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Zusammenfassung

Die Aufkldrung der dreidimensionalen Struktur eines Proteins kann die Grundlage
fiir das Verstindnis seiner Funktion bilden. Fiir die Strukturaufkldrung koénnen
verschiedene Methoden verwendet werden, wobei die Kristallografie bisher den grof3ten
Anteil an Strukturen beigetragen hat. Die konventionelle Kristallografie ist jedoch durch
die Notwendigkeit grof3er Mengen an hochreinem Protein fiir aufwendige Screenings
nach passenden Kristallisationsbedingungen und dem damit verbundenen hohen Zeit-
und Arbeitsaufwand limitiert, wobei die Kristallisation bei vielen Proteinen dennoch nicht
gelingt. Dahingegen konnen einige Proteine auch direkt in den Zellen kristallisieren, in
welchen sie produziert werden. Dies ist seit langem als natiirlicher Prozess bekannt und
wurde durch Zufall auch fiir rekombinant hergestellte Proteine entdeckt.

Mit dem Ziel, den Vorteil der intrazelluldren Kristallisation eines Proteins insoweit
auszunutzen, dass die aufwendige Reinigung entfillt und das Screening der Kristal-
lisationsbedingungen stark vereinfacht wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Kristallisation rekombinanter Proteine in lebenden Insektenzellen zu einer produktiv
einsetzbaren Pipeline entwickelt.

Fiir das hier genutzte Baculovirus-Expressionsvektorsystem wurde zunéchst ein
Klonierungssystem entwickelt und eine Vektorbibliothek generiert, um das Zielprotein
durch Fusion mit verschiedenen Lokalisationssequenzen gezielt in die verschiedenen
Zellkompartimente einzubringen und so die Wahrscheinlichkeit der Kristallisation
l6slicher Proteine in den Insektenzellen zu maximieren. Zudem wurden verschiedene,
vektorseitig codierte Sequenzen fiir die Reinigung intrazelluldr nicht kristallisierender
Proteine sowie fiir den Nachweis der Zielproteine in der Zelle etabliert. Weiterhin konnte
die Produktion der rekombinanten Viren sowie die Infektion der Insektenzellen optimiert
werden. Dabei stellte sich fiir die Produktion von Kristallen die High Five-Insektenzelllinie
als die beste Option heraus. Eine optimierte Detektion der Kristalle konnte durch die
Anwendung von differentiellem Interferenzkontrast und der Transmissionselektronen-
mikroskopie erreicht werden, wobei der endgiiltige Nachweis der kristallinen
Eigenschaften durch Rontgenbeugungsexperimente erfolgte. Darliber hinaus konnte
erfolgreich eine Anreicherung kristalltragender Zellen mittels Sortierung anhand von
Fluoreszenzsignalen etabliert und in die Pipeline integriert werden.

Die Optimierung der Detektion von und des Umgangs mit den intrazelluldren
Kristallen konnte weiterhin durch eine detaillierte Untersuchung der Dynamik der
Kristallisation sowie der Morphologie und der intrazelluldren Lokalisation von Kristallen
verschiedener Modellproteine erreicht werden.

Aus dieser Arbeit ist eine optimierte Vorgehensweise fiir die Kristallisation 16slicher
Proteine in Insektenzellen hervorgegangen, auf deren Basis nun neue und unbekannte
Proteine strukturell in kiirzester Zeit untersucht werden konnen.






Abstract

Understanding the function of a protein often requires knowledge about its three-
dimensional structure. To elucidate such structures, several methods are available today.
Most of the so far known structures were produced by protein crystallography. However,
a large amount of labor and time is required to purify and crystallize a protein by
conventional methods and oftentimes the protein of interest is not even producible in
soluble form. If a protein is apparently produced insoluble, this can be due to its
crystallization directly within the producing cell. This behavior has been known for a long
time as a natural process with various functions and has also been discovered for
recombinantly produced proteins.

Since crystallizing a protein directly within the producing host cell diminishes the
need for its purification as well as time-consuming crystallization trials, this work focused
on developing a baculovirus expression vector system into an efficient pipeline for
intracellular protein crystallization directly within insect cells.

To achieve that, a cloning system has been designed and generated to maximize the
chance of a protein crystallizing by utilizing the different cellular compartments as an
environmental screening system. Furthermore, different tags have been developed and
integrated into the vector system to visualize proteins by immunostaining and to purify
non-crystallizing proteins. The next steps of the pipeline were also successfully optimized,
especially bacmid generation, viral stock production and viral titer determination as well
as the infection of insect cells. For crystal production, the High Five cell line proved most
efficient regarding crystal size and fraction of crystal containing cells within the infected
culture. The optimal detection of intracellular crystals was achieved by utilizing
transmitted light microscopy with differential interference contrast and transmission
electron microscopy for sub-micrometer sized crystals. For the final confirmation of the
crystalline character, X-ray diffraction setups have been successfully developed. In
addition, for proteins showing a weak tendency for crystallization, a FACS-based sorting
approach for selecting crystal containing cells from a cell suspension has been established
and integrated into the pipeline.

Further improvements in the detection of intracellular crystals and harvesting
cultures at the right time were achieved by a thorough analysis of the crystallization
dynamics as well as the morphology and localization of crystals of different model
proteins.

Overall, this work successfully established a pipeline for the intracellular
crystallization of proteins in insect cells from the cloning of the target gene just up to the
point, where X-ray diffraction datasets of the crystals can be collected, and the structure
of the proteins can be studied in detail.
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1 Einleitung

Der Einfluss struktureller Studien auf das Verstdndnis der molekularen Grundlagen
des Lebens kann nicht zu hoch eingeschitzt werden. Das ultimative Ziel der
Strukturbiologie ist, die biologische Funktion eines zelluliren Bestandteils im Hinblick
auf dessen dreidimensionale Struktur zu verstehen, da die Funktion eines Proteins durch
seine Struktur bestimmt wird (Murzin & Patthyt, 1999). Dementsprechend kann die
Aufklarung der Struktur einen grof3en Beitrag zum Verstdndnis der jeweiligen Funktion
leisten. So fiihrte die Struktur von Myoglobin, der ersten geldsten Proteinkristallstruktur,
zum Verstandnis, wie das im Protein enthaltene Him-Eisen Sauerstoff binden und wieder
abgeben kann, ohne selbst oxidiert zu werden (Kendrew et al., 1958, 1960).

1994 publizierten Abrahams et al. die Struktur einer bovinen F;-ATPase, welche das
katalytische Zentrum der FoFi-ATPase darstellt (Abrahams et al., 1994). Auf deren Basis
konnte der Mechanismus der ATP-Synthese durch die ATP-Synthase geklart werden,
welche den Protonen-Gradienten an der inneren Mitochondrienmembran fiir eine
Rotation der katalytischen Zentren nutzt und damit Energie in die Synthese von ATP
iibertragen kann.

Bis Anfang der 2000er Jahre waren die technologischen Moglichkeiten so weit
vorangeschritten, dass die Gruppe um Harry Noller eine bis 5,5 A aufgeléste Struktur des
kompletten 70S Ribosoms aus Thermus thermophilus publizieren konnte. Die Struktur
enthdlt alle drei grof3en ribosomalen RNAs, die tRNAs in den A-, P- und E-Stellen sowie
mehr als 50 verschiedene Proteine (Yusupov et al., 2001). Da die Hauptfunktion der
Translation in diesem 2,2 MDa gro3en Komplex durch RNA katalysiert wird, konnte
hiermit insbesondere gezeigt werden, dass RNA aus entwicklungsbiologischer Sicht eine
urspriingliche Rolle in der Translation spielt.

Diese und zahlreiche weitere strukturelle Studien biologischer Makromolekiile
haben die Grundlagen fiir die moderne Kristallografie und damit auch fiir die
strukturbasierte Wirkstoffentwicklung gelegt. Dabei wird die dreidimensionale Struktur
eines mit einer Erkrankung assoziierten Proteins im Komplex mit einer Ausgangssubstanz
genutzt, um die Bindung dieser zu entschliisseln und Hinweise zu erlangen, wie der
Wirkstoff verdndert werden kann, um eine moglichst hohe Spezifitdt und somit geringe
Nebenwirkungen zu erreichen. Dieser Ansatz konnte beispielsweise erfolgreich in der
Entwicklung von Wirkstoffen gegen HIV-1 eingesetzt werden (Erickson et al., 1990) und
fiihrte zur Entwicklung der Grippe-Wirkstoffe Relenza und Tamiflu, welche die virale
Neuraminidase hemmen (Von Itzstein et al., 1993).

Ein Verstindnis der historischen Grundlagen sowie der Entwicklungen der
Proteinkristallografie und der dafiir notigen Werkzeuge ist unbedingt erforderlich, um die
Tragweite der hier vorliegenden Arbeit zu verstehen.
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1.1 Aufklarung der Proteinstruktur mittels Rontgenstrahlung

1.1.1 Eine kurze Geschichte der Proteinkristallografie

Die ersten Proteinkristalle wurden 1840 von Hiinefeld beschrieben, welcher das Blut
von Erdwiirmern untersuchte. Dabei kam es zur Bildung von pléittchenartigen
Hamoglobin-Kristallen, wenn das Blut zwischen zwei Glasplattchen langsam trocknen
gelassen wurde (Hiinefeld, 1840). Schon diese frithe Studie konnte einige fiir die
Proteinkristallografie wichtige Punkte demonstrieren. Zum Einen, dass Proteinkristalle
durch die kontrollierte Verdunstung aus einer konzentrierten Proteinlosung wachsen
konnen — was auch heute noch die Grundlage vieler Kristallisationsverfahren bildet — und
zum Anderen, dass Proteinkristalle aus einem relativ kruden physiologischen Praparat
entstehen konnen und eine Reinigung des spezifischen Proteins nicht immer notwendig
ist (McPherson, 1991).

Die erste reproduzierbare Methodik fiir die zielgerichtete Kristallisation von
Hamoglobin wurde 1851 durch den deutschen Physiologen Otto Funke publiziert. Dieser
beschreibt in seiner Artikelserie das Wachstum von Hamoglobinkristallen durch das
Verdiinnen roter Blutkérperchen mit Wasser, Alkohol oder Ather, gefolgt von einer
langsamen Verdunstung dieses Losungsmittels (Funke, 1851). Dies konnte er fiir
Hamoglobin aus dem Blut von Mensch, Pferd, Ochse, Hund, Katze, Fisch, Schwein und
Taube zeigen, sodass Otto Funke zurecht als erster Student des Wachstums von
Proteinkristallen gelten kann.

Diese Kristalle blieben jedoch fiir die folgenden Jahrzehnte eine Kuriositat, bis ab
den 1880er Jahren Ritthausen und Osborne eine Reihe von Proteinen aus Pflanzensamen
mit dem Ziel der Proteinreinigung kristallisieren konnten (Ritthausen, 1881; Osborne,
1892). Der erste Kristall eines nicht offensichtlich kristallisierbaren Proteins konnte 1889
durch Franz Hofmeister erzeugt werden. Thm gelang die Kristallisation des Hiihnerei-
Albumins durch mehrfaches Umféllen aus einer Ammoniumsulfatlosung (Hofmeister,
1889). Bis zum Beginn des 20. Jahrhunderts entwickelte sich die Kristallisation von
Proteinen zur Hauptmethodik fiir die Proteinreinigung (Giegé, 2013).

Uber die 1920er und 1930er Jahre hinweg war die Proteinkristallografie von
enormen Erfolgen geprédgt. So konnte James Sumner 1926 das erste Enzym — Urease —
kristallisieren (Sumner, 1926). 1927 gelang die Kristallisation von Insulin (Abel et al.,
1927) und 1930 konnte das Enzym Pepsin kristallisiert werden, fiir welches es damals
starke Indizien einer proteinogenen Natur gab (Northrop, 1930). 1935 konnte Wendel
M. Stanley als erster ein Virus, das Tabakmosaikvirus, kristallisieren (Stanley, 1935),
wofiir er 1946 zusammen mit Northrop und Sumner den Nobelpreis erhielt.
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Abbildung 1.1: Ein Uberblick iiber die Vielfiltigkeit geloster Protein- und Nukleinsdurestrukturen.
Die Molekiile sind mafstabsgetreu wiedergegeben und wurden durch David S. Goodsell (The
Scripps Research Institute) visualisiert. Ubernommen aus (Berman, 2008).



