepanz von nun X* = 1,2 ergab
die Berechnung Rg-Populationen von 1,7 - 3 nm sowie 4,5 - 6 nm (Abbildung 4.14 B) sowie
Dpax-Populationen von 6 - 10 nm und 14 - 20 nm (Abbildung 4.14 C). Die Ergebnisse
reprasentieren ein Mischungsverhaltnis von 11% : 11% : 78% Volllange-M1 zu NM-Domane zu
abgespaltenem C-Terminus. Diese Ergebnisse werfen die Hypothese auf, dass das
Volllange-M1-Protein bei pH 7,4 hydrolytisch in NM-Doméane und C-Terminus gespalten wurde und
deshalb drei Komponenten simultan in der Probe vorlagen, die alle zur Streuung des

Réntgenstrahls wahrend des SAXS-Experiments beitrugen.
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Abbildung 4.14| Untersuchung der Diskrepanz zwischen der Partikelgr6Be und des Porod-Volumen von M1 bei pH 7,4
mit Hilfe des Programms EOM| A. Mit der Vorgabe, dass die vermessene Probe eine Mischung aus Volllange-M1,
NM-Domane und C-Terminus enthalt konnte der EOM-Algorithmus eine theoretische Streukurve berechnen, die die
experimentellen Daten bei pH 7,4 mit einer Diskrepanz von )(2 = 1,2 sehr gut reprasentiert. Das optimale
Mischungsverhaltnis, das zu den experimentellen Daten passt, betrdgt 11% Volllange-M1, 11% NM-Doméane und 78%
C-Terminus. Damit scheint das M1-Protein bei pH 7,4 durch Hydrolyse zwischen der NM-Domane und dem C-Terminus
gespalten worden zu sein. B. und C. Die R,- sowie die Dmax-Verteilung der relativen Haufigkeit der Zufallsmodelle zeigen
jeweils zwei Cluster von Ensemblen, von denen der Cluster der Konformationen mit Rg von 1,7 - 3 nm und mit Dmax von
6 - 10 nm dominiert. AuRerdem weist der zweite Cluster deutlich gréere Werte mit Ry von 4,5 - 6 nm und mit Dmax von
14 - 20 nm auf.

Die postulierte hydrolytische Spaltung des M1-Proteins bei pH 7,4 wurde anschlielend mittels
GroRenausschlusschromatographie untersucht (Abbildung 4.15). Bei pH 5,0 zeigt das
Chromatogramm der kalibrierten analytischen Grélkenausschlusschromatographie lediglich einen
Absorptionsmaximum bei einem Retentionsvolumen von etwa 15,7 ml (Abbildung 4.15 A), was

einem berechneten MW von etwa 30 kDa entspricht und mit dem theoretisch erwarteten MW des
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M1-Proteins Ubereinstimmt. Das Profil der kalibrierten analytischen
GroRenausschlusschromatographie des  M1-Proteins bei einem pH-Wert von 7,4
(Abbildung 4.15 B) zeigt eine Uberlagerung von mindestens drei Absorptionsmaxima zwischen
Retentionsvolumina von etwa 11 ml bis 18 ml und einer kleinen Fraktion, die bei 20 ml eluiert.
Damit entspricht der Elutionsbereich der Uberlagerten Absorptionsmaxima berechneten
Molekulargewichten von etwa 17 kDa bis 110 kDa, was im ersten Moment auf unterschiedliche
Oligomerisations-Zustande in Kombination mit hydrolytischen Abbauprodukten schliel3en Iasst.
Jedoch konnten sowohl die primaren SAXS-Streukurven als auch die EOM-Analyse die
Anwesenheit von oligomeren Strukturen widerlegen, was wiederum auf unterschiedliche
Konformationszustande bei physiologischem pH-Wert hindeutet. Die Elutionsfraktion von 20 mi
entspricht einem MW von etwa 12kDa und reprasentiert damit die NM-Domane. AufRerdem wird
ein Absorptionsmaximum bei etwa 22 ml Retentionsvolumen beobachtet, das einem MW von
2 kDa nach MW-Berechnung entspricht und was den hochflexiblen C-Terminus zugeordnet
werden kann.

Die Auswertung der Kleinwinkelstreu-Experimente zeigt, dass die beiden verwendeten
Modell-Rekonstruktions-Programme DAMMIF und GASBOR fir das bei pH 5,0 als Monomer
vorliegende M1-Protein konsistente Modelle mit einer guten Ubereinstimmung zu den
experimentellen Daten berechnen konnten. Dabei wiesen die Struktur-Merkmale einen kompakten
Bereich, der vermutlich der NM-Domane der M1-Proteins entspricht, sowie eine elongierte Region
mit limitierter Flexibilitdt, die dementsprechend dem M1-C-Terminus entspricht, auf. Die
Modell-Rekonstruktionen der experimentellen SAXS-Daten der M1-Probe bei einem pH-Wert von
7,4 mit DAMMIF ergab mit einer guten Ubereinstimmung ein &hnliches Modell wie die
Rekonstruktionen bei pH 5,0-. Der Grund fir die anfangliche Diskrepanz der
GASBOR-Rekonstruktion des M1-Proteins bei einem pH-Wert von 7,4 konnte durch die
EOM-Analyse erfolgreich untersucht werden und warf die Hypothese der Hydrolyse von M1 bei
physiologischem pH-Wert auf. Mit einer analytischen GréRRenausschlusschromatographie konnten
erste Bestatigungen dieser Hypothese erzielt werden, die aber im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter untersucht werden konnten. Allerdings resultierte die Frage, ob die ausgepragte
Tendenz des M1-Proteins zu aggregieren oder die postulierte Hydrolyse-Aktivitat bei
physiologischem pH-Wert Auswirkungen auf die Faltung des Proteins haben, was im folgenden

Abschnitt untersucht wird.
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Abbildung 4.15| Analytische GréBenausschlusschromatographie einer M1-Proteinprobe bei pH 5,0 und 7,4|

A. Die analytische Grolenausschlusschromatographie von reinem M1-Protein bei pH 5,0 zeigte lediglich ein
Absorptionsmaximum, das anhand des Retentionsvolumens von etwa 15,7 ml dem monomeren M1-Protein zugeordnet
werden konnte B. Die analytische GréRenausschlusschromatographie einer M1-Probe bei pH 7,4 zeigt hingegen
mehrere Aborptionsmaxima. Basierend auf den Retentionsvolumina kénnen die Maxima | im Bereich der
Retentionsvolumina von 11 - 18 ml einem Molekulargesichtsbereich von 17 bis 110 kDa zugeordnet werden, der
unterschiedliche flexible Konformationen des Volllange-M1-Proteins reprasentieren kann. Das Maximum Il bei 20 ml
kann hingegen dem MW der einzelnen NM-Domane (12 kDa) sowie das Maximum Ill dem einzelnen hochflexiblen

C-Terminus (10 kDa) zugeordnet werden.

4.2.8. Untersuchung der Sekundarstrukturelemente des M1-Proteins mittels
CD-Spektroskopie

Einer der Griinde der Multifunktionalitat sowie des Aufbaus und des pH-Wert induzierten Abbaus
von oligomeren Strukturen des M1-Proteins liegt in der Eigenschaft begriindet, verschiedene
Konformationen einnehmen zu koénnen. In wie fern die Konformationen bei saurem und
physiologischen pH-Wert sowie die Ausbildung von Protein-Aggregaten und die postulierte
Hydrolyse-Aktivitat Einfluss auf die Sekundarstruktur-Zusammensetzung und auf die rdumliche
Umgebung von aromatischen Aminosauren haben, wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie
untersucht.

Wahrend der Infektion einer Zelle mit Influenza A-Viren wird kontinuierlich M1-Protein synthetisiert,
wodurch die Konzentration im Zytosol steigt. An der apikalen Seite der Wirtszelle bildet das
M1-Protein eine Proteinschicht aus Homo-Oligomeren und férdert damit die Wolbung der
Plasmamembran®*“®.  Um zunachst zu untersuchen, ob sich die Sekundarstruktur
proteinkonzentrationsbedingt andert, wurden CD-Spektren unterschiedlicher
M1-Protein-konzentration aufgenommen. Diese zeigten bei physiologischem pH-Wert keine
signifikanten Unterschiede im fernen UV-Bereich in Abhangigkeit der Konzentration
(Abbildung 4.16 A). Die Spektren wiesen charakteristische Minima bei einer Wellenlange von 208

nm und 223 nm sowie einen Wendepunk bei ca. 218 nm auf. Ein derartiger Verlauf ist
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charakteristisch fiir Proteine mit einem dominierenden Anteil an a-helikalen Strukturelementen’.
Aufgrund der konzentrationsbedingten Absorptionseffekte kann keine Aussage Uber den
Schnittpunkt mit der X-Achse getroffen werden.

Sind neue Virione gebildet kdnnen diese weitere Wirtszellen infizieren, indem das Virus durch
rezeptorabhangige Endozytose internalisiert wird. Als Abwehrmechanismus werden die
Endosomen angesduert, was die Dissoziation der M1-Multimere aufgrund der Anderung der
Konformation zur Folge hat und in der Freisetzung der vRNPs resultiert'®?°?"#_|n Abbildung 4.16
B sind die CD-Spektren des M1-Proteins mit konstanter Proteinkonzentration bei unterschiedlichen
pH-Werten gezeigt. Die pH-Werte simulieren die schrittweise Ansauerung in den Endosomen. Die
Form der Spektren andert sich in Abhangigkeit des pH-Wertes nicht, so dass auch der
Schnittpunkt mit der X-Achse konstant ist. Dementsprechend bleibt auch die Sekundarstruktur
unabhangig vom pH-Wert gleich. Alle CD-Spektren des fernen UV-Bereiches zeigen also, dass die
Sekundarstrukturzusammensetzung des M1-Proteins unabhangig von der Proteinkonzentration
sowie des pH-Wertes ist.

Bei gleichbleibender Sekundarstruktur ist es jedoch mdoglich, dass sich die Anordnung der
Sekundarstrukturelemente im Raum andert, also die Tertiarstruktur. Dies kann anhand der
Elliptizitats-Anderung im nahen UV-Bereich (260 - 320 nm) Uberpriift werden, in dem die
einzelnen aromatischen Aminosauren zirkular polarisiertes Licht in Abhangigkeit ihrer raumlichen
Umgebung im Protein absorbieren. Im nahen UV-Bereich eines CD-Spektrums kdnnen daher die
konformationell Umstrukturierungen der Proteine bei gleichbleibender Sekundarstruktur untersucht
werden.

Die Spektren der unterschiedlichen Proteinkonzentrationen der Proben des M1-Proteins bei pH 7,4
zeigen generell ein ahnliches Profil. Mit steigender Konzentration scheinen die Spektren sich zu
groReren Wellenlangen zu verschieben (Abbildung 4.16 C, Pfeil). In Abhangigkeit des pH-Wertes
werden jedoch leichte Unterschiede bei einer Konzentration des M1-Proteins von 0,25 mg/ml
deutlich. Bei pH 5,0 zeigt das nahe UV-Spektrum im charakteristischen Absorptionsbereich fiir
Phenylalanin (255 - 270 nm) ein lokales Minimum im Gegensatz zum Spektrum bei pH 7,4,
welches in diesem Bereich ein lokales Maximum aufweist (Abbildung 4.16 D). Die Unterschiede
zwischen dem M1-Spektrum bei pH 5,0 und 7,4 deuten auf Anderungen der lokalen raumlichen
Umgebung bzw. Interaktionsabstande einer oder mehrerer aromatischer Aminosauren hin. Die
angesprochenen Anderungen liegen in den charakteristischen Elliptizitdtsbereich von
Phenylalanin, von dem sieben im M1-Protein vorhanden sind. Aufgrund der geringen Anzahl an
Tyrosin (5) und Tryptophan (1) ist es jedoch nicht méglich eine valide Beurteilung der CD-Spektren
im charakteristischen Elliptizitatsbereich dieser Aminosauren vornehmen zu kénnen.

Die Ergebnisse  der  CD-Spektroskopie  zeigen, dass das M1-Protein eine
Konzentrations-unabhangige Faltung mit einem dominierenden a-helikalen Anteil aufweist. Die

Untersuchung der pH-Wert-Abhangigkeit der Sekundarstruktur ergab ebenfalls keine Unterschiede
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bei der Faltung des Proteins. Unterschiede die eine Anderung der raumlichen Anordnung der
a-helikalen Strukturen andeuten konnten im nahen UV-Bereich zwischen den pH-Werten 5,0 und

7,4 fur die aromatische Aminosaure Phenylalanin beobachtet werden.
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Abbildung 4.16| Untersuchung der Sekundérstruktur und der Absorption der aromatischen Aminoséuren des
M1-Proteins in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration und des pH-Wertes mittels CD-Spektroskopie| A. Alle
CD-Spektren von Proben mit unterschiedlicher Proteinkonzentration bei pH 7,4 (0,25 mg/ml: Schwarz, 0,5 mg/ml: Rot,
0,75 mg/ml: Griin und 1 mg/ml: Blau) sind deckungsgleich mit zwei lokalen Minima, eins bei 210 nm und das andere bei
223 nm, und weisen somit auf eine vergleichbare Sekundarstruktur, unabhangig von der Proteinkonzentration, auf.
B. Die CD-Spektren der M1-Proteinproben bei pH 4,5 (Schwarz), 5,0 (Rot), 5,5 (Orange), 6,0 (Gelb), 6,5 (Grun), 7,0
(Blau), 7,4 (Violett) und 8,0 (Pink) sind nahezu deckungsgleich und zeigen ubereinstimmenden zwei lokalen Minima,
eins bei 210 nm und eins bei 223 nm. Daher andert sich die Sekundarelementzusammensetzung in Abhangigkeit des
pH-Wert nicht. Mit einem Anteil von 83,4 % ist die a-Helix das Haupt-Sekundérstrukturelement des M1-Proteins.
C. Augenscheinlich verschieben sich die CD-Spektren des nahen UV-Bereichs in Abhangigkeit der Proteinkonzentration
bei pH 7,4 (0,5 mg/ml: Schwarz, 0,6 mg/ml: Rot, 0,75 mg/ml: Gelb, 1 mg/ml: Grin und 1,26 mg/ml: Blau) in Richtung
grolerer Wellenlangen. Die Richtung der Verschiebung ist mit einem Pfeil angedeutet. D. Im charakteristischen
Absorptionsbereich fur Phenylalanin (Phe) von 255 bis 270 nm zeigt sich bei pH 5,0 (Schwarz) ein lokales Minimum im
Gegensatz zur Proteinprobe (beide pH-Wert Proben haben 0,25 mg/ml) bei pH 7,4 (Rot). Da lediglich ein Trp in der
M1-Proteinsequenz vorhanden ist, lasst der Absorptionsanteil von Tryptophan (Trp) keine Aussage Uber

Umgebungsanderung der einzelnen Aminosaure zu.

4.3. Aggregations-Tendenz des M1-Proteins bei physiologischem pH-Wert
Wie bereits in dieser Arbeit beschrieben, haben aggregierte Bestandteile von Proteinproben,

unabhangig ob sie spezifisch oder unspezifisch entstanden sind, einen signifikanten Einfluss auf
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den Streukurven-Verlauf von SAXS-Daten, besonders bei Streuwinkeln < 0,5 nm™”. Um die
Aggregations-Tendenz des M1-Proteins bei physiologischem pH-Wert naher zu untersuchen
wurden zwei M1-Proteinproben ahnlicher Proteinkonzentration hergestellt. Der einzige Unterschied
bestand darin, dass eine Probe zwei Tage vor der SAXS-Messung auf die gewlnschte
Proteinkonzentration von etwa 0,8 mg/ml eingestellt wurde, wahrend dies bei der anderen Probe
erst unmittelbar vor der Messung erfolgte. In Abbildung 4.17 wird ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden gemessenen Streukurven bei Streuwinkeln < 0,6 nm™ deutlich. Die
Proteinprobe, die zwei Tage vor der Messung konzentriert wurde, verzeichnet im Vergleich zu der
kurz vor der Messung konzentrierten Probe einen Aufwartstrend ab Streuwinkeln < 0,8 nm”, was
ein deutliches Anzeichen fir Protein-Aggregation darstellt. Anscheinend entstehen die
M1-Protein-Aggregate zeitabhangig erst dann, wenn die Proteinkonzentration eine gewisse
Schwellen-Konzentration Gberschritten hat. Ansonsten hatte auch die unmittelbar vor der Messung
konzentrierte Probe Anzeichen von aggregiertem M1-Protein aufweisen missen, was aufgrund
des Verlaufes der zugehdrigen Streukurve ausgeschlossen werden kann. Allerdings kann die
Kleinwinkelbeugung nicht zwischen unspezifischer oder spezifischer Proteinaggregation des
M1-Proteins unterscheiden. Daher wurden abschlieRend M1-Proteinaggregate mittels

AFM-Topographie untersucht.
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Abbildung 4.17| SAXS-Streukurven zur Untersuchung der Aggregations-Tendenz des M1-Proteins bei physiologischem
pH-Wert| Zwei M1-Proben mit einer Konzentration von etwa 0,8 mg/ml wurden bei pH 7,4 mittels SAXS-Messung
untersucht. Eine Probe wurde zwei Tage vor der Messung auf die gewiinschte Proteinkonzentration eingestellt
(Schwarz), wahrend die zweite Probe erst unmittelbar vor der Messung auf die Konzentration eingestellt wurde (Rot).
Die Streudaten der zwei Tage alten Probe zeigen einen deutlichen Aufwartstrend ab Streuwinkeln < 0,8 nm'1, im
Gegensatz zu der unmittelbar vor der Messung konzentrierten Probe. Ein Aufwartstrend einer Streukurve, wie es in der

Abbildung zu sehen ist, gilt als deutliches Anzeichen fir Proteinaggregation.

4.3.1. AFM-Topographie von M1 Proteinstrukturen bei unterschiedlichen pH-Werten
Wie bereits zuvor dargestellt zeigt das M1-Protein eine verstarkte Tendenz bei physiologischen

pH-Wert Protein-Aggregate auszubilden. Da es sich dabei um eine physiologische Eigenschaft des
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M1-Proteins beim Aufbau neue Virione handelt und die aufgebauten Strukturen wahrend der
endosomalen Ansaduerung pH-abhangig wieder dissoziieren muissen, sollen mit Hilfe der
AFM-Topgraphie der Aufbau der Protein-Aggregate untersucht und der pH-Wert eingegrenzt
werden bei dem diese beginnen zu dissoziieren.

Die AFM-Topographie bietet die Mdglichkeit selbst Strukturen im niedrigen Nanometerbereich
abzubilden. Dabei wird eine Probe auf einer ultraglatten MICA-Oberflache aufgebracht und mit
einem Cantilever abgerastert. Die ermittelten Hohenunterschiede werden dann bildlich dargestellt.
Um zu gewahrleisten dass sich Protein-Aggregate in der Probe befinden wurde die M1-Proben wie
unter Punkt 4.2.9 beschrieben zwei Tage vor der AFM-Topographie final auf eine Konzentration
von etwa 0,8 mg/ml eingestellt. Bei einem pH-Wert von 7,4 zeigen die AFM-Bilder der
M1-Proteinprobe ein réhrenahnliches Netzwerk, anhand der dargestellten Detailansicht wurde die
GroRRe der einzelnen ,Protein-Rdéhren” mit einem ungefahren Durchmesser von 35 - 50 nm, einer
Héhe von etwa 2 - 3 nm und eine Lange von etwa 100 - 200 nm bestimmt
(Abbildung 4.18 A, Balken). Diese geordneten Strukturen konnten erst nach starker Verdinnung
ab einer Proteinkonzentration von ca. 250 ng/ml beobachtet werden. Die negativ geladene
MICA-Oberflache bietet flr die M1-Molklle aufgrund der positiven Nettoladung der Protein eine
gute Interaktionsmdoglichkeit, die sich deutlich von den Bedingungen in Ldsung unterscheiden,
besonders da bei der Probenpraparation die Probe auf der MICA-Oberflache eingetrocknet wird.
Bei héheren Konzentrationen sind hingegen flachige Strukturen mit einer Hohe von etwa 1,5 nm
zu erkennen (Abbildung 4.18 B), die vermutlich eine einschichtigen M1-Proteinen-Schicht darstellt,
wie sie bereits in Virionen detektiert werden konnte®’. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass das
M1-Protein bei physiologischem pH-Wert eine ausgepragte Aggregationstendenz zeigt. Keine
dieser geordneten Strukturen konnte bei M1-Proben mit den pH-Werten 6,0 oder 5,0 detektiert
werden (Abbildung 4.18 C). Vielmehr wurden vereinzelte Strukturen mit einem Durchmesser von
120 - 400 nm und einer Héhe von 5 - 70 nm ab einer Proteinkonzentration von 25 ug/ml
beobachtet, die jedoch keine zusammenhangenden makroskopischen Strukturen auf der
MICA-Oberflache ausbildeten.

Mit Hilfe der AFM-Topographie konnte folglich die Aggregations-Tendenz des M1-Proteins bei
physiologischem pH-Wert bestatigt werden. AuRerdem konnten Anhaltspunkte Uber die Form der
Proteinaggregate gewonnen und der pH-Wert, ab dem die Dissoziation der M1-Aggregate beginnt,

eingegrenzt werden.
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Abbildung 4.18] AFM-Topographie von M1 bei verschiedenen pH-Werten| A. Ab einer Proteinkonzentration, von 250
ng/ml konnten bei pH 7,4 hochgeordnete netzwerkahnliche Strukturen registriert werden. Dabei wurden Durchmesser
von 35 - 50 nm, Hoéhen von 2 - 3 nm und Langen von 100 - 200 nm fiir die Réhren-Strukturen gemessen. B. Bei
Proteinkonzentrationen im Bereich von 250 ug/ml bis 2,5 ug/ml konnte bei pH 7,4 die Ausbildung flachiger Strukturen
des M1-Proteins beobachtet werden, bei denen es sich anhand ihrer Héhe beurteilt um zweidimensionale Aggregate des
M1-Proteins handelt. C. Bei einem pH-Wert von 6,0 (links) und 5,0 (rechts) wurden ausschlieRlich vereinzelte runde
Strukturen (Pfeile) mit einem Durchmesser von 120 - 400 nm und einer Héhe von 5 - 70 nm ab einer
Proteinkonzentrationen von 25 ug/ml detektiert. Im Gegensatz zur Untersuchung bei pH 7,4 flhrte eine weitere

Verdiinnung der M1-Proteinprobe nicht zur Detektion hochgeordneter Strukturen (Daten nicht gezeigt).
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5. Diskussion

Die saisonalen Influenza-A-Virus-Infektionen bilden nicht nur eine wiederkehrende gesundheitliche
Bedrohung fir den Menschen, sondern haben auch negative wirtschaftliche Auswirkungen.
Thompson et al. schatzten 2003, dass die jahrlichen Influenza-Infektionen Uber 50.000
Menschenleben fordern. Deutlich beunruhigender ist das konstante Risiko einer sporadisch
auftretenden Pandemie, die unter Umstanden mehrere 100.000 bis Millionen Menschen das Leben
kosten kann'®. Prominente Beispiele fiir besonders virulente Influenza-A-Virus-Stamme sind die
sogenannte ,Spanische Grippe’ (H1N1-Subtyp) von 1918'2 die in acht Monaten etwa 20 - 40
Millionen Menschenleben forderte und der H5N1-Subtyp, der als ,Vogelgrippe’ bekannt wurde'”>.