1. Einleitung |

In den spiten 1930er Jahren kam es zu einem Paradigmenwechsel. 1934 konnten
John Desmond Bernal und Dorothy Crowfoot vom ersten Rontgendiffraktionsbild eines
Proteinkristalls berichten (Bernal & Crowfoot, 1934). Mit dieser Arbeit und den Arbeiten
von Astbury, Bernal, Bragg, Crowfoot, Fankuchen und Perutz endete die Ara der Chemie
und Physiologie in der Proteinkristallografie (McPherson, 1991) und der Beginn der
Strukturbiologie war eingeldutet. Damit kam den Proteinkristallen eine neue und enorm
wichtige Aufgabe zu - die Erzeugung dreidimensionaler Strukturinformationen kristallin
angeordneter Proteine. Es dauerte jedoch noch bis 1958, bis die erste vollstandige
Tertidrstruktur eines Proteins - Myoglobin - aufgeklart werden konnte (Kendrew et al.,
1958).

In den 1960er und 1970er Jahren entwickelten sich die technischen Moglichkeiten
der Rontgenkristallografie rapide, was zusammen mit einem starken Zuwachs an jungen
Kristallografen zu einem schnell wachsenden Bedarf an Proteinkristallen fiihrte. Durch
die jahrzehntelange Vorarbeit der Biochemiker konnte dieser Bedarf zunachst auch
gedeckt werden, in den 1970er Jahren ging jedoch der Bestand an einfach zu
kristallisierenden Proteinen langsam zur Neige (McPherson, 1991). Dementsprechend
waren die 1970er und 80er Jahre geprégt von einem stark ansteigenden Interesse an der
Entwicklung neuer Methoden fiir die Reinigung und Kristallisation biologisch wichtiger
Proteine fiir die Strukturaufklarung (McPherson & Gavira, 2014).

Den grofdten Schub in dieser Entwicklung lieferte die Genetik. Mit dem Aufbliithen
der gentechnischen und molekularbiologischen Forschung in den 1980er und 90er Jahren
wurde es moglich, eine Vielzahl an neuen, biologisch interessanten Proteinen herzustellen
und zu reinigen, deren Kristallisation bis dahin aufgrund ihrer geringen Menge in
natiirlichen biologischen Systemen unmoglich war. Dies fiihrte zu einer Revolution der
Strukturbiologie, da nun die Moglichkeit gegeben war, prinzipiell jedes biologische
Makromolekiil mit atomarer Auflosung visualisieren zu konnen (siehe Abbildung 1.1).

Gut erkennbar sind die bis heute erreichten Erfolge der Proteinkristallografie am
Wachstum der 1971 ins Leben gerufenen Protein Data Bank (PDB; www.rcsb.org). Diese
startete 1974 mit 13 auf jeweils hunderten Lochkarten gespeicherten Strukturen
(Berman, 2008) und beinhaltet heute iiber 173.000 Datensétze verschiedenster Proteine,
Nukleinsduren und Komplexe (siehe Abbildung 1.2). Den grofdten Anteil daran hat mit
mehr als 150.000 gel6sten Strukturen die Rontgenkristallografie.


http://www.rcsb.org/
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Abbildung 1.2: Die Entwicklung der Eintrdge in der Protein Data Bank von 1976 bis 2020. Der mit
Abstand grofste Anteil der hinterlegten Strukturen (88,3 %) wurde mittels Rontgenkristallografie
geldst. 2020 wurden innerhalb eines Jahres mehr als 14.000 neue Eintrdge in der Datenbank
hinterlegt, sodass Ende dieses Jahres 173.000 Strukturen in der PDB verfiighar waren.

1.1.2 Rontgenstrahlungsquellen fiir die Proteinkristallografie

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlung durch Wilhelm Conrad Rontgen sind
mehr als 120 Jahre vergangen (Rontgen, 1896) und in dieser Zeit haben sich die
Rontgenquellen und ihre Detektionsmethoden massiv weiterentwickelt. Uber den
Grofdteil dieser Zeit wurden RoOntgenstrahlen in abgeschlossenen Vakuumgefidf3en
erzeugt, indem unter Hochspannung beschleunigte Elektronen auf eine Anode aus Kupfer
oder Molybdén aufschlugen. In Abhéngigkeit vom Anodenmaterial konnen dabei durch
spezifische Elektroneniibergédnge Rontgenstrahlen mit charakteristischen Wellenldngen
erzeugt werden. Allerdings wird der Grofdteil der Rontgenstrahlung nicht
monochromatisch, sondern iiber ein breites Spektrum verteilt erzeugt, da neben den
Elektroneniibergdngen auch das Abbremsen der Elektronen an den Atomkernen im
Anodenmaterial sogenannte Bremsstrahlung erzeugt. Ublicherweise wurden fiir die
Rontgenkristallografie von Makromolekiilen Kupferanoden genutzt, die RoOntgen-
strahlung mit einer spezifischen Wellenlinge von A= 1.5418 A erzeugen. Zusitzlich
musste die Bremsstrahlung mit Hilfe eines Nickelfensters als Filter entfernt werden
(Wlodawer et al., 2013).

Diese Rontgenrohren wurden {iber die Jahre substanziell verbessert. Beispielsweise
wurden die geschlossenen Rohren zundchst durch Drehanodenréhren und spater durch
Drehkolbenrohren ersetzt, bei denen der Elektronenstrahl auf eine rotierende Anode
gelenkt wird. Damit konnen die Hitzeentwicklung und der Materialverschleif3 in Grenzen
gehalten werden, was die Erzeugung deutlich intensiverer Rontgenstrahlung ermoglichte
(Nascimento, 2014).
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In den 1970er Jahren vollzog sich zudem ein enormer Wandel in der Erzeugung von
Rontgenstrahlen, indem Synchrotronstrahlung fiir die Proteinkristallografie nutzbar
wurde (Phillips et al., 1976). In einem Synchrotron werden geladene Teilchen mittels
elektromagnetischer Felder beschleunigt und mit Hilfe starker Magneten auf eine
Kreisbahn gebracht. Beim Ablenken der Teilchen durch die Magneten wird
Bremsstrahlung mit einem sehr breiten Spektrum der Wellenldnge vom Infrarot- bis in
den Rontgenstrahlungsbereich freigesetzt (Dauter, Jaskolski & Wlodawer, 2010). Durch
die im Bereich von Gigaelektronenvolt (GeV) liegenden, verwendeten Energien ist die
freigesetzte Strahlung deutlich intensiver als dies mit Drehanodenréhren moglich wére.
So konnte schon bei den frithen Synchrotron-Strahlungsquellen ein um den Faktor 200
erhohter Photonenflux erreicht werden (Dauter, Jaskolski & Wlodawer, 2010). Die ersten
Experimente an Synchrotrons wurden parasitdr durchgefiithrt, da die entstehende
Rontgenstrahlung nur ein ungewollter Nebeneffekt der auf Partikelphysik ausgelegten
Maschinen war. Nachdem das Potential der Synchrotronstrahlung offenbart war, wurden
erste Strahlfiihrungen an Speicherringen errichtet, einer speziellen Form eines
Synchrotrons, welches darauf ausgelegt ist, geladene Teilchen (in der Regel Elektronen
oder Positronen) fiir langere Zeit konstant bei hohen Energien auf einer Kreisbahn zu
halten. Damit konnte bereits ein um den Faktor 8000 erhohter Photonenfluss erreicht
werden (Dauter, Jaskolski & Wlodawer, 2010). In den 1980er und 1990er Jahren wurden
dann spezielle Speicherringe der zweiten und dritten Generation gebaut, die vorrangig
der Erzeugung von Synchrotronstrahlung dienten. In diese wurden Wiggler (2.
Generation) bzw. Undulatoren (3. Generation) integriert, welche die Elektronen in
Oszillationen versetzen und damit eine erhebliche Steigerung der Strahlungsintensitat
erlauben. So konnte an den Speicherringen der zweiten Generation der Photonenfluss im
Vergleich zu den Drehanodenréhren um das achtzigtausendfache gesteigert werden, in
der dritten Generation schon um das zwanzigmillionenfache (Dauter, Jaskolski &
Wlodawer, 2010). Mit den aktuell im Bau befindlichen Speicherringen der vierten
Generation, die vor allem Optimierungen der verwendeten Magnetinfrastruktur
implementieren, wird eine weitere Steigerung der Brillanz um den Faktor 100 im
Vergleich zu Speicherringen er dritten Generation erreicht (Ko et al., 2020).

Das besondere an der von Synchrotron-Speicherringen emittierten Strahlung ist das
breite Spektrum der erzeugten Wellenldngen. Damit wird es moglich, mit Hilfe von
Spiegeln und Monochromatoren eine fiir das jeweilige Experiment optimale Wellenlédnge
zu selektieren, ohne auf die spezifischen Elektroneniibergédnge im Anodenmaterial
angewiesen zu sein. Die fiir die Proteinkristallografie relevanten Wellenldngen bewegen
sich dabei zwischen ca. 0,5 und 3,0 A. Damit wurde es auch moglich, das anomale
Streuverhalten von schweren Atomen fiir die Phasenbestimmung universell nutzbar zu
machen (Duke & Johnson, 2010).

In den 2000er Jahren kam mit der Inbetriebnahme der ersten Freie-Elektronen-Laser
(engl. X-ray free-electron laser, XFEL) eine weitere Neuerung auf dem Gebiet der
Erzeugung von Rontgenstrahlung hinzu. In diesen Lasern werden Elektronen im
Gegensatz zu Synchrotron-Strahlungsquellen in einem linearen, ggf. mehrere Kilometer
langen, Beschleuniger auf relativistische Geschwindigkeiten gebracht. Dafiir werden



| 1. Einleitung

metallische Hohlraumresonatoren genutzt, welche auf Temperaturen nahe dem
absoluten Nullpunkt gekiihlt und dadurch supraleitend werden. In diesen
Hohlraumresonatoren werden intensive, oszillierende Mikrowellenfelder erzeugt, die die
Elektronen beschleunigen (Brinkmann et al., 2001). Mit den am Europadischen XFEL
erreichten 17,5 GeV konnen so deutlich hohere Energien erreicht werden als an aktuellen
Synchrotron-Strahlungsquellen (6 - 8 GeV) moglich ist. Die beschleunigten Elektronen
werden dann in lange Undulatoren geleitet, wo sie durch Magnetfelder in Oszillation
versetzt und dadurch zur Emission elektromagnetischer Strahlung angeregt werden. Da
sich die Elektronen mit nahezu Lichtgeschwindigkeit in die Ausbreitungsrichtung der
Rontgenstrahlung bewegen, kommt es zur Interaktion der Elektronenwelle mit der
erzeugten elektromagnetischen Welle, die zu einer Organisation der Elektronen in sehr
diinne Scheiben mit genau einer Wellenldnge Abstand zueinander fithrt. In diesen
Scheiben verhalten sich die Elektronen koharent (Margaritondo & Rebernik Ribic, 2011).
Durch diesen als SASE (engl. self-amplified spontaneous emission) bezeichneten Prozess
werden extrem intensive Blitze kohdrenter elektromagnetischer Strahlung im unteren
Femtosekunden-Bereich erzeugt, die nochmals um bis zu neun Grof3enordnungen
brillanter sind als die Strahlung von Speicherringen der dritten Generation (Bonifacio,
Pellegrini & Narducci, 1984; Margaritondo & Rebernik Ribic, 2011).

1.1.3 Abhingigkeit der Strukturaufklirung mittels Rontgenstrahlung
von der Grof3e der genutzten Proteinkristalle

Um die Struktur eines Proteins auf atomarer Ebene aufzukldren, werden entweder
Photonen mit einer Wellenldnge in der GroRenordnung von 1A, Elektronen oder
Neutronen benétigt. In einem Lichtmikroskop wird das Licht an der Probe gestreut und
anschliel3end von einer Linse refokussiert, um ein Bild des Objekts zu erzeugen. Da es
bisher technisch nicht moglich ist, Linsen mit molekularer Auflosung fiir
Rontgenstrahlung herzustellen, muss das Bild bei dieser Methodik errechnet werden.
Rontgenstrahlung wird an den Elektronen der Probe entweder elastisch oder unelastisch
gestreut. Letzteres bedeutet eine Energieiibertragung auf die Probe, welche zu
Strahlungsschéden fiihrt. Da die elastische Streuung eines einzelnen Molekiils zu schwach
ist, um nach derzeitigem Stand der Technik ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis auf einem Detektor zu erzeugen, muss ein Verstirker eingesetzt werden.
Diesen Zweck erfiillt die regelmidBige Anordnung des zu untersuchenden Proteins in
einem Kristallgitter. Unter der Bedingung, dass die Bragg-Gleichung [1] erfiillt ist, kommt
es zu einer messbaren konstruktiven Interferenz der an einer Schaar modellhaft
postulierter paralleler Ebenen gebeugten Rontgenstrahlen, welche dann als Punkt (sog.
Reflexe) auf dem Detektor erscheinen.

nA = 2d -sinf [1]

Formel 1: Das Bragg’sche Gesetz. n: natiirliche Zahl; A: Wellenldnge der Réntgenstrahlung; d:
Abstand zwischen parallelen Gitterebenen; 6: Winkel zwischen Rontgenstrahl und Gitterebene
(Bragg & Bragg, 1913).
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Um die Elektronendichteverteilung des Proteins zu berechnen, miissen alle bis zur
jeweiligen Auflosung theoretisch moglichen Reflexe gemessen werden. Dies kann durch
eine Rotation des Kristalls im Strahl erreicht werden. Dabei konnen die Positionen und
Intensitdten der Reflexe auf dem Detektor gemessen werden, jedoch nicht die Phase der
einfallenden Welle. Diese ist allerding notig, um mittels Fourier-Transformation die
Elektronendichteverteilung berechnen zu konnen (Egli, 2010). Um die Phase zu
ermitteln, was als Phasierung bezeichnet wird, konnen verschiedene experimentelle oder
mathematische Methoden angewandt werden. Darunter zdhlen z. B. direkte Methoden,
der molekulare sowie der isomorphe Ersatz, aber auch Methoden, die das anomale
Streuverhalten verschiedener Atome nutzen (Taylor, 2010), welche in dieser Arbeit
allerdings nicht weiter vertieft werden sollen. Die gemessene Intensitdt der Reflexe ist
von zahlreichen Faktoren abhingig, wie anhand von Gleichung [2] erkennbar ist. Dariiber
hinaus ist auch das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis auf dem Detektor, und damit die Art des
Detektors, sowie der Aufbau der Strahlfiihrung entscheidend, ob die Beugung des Kristalls
zu messbaren Reflexen fiihrt.

3
[=1y- 1} 22 ——.p - -A-|F|? [2]

Formel 2: C. G. Darwin‘s Formel. I: integrierte Intensitdt des Diffraktionspunktes (in Photonen/
Reflex); Io: Intensitdt der einfallenden Roéntgenstrahlung (in  Photonen s -m?);
re: Elektronenradius (2.818 x 10> m); Vua: bestrahltes Volumen des Kristalls (in m3); Veeu:
Volumen der kristallografischen Einheitszelle (in m®); A: Wellenldnge der Rontgenstrahlung (in
m); w: Rotationsgeschwindigkeit des Kristalls (in rad-s?); L: Lorentz Faktor; P: Polari-
sationsfaktor; A: Absorptionsfaktor (Rontgendurchldssigkeit des Weges durch den Kristall bis
gum Detektor); |F|:Amplitude des Strukturfaktors der Einheitszelle an einem definierten
regiproken Gitterpunkt (in Elektronendquivalenten). Ubernommen aus (Holton & Frankel,
2010).

Ein genauer Blick auf die Gleichung fiir die integrierte Intensitdt der Reflexe [2],
welche von C. G. Darwin eingefiihrt und kontinuierlich weiterentwickelt wurde (Darwin,
1914; Holton & Frankel, 2010), lasst den Schluss zu, dass sich die gemessene Intensitat
der Reflexe direkt proportional zur Intensitdt der von der Strahlungsquelle erzeugten
Rontgenstrahlung verhélt. Das bedeutet, dass die Weiterentwicklung der
Rontgenstrahlungsquellen, welche zu einer Steigerung des Photonenflusses um
mindestens 16 GroBenordnungen gefiihrt hat, eine entsprechende Reduktion des
Verstarkers, also des bestrahlten Kristallvolumens zulésst. Die technische Entwicklung der
Strahlfiihrungen an Speicherringen umfasst natiirlich auch die Weiterentwicklung der
Detektoren, die Reduktion der Hintergrundstreuung, sowie eine bessere Fokussierung der
Rontgenstrahlung (Duke & Johnson, 2010; Yabashi & Tanaka, 2017). All dies hat dazu
beigetragen, dass die Grolde der Kristalle, die fiir die Aufnahme eines vollstidndigen
Diffraktionsdatensatzes notig ist, erheblich verringert werden konnte (Holton & Frankel,
2010). So konnte beispielsweise die Kristallstruktur der Phosphatidylinositol 3-Kinase a
(PI3Ka) aus einem einzelnen Kristall mit einem Volumen von 27.000 um?® geldst werden
(Miller et al., 2019). Dies lasst die GrofRe eines Kristalls, die fiir die Aufnahme eines
vollstdndigen Datensatzes notig ist, in die GroRenordnung einer einzelnen eukaryotischen
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Zelle von ca. 100 - 30.000 wm?® schrumpfen (http://book.bionumbers.org/how-big-is-a-
human-cell/).

Allerdings wird durch unelastische Streuung immer ein geringer Teil der Energie von
ca. 2 % der Rontgenstrahlung auf den Kristall iibertragen (Holton, 2009). Dies fiihrt zu
Strahlenschdden im Kristall und kann die Aufklarung der Struktur des untersuchten
Proteins verhindern. Es gibt zwei Arten der Strahlenschédden, globale und spezifische.
Globale Schiaden wirken sich auf die messbare Auflosung des Datensatzes aus, wobei
Signale mit hoherer Auflésung, also in einem grof3eren Winkel gebeugte Strahlen, zuerst
in ihrer Intensitat nachlassen, bis sie im Rauschen des Detektors untergehen. Spezifische
Schédden laufen ca. 60fach schneller als globale ab, sind wiahrend der Datenaufnahme
jedoch nicht direkt zu erkennen und betreffen vorwiegend die interessanten Teile eines
Proteins, wie Reaktionszentren, Bindestellen fiir Ionen, kleine Molekiile usw. (Holton,
2009). Strahlenschdden sind dosisabhédngig und kénnen nicht verhindert werden. Mit der
Anzahl an hochenergetischen Photonen, mit der eine Probe bestrahlt wird, steigen auch
die absorbierte Energie sowie die daraus folgenden Schiden. Die Ausbreitung der
Schiaden kann verhindert werden, indem die Kristalle bei tiefkalten Temperaturen
bestrahlt werden, wofiir {iblicherweise ein Stickstoffstrom bei 100 K genutzt wird. Bei
diesen Temperaturen muss allerdings die Bildung von Eiskristallen des umgebenden
Wassers verhindert werden, da diese ebenfalls messbare Reflexe erzeugen und somit zu
unerwiinschten Signalen im Datensatz fiihren.

1.1.4 Methoden fiir die Diffraktionsdatensammlung

Ein weiterer grofer Schritt hin zur Nutzung immer kleinerer Kristalle fiir die
Strukturbiologie stellte das Aufkommen der Freie-Elektronen-Laser (XFELs) dar. Die von
diesen Strahlungsquellen erreichte Photonendichte ist so hoch, dass alle Atome des
bestrahlten Kristalls durch die deponierte Energie ionisiert und die Molekiile dadurch in
ein Plasma tiberfiihrt werden (Neutze et al., 2000). Da die Ionisierung der Atome die
Ordnung des Kristalls innerhalb weniger dutzend Femtosekunden vollstindig zerstort
und die Bragg-Diffraktion dadurch stoppt, wird eine entsprechend aufwendige Technik
benotigt, um hochauflésende Diffraktionsbilder aufnehmen zu kénnen. Dies wird durch
die Anwendung eines gepulsten Lasers mit 2 - 300 fs langen Pulsen und leistungsstarken
Detektoren mit sehr kurzen Auslesezeiten erreicht (Chapman et al., 2011; Barty et al.,
2012; Chapman, Caleman & Timneanu, 2014). Fiir einen vollstdndigen Datensatz muss
nun allerdings die Beugung tausender individueller Kristalle seriell aufgenommen und
die einzelnen Beugungsreflexe in einem dreidimensionalen Datensatz vereinigt werden.

Daraus entwickelte sich die serielle Femtosekundenkristallografie (SFX), bei welcher
die Kristalle zunéchst als Suspension mit einer Diise in den Interaktionspunkt mit dem
Rontgenlaser eingespritzt wurden (Chapman et al.,, 2011). Dieses als ,liquid jet“
bezeichnete Verfahren hat den Vorteil, dass auch bei sehr hohen Wiederholraten des
Rontgenlasers immer geniigend schnell frische Kristalle in den Strahl nachgeliefert
werden konnen (Wiedorn et al., 2018). Allerdings werden dafiir sehr grolfde
Kristallmengen benétigt, da kein Timing mit der Ankunft des Laserpulses moglich ist, die
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Trefferrate aufgrund der zufallsbasierten, kontinuierlichen Anlieferung gering ist, gro3e
Datenmengen fiir eine ausreichende Multiplizitit der Reflexe benétigt werden und die
nicht getroffenen Kristalle nicht wiederverwendet werden konnen (Weierstall, 2014).

Um die Problematik der Herstellung gro3er Mengen homogener Mikrokristalle zu
umgehen, sind in den vergangenen 10 Jahren zahlreiche Methoden fiir die Proben-
anlieferung entwickelt worden. So ist es moglich, den kontinuierlichen liquid jet durch
eine mit den XFEL-Pulsen synchronisierte acoustic droplet ejection-Diise zu ersetzen, bei
welcher der Fliissigkeitsstrom mittels Ultraschall in Tropfen aufgebrochen wird. Zudem
sind auch feste Tragersysteme entwickelt worden, bei denen die Kristalle auf einem sich
bewegenden Kaptonband in die Interaktionsregion mit dem Rontgenstrahl befoérdert
werden oder in Lochern von Siliziumchips liegen. Die Tragersysteme werden,
synchronisiert mit der Ankunft der XFEL-Pulse, von Loch zu Loch oder Kristall zu Kristall
weiterbewegt, sodass jeder Rontgenpuls einen neuen Kristall treffen kann (Martiel,
Miiller-Werkmeister & Cohen, 2019).

Da die minimal nutzbare KristallgroRe, wie oben beschrieben, auch an aktuellen
Synchrotronstrahlungsquellen durch die auftretenden Strahlungsschdden limitiert ist,
wurden die fiir XFEL-Experimente entwickelten, seriellen Datenaufnahmeverfahren auch
an diesen Quellen etabliert und als serielle Synchrotronkristallografie (SSX) bezeichnet
(Gati et al., 2014; Stellato et al., 2014).

Mithilfe dieser Verfahren konnte die fiir die Strukturaufklarung nutzbare
Kristallgrof3e weiter reduziert werden und mittels SSX die Struktur von CPV17 Polyhedrin
aus 1um?® groRen Kristallen und mittels SFX die Struktur von Granulin des Cydia
pomonella Granulovirus (CpGV) aus 0,01 um?® grofen Nanokristallen gelést werden (Ji et
al., 2015; Gati et al., 2017).