In der Regel verlauft eine Influenza-A-Virus-Infektion innerhalb von 1 - 2 Wochen harmlos,
vorwiegend mit einer Entziindung des respiratorischen Systems®. Bei Risikogruppen, wie
Neugeborenen, Senioren oder immunsupprimierten Menschen, kann sie jedoch zu einer
Pneumonie bis hin zum Tod fiihren®*.

Wahrend des Replikationszyklus des Influenza-A-Virus ibernehmen die Schlisselproteine M1 und
NEP essentielle Aufgaben.

Die pH-abhangige Dissoziation der M1-Proteinaggregate, die zuvor das Virion stabilisiert hat, flhrt
nach Ansduerung der Endosome in der frilhen Infektionsphase zur Freisetzung der viralen RNA in
das Wirtszell-Zytosol**®°. AuRerdem bilden Homo-Oligomere des M1-Proteins eine Proteinmatrix,

ist44,45.

die formgebend und stabilisierend fir die Virione Die zugehdrigen molekularen

Mechanismen sind jedoch bisher weitgehend unverstanden.

P32 welches fir den

Gleiches gilt fir die Wechselwirkung von M1 mit dem Adapter-Protein NE
Aufbau des Kern-Export-Komplexes und somit flir den Kern-Export der replizierten vRNA
essentiell ist*>**_ Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit zunéchst die rekombinante Herstellung
beider Influenza A-Virus-Proteine etabliert und vor allem die pH-abhangige strukturelle
Charakterisierung des M1-Proteins erfolgen, um die grundlegenden Ablaufe der

Influenza-A-Virus-Infektion besser zu verstehen.

5.1. Rekombinante Herstellung der Influenza-A-Virus Proteine M1 und NEP

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Strategien zur rekombinanten Herstellung der zu
untersuchenden Protein M1 und NEP angewandt.

Fur die rekombinante Synthese von NEP in E. coli musste das Gen zunachst amplifiziert werden.
Da in der Literatur nur unvollstindige Angeben zur PCR-Amplifikation gemacht werden’?, konnte
mit Hilfe einer drei-stufigen PCR das NEP-Gen anhand der Vorlage des vollstandigen
Gensegments 8 amplifiziert werden. Trotz Zuhilfenahme des bisher einzigen E. coli-basierten
Synthese-Protokolls’> und dem intensiven Screening der mdglichen Synthese-Parameter, konnte

kein 16sliches NEP-Protein in E. coli-Zellen hergestellt werden. Absatz
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Es kann vorkommen, dass Zielproteine nach E. coli-basierter Herstellung nur eine geringe Menge
an léslichem Zielprotein zeigen oder dass Uuberhaupt keine Synthese des Zielproteins zu
verzeichnen ist. FUr manche Proteine ist eine intensive Unterstlitzung wahrend der Faltung
notwendig, die die E. coli-Faltungsproteine nicht bereitstellen kénnen. Somit kommt es vermehrt zu
fehlgefalteten Proteinen, die dann als unldslicher Anteil prazipitieren.

Wirkt ein Zielprotein toxisch auf die E. coli-Zellen, so kann es zu einer erhdhten Sterberate der
Zellen kommen. Aullerdem kann das Zielprotein durch E. coli-Proteasen vermehrt abgebaut
werden.

Beide Prozesse flhren dazu, dass keine Herstellung des Zielproteins nach SDS-PAGE-Analyse
beobachtet wird. Ein Wechsel auf ein alternatives Expressionssystem kann nicht nur die Ausbeute
an l6slich synthetisiertem Zielprotein deutlich erhéhen, sondern eine rekombinante Herstellung
sogar erst ermdglichen.

So kann ein Expressionssystem mit eukaryotischen Zellen im Gegensatz zu den E. coli-Zellen die
angesprochenen Faltungsproteine (Chaperone) zur Verfiigung stellen, die flir eine native Faltung
essentiell sein kénnen. AuRerdem kann das synthetisierte Zielprotein eine andere Zytotoxizitat in
Bezug zu eukaryotischen Zellen aufweisen.

Das etablierte Sf9-Insektenzellsystem bietet die Moglichkeit eines alternativen Ansatzes der
rekombinanten Protein-Synthese unter Verwendung von eukaryotischen Zellen und filhrte in dieser
Arbeit zu einer erfolgreichen rekombinanten Herstellung von NEP.

Um den Nachweis der Herstellung zu ermdéglichen, musste ein HA-Tag-modifiziertes Protein
verwendet werden. Damit bildet dieses Ergebnis die erste erfolgreiche rekombinante Synthese von
NEP in Insektenzellen. Jedoch war die Menge an synthetisiertem Protein zu gering, um eine
strukturelle Charakterisierung durchfiihren zu kénnen. Dennoch bietet diese Arbeit eine wichtige
Grundlage fur die zuklnftige Optimierung der rekombinanten Herstellung von NEP.

Im Gegensatz zum NEP konnte das M1-Protein mit einer ausreichenden Ausbeute in E. coli-Zellen
hergestellt werden und mit einem finalen Reinheitsgrad von etwa 95% erfolgreich isoliert werden.
Auf Grundlage des Herstellungsprotokolls von Zhang et al. (2012)® wurde die Reinigung des
M1-Proteins optimiert. Auffallig war, dass unabhangig von der Art des Affinitatstags die N-terminal
markierten Proteine nicht an die Affinitdtsmatrix binden konnten. Wahrscheinlich ist der
N-terminale Affinitatstags aufgrund der Faltung des Proteins flir eine Reinigung unzuganglich, was
aber bis heute noch nicht in anderen Arbeiten gezeigt wurde. Dementsprechend wurde versucht,
ein C-terminal Hise-getagtes-Konstrukt mit der C-terminalen Sequenz ?**LEHHHHHH*
herzustellen, um einerseits die Reinigung zu ermdglichen, aber auch um eine gute

% zu haben. Die

Vergleichsmdglichkeit mit dem gleichen Konstrukt aus einer anderen Arbei
Besonderheit an diesem Konstrukt ist, dass nur die Aminosauren Leucin und Glutaminsaure neben

dem Hisg-Affinitatstag im M1-Protein verbleiben. Optimiert wurde das Reinigungsprotokoll, indem
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die GroRRenausschlusschromatographie mit dem spateren, in der strukturellen Charakterisierung
eingesetzten Puffer, durchgefihrt wurde.

Somit konnte ein weiterer GroRenausschlusschromatographie-Lauf eingespart werden um die
Proteinprobe fir die weitere Charakterisierung vorzubereiten.

Zusatzlich konnte ebenfalls erstmalig die rekombinante Synthese des M1-Proteins in
Sf9-Insektenzellen etabliert werden.

Ahnlich wie beim NEP war auch die Ausbeute des M1-Proteins zu gering, um eine strukturelle
Charakterisierung zu ermdglichen. Da die Menge des Proteins trotz groBem unldslichen Anteil
unter Verwendung des E. coli-Systems flr die Charakterisierung ausreichte, wurde dieses System
fur die Produktion im Rahmen dieser Arbeit genutzt. Da Insektenzellen den Saugerzellen ahnlicher
sind als E. coli-Zellen, bietet das Insektenzellsystem eine bessere Faltungsmaschinerie, die zu
einer anderen Faltung des Proteins fliihren kann und damit strukturelle Unterschiede entstehen.
Somit wird zuklnftig die Etablierung der Insektenzell-basierten Herstellung des M1-Proteins ein
wichtiger Schritt, um die Strukturanalysen des in E. coli hergestellten M1-Proteins mit einer

alternativ produzierten Probe zu vergleichen.

5.2. Strukturelle Charakterisierung des M1-Proteins
Das in dieser Arbeit im Fokus stehende M1-Protein, konnte bis heute nur teilweise mit einer

%8 |n der Einheitszelle des

hochaufgeldsten Rontgenkristallstruktur charakterisiert werden
Kristalls befinden sich zwei NM-Doméanen mit jeweils zwei vier-Helix-Blindel damit zeigt es eine
dominierende a-helikale Sekundarstruktur. AuBerdem konnte kirzlich gezeigt werden, dass das
Volllange-Protein bei saurem pH als polarisiertes Protein vorliegt und dabei die hochgeordnete
NM-Domane einen eher unstrukturierten C-Terminus aufweist®"®. Bei SAXS-Experimenten zum
nativen M1-Protein bei pH-Wert 5,0 konnten Oligomere beobachtet und deren Oberflachenstruktur
aufgeklart werden®®. Untersuchungen des rekombinanten M1-Proteins mittels
GroRenausschlusschromatographie hingegen, konnten lediglich bei physiologischem pH-Wert
unterschiedliche Aggregationszustande detektieren®®. Besonders die Tendenz des rekombinanten

M1-Proteins zu aggregieren, gestaltete die strukturelle Charakterisierung als sehr anspruchsvoll.

5.2.1. Untersuchung zur Qualitat und Stabilitat der rekombinanten Herstellung

Fur die Strukturbiologie ist es von groRRer Bedeutung, dass die rekombinant hergestellten
Zielproteine eine hohe Qualitdt aufweisen, da Messdaten von zum Beispiel polydispersen Proben
nur schwer aussagekraftig interpretiert, sowie die Proteinkristallisation durch Inhomogenitat
behindert werden kdnnen. AuRerdem sollte das Protein eine gewisse Stabilitdt aufweisen, da es
oftmals nicht méglich ist, die strukturbiologische Methode direkt am Tag der Protein-Herstellung
durchzufiihren. Daher wurden initiale Stabilitdtstests des rekombinanten M1-Proteins mittels

DLS-Messung und CD-Spektroskopie Uberwacht.
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Ein wichtiges Qualitdtsmerkmal von rekombinant in E. coli hergestellten Proteinen ist eine korrekte
Faltung, die mit der CD-Spektroskopie untersucht werden kann.

Die Ergebnisse der CD-Messung konnten zeigen, dass die Sekundarstruktur ber den viertagigen
Zeitraum mit Messungen im 24-Stunden-Rythmus konstant blieb. AuRerdem wurde mit Hilfe eines
Sekundarstrukturgehalt-Berechnungs-Algorithmus  nach Louis-Jeune et al. (2012)" die
Sekundarstruktur des M1-Proteins unabhangig vom pH-Wert mit 83,4% o-Helix und 1,42%
p-Faltblatt berechnet.