Die Nutzbarkeit von Mikro- und Nanokristallen fiir die Strukturaufkldrung
ermoglichte nicht nur die strukturelle Untersuchung schwierig zu kristallisierender
Proteine, sondern auch die Erweiterung der Rontgenkristallografie von statischen
Strukturen auf dynamische Prozesse. Dieses als “zeitaufgeloste Kristallografie®
bezeichnete Feld versucht, dynamische Prozesse in Proteinen durch die gezielte
Aufnahme von Beugungsdaten zu bestimmten Zeitpunkten einer Reaktion sichtbar zu
machen. Dies setzt je nach Zeitskala der zu beobachtenden Reaktion ein sehr prazises
Timing zwischen dem Start der Reaktion und der Beugungsdatenaufnahme voraus (Srajer
& Schmidt, 2017). Zudem ist es notig, die Reaktion im gesamten Kristall moglichst
gleichzeitig zu starten, was bei durch Licht induzierten Reaktionen problemlos maéglich
ist. Muss jedoch ein Ligand hinzugegeben werden, limitiert die Diffusionsgeschwindigkeit
des Liganden die nutzbare GrofRe des entsprechenden Kristalls. Dementsprechend gilt, je
kleiner die Kristalle sind, desto praziser konnen zeitaufgeloste Prozesse untersucht
werden.

10
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1.2 Proteinkristallisation in lebenden Zellen

1.2.1 Native Kristallisation von Proteinen in lebenden Zellen

Wie schon in Kapitel 1.1 skizziert, nahm die Proteinkristallografie ihren Anfang mit
bedeutenden Entdeckungen der Kristallisation in humanen Proben. Einerseits der
Beobachtung der Kristallisation von Hdmoglobin in Blutpréparaten (Hiinefeld, 1840) und
anderseits der Entdeckung und Beschreibung von natiirlich kristallisierenden Proteinen
in menschlichem Gewebe (Charcot & Robin, 1853). In den mehr als 160 Jahren seit der
Entdeckung der ersten intrazelluliren Proteinkristalle wurden zahlreiche weitere
Beispiele fiir das Auftreten natiirlicher Kristalle gefunden (siehe Abbildung 1.3). Diese
erfiillen fiir die jeweiligen Zellen bzw. Organismen eine Vielzahl an unterschiedlichen
Funktionen. Grob einteilen kann man diese in Speicher-, Schutz- und Katalysefunktionen
(Schonherr, Rudolph & Redecke, 2018).

Die mit am friihesten entdeckten intrazelluldren Kristalle waren Speicherproteine in
den Samen von Pflanzen (Hartig, 1855; Ritthausen, 1881). Dort erfiillen sie eine
offensichtlich vorteilhafte Funktion - die effiziente Speicherung gro3er Mengen an Protein
auf kleinen Raum. Aber auch Virulenzfaktoren konnen in Bakterien (Cry-Toxine, siehe
Abbildung 1.3 B) und Viren (z. B. Fusolin aus Pockenviren bei Insekten) in kristalliner
Form gespeichert werden, um bei Bedarf schnell in groller Menge zur Verfiigung zu
stehen und wéhrend der Lagerung vor enzymatischer Degradation geschiitzt zu sein
(Perera et al., 2010; Sawaya et al., 2014).

Weiterhin kann die Stabilitit, die durch die zahlreichen, regelméfligen Interaktionen
der Molekiile in einem Kristallgitter erzeugt wird, genutzt werden, um eine enorme
Widerstandsfahigkeit gegeniiber harschen Umweltbedingungen zu erreichen. Diese
Strategie wird beispielsweise von Alpha- und Betabaculoviren, wie auch Cypoviren
(cytoplasmic polyhedrovirus, CPV) verfolgt. Diese schliel3en neu produzierte Virionen in
eine kristalline Hiille aus Polyhedrin (Rohrmann, 1986), Granulin (Arnott & Smith, 1967)
bzw. Spheroidin (Smith, 1976) ein, welche so iiber Jahre im Boden iiberleben kénnen.
Erst nach Aufnahme durch ein Insekt wird die kristalline Hiille unter den alkalischen
Bedingungen im Verdauungstrakt aufgelost und die infektiosen Partikel freigesetzt
(Payne & Mertens, 1983).

In verschiedenen eukaryotischen Zellen konnen zudem kristalline Verbande
einzelner oder verschiedener Enzyme beobachtet werden. Dies gilt fiir die Alkohol-
Oxidase in Hefen, die sowohl einzeln als auch im Verbund mit Uricase und Glukose-
Oxidase in Peroxisomen kristallisieren kann (Veenhuis, Kiel & Van der Klei, 2003), und
ebenso fiir die Katalase in Peroxisomen der Sonnenblume (Heinze et al., 2000). Der
evolutionire Vorteil der kristallinen Anordnung ist bisher unbekannt, jedoch reichen die
Kanile in den Kristallen aus, um einen weitgehend ungehinderten Zustrom an Substraten
fiir die enzymatischen Reaktionen im kristallinen Zustand sicher zu stellen (Schonherr,
Rudolph & Redecke, 2018).
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Abbildung 1.3: Beispiele fiir nativ auftretende intrazelluldre Proteinkristalle. A Ein Kristall mit
hexagonalem Querschnitt, welcher in den mitochondrialen Cortex eines Oogzyten von Rana
pipiens eingebettet ist. Diese Zellen entwickeln ebenfalls die ,yolk platelet crystals“ (Ward,
1962). B Rechteckige, pldttchenformige Kristalle des Cry3A Toxins aus B. thuringiensis subsp.
Morrisoni, produgiert in B. thuringiensis subsp. Israelensis in intakten Zellen (rechts) und nach
Isolation (links) (Sawaya et al., 2014). C In Vesikel eingeschlossene Kristalle von MBP-1 in
unbehandelten Eosinophilen, die aus der Bauchfellh6hle eines Meerschweinchens isoliert wurden
(Giembycz & Lindsay, 1999). D Isolierte, baculovirale Polyhedra von G25D AcMNPV (Coulibaly
et al., 2009). E Ein sekretorisches Granulum von Tetrahymena thermophile, in welchem der
kristalline Kern an beiden Enden begonnen hat zu expandieren (Turkewitz, 2004). F Ein
kristalliner S-Layer, welcher eine bakterielle Zelle bedeckt (Sdra & Sleytr, 2000) G Schnitt durch
ein Granuloviruscapsid in einer infizierten Larve von Plodia interpunctella (Arnott & Smith,
1967). H Parakristalline, mitochondriale Einschliisse in einer humanen Skelettmuskelzelle
(Hammersen et al., 1980). I HEX-1 Kristall in einem Woronin-Kérperchen in Neurospora crassa
(Yuan et al., 2003). K Kristallin angeordnete Alkohol-Oxidase in einem Peroxisom der Hefe
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Hansenula polymorpha, welche auf methanolhaltigem Substrat wuchsen (Veenhuis et al.,
1978). L Kristalliner Kern der Peroxisomen aus fiinf Tage alten Keimbldttern der Sonnenblume,
welche Katalase enthalten (Heinge et al., 2000).

1.2.2 Kristallisation rekombinanter Proteine in lebenden Zellen

Beim gut etablierten konventionellen Ansatz der Proteinkristallisation wird das
jeweilige zu untersuchende Protein in grof2eren Mengen in einem Zellsystem rekombinant
hergestellt, anschliel3end gereinigt und in speziellen Vorrichtungen kristallisiert. Fiir die
Proteinproduktion stehen heute fiinf Systeme zur Verfiigung: Bakterien, Hefen und
Pflanzen sowie Insekten- und S&dugerzellen mit jeweils verschiedenen Zelllinien und
Vektorsystemen, welche in der Literatur extensiv beschrieben sind (Hitchman, Possee &
King, 2009; Almo & Love, 2014; Chen & Lai, 2015; Vieira Gomes et al., 2018; Rosano,
Morales & Ceccarelli, 2019).

Fiir all diese Systeme wurde schon die intrazelluldre Entstehung von Kristallen in
Folge der rekombinanten Produktion eines Proteins beschrieben, welche im Folgenden
als in cellulo-Kristalle bezeichnet werden. Wéhrend in der Literatur fiir Hefen nur ein
Beispiel zu finden ist, fiir Pflanzenzellen zwei und Bakterien drei Bespiele, zeigen
insbesondere Sauger- und Insektenzellen eine breitere Palette erfolgreicher intrazellulér
kristallisierter Proteine (siehe Abbildung 1.4 und (Schonherr, Rudolph & Redecke,
2018)). Die in der Literatur beschriebenen Kristalle traten in der Regel zuféllig als
Nebenprodukt entweder der Proteinproduktion fiir die in vitro-Kristallisation oder bei
funktionalen Studien auf (Hasegawa et al., 2011; Baskaran et al., 2015). Als Ausnahme
konnen hier nur die Proteine gelten, deren native Funktion mit ihrer intrazelluldren
Kristallisation in Zusammenhang steht und die dementsprechend eine hohe
Wahrscheinlichkeit fiir eine Kristallisation bei heterologer Expression aufweisen, wie z. B.
Toxine aus Bacillus thuringiensis und HEX-1 aus Neurospora crassa (Oeda et al., 1989;
Wiirtz et al., 2008).

13
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B v

Abbildung 1.4: Beispiele fiir rekombinant produzierte Proteine, welche in lebenden Zellen
kristallisieren. A Kristall des heterodimeren Calcineurins mit einer regulatorischen Untereinheit
aus Homo sapiens und einer katalytischen Untereinheit aus Neurospora crassa, welche in
High Five-Insektengzellen produgziert wurden (Fan et al., 1996). B Ein Kristall mit dreieckiger
Grundfldche von Legumin A aus der Erbse, welcher in Zellen des dufseren Endosperms von
transformiertem Weizen entsteht (Stoger et al., 2001). C SEM-Aufnahme eines isolierten Kristalls
von TbIMPDH, welcher in Baculovirus-infizierten Sf9-Insektenzellen produgziert wurde (Nass,
2013). D Nadelférmige Kristalle eines humanen Immunglobulins (IgG2), produziert in Hamster-
zellen der Linie CHO (Hasegawa et al., 2011). E Kristalle von Xpa, einem gentechnisch
verdnderten fluoreszierenden Protein, welches in humanen Zellen der Linie HEK293 produziert
wurde (Tsutsui et al., 2015). F Kristalle des humanen PAK4cat (der konstitutiv aktivierten
katalytischen Domdne von PAK4), im Komplex mit dem PAK4-Inhibitor Inkal, welche in der
Affenzelllinie COS-7 ko-kristallisiert wurden (Baskaran et al., 2015). G Kristalle von humanem
PAK4cat im Komplex mit an Inkal fusioniertem EGFP, welche in humanen HEK293-Zellen
produgiert wurden (pers. Kommunikation Veronika Brinschwitz, AG Fischer, UKE Hamburg).
H Ein bipyramidaler Kristall des 130 kDa Toxins aus Bacillus thuringiensis subsp. aizawai IPL7,
welches rekombinant in E. coli JM103 produgziert wurde (Oeda et al., 1989).
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1.2.3 Kristallisation rekombinanter Proteine in Insektenzellen