Mit diesen Ergebnissen wurden bereits bekannte Charakterisierungen durch die ermittelte
Kristallstruktur der NM-Domane und die Hypothese, der C-Terminus liege ebenfalls hauptsachlich
a-helikal vor, bestatigt® 17,

Fur die weitere Einschatzung der Qualitdt wurden Dispersitats-Untersuchungen mittels DLS von
zwei  unterschiedlichen  pH-Werten  durchgefiihrt, um die bereits  beschriebene
Aggregations-Tendenz des M1-Proteins beurteilen zu koénnen. Die DLS-Messung ergab
unabhangig vom pH-Wert unterschiedlich hochmolekulare Aggregate, was durch spezifische oder
unspezifische Proteinaggregation zustande gekommen sein kann. Alternativ kann sich ein
Gleichgewicht bis zur initialen DLS-Messung zwischen kleineren oligomeren Strukturen wie
Dimeren, Trimeren usw. und hochmolekularen Strukturen, wie sie bei der Virus-Assemblierung

auftreten®—%°

, eingestellt haben. Absatz

Mit einer Studie zu den Oligomerisierungseigenschaften des rekombinanten M1-Proteins konnte
2012 gezeigt werden, dass mehrere oligomere Zustande konzentrationsabhangig bei
physiologischem pH-Wert zu erkennen sind®®, was die Ergebnisse der DLS-Messungen
bestatigen. Weitere hochmolekulare Strukturen konnten mit der SAXS-Technik bei saurem
pH-Wert entdeckt werden®. Da das Lichtstreu-Vermdgen eines Partikels von der sechsten Potenz
des Radius abhéngt, kann in den gemessenen rekombinanten M1-Proteinproben die
Konzentration an hochmolekularen Partikeln gering genug sein, um weitere strukturelle
Charakterisierungen nicht zu beeinflussen. AulRerdem zeigen diese Erkenntnisse, dass das
M1-Protein genligend Stabilitat aufweist, um weitere strukturbiologische Techniken anwenden zu

kdénnen.

5.2.2. Kristallisations-Experimente

Eine etbalierte Methode zur Generierung von hochaufgelésten Strukturdaten von biologischen
Makromolekiilen ist die Réntgenkristallographie. Durch Anwendung dieser Methode konnte bisher
jedoch nur die NM-Domane des M1-Proteins aufgeklart werden®®®. Auch wenn urspriinglich das
rekombinante Volllange-Protein in Kristallisationsuntersuchungen eingesetzt wurde, kam es zur
Kristallisation der NM-Domane ohne C-Terminus, was durch eine spaltungssensible Region erklart
wurde”. Diese Beobachtungen implizieren, dass der C-Terminus die Kristallisation vermutlich

durch erhdhte Flexibilitat oder Maskierung wichtiger Protein-Protein-Kontaktflachen behindert.
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Folglich existiert noch kein Strukturmodell des Volllange-Proteins mit atomarer Auflésung.
Dennoch wurde im Rahmen dieser Arbeit ein konventionelles Kristallisations-Screening des
rekombinanten M1-Proteins bei pH-Wert 5,0 durchgefiihrt, welches in einem vielversprechenden
hochgeordneten hexagonalen Kristall mit den Kantenlangen 25 ym x 25 pm resultierte. Dies war
bisher mit dieser Morphologie nicht gelungen®:7980174.

Die Anfarbung des Kristalls mit Methylenblau unterstitzt die Vermutung, dass es sich um einen
Proteinkristall handelt. Es war im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit aufgrund von nicht verfligbaren
Strahlzeiten jedoch nicht mdglich, die proteinkristallcharakteristische Bragg-Beugung an einer
Synchrotron-Strahlenquelle nachzuweisen. Damit steht der letzte Beweis aus, um sicherzustellen,
dass es sich tatsachlich um einen Proteinkristall handelt.

An dieser Stelle lasst sich nicht ausschlielen, dass nach der Sammlung von Beugungsdaten
erneut nur die NM-Domane in der Elektronendichte sichtbar wird wirde, ahnlich wie bereits

berichtet™

, obwohl das Volllange-M1-Protein eingesetzt wurde. Jedoch suggeriert die erstmals
beobachtete hexagonale Morphologie, dass es sich tatsachlich um das Volllange-Protein im
Kristall handelt.

Seit Kurzem steht neben der konventionellen Kristallographie auch ein innovativer Ansatz zur
Generierung von Proteinkristallen zur Verfigung- die so genannte in vivo-Kristallisation von
rekombinanten Proteinen in lebenden Insektenzellen.

Dieser alternative Ansatz konnte bisher mehrfach erfolgreich angewendet werden, um Kristalle von
Proteinen zu erhalten, die durch konventionelle Methoden nicht réntgenbeugungstauglich generiert
werden konnten**'7®,

Daher wurde in dieser Arbeit der Einzige bisher identifizierte Screening-Parameter'”®, das zulluldre
Kompartiment, fir das M1-Protein und das NEP getestet, um die Wahrscheinlichkeit des
Wachstums von in vivo-Kristallen zu erhéhen. Da weder Isolation, noch Reinigung einer grof3en
Mengen an rekombinantem Protein erforderlich ist, konnte auch das NEO einbezogen werden; die
Produktion sowohl des M1-Proteins, als auch des NEP konnten bereits erfolgreich gezeigt werden.
Allderdings konnten im Ublichen Zeitraum von vier Tagen nach Infektion keine eindeutligen
Anzeichen von spontanem Kristallwachstum detektiert werden- weder fir Konstrukte, die
zytosoliosch lokalisiert waren, noch fur Konstrukte mit ER- oder Peroxisomen-Translokations-
Signal. Stattdessen wurden vielmehr typische Anzeichen flir zelluldaren Stress (erhdhte
Granularisierung, geringere Zelldichte und zunehmend lysierte Zellen) verzeichnet im Vergleich zu
der Kontrollinfektion mit einem Baculovirus, das kein zusatzliches rekombinantes Gen trug (Leer-
Virus). als bei der Kontrollinfektion mit einem Baculovirus, das kein zusatzliches rekombinantes
Gen trug (Leer-Virus).

Aufgrund der Membranbindungseigenschaft des M1-Proteins ist es denkbar, dass das Protein in
den Sf9-Zellen die Membranarchitektur beeintrachtigt, sodass die Zellen erhéhtem Stress

ausgesetzt sind.
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Da NEP mit dem Zellkern-Exportsystem interagieren kann, kdnnte die Beeintrachtigung des
regularen Zellkern-Exports ein Grund fiir die starken Stressanzeichen sein. Die Uberproduktion
beider Zielproteine ergab mit den derzeitigen Detektionsmethoden kein spontanes
Kristallwachstum in den Sf9-Insektenzellen in Abhangigkeit des untersuchten Zellkompartiments.
Problematisch wird eine Detektion von in vivo-Kristallen, wenn diese den Zelldurchmesser nicht

77 verglichen mit dem umliegenden

Uberschreiten, da sie aufgrund der sehr ahnlichen Dichte
Kompartiment, fur lichtmikroskopische Beobachtungen unsichtbar sind.

Die Lyse der infizierten Zellen mit zum Beispiel RIPA-Puffer, kann bei der Detektion unterstitzen,
indem das kristallumgebende Kompartiment zerstort wird und somit die Dichteunterschiede erhdht
werden, was wiederum zur Folge hat, dass die Kristalle im Lichtmikroskop sichtbar werden. Absatz
Auch nach Zelllyse konnten keine kristallinen-Strukturen beobachtet werden. Da die Kristalle auch
durch den Gebrauch von RIPA-Puffer gegebenenfalls zerstért werden kdnnen, ist es ungewiss, ob
die in vivo-Kristallisation erfolgreich oder erfolglos war.

Daher ist es wichtig, zuklnftig die Auswirkung alternativer Puffer auf in vivo-Kristalle zu testen.
AulRerdem besteht Handlungsbedarf im Bereich der Detektion: so werden zum Beispiel neue
Detektionsmethoden, derzeit in der Arbeitsgruppe etabliert, um die in vivo-Kristalle zukulnftig
spezifisch mit Kantenlangen bis in den geringen nm-Bereich detektieren zu kdnnen. Ein Beispiel
hierfur ist die Methode der 2-Photonenspektroskopie.

Allerdings wurden zum ersten Mal Untersuchungen von Proteinen mit einem NLS im
Sf9-Insektenzellsystem durchgefiihrt. Der modifizierte pFastBac1-cyto-HA-Vektor bietet nicht nur
die Moglichkeit durch einen HA-Tag die erfolgreiche Synthese des Zielproteins nachzuweisen,
sondern auch die Lokalisation der Zielproteine in den Zellen zu untersuchen.absatz

Mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen konnte das M1-Protein nach zytosolischer
Synthese, entweder im Zellkern oder vermutlich in Aggregaten zusammengelagert, detektiert
werden. Diese Beobachtung zeigt erste Anzeichen der ausgepragten Tendenz des M1-Proteins
Homo-Multimere-Strukturen auszubilden, was bisher in diesem Zusammenhang noch nicht gezeigt
wurde. Aullerdem scheint der Zellkern-Import aufgrund des Zellkern-Lokalisations-Signals des
M1-Proteins auch in Sf9-Insektenzellen méglich zu sein. Erstaunlicherweise wurde das NEP nach
zytosolischer Synthese ausschlieldlich mit der Plasmamembran assoziiert beobachtet.

Aufgrund der physiologischen Hauptaufgabe von was?, dem Zellkernexport®™, wurde erwartet,
dass das NEP Uberwiegend im Zellkern anzutreffen ist. Mdoglicherweise kann das
Zellkern-Importsystem der Sf9-Insektenzellen den Import von NEP, aufgrund dessen
Nukleus-Lokalisations-Signals, nicht durchfihren, da das Influenza-A-Virus auf andere
Wirtsorganismen spezialisiert ist. Die Assoziation des NEP mit der Plasmamembran kdnnte ein
Hinweis auf eine noch nicht beschriebene Membranbindungseigenschaft darstellen.

Die immunhistochemischen Farbungen sind auch ein weiterer Beweis, der zumindest bei einer

zytosolischen Synthese des M1-Proteins und des NEP die Ausbildung von spontanen kristallinen
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Strukturen weitestgehend ausschliel3t. Um eine ahnliche Beweisflihrung fir die Kompartimente ER
und Peroxisomen durchzufiihren, muss der HA-Tag zuklnftig in die Vektoren mit den
Lokalisationssignalen dieser Kompartimente eingefligt werden.

Da zellulare Grundlagen der in vivo-Kristallisation noch nicht verstanden sind, kann keine Aussage
Uber Grinde des Ausbleibens der Kristallisation zumindest im Zytosol getroffen werden.
Grundlegend zeigt sich aber, dass das ER oder die Peroxisome besser flr ein Kristallwachstum

geeignet sind'"®

, wobei die Kristallisation in diesen Kompartimenten derzeit nicht ausgeschlossen
werden kann.

Da alle Bemihungen zur Kristallisation des M1-Proteins und des NEP erfolglos blieben, aber das
M1-Protein in ausreichender Menge l6slich rekombinant hergestellt werden konnte, wurde die

strukturelle Charakterisierung des M1-Proteins in Losung fortgesetzt.

5.2.3. Charakterisierung des M1-Proteins mittels SAXS in Losung

Die Rdntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) bietet im Gegensatz zur Réntgenkristallographie die
Madglichkeit, biologische Makromolekiile in ihrer physiologischen Umgebung (in Lésung) strukturell
zu charakterisieren. Es lassen sich mit einem SAXS-Experiment flexible Bereiche von Proteinen,
sowie strukturelle Anderungen in Abhangigkeit von pH-Wert, Temperatur oder Ligandenbindung
untersuchen®:8>122123,

Diese Vorteile blrgen auch gleichzeitig einen Nachteil im Vergleich zur Réntgenkristallographie:
da alle Partikel und alle méglichen Konformationszustande in der Probe als Summe eine
Auswirkung auf die experimentellen SAXS-Daten haben, muss immer ein Durchschnitt ermittelt
werden. Dadurch gehen die Strukturinformationen flr eine hochaufgeléste Modellierung
verloren'"1%®,

Bei der Rontgenkristallographie werden hingegen die Strukturdaten anhand eines hochgeordneten
Kristallgitters erhoben und bieten damit je nach Kristallqualitat eine Strukturaufklarung im
atomaren GroRenbereich'®. Aufgrund der postulierten Flexibilitat erscheint SAXS geeignet, um
strukturelle Einblicke in die Struktur des rekombinanten M1-Proteins zu erhalten und vor allem pH-
abhangige konformationelle Unterschiede zu detektieren.