Die friiheste Erwdhnung eines bei heterologer Genexpression kristallisierenden
Proteins findet sich mit dem 1996 von Fan et al. beschriebenen Fall von Calcineurin (Fan
et al., 1996). Der nach Ko-Infektion von Insektenzellen mit zwei rekombinanten
Baculoviren (rBVs) kristallisierende heterodimere Komplex aus einer regulatorischen
Untereinheit aus Homo sapiens und einer katalytischen Untereinheit aus Neurospora
crassa bildete bis zu 10 um grol3e Kristalloide im Zytoplasma der infizierten Zellen (siehe
Abbildung 1.4 A). Die Intensitat der verfiigbaren Rontgenstrahlung sowie die verfiigbare
Detektortechnologie war zu dieser Zeit allerdings nicht ausreichend fiir eine detektierbare
Beugung, sodass die Kristalle nicht fiir die Strukturaufklarung verwendet werden
konnten. Dies é&nderte sich erst mit dem Aufkommen von seriellen
Datenaufnahmeverfahren, welche 2007 die Aufkldrung der Struktur von Polyhedrin
durch Verwendung von in Insektenzellen gebildeten Kristallen des Bombyx mori CPV17
ermoglichten (Coulibaly et al., 2007). Die Inbetriebnahme des ersten Freie-Elektronen-
Lasers, der Rontgenstrahlung im fiir die Proteinstrukturaufklarung erforderlichen
Wellenldngenbereich erzeugen kann, der Linac Coherent Light Source (LCLS) am SLAC
National Accelerator Laboratory in Stanford (CA, USA), erméglichte 2013 dann die
Aufklarung der ersten Struktur eines Proteins, welches erst durch die rekombinante
Produktion in cellulo kristallisierte. Die Struktur der Protease CathepsinB aus
Trypanosoma brucei konnte mit gebundenem Propeptid und vollstindig glykosyliert mit
einer Auflosung bis 2,1 A aufgeklart werden (Koopmann et al., 2012; Redecke et al.,
2013). Durch die weit verbreitete Nutzung von rekombinanten Baculoviren fiir die
Genexpression wurden auch weitere Proteine gefunden, welche in Insektenzellen zur
Kristallbildung neigen. So bildet die aus dem Leuchtkifer Photinus pyralis stammende
Luciferase lange, nadelférmige Kristalle und das Fusionsprotein EGFP-uNS kiirzere und
dickere, aber ebenfalls nadelférmige intrazelluldre Kristalle (Schonherr et al., 2015).
Schlieflich konnte kiirzlich auch die Struktur der Inosin-Monophosphatdehydrogenase
aus Trypanosoma brucei aufgeklart werden (Nass et al., 2020). Dieses ebenso mit Hilfe
des Baculovirus-Expressionsvektorsystems (BEVS) in Insektenzellen kristallisierte Protein
deutet einerseits auf eine generelle Anwendbarkeit der in cellulo-Kristallisation fiir ein
breites Spektrum verschiedener Proteine hin und verdeutlicht andererseits, dass durch
die Kristallisation in einer nativen Umgebung die Selektion und Bindung natiirlicher
Interaktionspartner moglich ist. Dies ermoglicht die unvoreingenommene Entdeckung
sowohl von neuen Bindungspartnern als auch neuen Bindungsmodi.

1.3 Das Bac-to-Bac Baculovirus-Expressionsvektorsystem

Fiir die Ermittlung geeigneter Kristallisationsbedingungen eines Zielproteins werden
beim konventionellen Ansatz grofse Mengen an gereinigtem Protein benotigt. Dieses kann
in verschiedenen Expressionssystemen hergestellt werden. Ublich sind dafiir
Grof3kulturen von Escherichia coli, die eine Moglichkeit der kosteneffizienten
Proteinproduktion bieten. Wird jedoch Glykosylierung fiir die korrekte Faltung des
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Proteins beno6tigt, muss die Herstellung in eukaryotischen Zellen erfolgen. Dabei kommen
sowohl Sauger- als auch Insektenzelllinien zum Einsatz. Insektenzelllinien sind jedoch
einfacher in der Handhabung und kostengiinstiger in der Kultivierung. Mit dem
Baculovirussystem steht auferdem ein effizientes DNA-Shuttle-System fiir Insektenzellen
zur Verfiigung, welches eine sehr hohe Proteinausbeute ermoglicht (Berger &
Poterszman, 2015).

Die Virusfamilie der Baculoviridae besteht aus vier Gattungen, den Alpha-, Beta-,
Gamma- und Deltabaculoviren, mit bisher insgesamt 76 bekannten Spezies (Harrison et
al., 2018). Die am besten charakterisierte Spezies ist das Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), welche zu den Alphabaculoviren gehort. Baculoviren
befallen ausschliefdlich Wirbellose, vor allem Mottenlarven, und sind hochgradig
wirtsspezifisch. Haufig befallen sie nur eine einzelne Spezies ohne Nebeneffekte auf die
weitere Umwelt (Rohrmann, 2019). Aus diesem Grund wurden sie ab den 1940er Jahren
studiert und ab 1975 kommerziell als Biopestizid eingesetzt, um landwirtschaftliche
Ertrage zu sichern (Szewczyk et al., 2011).

Baculoviren stellen eine sehr diverse Gruppe von Viren dar. Sie enthalten ein
zirkuldres dsDNA-Genom, welches zwischen 80 und 180 kBp grol3 sein kann. Auf diesem
werden 90 bis 180 Gene codiert, von denen ca. 30 Homologe in allen Gattungen
vorhanden und weitere 60 in allen Spezies der Gattung der Alphabaculoviren zu finden
sind (Herniou et al., 2012). Das Genom wird in stibchenféormige Nukleocapside verpackt,
welche einen Durchmesser von 40 - 60 nm und eine Lénge von 230 - 385 nm aufweisen
(Rohrmann, 2019). Die Viria kommen in zwei verschiedenen Morphologien vor. Als BV
(von engl. budded virion) und als ODV (von engl. occlusion derived virion). Beide weisen
eine vergleichbare Nukleocapsid-Komposition, aber Unterschiede in der Herkunft und der
Zusammensetzung ihrer Hiillen sowie ihrer Rolle im viralen Lebenszyklus auf
(Rohrmann, 2019).

ODVs stellen die in der Umwelt zirkulierenden Viren dar, die dementsprechend stark
gegen Umweltfaktoren geschiitzt sind. Diese werden von suszeptiblen Insekten mit der
Nahrung aufgenommen. Im alkalischen Milieu des Mitteldarms wird die Hiille der ODVs
aufgelost. Anschliefend kommt es zur Infektion von Epithelzellen durch direkte
Membranfusion. In diesen werden nach der Replikation BVs produziert, die die
Epithelzellen an der basalen Seite verlassen und eine systemische Infektion auslosen. In
der spéten Phase der Infektion werden wiederum ODVs gebildet, die mit dem Zelltod und
der Verfliissigung der Insektenlarve in die Umwelt freigesetzt werden (Summers, 1971;
Rohrmann, 2019).
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Abbildung 1.5: Funktionsweise des Bac-to-Bac Baculovirus-Expressionsvektorsystems. Die fiir das zu
produgzierende Protein codierende DNA wird in einen pFastBacl Transfervektor kloniert.
Kompetente E. coli DH10Bac werden mit diesem Vektor transformiert und transponieren die
Genkassette in das virale Genom. AnschliefSend werden Insektenzellen, z. B. der Linien Sf9 oder
Sf21, mit dem gereinigten, rekombinanten Genom transfiziert. Das rekombinante Genom kann
in den transfizierten Zellen replizieren und wird in Form von infektiésen Partikeln in das
Zellkulturmedium freigesetzt. Mit diesem konnen wiederum andere Insektenzellen fiir eine
maximale Proteinausbeute infiziert werden. Ubernommen aus (Anderson et al., 1995).

Die polyedrische Hiille der ODVs ist iiblicherweise 0,5 bis 5 um grof3 und besteht aus
einer kristallinen Anordnung der eng verwandten Proteine Polyhedrin (bei Alpha-,
Gamma- und Deltabaculoviren) oder Granulin (bei Betabaculoviren) (Herniou et al.,
2012). Um ausreichende Proteinmengen fiir die kristallinen Polyhedra herzustellen, wird
der Polyhedrinpromotor in der sehr spiaten Phase der Infektion aktiviert und kann
zeitweise fiir bis zu 50 % der gesamten in der Zelle vorhandenen mRNA verantwortlich
sein (Rohrmann, 2019). Dies wurde 1983 von Smith etal. genutzt, um humanes
Interferon-f in Insektenzellen rekombinant herzustellen, indem die codierende Sequenz
des Polyhedrin-Gens im Genom von AcMNPV gegen die fiir humanes Interferon-f
codierende Sequenz ausgetauscht wurde (Smith, Summers & Fraser, 1983). In der Folge
wurde dieses System Kkontinuierlich weiterentwickelt, bis 1993 ein in E. coli
propagierbares AcMNPV-Genom publiziert wurde, in welches durch Tn7-Transposition
das gewiinschte Zielgen eingefiigt werden konnte (Luckow et al., 1993). Dieses System
wurde 1995 durch die Firma Invitrogen unter dem Namen Bac-to-Bac kommerzialisiert
(Anderson et al., 1995) (siehe Abbildung 1.5). In den vergangenen Jahren wurde dieses
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System durch weitergehende gentechnische Modifikation des viralen Genoms
weiterentwickelt. So wurden fiir das MultiBac-System (Geneva Biotech) die Gene der
zwei viralen Proteine Chitinase (chiA) und virales Cathepsin (v-cath) deletiert und durch
eine EYFP-Genkassette unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors ersetzt (Trowitzsch et
al., 2010). Damit konnten eine Verbesserung der Viabilitit der Zellen wahrend der
Infektion und gleichzeitig eine Verringerung der Proteindegradation des rekombinant
produzierten Proteins erreicht werden (Berger, Fitzgerald & Richmond, 2004). Zudem
ermoglicht die Fluoreszenz des EYFPs eine einfachere Detektion infizierter Zellen. Das
Bac-to-Bac System soll in der vorliegenden Arbeit aufgrund der bisherigen Erfolge in
seiner Nutzung fiir die intrazelluldre Kristallisation als Basis fiir die zu etablierende
Pipeline genutzt werden (Redecke et al., 2013; Schonherr et al., 2015).

1.4 Modellproteine

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Proteine gegeben, welche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fiir die Weiterentwicklung der in cellulo-Kristallisation in lebenden
Insektenzellen verwendet worden sind.

1.4.1 CathepsinB

Das in dieser Arbeit verwendete Cathepsin B (CatB) aus Trypanosoma brucei ist eine
37,2 kDa schwere Cystein-Protease, welche zwei aktive Glykosylierungsstellen enthalt,
von denen sich eine im N-terminalen Propeptid befindet (Redecke et al., 2013). Die
Protease dient dem Parasiten zum Abbau von Wirtsproteinen. Trypanosoma brucei ist ein
einzelliger Parasit und Erreger der afrikanischen Schlafkrankheit. Er wird durch den Biss
von Tsetse-Fliegen {ibertragen und breitet sich zu Beginn der Infektion in Blut und
Lymphe aus. In einer zweiten Phase kann auch die Blut-Hirn-Schranke durchbrochen
werden, woraufhin neurologische Symptome auftreten, die der Krankheit ihren Namen
gegeben haben (Biischer et al., 2017). Der Parasit ist in seiner Entwicklung zwingend auf
Eisen angewiesen. Dieses wird durch die Aufnahme und den Abbau von Transferrin aus
dem menschlichen Blut gewonnen, wobei der Abbau durch Cathepsin B in Lysosomen des
Parasiten erfolgt (Ferreira & Andricopulo, 2017). Dementsprechend ist eine Hemmung
oder ein Knock-out dieses Enzyms letal fiir den Parasiten (Mackey et al., 2004), was
Cathepsin B zu einem vielversprechenden Ziel fiir eine medikamentose Behandlung
entsprechender Infektionen macht (Ferreira & Andricopulo, 2017).

Cathepsin B bildet in Insektenzellen 2-4 Tage nach Infektion mit einem
rekombinanten Baculovirus nadelférmige Kristalle innerhalb des endoplasmatischen
Retikulums (Koopmann et al., 2012; Klinge, 2015). Es ist das erste rekombinant
produzierte und in cellulo kristallisierte Protein, dessen Struktur mittels serieller
Femtosekunden-Kristallografie (SFX) aufgeklart werden konnte (Redecke et al., 2013).
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1.4.2 Inosinmonophosphat-Dehydrogenase

Ebenso wie CathepsinB, stammt die hier verwendete Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase (IMPDH) aus dem Parasiten Trypanosoma brucei. Diese besitzt ein
Molekulargewicht von 55,7 kDa und wird iiber ein C-terminales peroxisomal targeting
signal (PTS1) in das peroxisomale Lumen transportiert (Wilson et al., 1994; Bessho et al.,
2013). Sie katalysiert die geschwindigkeitsbestimmende Oxidation von Inosin 5-mono-
phosphat (IMP) zu Xanthosin 5‘-monophosphat (XMP) in der zweistufigen Biosynthese
von Guanosin 5“-monophosphat (GMP) und ist daher von zentraler Bedeutung fiir die
Regulation des intrazelluldaren Guaninnukleotid-Levels (Jackson, Weber & Morris, 1975).
Dabher stellt die IMPDH auch ein wichtiges Zielprotein fiir die Medikamentenentwicklung
zur Behandlung der Schlafkrankheit dar.

Nach Infektion mit einem fiir die IMPDH codierenden rekombinanten Baculovirus
kristallisiert das Protein in Insektenzellen innerhalb von 4 - 6 Tagen. Sie bildet ebenso wie
CatB nadelférmige Kristalle, die jedoch dicker ausfallen. Die ATP- und GMP-enthaltende
Struktur des in cellulo kristallisierten Proteins konnte anhand von SFX-Diffraktionsdaten
kiirzlich gelost werden (Nass et al., 2020). Dabei kam eine modifizierte Version des
Proteins zum Einsatz, welches einen artifiziellen His-Tag am N-Terminus tragt.

1.4.3 Guanosinmonophosphat-Reduktase

Die ebenfalls aus Trypanosoma brucei stammende Guanosinmonophosphat-Reduk-
tase (GMPR) katalysiert unter Anwesenheit von NADPH die Desaminierung von Guanosin
5‘-Monophosphat zu Inosin 5‘-Monophosphat (Bessho et al., 2016). IMP spielt wiederum
eine wichtige Rolle fiir den Erhalt des Konzentrationsgleichgewichts zwischen den
einzelnen Purinnukleotiden und dient dem Parasiten damit der Regulierung des Purin-
Nukleotidhaushalts. Das 52,2kDa schwere Enzym, dessen Struktur erst kiirzlich
aufgeklart werden konnte, weist eine starke strukturelle Homologie zur IMPDH des
selben Parasiten auf (Imamura et al.,, 2020; Nass et al., 2020). Eine intrazelluldre
Kristallisation dieses Proteins konnte bisher noch nicht beobachtet werden.

1.4.4 Luciferase

Die Luciferase aus dem Leuchtkéfer Photinus pyralis bildet in Insektenzellen 2 -4
Tage nach Infektion mit einem entsprechenden rekombinanten Baculovirus sehr lange,
nadelférmige Kristalle (Schonherr et al., 2015). Sie stellt das lichtemittierende Protein
der Leuchtkéfer dar, welches fiir die namensgebende Biolumineszenz verantwortlich ist
(Fraga, 2008). Die 60,7 kDa schwere Luciferase katalysiert die Reaktion von Luciferin mit
ATP und O; zu Oxiluciferin, welches in einem angeregten Zustand produziert wird und
unter Aussendung eines Photons in den Grundzustand iibergeht. Da bei dieser Reaktion
ATP mit einer hohen Quantenausbeute in messbares Licht umgesetzt wird, ist Luciferase
in der Forschung extensiv als ATP-Sensor in verschiedensten Methoden im Einsatz
(Smirnova & Ugarova, 2017). Da das Substrat Luciferin nativ in Insektenzellen nicht

19



1. Einleitung |

vorkommt, ist das Enzym inaktiv und fiithrt nicht zu einer Lichtproduktion. Am
C-Terminus der Luciferase befindet sich, ebenso wie bei der IMPDH, ein PTS1-Motiv,
welches eine Lokalisation des nativen Proteins in Peroxisomen zur Folge hat (Gould et
al., 1989).

1.4.5 HEX-1

HEX-1 aus Neurospora crassa, einem Schimmelpilz aus der Abteilung der
Schlauchpilze (Ascomycota), ist die Hauptkomponente der Woronin-Korperchen, einer
spezialisierten Form von Peroxisomen dieses Pilzes (Jedd & Chua, 2000; Tenney et al.,
2000). Woronin-Korperchen verschlieBen im Falle einer Verletzung des Pilzes die
Septumporen, welche die Zellen des Pilzes als Synzytium untereinander verbinden. So
kann ein ungehinderter Austritt von Zytoplasma aus den Zellen verhindert werden
(Steinberg et al., 2017). Um einen Verschluss der Poren zu erreichen, miissen die
Woronin-Kérperchen einem enormen intrazelluldren Druck standhalten konnen. Dies
wird erreicht, indem HEX-1 in den Peroxisomen des Pilzes kristallisiert und so einen sehr
stabilen Kern ausbildet (Yuan et al., 2003). Die Kristallstruktur des 19 kDa schweren
Proteins konnte bereits gelost werden, allerdings nur unter Verwendung des
konventionell in E. coli hergestellten und mit der sitting drop vapor diffusion-Methode
kristallisierten Proteins (Yuan et al., 2003). HEX-1 wird ebenfalls mittels eines PTS-1
Motivs in die Peroxisomen der Pilze importiert (Tenney et al., 2000).

1.4.6 EGFP-uUNS

Hierbei handelt es sich um ein 44,9 kDa schweres Fusionsprotein, welches aus EGFP
und der C-terminalen Domaéne des reoviralen uNS Proteins besteht. Aviane Reoviren sind
unbehiillte dsRNA-Viren, welche im Zytoplasma von infizierten Zellen replizieren und
ursichlich fiir verschiedene Krankheitsbilder bei Gefliigel sind. Sie konnen dadurch grof3e
Schéaden in der kommerziellen Gefliigelzucht anrichten (Jones, 2000). uNS ist eines von
vier Nichtstrukturproteinen des Virus und verantwortlich fiir die Bildung von
Einschliissen im Zytoplasma. Diese sogenannten Virusfabriken enthalten die virale
Replikationsmaschinerie und sind fiir die Bildung neuer Viren verantwortlich (Touris-
Otero et al., 2004). Die Fusion von EGFP an den N-Terminus eines C-terminalen
Fragmentes von uNS (Aminosduren 448 bis 605) fiihrte bei der Expression des
entsprechenden Gens in Sduger- und Insektenzellen zur Bildung von nadelférmigen
Strukturen (Brandariz-Nufiez et al., 2010b). Fiir Insektenzellen konnte der kristalline
Charakter dieser Strukturen gezeigt werden (Schonherr et al., 2015; Nagaratnam et al.,
2020).
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1.5 Zielsetzung

Durch Zufall wurde die Kristallisation rekombinanter Proteine in lebenden
Insektenzellen 1996 durch Fan et al. entdeckt. Aufgrund der geringen Grof3e dieser
Kristalle gelang allerdings erst 2012 die Nutzung intrazelluldr gewachsener Kristalle aus
Insektenzellen fiir die Strukturaufklarung (Boutet et al., 2012). Seitdem wurden die
technischen Moglichkeiten der verschiedenen Rontgenstrahlungsquellen —stetig
verbessert. Damit sind die Grundvoraussetzungen fiir den breiten Einsatz der in cellulo-
Kristallisation in der Strukturaufklarung von Proteinen geschaffen. Allerdings bedarf es
einer grundlegenden Optimierung des Baculovirus-Expressionsvektorsystems, um eine
kostengiinstige und zeitoptimierte Produktion von in cellulo-Kristallen zu erreichen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine optimierte Pipeline fiir die Kristallisation von
l6slichen Proteinen in Insektenzellen zu etablieren. Dafiir soll zunéchst ein
Klonierungssystem entworfen und generiert werden, welches die effiziente Translokation
des Zielproteins in verschiedene =zelluldire Kompartimente ermoglicht. Die
unterschiedlichen chemischen und proteinogenen Umgebungsbedingungen der
Kompartimente sollen dabei die Wahrscheinlichkeit der Kristallisation neuer und
unbekannter Proteine in den Insektenzellen maximieren. Zudem sollen verschiedene Tags
eingefiigt werden, die fiir die Reinigung von intrazellular nicht kristallisierenden
Proteinen sowie den Nachweis der Zielproteine in der Zelle genutzt werden konnen.

Schon Fan etal. (1996) konnten zeigen, dass High Five-Insektenzellen grof3ere
Kristalle als Sf9-Zellen produzieren. Auf dieser Basis soll eine eingehende vergleichende
Untersuchung verschiedener Zelllinien in Bezug auf die Fahigkeit zur Bildung von Viren
sowie der Effizienz und der Gro3e der gebildeten Proteinkristalle vorgenommen werden.

Um die Effizienz der hier etablierten Kristallisationspipeline zu optimieren, sollen
weiterhin die Herstellung der rekombinanten Baculoviren sowie die Infektions-
bedingungen optimiert werden. Die Nutzung der incellulo-Kristalle fiir die
Strukturaufklarung setzt ihre Detektion in den infizierten Zellen voraus. Daher sollen
bestehende Detektionsmethoden auf ihre Nutzbarkeit hin untersucht und neue Methoden
der Detektion intrazelluldrer Proteinkristalle entwickelt werden.

Der limitierte Zugang zu den hochenergetischen Rontgenstrahlungsquellen erfordert
eine moglichst hohe Effizienz bei der Aufnahme von Beugungsdaten. Da eine Isolation
von Kristallen aus ihrer nativen zelluldren Wachstumsumgebung zu Instabilitét fithren
kann (Schonherr et al., 2015), ist die Effizienz der Datensammlung wiederum abhingig
vom Anteil an kristalltragenden Zellen in der jeweiligen Zellkultur. Daher sollen im
Rahmen dieser Arbeit Moglichkeiten fiir die Anreicherung kristalltragender Zellen
evaluiert und in die Pipeline integriert werden.

Dariiber hinaus soll der Wissenstand in Bezug auf die Dynamik der Kristallisation,
sowie die Morphologie und Lokalisation der Kristalle anhand der verschiedenen
Modellproteine deutlich erweitert werden, um daraus Schliisse fiir eine optimierte Ernte
von Kristallen zukiinftig zu kristallisierender Proteine ziehen zu konnen. Eine auf der
Basis dieser Ansitze optimierte in cellulo-Kristallisations-Plattform wird zukiinftig eine
breitere Anwendung dieses neuen Ansatzes der Proteinkristallisation ermoglichen.
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2 Materialien

2.1 Hersteller von Geraten und Materialien

Im Folgenden sind die Firmensitze der Material- und Geratehersteller aufgefiihrt.
Diese werden im weiteren Verlauf der Arbeit nicht mehr angegeben.

Andor Technology (Belfast, UK), BD Biosciences (Heidelberg, DE), Beckman
Coulter (Indianapolis, IN, USA), Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA), Benchling
(San Diego, CA, USA), Bioair Instruments (Siziano, I), Biolegend (San Diego, CA, USA),
Biometra GmbH (Gottingen, DE), bioSan Laboratories (Riga, LV), Biozym Scientific
GmbH (Hessisch-Oldendorf, DE), Brunel Microscopes Ltd. (Chippenham, UK), Carl
Roth GmbH (Karlsruhe, DE), Carl Zeiss AG (Oberkochen, DE), Corel GmbH (Miinchen,
DE), Corning Inc. (Coning, NY, USA), DECTRIS Ltd. (Baden-Daettwil, CH), DeNovix
Inc. (Wilmington, DE, USA), Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA),
Expression Systems LLC (Davis, CA, USA), FlowJo LLC (Ashland, OR, USA), GE
Healthcare Life Sciences (Marlborough, MA, USA), Gelaire Ltd. (Sydney, AUS), Gerbu
Biotechnik GmbH (Heidelberg, DE), GraphPad Software (San Diego, CA, USA), Greiner
Bio-One (Frickenhausen, DE), Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH (Herrsching
am Ammersee, DE), highQu GmbH (Kraichtal, DE), Honeywell International Inc.
(Charlotte, NC, USA), IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen, DE), Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA), Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA), JEOL (Germany) GmbH
(Freising, DE), LaVision BioTec GmbH (Bielefeld, DE), Leica Microsystems GmbH
(Wetzlar, DE), LGC Genomics (Berlin, DE), Life Technologies (Carlsbad, CA, USA),
lumencor (Beaverton, OR, USA), Marienfeld Superior (Lauda-Konigshofen, DE),
Marker Gene Technologies (Eugene, OR, USA), Merck KGaA (Darmstadt, DE),
Metabion GmbH (Planegg/ Steinkirchen, DE), Millipore (Billerica, MA, USA), MiTeGen
LLC. (Ithaca, NY, USA), NET New Electronics Technology GmbH (Finning, DE), New
Brunswick Scientific (Enfield, CT, USA), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA),
Newport Spectra-Physics GmbH (Darmstadt, DE), Nikon Instruments (Melville, NY,
USA), NIPPON Genetics Europe (Diiren, DE), Okolab S.R.L. (Pozzuoli, NA, IT),
Olympus (Hamburg, DE), Panasonic Healthcare Co. Ltd. (Tokyo, JP), Plano GmbH
(Wetzlar, DE), Prior Scientific (Rockland, MA, USA), Promega (Madison, WI, USA),
Ratiolab GmbH (Dreieich, DE) Roche (Mannheim, DE), Sarstedt (Niirmbrecht, DE),
Sartorius AG (Gottingen, DE), Science Services GmbH (Miinchen, DE), SERVA
Electrophoresis (Heidelberg, DE), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Solent
Scientific (Segensworth, UK), Sony Biotechnology Inc. (San Jose, CA, USA), STARLAB
GmbH (Hamburg, DE), Takara Bio USA Inc. (Mountain View, CA, USA), Teledyne
Photometrics (Tucson, AZ, USA), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA), TSI
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GmbH (Zeven, DE), VWR International (Erlangen, DE), Yokogawa Electric Corp.
(Tokio, JP), Zymo Research Europe GmbH (Freiburg im Breisgau, DE)

2.2 Gerite und Software

Tabelle 2.1 Liste der verwendeten Gerqdite.