Zunachst zeigte der Verlauf der SAXS-Streukurven, dass unabhangig von der eingesetzten
Konzentration, nach dargestellter Praparationsmethode, keine signifikanten Konzentrationen an
hochmolekularen Aggregaten vorhanden waren. Damit wird die Vermutung bestatigt, dass eine
aulBerst gering Menge an Aggregaten fir die Inhomogenitat der DLS-Signale verantwortlich war
ist?. Protein-Aggregate, unabhangig ob spezifisch oder unspezifisch entstanden, zeigen
besonders im Bereich von kleinen Streuwinkeln einen charakteristischen Aufwartstrend, der
sowohl bei pH 5,0 als auch bei pH 7,4 nicht erkannt werden konnte. Daher konnten die
Proteinproben unabhangig vom pH-Wert als homogen betrachtet werden. Die Uber die

Guinier-Region und die p(r)-Funktion ermittelten Struktur-Parameter der Streukurven des
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rekombinanten M1-Proteins stimmen grundlegend mit denen des nativen M1-Proteins in anderen
Arbeiten mit Ry = 2,9 £ 0,1 nm, Dppay = 10,5 £ 1 nm und dem MW von 27 + 3 kDa (berein"*® und
bestatigen damit, dass es sich bei der rekombinanten M1-Probe um ein monomeres Protein
handelt.

Allerdings deuten primare Roéntgenstreudaten des nativen M1-Proteins hingegen auf eine
Beteiligung von multimeren Strukturen bei pH 5,0 hin®, was fiir das rekombinante M1-Protein in
dieser Arbeit bei gleichem pH nicht gezeigt werden konnte.

Diese SAXS-Ergebnisse konnten erstmalig zeigen, dass das rekombinant hergestellte M1-Protein
bei pH-Wert 5,0 die gleichen strukturellen Parameter wie das native M1-Protein ebenfalls bei
pH-Wert 5,0 liefert. Daher wird flir das rekombinante M1-Protein eine ahnliche wie anisotrope
Form des nativen M1-Proteins® mit einer kompakten Domane, die die NM-Domane reprasentiert,
und einer eher unstrukturierten Region, die den C-Terminus reprasentiert, erwartet.

Die Modellvorstellung eines eher unstrukturierten C-Terminus konnte erstmals mit Tritium
Schichtbildaufnahmen gezeigt werden®'. Dabei fiel auRerdem die erhdhte Flexibilitdt bei saurem
pH-Wert dieser Proteindomane auf, die durch eine postulierte pH-Wert-abhangige
Konformationsanderung hervorgerufen wird®'. Die in Formunterschiede in Abhéngigkeit des pH-
Wertes auf, was auf unterschiedliche Konformationszustande hindeuten kann. Daher wurden
verschiedene neuartige methodische Erweiterungen der SAXS-Technik mit dem M1-Protein

getestet.

5.2.4. Innovative Techniken fiir die SAXS-Daten-Erhebung

Durch partikelgroRenbasierte Trennverfahren unmittelbar vor SAXS-Messungen, kdnnen zum
Beispiel bei der AF4-Technik oder auch unter Zuhilfenahme des MALVERN TDA-Instrument,
oligomere aber auch verschiedene konformationelle Zustande eines Molekils getrennt werden.
Grundlegend zeigt die Anwendungspraxis, bedingt durch die charakteristischen Eigenschaften des
M1-Proteins, insbesondere der sehr stark positiven Proteinoberflache bei physiologischem
pH-Wert, aus der die starke Interaktionsneigung resultiert, Die Anwendungspraxis machte
charakteristische Eigenschaften des Proteins erneut sichtbar: Die sehr stark positiv geladene
Proteinoberflache des M1-Proteins hat eine hohe Interaktionsneigung. Dies zeigte sich mit der
negativ geladenen Nitrozellulosemembran bei AF4 bzw. mit der Dextran-Matrix bei dem
MALVERN TDA-Instrument starke Interaktion mit der negativ geladenen Nitrozellulosemembran
bei AF4 bzw. mit der Dextran-Matrix bei dem MALVERN TDA-Instrument. Die Ergebnisse zeigen
deutlich, dass die Trennmethoden aufgrund der Interaktion des Zielproteins mit einer Oberflache
fur Proteine mit einer ahnlichen intrinsischen Interaktionstendenz, nur bedingt geeignet sind.
Dennoch kénnen nach vollstandiger Etablierung und Optimierung die neue Ansatze in naher

Zukunft die Qualitat der experimentellen Daten erhdhen.
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Eine Moglichkeit der direkten Verfolgung von konformationellen Anderungen stellt die
zeitaufgeldste SAXS-Messung dar' ™.

Bei dieser Messung werden kontinuierlich SAXS-Daten erhoben, wahrenddessen ein Parameter,
wie zum Beispiel der pH-Wert, geandert wird. Mit Hilfe der Ergebnisse lasst sich dann eine
Aussage Uber die Art der Veranderung durch die Analyse der individuellen Streukurven sowie Gber
die Kinetik der Veranderung treffen.

Die fur solch ein Experiment kritischen Anforderungen mit mehr als 2,5 mg/ml und einem Volumen
von mindestens 2 ml sind jedoch sehr hoch und konnten fir das mit der etablierten
Synthesestrategie rekombinant hergestellte M1-Protein kaum erflllt werden. Initiale Tests verliefen
daher erwartungsgemal negativ.

Auch wenn neuartige Fraktionierungsverfahren und zeitaufgeléste SAXS-Messungen mit dem
M1-Protein nicht erfolgreich waren, sind die vorhandenen experimentellen Streudaten flr eine
ab initio Modell-Rekonstruktion aufgrund der guten Struktur Parameter verwendbar, um dadurch
Hinweise auf die Unterschiede bei pH 5,0 und 7,4 zu erhalten. Die Glte der SAXS-Daten Iasst sich
mit der redundanten Ermittlung sehr &hnlicher Werte fur Ry, Dyax und dem MW beurteilen, je

konsistenter desto besser sind die experimentellen Daten.

5.2.5. Ab inito Modell-Rekonstruktion des M1-Proteins

Die ab initio Modell-Rekonstruktion stellt eine Interpretation der direkt ermittelten experimentellen
SAXS-Daten dar. Dabei wird ein zweidimensionaler Datensatz verwendet um ein
dreidimensionales Modell zu berechnen. Um eine aussagekraftige Rekonstruktion zu erhalten
mussen die Ergebnisse verschiedener Rekonstruktionsprogramme miteinander verglichen werden.
Dabei liefern die heutigen Programme mittlerweile zuverlassige Modelle, die zur Uberpriifung eine
simulierte SAXS-Streukurve des Modells mit den experimentellen Daten vergleicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunichst die Programme DAMMIF™ und GASBOR'™®
angewendet. Die Modell-Rekonstruktionen der pH-Wert 5,0 Daten ergaben sowohl mit DAMMIF
als auch mit GASBOR ein einheitliches Strukturmodell. Bereits die individuell berechneten Modelle
der einzelnen Programme waren sehr konsistent, was auf eine gute SAXS-Datenqualitadt und
Validitat des durchschnittlichen Modells hindeutet. Die ab initio sowie die rigid body-Rekonstruktion
des nativen M1-Proteins weisen ebenfalls die gleichen Merkmale bei den Modell-Rekonstruktionen
auf®®.

Daher liegt es nahe, dass die globulare Domane der bereits existierenden hochaufgelésten
3D-Struktur der ebenfalls globuldren NM-Domane der Modell-Rekonstruktionen entspricht®®,
dementsprechend wird die elongierte Region den C-Terminus des M1-Proteins reprasentieren.
Aufgrund der Ubereinstimmung von rekombinantem und nativen Struktur-Modell bei pH-Wert 5,0
wird vermutet, dass der C-Terminus der rekombinanten M1-Proteins eine ahnliche Flexibilitat

besitzt.
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Wahrend DAMMIF Rekonstruktionen der pH-Wert 7,4 Daten die Modelle der
pH-Wert 5,0-Berechnung grundlegend und mit guten Qualitatsfakten bestéatigt, berechnet

GASBOR lediglich Modelle mit einer gro3en Abweichung zu den experimentellen Daten.

Alle Konformationszustande eines Proteins tragen zur Rdntgenstreuung bei, deshalb sind die
experimentellen Daten eines SAXS-Experiments immer die Summe aller Proteinkonformationen
und Aggregationszustande zur Zeit der Belichtung.

Gibt es bei einem Protein zum Beispiel. eine offene und eine geschlossene Konformation oder
unterschiedliche hydrolytische Abbauprodukte, so kénnen verschiedene plausible p(r)-Funktionen
mit unterschiedlichen Strukturparametern flir eine SAXS-Messung erstellt werden. Bei der
Erstellung der p(r)-Funktionen dienen als erste Naherung die Struktur Parameter, die mit Hilfe der
Guinier-Region bestimmt wurden. Zusatzlich muss der Kurvenverlauf der p(r)-Funktionen
asymptotisch Richtung X-Achse verlaufen, ansonsten wird die falsche p(r)-Funktionen berechnet.
Bietet die p(r)-Funktion mehrere augenscheinlich passende Alternativen, kann es vorkommen,
dass das Qualitatsmerkmal x* erheblich von 1,0 abweicht. Folglich reprasentiert das Modell nicht
die Summe aller Proteinkonformationen bzw. aller Partikel in der Probe.

Ein weiterer Aspekt, weshalb GASBOR keine Modelle fir die pH-Wert 7,4 Messwerte mit guten
x>-Werten berechnen konnte, war das geringe Porod-Volumen von 25 A® der Probe. Der
GASBOR-Algorithmus bericksichtigt neben der p(r)-Funktion auch das Porod-Volumen flr die
Modellberechnung'®. Im Gegensatz dazu beriicksichtigt DAMMIF' lediglich die experimentellen
Daten flr die Berechnung. Die Ursache fir ein kleines Porod-Volumen ist, dass der Durchschnitt
der Partikel in der Probe, lediglich das angegebene Volumen verdrangt. Flir das monomere M1-
Protein wird basierend auf den pH-Wert 5,0-Daten ein Porod-Volumen von ca. 40 A3 erwartet.
Versucht der GASBOR-Algorithmus 260 Aminosauren, aus denen das M1-Protein inklusive
Affinitatstag aufgebaut ist, in das Porod-Volumen zu modellieren, kommt eine hohe Diskrepanz
zustande.

Um die Diskrepanz ndher zu untersuchen, wurde das Programm EOM'?® verwendet. Dieses
Programm bietet die Madglichkeit, Informationen Uber die unterschiedlichen
Konformationszustande, die das Streusignal einer Probe zusammensetzen, zu gewinnen und
damit Aussagen Uber die Flexibilitdt des Proteins, sowie die quantitative Zusammensetzung der
Konformationszustande zu treffen'®®. Der EOM-Algorithmus generiert Zufallsmodelle anhand der
experimentellen Daten und quantifiziert die Ry sowie die Dpy.c-Werte der einzeln generierten
Modelle. AuRerdem wird die Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit der theoretischen
Streukurve der erstellten Ensemble an Zufallsmodellen angegeben.

Die Ergebnisse der EOM-Berechnung der pH-Wert 5,0 M1-Proteinprobe sind konsistent zu den
ermittelten Daten der DAMMIF- und GASBOR-Berechnung und sind somit zusatzlich validiert. Wie
schon die DAMMIF- und GASBOR-Ergebnisse zeigt auch die EOM-Analyse des rekombinanten

M1-Proteins eine gute Ubereinstimmung mit den EOM-Berechnungen des nativen M1-Proteins bei
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pH-Wert 5,0%. Damit besitzt der C-Terminus des rekombinanten M1-Proteins ebenfalls eine
limitierte Flexibilitat.

Die EOM-Berechnung der Daten zu pH-Wert 7,4 ergab zwei Populationen von Zufallsmodellen;
jedoch konnte keine Verbesserung der Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten erzielt
werden. Aufgrund der bereits beschrieben spaltungssensiblen Region des M1-Proteins um die
Aminosaure 164’°, wurden als neue Information madgliche Bestandteile der Probe neu definiert. So
wurde eingegeben, dass sich in der Probe neben dem Volllange-M1-Protein auch die NM-Domane
und der C-Terminus als Probenbestandteile befinden. Damit konnte die Diskrepanz der EOM-
Zufallsmodelle signifikant verbessert werden. Die Berechnung ermittelte ein Verhaltnis von 11%
Volllange-M1-Protein, 11% NM-Domane und 78% C-Terminus-Konformationen, die zur
Entstehung der Streukurve bei pH 7,4 beitrugen. Die verbesserte Ubereinstimmung von
berechneten Zufallsmodellen mit den experimentellen Daten lassen vermuten, dass bei pH-Wert
7,4 das Volllange-M1-Protein hydrolytisch gespalten wurde. Nach erfolgter Synthese in E. coli
wurden die Zellen mit einem Puffer lysiert, der den Protease-Inhibitor PMFS beinhaltete, um die
proteolytische Spaltung des Zielproteins zu verhindern. Aufllerdem wurden wahrend der
Proteinpraparation die Proteinproben unabhangig vom finalen pH-Wert bis zur
GroRenausschlusschromatographie komplett gleich behandelt; erst ab anschliefiend wurden die
Proben in unterschiedliche Puffer Gberflhrt.

Waren minimale Verunreinigungen mit Protease im Laufe der Reinigung ungewollt mitgeflhrt
worden, so hatte die Probe bei pH-Wert 5,0 ebenfalls Abbau-Produkte aufweisen missen. Absatz
Die Hydrolyse-Hypothese konnte durch  Untersuchungen der pH-Wert 5,0- und
7,4-M1-Proteinproben mittels analytischer GroRenausschlusschromatographie bestatigt werden.
Dementsprechend wurde bei der Probe bei pH-Wert 5,0 ausschlieBlich eine Konformation durch
ein Absorptionsmaximum reprasentiert, mit dem das korrekte MW flr monomeres M1-Protein
anhand des Retentionsvolumens berechnet werden konnte.

Bei pH-Wert 5,0 herrschen im Vergleich zu pH-Wert 7,4 andere Ladungsverhaltnisse: da das
Protein mit Affinitdtstag insgesamt 11 Histidine aufweist, ist die Ladungsdifferenz +11, die das
Protein veranlasst, vorzugsweise eine Konformation einzunehmen.

Bei pH-Wert 7,4 weist/wies die M1-Probe jedoch eine deutlich hoéhere Anzahl an
Absorptionsmaxima auf. Da es sich um eine kalibrierte GréRenausschlusschromatographie-Saule
handelte, konnte das MW des Retentionsvolumen-Bereichs auf etwa 17 bis 110 kDa abgeschatzt
werden. Davon ausgehend, dass eine reine M1-Proteinprobe (Monomer entspricht etwa 28,8 kDa)
analysiert wurde, lasst eine Interpretation zu, dass die erhaltenen MWs mit unterschiedlichen
oligomeren Zustanden wie Monomer, Dimer, Trimer und sogar noch héhere Oligomere vorliegen.
Da durch die vorherige SAXS-Messung eine Beteiligung an oligomeren Bestandteilen
ausgeschlossen werden konnte, kann dieses Absorptionsprofil nicht durch Oligomerisation

entstanden sein. Unter Voraussetzung, dass das M1-Protein unterschiedliche Gyrationsradien (Ry)
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bei pH-Wert 7,4 annimmt, wie durch die EOM-Berechnung gezeigt werden konnte, ist es mdglich,
das MW anhand des R, durch Umformung der Formel nach Georgieva et al. (2004)"
abzuschéatzen.

Die Ausgangsformel (5), bei der eine optimale Kugelform zur Abschatzung verwendet wurde, wird
fur eine zylindrischen Form ersetzt (6), da das M1-Protein eher der Form eines Stabchens ahnelt,

als der einer Kugel.

. 3 .
MW = 4.1’ N, "
3V
. 2 . .
Mw = TN, o
VS

In der Formel (4) Abschnitt 3.1.4.3. ist Na die Avogadrokonstante, h die Hohe des Zylinders in cm,
r der Durchmesser des Zylinders in cm und Vs das Volumen pro Masse in cm® g fiir Proteine.
Absatz

Die Hohe h des Zylinders entspricht dem mit EOM ermittelten Dp,ax mit 20 10”7 cm und der Radius
des Zylinders r entspricht dem anhand der hochaufgeldsten 3D-Struktur der NM-Doméane
abgeschatzten Radius mit 1,5 ¢ 107 cm.

Das Volumen pro Masse wurde mit 0,73 cm® g™ nach Georgieva et al. (2004)'®" festgelegt.

Mit dieser Naherung kann das MW eines M1-Molekils mit einem Dy, von 20 nm auf etwa 116
kDa abgeschatzt werden. Diese Abschatzung anhand des mit EOM-ermittelten groten Wertes fir
Dpax liegt mit dem anhand des Retentionsvolumen berechneten gréRten MW von 110 kDa in der
gleichen Grélkenordnung und zeigt, dass das monomere M1-Protein Konformationen einnehmen
kann, die vom Elutionsverhalten eher oligomere Strukturen reprasentieren. Die anderen
beobachteten  Absorptionsmaxima der analytischen  GréRRenausschlusschromatographie
entsprechen den Molekulargewichten der globularen NM-Domane und dem C-Terminus.

Die Ergebnisse der analytischen GroéRenausschlusschromatographie unterstitzen die
Kleinwinkelstreuungsergebnisse und erharten die Theorie der auftretenden Hydrolyse des
Volllange-M1-Proteins bei physiologischem pH-Wert.

Mit den SAXS-Experimenten konnten zuverlassige, mit den experimentellen Daten vereinbare,
Modell-Rekonstruktionen fir das M1-Protein bei pH-Wert 5,0 berechnet werden. Aullerdem
wurden Anzeichen von hydrolytischer Spaltung des M1-Proteins bei physiologischem pH-Wert
beobachtet. Die Hydrolyse kénnte eine Grundlage fiir die Protein-Aggregation-Tendenz des
M1-Proteins bei pH-Wert 7,4 sein.
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In der Literatur sind bereits Hinweise zu einer méglichen Hydrolyse-Eigenschaft zu finden’, jedoch
wurde sie bisher nicht als Eigenschaft des M1-Proteins beschrieben. Anhand des M1-Proteins
lasst sich gut erkennen wieso es wichtig ist, bei der Modell-Rekonstruktion anhand von
zweidimensionalen experimentellen SAXS-Daten mehr als nur ein Programm flir die Berechnung
zu verwenden. Sobald ein Rekonstruktions-Programm ein plausibles Modell anbietet sollte dieses
mit einem zweiten Algorithmus validiert werden. Die SAXS-Ergebnisse konnten deutliche
Unterschiede zwischen den beiden pH-Wert-Proben zeigen. Inwiefern der pH-Wert auf die Faltung
des M1-Proteins eine Auswirkung hat, wird mittels CD-Spektroskopie untersucht vor dem

Hintergrund, dass eine pH-Wert-abhangige Oligomerisation bereits bekannt ist®.

5.3. Untersuchung des Oligomerisationsverhalten des M1-Proteins

Die korrekte Faltung von Proteinen bildet die zentrale Grundlage fiir die physiologische Aktivitat
des Proteins. Die CD-Spektroskopie bietet die Madglichkeit Informationen Uber die
Sekundarstruktur und deren raumliche Anordnung zu gewinnen. Zusatzlich Iasst sich anhand der
Spektren beurteilen, ob sich das betrachtete biologische Makromolekil in einem gefalteten oder
eher ungefalteten Zustand befindet. Die CD-Spektren des fernen UV-Bereichs (190 bis 260 nm)
zeigen eindeutig ein Profil, das flr ein gefaltetes Protein spricht. Die lokalen Elliptizitats-Minima bei
etwa 208 und 223 nm sind flr ein Protein mit einer Uberwiegend a-helikalen Sekundarstruktur
charakteristisch. Da der Bereich der X-Achse aufgrund von proteinkonzentrationsbedingten
Absorptions-Effekten eine aussagekraftige Beurteilung verhindert, kann Uber den gemessenen
Konzentrationsbereich keine Interpretation der konstanten Proteinfaltung stattfinden. Jedoch bleibt
der a-Helix-Gehalt unabhangig der Proteinkonzentration konstant und macht daher eine
Faltungsanderung in Abhangigkeit der Konzentration sehr unwahrscheinlich.

In einer spaten Phase des Influenza-A-Virus-Replikationszyklus bildet sich auf der Innenseite der
appikalen Wirtszellmembran durch intermolekulare M1-M1-Interaktion ein M1-Netzwerk, das sich
vermutlich unter anderem durch steigende M1-Proteinkonzentration formt**“°. Durch die
Ergebnisse der CD-Spektroskopie von unterschiedlichen M1-Proteinkonzentrationen bei
physiologischem pH-Wert konnte gezeigt werden, dass sich die Sekundarstruktur in Abhangigkeit
der Proteinkonzentrationen nicht &ndert. Daher wird beim Aufbau des M1-Netzwerkes die
Sekundarstruktur der Monomere unverandert bleiben. Es ist dennoch maoglich, dass eine
Konformationsanderung nicht zwangslaufig auch die Sekundarstruktur andert. Veranderungen der
raumlichen Anordnung aromatischer Aminosauren innerhalb eines biologischen Makromolekiils
kénnen zusatzlichen Aufschluss (iber eine mdgliche Konformationsénderung geben".
CD-Spektren im nahen UV-Bereich (260 - 320 nm) ermdglichen, eine Aussage Uber die raumliche
Anordnung der aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin anhand von

Unterschieden in den Spektren zu treffen'®. Dabei spielen die Anderungen der
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Wasserstoffbriickenbindungen, der polaren Gruppen und der Polarisierungen eine Rolle, die sich
in raumlicher Nahe zu den aromatischen Aminosauren befinden".

Bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen zeigen die CD-Spektren des nahen UV-Bereichs der
pH-Wert 7,4 M1-Proben ein sehr dhnliches Profil, mit steigender Proteinkonzentration scheinen
sich die Spektren zu grofleren Wellenlangen zu verschieben. Werden die CD-Spektren von pH-
Wert 5,0 mit denen von pH-Wert 7,4 bei gleicher Proteinkonzentration verglichen, so fallt auf, dass
im fur die Aminosaure Phenylalanin typischen Wellenlangenbereich ein Minimum bei saurem pH-
Wert auftritt. Die Anderung im CD-Spektrum bei pH-Wert 5,0 kénnte ein Hinweis darauf sein, dass
sich die raumliche Umgebung einer oder mehrerer Phenylalanine des M1-Proteins geandert hat,
bei gleichzeitig konstanter Sekundarstruktur.