Gerit Bezeichnung Hersteller
Agarose-Gelapparatur Easy Phor Biozym Scientific
Durchflusszytometer SH800S Sony Biotechnology
LSR1II BD Biosciences
MoFlo Legacy Beckman Coulter
Einkanalpipetten ErgoOne STARLAB
Eppendorf Research Plus Eppendorf AG

EM-Kontrastiersystem

EM AC20

Leica Microsystems

Fluoreszenzmikroskop I

Nikon Ti-2 Eclipse

Nikon Instruments

Kamera I Nikon Qi2 Nikon Instruments
Kamera II Prime 95B Teledyne Photometrics
Lichtquelle SPECTRA X Light Engine lumencor
Objekttisch-Inkubator H301-NIKON-TI-S-ER Okolab
Steuersoftware NIS Elements AR 5.0 Nikon Instruments
Fluoreszenzmikroskop II Observer.Z1
K‘amera AxioCam MRm Carl Zeiss AG
Lichtquelle HXP 120
Steuersoftware AxioVision rel 3.8
Fluor.eszenzmlkroskop 111 Axiovert 40 CFL Carl Zeiss AG
Lichtquelle HBO 50/AC
Fluoreszenzmikroskop IV Nikon Eclipse Ts2R-FL
Kamera Nikon Qi2 .
. . Nikon Instruments
Lichtquelle 505 nm LED-Einheit
Steuersoftware NIS Elements BR 5.2
Geldokumentation
Transilluminator Blue/Green LED Nippon Genetics
Transilluminator XL
Kamera FOculus IEEE1394 NET New Electronics

Technology GmbH

23



2. Materialien |

Konfokalmikroskop I

Nikon Ti Eclipse

Nikon Instruments

Lichtquelle Intensilight C-HGFI Nikon Instruments
Spinning Disk CSU X-1 Yokogawa
Kamera iXont™M+ Andor Technology
Laserquelle Laser Combiner System, Andor Technology
400 series
Controller Precision Control Box, Andor Technology
100 series
Piezo-Scanner Nanoscan Z 100 Prior Scientific
XY-Tisch Optiscan II Prior Scientific
Heizgerat Heater Solent Scientific
Steuersoftware Andor iQ2 Andor Technology
Konfokalmikroskop II TCS SP5 Leica Microsystems
Lichtmikroskop DM IL LED Leica Microsystems
Kamera MC 170 HD Leica Microsystems
Mehrkanalpipetten ErgoOne STARLAB

Neubauer Zihlkammer

Improved Neubauer

Marienfeld Superior

Orbitalschiittler PSU-10i biosan Laboratories
Rontgendetektoren EIGER X 16M
PILATUS3 X 6M DECTRIS
Schiittelinkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific
Sicherheitswerkbénke BSB4 Gelaire Ltd.
Aura mini Bioair Instruments
MSC-Advantage Thermo Fisher Scientific
Spektrophotometer DS-11 DeNovix
Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific
Ultrospec 3100 pro GE Healthcare Life Sciences
Thermocycler T-Gradient ThermoBlock Biometra
Thermomixer Mixing Block MB-102 Biozym Scientific
Transmissionselektronen- JEM-1011 JEOL
mikroskop
Ultramikrotom Ultracut E Leica Microsystems
Vibrationsmischer VF2 IKA-Werke GmbH
Zellkulturinkubator MIR-154-PE cooled incubator  Panasonic Healthcare
Zellkulturmikroskop SP95I Brunel Microscopes

Zwei-Photonen-Mikroskop
Laser I + II
Laser III

Objektiv
PMTs

TriM Scope II multiphoton
microscope
Mai Tai HP

Insight DeepSee

XLPlan N 25 dip-in objective
H7422-40 / H7422-50

LaVision BioTec

Newport Spectra-
Physics

Newport Spectra-
Physics

Olympus

Hamamatsu Photonics

Tabelle 2.2 Verwendete Programme.

Name Entwickler
adxv https://www.scripps.edu/tainer/arvai/adxv.html
Andor iQ2 Andor Technology
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ATSAS 2.8
Axiovision rel.
Benchling
Corel]DRAW
FACS-Diva

Fiji

FlowJo 10
GraphPad Prism
merge2cbf
MXCuBE2

NIS Elements AR 5.0
NIS Elements BR 5.2
Primer X

ProtParam

primusqt

SignalP 5.0

SH800S software
TargetP 2.0

TPpred3

MitoFates

(Franke et al., 2017)

Carl Zeiss AG

Benchling

Corel GmbH

BD Biosciences

(Schindelin et al., 2012)

BD Biosciences

GraphPad Software

(Kabsch, 2010)

(Oscarsson et al., 2019)

Nikon Instruments

Nikon Instruments

(Lapid & Gao, 2003)

(Gasteiger et al., 2005)

(Franke et al., 2017)

(José Juan Almagro Armenteros et al., 2019)
Sony Biotechnology

(Jose Juan Almagro Armenteros et al., 2019)
(Savojardo et al., 2015)

(Fukasawa et al., 2015)

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3 Liste der verwendeten Materialien.

Artikel Hersteller
Deckglaschen @ 25 mm, Nr. 1 VWR
Einmal-Pipetten fiir Zellkultur Greiner Bio-One
Einmal-Pipettenspitzen STARLAB
Sarstedt
Kryoréhrchen, 2 mL Ratiolab
Mikro-Schraubréhre 2 mL, PP Sarstedt
Multi-Well-Platten Corning
Sarstedt

Greiner Bio-One

Reaktionsgefafde: 0,2 mL, 0,5 mL, 1,5 mL und
2 mL

Sarstedt

Reusable Goniometer Base B1A

MiTeGen

Rohrchen 15 mL, 50 mL

BD Biosciences

Schiittelkolben 125 mL Corning
Sterilfilter 0,2 um Sartorius
TEM-Grids, hexagonal, Kupfer, 100er mesh

Plano
(G2410C)
Zellkulturflaschen (TC-Flasche T75 fiir

Sarstedt

Suspensionskultur)

Mr. Frosty Gefrierbehélter

Thermo Fisher Scientific
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Tabelle 2.4 Verwendete Kits und Grofsenmarker.

Name

Hersteller

ESCORT IV Transfection Reagent
GeneJET Gel Extraction Kit

GeneJET PCR Purification Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit
GeneRuler DNA Ladder Mix
MicroRT Tubing Kit

Millipore Montage Gel Extraction Kit
ZR Bac DNA Miniprep Kit

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
MiTeGen

Merck Millipore

Zymo Research

Tabelle 2.5 Verwendete Enzyme und ihre jeweiligen Hersteller.

Name Hersteller
ALLin HiFi DNA-Polymerase highQu
Dpnl New England Biolabs

FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/uL)

Thermo Fisher Scientific

FastDigest BamHI
FastDigest EcoRI
FastDigest Ehel
FastDigest HindIII
FastDigest Kpnl
FastDigest Nhel
FastDigest Notl

Sfol

T4 DNA-Ligase

Taq DNA-Polymerase

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

2.4 Chemikalien

Tabelle 2.6 Liste der verwendeten Chemikalien.

Name Bezugsquelle
(NH4)2S04 Sigma-Aldrich
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-Galactosid (X-Gal) Carl Roth
Adenosin-Triphosphat (ATP) Sigma-Aldrich
Agar Becton Dickinson
Agarose NEEO Ultra-Qualitét Carl Roth
Ampicillin Sigma-Aldrich
Araldit M (10951, Fluka) Honeywell
Araldit M Beschleuniger 960 (10952, Fluka) Honeywell
Araldit M Harter 964 (10953, Fluka) Honeywell
Bleicitrat-Losung (Ultrostain II) Leica

BODIPY 558/568 Life Technologies
Bromphenolblau Merck KGaA
CaCl, Sigma-Aldrich
Cacodylsdure Natriumsalz Trihydrat Carl Roth
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D(+)-Trehalose Dihydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

Essigsdaure

Ethanol

FastDigest Buffer (10x)

FastDigest Green Buffer (10x)
Gentamycin

Glutaraldehyd

Glycerol

H20 (milliQ)

HsPO4

Hefeextrakt

HEPES (1M)

Immersions6l Immersol 518 N fiir 23 °C
Insektenzellmedium ESF921
Insektenzellmedium EX-CELL 420
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

KCl

KH2PO4

Luciferin Ethylester

LysoTracker Deep Red

Methanol

MgCl,

Midori Green Xtra

Milchpulver

MitoTracker Deep Red FM
NaHPO4

Na-Azid

NaCl

Na-Dodecylsulfat (SDS)
Osmiumtetroxid

Paraformaldehyd (PFA)

PCR Nucleotide Mix
Penicillin/Streptomycin (100x konz.)
Phtalsaure-dibutylester (80102, Fluka)
Propidiumiodid

Propylenoxid

Tetracyclin

Tris Base

Triton-X 100

TriTrack DNA Loading Dye (6x)
Trypton

Uranylacetat-Losung (Ultrostain I)

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Merck KGaA

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Gerbu Biotechnik

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Merck KGaA
Sigma-Aldrich

Becton Dickinson
Sigma-Aldrich

Carl Zeiss AG
Expression Systems
Sigma-Aldrich

Gerbu Biotechnik
Sigma-Aldrich

Merck KGaA
Sigma-Aldrich

Marker Gene Technologies
Life Technologies

Merck KGaA
Sigma-Aldrich

NIPPON Genetics Europe
Carl Roth

Life Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

SERVA Electrophoresis
Roche

Sigma-Aldrich
Honeywell

Invitrogen
Sigma-Aldrich

SERVA Electrophoresis
Promega

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Becton Dickinson

Leica
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2.5 Puffer und Losungen

Tabelle 2.7 Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen. Soweit nicht anders angegeben,

sind alle Puffer wdssrige Losungen.