Die geringe Anzahl an Tryptophan (1) und Tyrosin (5) lasst keine verlassliche Charakterisierung
des Absorptionsverhaltens des M1-Proteins in den charakteristischen Fingerabdrucks-Bereich
dieser Aminosauren zu'®". Die CD-Spektren der unterschiedlichen Proteinkonzentrationen lassen
sich nicht aussagekraftig interpretieren, daher muss auch die Interpretation der pH-Wert-Effekte
mit Vorsicht betrachtet werden. Ein Konzentrations- oder pH-Wert-bedingter Effekt auf die
raumliche Anordnung der aromatischen Aminosauren des Proteins kann nicht ausgeschlossen
werden. Da das Protein zu wenig aromatische Aminosauren besitzt, lassen die Spektren der
nahen UV-Bereiche keine eindeutige Interpretation zu.

Die CD-Messungen konnten weder eine pH-Wert-, noch eine Konzentrationsabhangigkeit der
Konformation des M1-Proteins erkennen Ilassen. Die DLS-Messung zu Anfang der
Charakterisierung zeigten schon die Tendenz des M1-Proteins zu aggregieren, die ebenfalls in
anderen Arbeiten, auffallend haufig bei physiologischem pH-Wert beobachtet wurde®. Eine der
Hauptfunktionen des M1-Proteins ist die Ausbildung der inneren Struktur des infektidsen Virions
durch konzentrationsabhdnge Homo-Oligomerisierung, sowie die Freisetzung der vRNP’s in das
Zytosol nach endosomaler Aufnahme'?°7:6:66.76.86.180

Daher ist in dieser Arbeit auch die Untersuchung der proteinkonzentrationsbedingten
Oligomerisierung® und des pH-Wert-abhangigen Auf-"® bzw. Abbaus®® multimerer Strukturen
aufgrund von postulierten Konformationsanderungen von groflem Intresse. SAXS-Experimente
konnten zeigen, dass das M1-Protein in Abhangigkeit des Lagerungszeitraums zwischen finaler
Reinigung und Messzeitpunkt Anzeichen auf Proteinaggregation bei physiologischem pH-Wert
aufwies, die im dafiir charakteristischen Bereich der Streukurve beobachtet werden konnten'?'.
Wahrend der Etablierung des Reinigungs-Protkolls konnte vermehrt beobachtet werden, dass das
M1-Protein, sobald die Proteinkonzentration durch Ultrazentrifugation versucht wurde zu erhéhen,
ab etwa 2 mg/ml zu prazipitieren begann. Anhand dieser Beobachtungen kann vermutet werden,
dass der Lagerungszeitraum bei entsprechender Konzentration einen entscheidenen Beitrag an
der Entstung von geordneten oligomeren Strukturen hat. Die Prazipitation aufgrund von hohen

Proteinkonzentrationen kénnte vielmehr ein Resultat von unspezifischer Proteinaggregation sein.
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Um zu untersuchen, ob es sich bei den durch die Lagerungsdauer bedingte Proteinaggregation um
einen geordneten Prozess handelt, wurde die AFM-Topographie entsprechend hergestellter
Proteinproben angewandt.

Wahrend der Bildung der neuen Virione lagern sich M1-Moleklle von innen an der apikalen
Wirtszell-Plasmamembran an und verursachen die Plasmamembran vorzuwélben**#°,

Die negativ geladene MICA-Oberflache bietet fir die M1-Moleklile eine &hnliche
Interaktionsmaoglichkeit wie die negativ geladene Flache einer Lipidmembran, die durch
Phosphatgruppen verursacht wird. Bei der Praparation wurde die Proteinprobe auf der
MICA-Oberflache eingetrocknet. Wahrend des Trocknungsprozesses erhoht sich die
Proteinkonzentration mit zunehmender Verdunstung exponentiell. Vermutlich kénnen geordnete
Strukturen mit dieser Methode beobachtet werden, da die Kinetik der M1-M1-Interaktion
maoglicherweise ,im Vergleich zu dem Verdunstungsprozess, langsamer ist. Unter dieser Annahme
wlrden sich die in Loésung befindlichen Strukturen wahrend der Ldsemittelverdunstung in
Abhangigkeit der elektrostatischen M1-MICA-Interaktion auf der Oberflache ablagern.

So wurden bei den M1-Proteinproben mit pH-Wert 5,0 und 6,0 sehr grof3e Strukturen, vermutlich
unspezifische punktuelle Protein-Aggregate, beobachtet. Die flachigen Strukturen bei pH-Wert 7,4
hingegen entsprachen eher etwas geordnetereren Strukturen; der Hdéhe nach beurteilt, einer
einfachen M1-Proteinschicht, die sich stark zusammenlagert, wie es auch wahrend des Budding-
Prozesses in der Wirtszelle stattfindet®’. Wird die Proteinkonzentration verdiinnt, werden
detaillierte réhrenférmige Strukturen sichtbar, mit einer Hohe von 2 - 3nm, was einer Schichtdicke
von etwa zwei M1-Molekilen entspricht. Der Durchmesser der réhrenahnlichen Strukturen von 35
- 50 nm sind in der gleichen GréRenordnung, wie bereits in einer anderen Arbeit diskutierten
Protein-Helix mit einem postulierten Durchmesser von 20 nm®. Beriicksichtig werden muss die
breitere Erscheinung der Proteinprobe aufgrund der Trocknung.

Daher bilden diese Erkenntnisse einen Nachweis fur die innere Architektur eines
Influenza-A-Virions. Bei ahnlichen Untersuchungen des nativen M1-Proteins mittels
AFM-Topographie in Ldsung wurden hingegen kleinere Strukturen® entdeckt, die vermutlich nicht
pH-abhangig dissoziierende Anteile des M1-Netzwerks aus den Virionen reprasentieren; diese
Strukturen konnten bei der rekombinanten pH-Wert 5,0 Probe nicht entdeckt werden. Da bei den
pH-Wertproben 6,0 und 5,0 keine geordneten Multimeren-Strukturen beobachtet werden konnten,
kann davon ausgegangen werden, dass die pH-Wert-abhangige Abschwachung der
M1-M1-Interaktion zwischen pH-Wert 7,4 und 6,0 beginnt. Die AFM-Topographie-Unterschiede
zwischen den pH-Wert-Proben 7,4, 6,0 und 5,0 bestatigen die Beobachtung, dass das M1-Protein
bei physiologischem pH-Wert eine erhéhte Tendenz zur Ausbildung von geordneten

Multimeren-Strukturen besitzt, verglichen zum saurem pH-Wert®.
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In dieser Arbeit konnte neben der Etablierung und der Optimierung der rekombinanten
E. coli-basierten Herstellung des Influenza-A-Virus M1-Proteins auch das NEP erstmals
rekombinant in Insektenzellen hergestellt werden. Diese grundlegende Etablierung der
NEP-Produktion bietet die Mdglichkeit, die Synthese zukinftig zu optimieren um genilgend
rekombinantes Protein herstellen zu kdnnen, sodass die Charakterisierung dieses Proteins
vorgenommen werden kann. Durch konventionelle Réntgenkristallisations-Experimente des
M1-Proteins konnte eine Pufferbedingung ermittelt werden, die zu einem Wachstum eines Kristalls
mit einer bisher noch nicht bekannten Morphologie gefiihrt hat®®"#"* Damit kénnte es erstmals
gelungen sein das Volllange-M1-Protein zu kristallisieren.

Erstmalige Untersuchungen mit zwei NLS tragenden Proteinen im alternativen
in vivo-Kristallisationssystem zeigten, dass eine der beiden NLS von der Sf9-Zellen-spezifischen
Import-Maschinerie erkannt und in den Zellkern transportiert werden konnte. Damit schafft diese
Erkenntnis die Grundlage fir zukinftige Optimierung der NLS, um den Zellkern als weiteren
Screnning-Parameter in das Translokalisations-Portfolio mit aufzunehmen.

Aulerdem konnte durch Charakterisierung des Volllange-M1-Proteins in LOdsung gezeigt werden,
dass das Protein pH-Wert- und konzentrationsunabhangig eine dominierend o-helikale
Sekundarstruktur aufweist, was die erfolgreiche Faltung nach E. coli-basierter Produktion
bestatigte.

Neben den ersten qualitativ hochwertigen SAXS-Daten einer rekombinanten M1-Proteinprobe bei
pH-Wert 5,0 konnten erstmals eine interpretierbare SAXS-Streukurve des rekombinanten Proteins
bei physiologischem pH-Wert aufgenommen werden. Vergleiche anhand der SAXS-Daten zeigten,
dass die ermittelten Struktur-Parameter des rekombinanten und nativen Proteins sehr gut
Ubereinstimmen. Anhand von Modell-Rekonstruktionen des rekombinanten M1-Proteins nach
SAXS-Experimenten, konnten die Strukturmerkmale des nativen M1-Proteins bei pH-Wert 5,0
komplett bestatigt werden.

Zusatzlich wurde aufgrund der SAXS-Daten-Analyse bei physiologischem pH-Wert eine
hydrolytische Spaltung des rekombinanten M1-Proteins postuliert, die durch unterstiitzende
GroRenausschlusschromatographien bestatigt wurde.

Untersuchungen zur geordneten Proteinaggregation konnten mittels AFM-Topographie zeigen,
dass das M1-Protein bei pH-Wert 7,4 ein roéhrendhnliches Netzwerk formt, was mit einer
postulierten helikalen Proteinanordnung iibereinstimmt®.

Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit ist es gelungen, eine einfach zu handhabende, kostengiinstige
Alternative in Form der E. coli-basierten Herstellung des M1-Proteins im Vergleich zur
aufwendigen Produktion und Reinigung des Proteins aus den Influenza-A-Viren selbst zu
etablieren, die zu vergleichbaren strukturellen Charakteristika des Proteins flihrte. Somit kdnnen
mit nur geringem Aufwand beispielsweise Veranderung an der Proteinsequenz eingefiihrt und

anschlieRen strukturell charakterisiert werden.
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6. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Influenza A-Virus M1-Protein

erfolgreich rekombinant sowohl in Insektenzellen als auch in E. coli-Zellen hergestellt wurde.
Obwohl durch bakterielle Synthese gro’e Mengen an Zielprotein generiert wurden, verblieb der
grofRte Anteil an M1-Protein unldslich im E. coli-Zellpellet nach Lyse der Zellen. Da die limitierte
Ausbeute an l6slichem Protein die Durchfiihrung von bestimmten Untersuchungsmethoden
verhinderte, z.B. der zeitaufgelésten SAXS-Messung, sollte zukinftig versucht werden, die
Ausbeute an l6slichem Protein zu erhéhen. Eine Maoglichkeit kann die Synthese als
Fusions-Protein mit einem Protein. das sich durch besonders hohe Loslichkeit auszeichnet, bieten.
Dafir kommt z.B. das Maltose-bindende Protein (MBP) oder auch die Glutathion-S-Transferase in
Frage, die Ublicherweise als L&slichkeits- bzw. Faltungsvermittler bei der Produktion von
rekombinanten Proteinen in E. coli eingesetzt werden'®"'®2 Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass
das M1-Protein bei Proteinkonzentrationen tGber 2,0 mg/ml prazipitiert, wie im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden konnte. Daher ist auch bei optimierter Protein-Synthese und nachfolgender
Reinigung darauf zu achten, dass die M1-Konzentration diese kritische Konzentration nicht
Uberschritten wird. Die rekombinante Proteinbiosynthese von NEP in E. coli-Zellen war bisher
erfolglos. Daher kénnte das Screening noch um weitere E. coli-Stamme erweitert werden.

Eine Alternative zur E. coli-basierenden Proteinbiosynthese bietet das Sf9-Insektenzellen-System,
was in dieser Arbeit erfolgreich zur Synthese von M1 und NEP angewandt wurde. Die Einfihrung
eines HA-Tags bildet nicht nur die Mdglichkeit die Proteinbiosynthese und die Lokalisation des
Zielproteins in der Zelle zu kontrollieren, sondern auch ein Mittel um die Zielproteine aus den
Sf9-Zellen mittels Affinitdtschromatographie unter Nutzung HA-Tag-spezifischer Antikdrper.
Folglich sollte zuklnftig die Reinigung der synthetisierten Proteine M1 und NEP aus den
Sf9-Zellen mittels HA-Tag etabliert werden. So kénnen insbesondere fir das NEP, welches in
E. coli-Zellen bisher nicht synthetisiert wurde, |8sliche Proteinmengen fir erste strukturelle
Charakterisierungen erhalten werden. Da es sich beim M1-Protein und dem NEP um
Interaktionspartner handelt, kénnen anschlieRend aul’erdem erste Interaktionsstudien, z.B. in
Form von Co-Kristallisation, realisiert werden. Um den M1-NEP-Proteinkomplex naher zu
untersuchen koénnen auch Sf9-Zellen mit Baculoviren, die die M1- und NEP-Gene tragen,
co-infiziert werden, was auch die Mdglichkeit der spontanen Bildung von in vivo-Kristallen des
Komplexes bietet, wenn beide Proteine das gleiche Lokalisationssignal tragen und somit im
gleichen zellularen Kompartiment vorliegen. Mit diesen Experimenten kénnen erste strukturelle
Einblicke in den Kern-Export-Komplex, der fir den Zellkern-Export der vRNPs wahrend des
Replikationszyklus essentiell ist, erhalten werden, welche fir ein grundlegendes Verstandnis des
Aufbaus und der Funktion dieses Komplexes dringend erforderlich sind.

Konventionelle Ansatze zur Proteinkristallisation flr das Volllange-M1-Protein zeigten im Rahmen

dieser Arbeit verschiedene vielversprechende Kiristallisationsbedingungen, in denen
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Phasentrennung zu erkennen war. Diese kénnen durch weitere Optimierung der
Pufferbedingungen  moglicherweise in  geordneten  Proteinkristallen  resultieren.  Ein
augenscheinlich geordneter hexagonaler Kristall mit einer Kantenlange von ca. 25 ym x 25 ym
wurde bereits erhalten. Die Farbung mit Methylenblau ist ein gutes Indiz, aber kein hinreichender
Beweis, dass es sich um einen Proteinkristall handelt. Dies kann abschlieBend nur durch
Aufnahme der charakteristischen  Bragg-Beugungssignale an einer  hochbrillanten
Synchrotronstrahlungsquelle nachgewiesen werden. Wenn der Kristall Rontgenstrahlen mit hoher
Auflésung beugt und es maoglich ist, einen kompletten Diffraktions-Datensatz aufzunehmen, ware
es der erste Datensatz des Volllange-M1-Proteins Uberhaupt. Nichtsdestotrotz sollten die
vielversprechenden Kristallisationsbedingungen optimiert werden, um gréliere und moéglicherweise
besser beugende Proteinkristalle zu erzeugen. Auch wenn der alternative Kristallisationsansatz
des M1-Proteins und des NEP in lebenden Insektenzellen im Rahmen dieser Arbeit in den
untersuchten Zellkompartimenten nach lichtmikroskopischer Detektion auch nach Lyse mit
RIPA-Puffer keine kristallinen Strukturen hervorbrachte, kann derzeit nicht abschlieRend geklart
werden, ob zumindest Nanokristalle in den Zellen vorhanden waren.

Insbesondere wenn die in vivo-Kristalle den Zelldurchmesser der Insektenzelle nicht Uberschreiten
und dabei auch eine sehr ahnliche optische Dichte wie das umgebende Kompartiment aufweisen,
sind die Kristalle mittels lichtmikroskopische Detektion kaum erkennbar. Daher sollten die
Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen erneut auf M1- bzw. NEP-Kristalle untersucht werden, wenn
neue, effektivere Detektionsmethoden wie z.B. die 2-Photonenmikroskopie vollstéandig fir die
in vivo-Kristalldetektion etabliert sind. NEP wurde in den Insektenzellen durch HA-Tag-abhangige
Immunfluoreszenz im engen Kontakt mit der Plasmamembran beobachtet, was eine bisher noch
nicht bekannte Eigenschaft des NEPs darstellt. Folglich sollten zukinftig Membranbindungsstudien
nach erfolgreicher rekombinanter NEP-Herstellung durchgefihrt werden. Die
immunhistochemische  Farbung des M1-HA-Proteins zeigte unter anderem eine
Zellkern-Lokalisation des rekombinanten Proteins. Damit kann die NLS des M1-Proteins dazu
verwendet werden, neue Zielproteine nach zytosolischer Synthese in den Zellkern zu dirigieren.
Dadurch kann neben dem Zytosol, dem ER und den Peroxisomen auch der Zellkern als
zusatzliches Kompartiment flr in vivo-Kristallisationstests verwendet werden, was die
Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen in vivo-Kristallisation weiter erhéht. Bis heute ist wenig Gber
die zellularen Grundlagen bekannt, die zu einer Ausbildung von in vivo-Kristallen beitragen. Daher
sollten diese Zusammenhange in Zukunft naher untersucht werden. Zunachst kdnnen wichtige
SchlUsselproteine, die die Kristallisation beginstigen, mittels quantitativer PCR identifiziert werden,
um einen positiven Einfluss auf die Bildung von Proteinkristallen auszuiben. Ist es mdglich
aufgrund eines besseren Verstandnisses der in vivo-Kristallisation die Effizienz der Kristallbildung

zu erhéhen und somit die Generierung hochaufgeloster Strukturdaten zu steigern, kann der in
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vivo-Kristallisations-Ansatz besonders flr die Strukturaufklarung im Allgemeinen eine potente
Zusatz-Technik zur konventionellen Kristallographie darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals strukturelle Daten mittels
Réntgenkleinwinkelstreuungs-Experimenten fir das rekombinant hergestellte Volllange-M1-Protein
ermittelt werden. Dabei wurden ubereinstimmende Struktur-Parameter wie fir das nativen
Volllange-M1-Protein identifiziert®, so dass rekombinantes M1 zukiinftig als valides Modelsystem
fur Struktur- und Funktionsuntersuchungen verwendet werden kann Auf’erdem konnten erstmals
SAXS-Daten des M1-Proteins bei pH-Wert 7,4 generiert werden, die durch eine hydrolytische
Spaltung des M1-Proteins optimal interpretiert werden kbénnen. Da analytische
GroRenausschlusschromatographie-Experimente in der Tat ebenfalls Hinweise auf entstandene
Abbauprodukte pH 7,4 zeigten, sollte die Massenspektrometrie zukinftig angewandt werden, um
die genauen Massen der Probenbestandteile zu ermitteln, und die Hydrolyse-Hypothese
letztendlich zu bestéatigen. In Kombination mit dem MALVERN TDA-Instrument kann die
Wiederholung der SAXS-Messungen einer M1-Proteinprobe bei pH 7,4 separierte strukturelle
Informationen Uber die einzelnen Bestanteile der Probe liefern. Dieser Nachweis wird dazu
beitragen neue Erkenntnisse (ber das Verhalten des rekombinanten M1-Proteins bei
physiologischem pH-Wert zu gewinnen. AulRerdem kann eine sukzessive pH-Wert Titration und
Messung der korrespondierenden SAXS-Daten Informationen Uber die strukturellen
Veranderungen des M1-Proteins unter Einfluss pH-Wert-Anderung geben. Nach optimierter
Proteinsynthese kann hierzu auch die zeitaufgeldste SAXS-Technik erneut angewendet werden.
Die Charakterisierung von Proteinen des Influenza-A-Virus stellt weiterhin eine wichtige Grundlage
dar um SchlUsselfunktionen der viralen Proteine und dessen Interaktionspartner besser verstehen

zu konnen.
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8. Anhang

8.1. Gefahrstoffe nach GHS

Chemikalie Piktrokram H-Satze P-Satze

Acetonitril 225-332-302-312- 319 210-305+351+338-
403+235

Nickelsulfat 350i-341-360D- 372-332- 201-280-273- 308+313-
0 302-315- 334-317-410 342+311- 302+352

Ethidiumbromid & 341-330-302 281-302+352-
é 305+351+338- 304+340-

309- 310

Essigsaure 226-314 280- 301+330+331-
307+310- 305+351+338

Imidazol o 302-314- 361d 280- 301+330+3 31-
é 305+351+3 38- 309+310

Gentamycin 317-334 261-280- 342+311

Bis-Tris 315-319-335 261- 305+351+338

N,N,N’,N’- 225-332-302-314 210-233-280-
Tetramethylethylendiamin 301+330+331-
(TEMED) 305+351+338- 309+310

Rotiphorese® Gel 30 350-340-361f-301- 372- 201-280- 301+310-

332-312-319- 315-317 305+351+338- 308+313
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8.1.1. Kommerzielle Kristallisationslosungen

Screen (Hersteller) Piktrokram H-Satze P-Satze

PEG/lon ScreenTM @ H272, H301-2, H311-2, P220, P261, P273, P280,

(Hampton Research) H315, H319, H331-2, P305, P351, P338, P501
H335, H400, H410, H412

Structure Screen |

(Molecular Dimension
Limited)

8.2. Hinweise fiir Gefahrstoffe

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P210 Von Hitze, heilRen Oberflachen, Funken, offenen Flammen sowie anderen Ziindquellenarten fernhalten.
Nicht rauchen.

P261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden

P301 Bei Verschlucken

P302 Bei Berlihrung mit der Haut

P304 Bei Einatmen

P305 Bei Kontakt mit den Augen

P308 Bei Exposition oder falls betroffen

P311 Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen

P312 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen

P313 Arztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe hinzuziehen

P330 Mund ausspulen

P331 Kein Erbrechen herbeiflihren

P338 Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und fur ungehinderte Atmung sorgen

P341 Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die das Atmen
erleichtert

P342 Bei Symptomen der Atemwege

P351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspulen

P352 Mit viel Wasser und Seife waschen

H225 Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar

H226 Flassigkeit und Dampf entziindbar

H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel

H290 Kann gegenuber Metallen korrosiv sein

H301 Giftig bei Verschlucken

H302 Gesundheitsschédlich bei Verschlucken

H311 Giftig bei Hautkontakt

H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden

H315 Verursacht Hautreizungen

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen

H319 Verursacht schwere Augenreizung

H331 Giftig bei Einatmen

H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen

R10 Entzindlich

R45 Kann Krebs erzeugen

R46 Kann vererbbare Schaden verursachen

R60 Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
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R61
R25
R36
R37
R38
R48
R20
R22
R51
R53
S$13
S20
S26
S45
S53
S61
S36
S37
S39

Kann das Kind im Mutterleib schadigen

Giftig beim Verschlucken

Reizt die Augen

Reizt die Atmungsorgane

Reizt die Haut

Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
Gesundheitsschadlich beim Einatmen

Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

Giftig fir Wasserorganismen

Kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben

Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten

Bei der Arbeit nicht essen und trinken

Bei Berlihrung mit den Augen grindlich mit Wasser abspulen und Arzt konsultieren
Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen

Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen
Freisetzung in die Umwelt vermeiden

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen

Geeignete Schutzhandschuhe tragen

Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen
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