Name

Zusammensetzung

Araldit-Gemisch

10 mL Araldit M, 10 mL Araldit M Harter 964, 0,3 -
0,4 mL Araldit M Beschleuniger 960, 0,1 - 0,2 mL
Phtalsauredibutylester

Bacmid-Agar

LB-Medium mit 1,5 % Agar, 50 ug/mL Kanamycin,
7 ug/mL Gentamycin, 10 ug/mL Tetracyclin,
100 ug/mL X-Gal, 40 ug/mL IPTG

Blockierlosung

50 g/L Milchpulver in 1x PBS

CaCly-Losung

0,1 M CacCly, 10 % Glycerin

Einbettmedium

90 % Glycerol, 1 mM Na-Azid

Einfriermedium

ESF921 Zellkulturmedium, 10 % DMSO, 100 g/L
Trehalose

EM-Fixierpuffer

60 mM Cacodylatpuffer, 2 % Glutaraldehyd, 6 g/L
Paraformaldehyd, 0,3 g/L CaCl,, pH 7,35

hypotoner Puffer 10 mM HEPES, 10 mM KCl, 5 mM MgCl,, pH 7,5

Insektenzellfixativ 40 g/L Paraformaldehyd in 0,5x PBS, pH 7,4

LB Medium 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Trypton, 0,5 g/L NaCl,
pH7,0

LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % Agar

Medium fiir die Insektenzellkultur

ESF921 Medium oder EX-CELL 420 Medium,
100 U/mL Penicillin, 100 ug/mL Streptomycin

Modifizierter TAE Puffer (50x)

2 M Tris, 1 M Essigsaure, 5 mM Na,EDTA, pH 8,0

Oligonukleotid-Annealing-Puffer (5x)

30 mM Tris/ClL, 100 mM KCl, 2 mM MgCL, pH 7,4

Osmiumtetroxidlosung

1 % OsO4 in 100 mM Cacodylatpuffer, pH 7,0

Permeabilisierungslosung

0,1 % Triton X-100 in 1x PBS

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS, 10x)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NazHPOj4, 1,8 mM

KH2P04, pH 7,4

SOB-Bacmid-Medium

SOB-Medium, 50 ug/mL Kanamycin, 7 ug/mL
Gentamycin, 10 ug/mL Tetracyclin

SOB-Medium

20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs,,
Mg-Zugabe nach Autoklavierung

Tris-gepufferte Salzlosung (TBS)

20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,0

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer)

10 mM Tris (pH 7,4), 1 mM EDTA

2.6 Plasmide

Tabelle 2.8 Liste der verwendeten Plasmide und deren Bezugsquelle.

Plasmid

Beschreibung

Bezugsquelle

pECFP-C1

Vektor fiir die N-terminale Fusion eines

Takara Bio USA

Zielproteins mit ECFP
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pEYFP-ER Marker fiir das ER, EYFP mit .
. . Prof. Dr. Rainer Duden,
ER-Signalsequenz von humanem Bip und . L .
. . Universitét zu Liibeck
KDEL als Retentionssignal
pFastBacl Originaler Expressionsvektor des Bac-to-

Bac Baculovirus Expressionsvektor-Systems

Thermo Fisher Scientific

pFastBacl-cyto

pFB1 Vektor, modifiziert fiir cytosolische
Expression mit Ehel-Schnittstelle fiir blunt
end-in frame-Klonierung

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Liibeck

pFastBacl-PTS1

pFB1 Vektor modifiziert mit C-terminalem
SKL und Ehel-Schnittstelle fiir blunt end-in
frame-Klonierung

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Liibeck

pFastBacl-SS

pFB1 Vektor modifiziert mit ER
Signalsequenz von TbCathepsin B und
Ehel-Schnittstelle fiir blunt end-in frame-
Klonierung

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitét zu Liibeck

pFastBacl-SS-R

pFB1 Vektor modifiziert mit ER
Signalsequenz von TbCathepsin B und C-
terminalem KDEL und Ehel-Schnittstelle
fiir blunt end-in frame-Klonierung

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Liibeck

pmCherry-KDEL

Marker fiir das ER; mCherry mit
ER-Signalsequenz und den Aminosduren
KDEL als ER-Retentionssignal

Prof. Dr. Rainer Duden,
Universitét zu Liibeck

2.7 Oligonukleotide und Primer

Tabelle 2.9: Verwendete Oligonukleotide fiir die Insertion von Sequenzen in pFastBacl-Vektoren und
die Sequenzierung generierter Vektoren. Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion

bezogen.

Name

Sequenz (5‘—3)

HA C-term check rev
HA C-term cyto fwd
HA C-term cyto rev
HA C-term fwd

HA C-term rev

HA N-term check rev
HA N-term cyto fwd
HA N-term cyto rev
HA N-term fwd

HA N-term rev

LBT C-term check rev
LBT C-term fwd

LBT C-term rev

LBT N-term check rev
LBT N-term fwd

LBT N-term rev

pFB1 fwd Seq v1
pFB1 fwd Seq v2

CATCTTTGGCGTAGTCGGG

GATCGGATCCATGGGCGCCTACCCCTACGACGTGCCCGA
GATCAAGCTTTTAAGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGT

GCCTACCCCTACGACGTGCCCGACTAC

GTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTAGGC

CTTTGGCGCCAGCGTAG

GATCGGATCCATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGC
GATCAAGCTTTTAGGCGCCAGCGTAGTCGGGCACGTCGT
TACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCTGGC
GCCAGCGTAGTCGGGCACGTCGTAGGGGTA

GCTTTTAGGCCAGCTCGTC

GCCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTG
CAGCTCGTCACCCTCGATCCAACCGTCGTTGTTGGTGTCGGC

CTTTTAGGCGCCCAGCTC

GACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGGGC
GCCCAGCTCGTCACCCTCGATCCAACCGTCGTTGTTGGTGTC

TAAAATGATAACCATCTCGC
TTCATACCGTCCCACCATCG
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pFB1 fwd Seq v3
pFB1 rev Seq
pFB1 rev Seq v2

GTTGGCTACGTATACTCCGGA
TTCAGGTTCAGGGGGAGGTG
ACAAACCACAACTAGAATGCAGTG

Tabelle 2.10: Verwendete Primer fiir die Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion.
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion bezogen.

Name Sequenz (5‘—3°)

CatB blunt fwd CTCGTTGCTGAAGACGCGC

CatB blunt rev CGTGTTGGGTGCAAGAGGAATG

CatB QC fwd CAAAAGCAAAAATGGCTACCCTCCCTGTTC
CatB QC rev GAACAGGGAGGGTAGCCATTTTTGCTTTTG
CatB v2 fwd CTAGGGTACCCATCTCATGCGTGCCTGCATCAC
CatB v2 rev CTAGGCTAGCCGCCGTGTTGGGTGCAAG
dCOP CTD fwd GTACATATGAAGATTGAAGAAAAGATAAC
dCOP CTD rev CAGAATTTCATACTTATCCACTAGG

FP fwd GTGAGCAAGGGCGAGGAG

GFP fwd GATCGGATCCATCATGGTGAGCAAGGGCGAG
GFP rev GATCCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

GFPuNS Kpnl fwd
GFPuNS Nhel rev
GMPR v2 fwd
GMPR v2 rev
HEX-1 fwd

HEX-1 ori fwd
HEX-1 ori rev
HEX-1 rev

HEX-1 v2 fwd
HEX-1 v2 rev
IMPDH fwd
IMPDH fwd noTag
IMPDH fwd Tag
IMPDH QC fwd
IMPDH QC rev
IMPDH rev v1
IMPDH rev v2
IMPDH Tag QC fwd
IMPDH Tag QC rev
Luci fwd noSTART
Luci noSKL rev
Luci QC fwd

Luci QC rev

Luci SKL rev
Lysozyme fwd
Lysozyme rev
mTurq v2 fwd
mTurq v2 rev
pUC/M13 fwd
pUC/M13 rev
tdTomato rev

GATCGGTACCATGGTGAGCAAGGGC
GATCGCTAGCCAATCGTACGTTAGCGGAACG
CTAGGGTACCTCCTTCAATGAATCGGCATCC
CTAGGCTAGCAAGTTTGGCAACACCGTGAC
TACTACGACGACGACGCTCACG
CTAGGGATCCATGGGCTACTACGACGACGAC
CTAGAAGCTTTTAGAGGCGGGAACCGTGG
GAGGCGGGAACCGTGGACG
CTAGGGTACCGGCTACTACGACGACGACG
CTAGGCTAGCGAGGCGGGAACCGTGG
GAAAACACCAACCTACGCACCA
GAAAACACCAACCTACGCACCA
TCGTACTACCATCACCATCACCATC
GCGCTGGCGGTTGGAGCCAACGTGGCGATG
CATCGCCACGTTGGCTCCAACCGCCAGCGC
TTAGAGCTTCGAGGCAAAGAGTTTCC
GGCAAAGAGTTTCCTCTCGTAGTGG
CTGTATTTTCAGGGAGCCATGGGATCCATG
CATGGATCCCATGGCTCCCTGAAAATACAG
GAAGACGCCAAAAACATAAAGAA
CTTTCCGCCCTTCTTGGC
GAAAGGCCCGGCTCCATTCTATCCTC
GAGGATAGAATGGAGCCGGGCCTTTC
CAATTTGGACTTTCCGCCCTTC
TCCACGGTCAGAAGTGACCAG
GCTCGTGTACAGTTTAAACAACGTG
CTAGGGTACCGTGAGCAAGGGCGAGGAG
CTAGGCTAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
AGCGGATAACAATTTCACACAGG
CTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

30



2.8 Bakterien und Zelllinien

| 2. Materialien

Tabelle 2.11 Verwendete Bakterienstimme und deren jeweiliger Genotyp.

Name Genotyp Bezugsquelle
F~ ¢80lacZAM15 A(lacZYA argF) U169 recAl
E. coli DH5a endAl hsdR17 (rK-, mK*) phoA supE44 A~ thi- New England Biolabs

1 gyrA96 relAl

E. coli HB101

F- merB mrr hsdS20 (rp mp) recAl3 leuB6
ara-14 proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1
rpsL20(SmR) glnV44 )\

Institut fiir Virologie,
Universitat zu Liitbeck

thuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginv44

E. coli NEB
cot ®80A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl New England Biolabs
5-alpha .
thi-1 hsdR17
F mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)
E. coli ®80A(lacZ)M15 AlacX74 recAl endAl .
Invitrogen
DH10Bac araD139 A(ara, leu)7697 galU galK X rpsL
nupG/pMON14272/pMON7124
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
E. coli AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, Institut fiir Physik,
DHI10EmBacY leu)7697 galU galK A~ rpsL Universitét zu Liibeck

nupG/pMON14272-EYFP/pMON7124

Tabelle 2.12: Verwendete Zelllinien und deren Herkunft.

Name Organismus Beschreibung Bezugsquelle
klonaler Ableger der Sf21-Zelllinie, . o .
Spodoptera . . Institut fiir Virologie,
Sf9 (1) . die von Ovarienzellen des Herbst- . o .
frugiperda Universitét zu Liibeck
Heerwurms abstammt
klonaler Ableger der Sf21-Zelllinie,
Spodoptera . ) )
Sf9 (2) . die von Ovarienzellen des Herbst- Expression Systems
frugiperda
Heerwurms abstammt
klonaler Ableger der Sf21-Zelllinie,
Spodoptera ] A
Sf9 (3) . die von Ovarienzellen des Herbst- DESY, Hamburg
frugiperda
Heerwurms abstammt
High Five Zelllinie, die aus Ovarienzellen der . o .
: .. . Institut fiir Virologie,
(BTI-Tn- Trichoplusia ni  Aschgrauen Hockereule gezogen . .
Universitit zu Liibeck
5B1-4) wurde
Ein vom Hersteller durch Selektion
. Spodoptera . .
TriEX . auf hohe Proteinproduktion Novagen (Merck)
frugiperda

optimierter Ableger der Sf9-Zelllinie
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2.9 Rekombinante Baculoviren

Tabelle 2.13 Liste der verwendeten rekombinanten Baculoviren. Alle Viren wurden mit dem Bac-to-
Bac-System generiert. Soweit nicht anders angegeben, wurden die Bacmide der aufgefiihrten
Viren in DH10Bac-Zellen hergestellt und produzieren daher kein EYFP als Infektionsmarker.

Name Beschreibung Bezugsquelle
CatB Produziert Cathepsin B aus Trypanosoma Prof. Dr. Lars Redecke,
a
brucei. Universitat zu Liibeck
Produziert Cathepsin B T
ro u.21e.r .a epsm. aus rypanosoma. Prof. Dr. Lars Redecke,
CatB KDEL brucei mit einer Erweiterung des C-Terminus . . .
. L Universitit zu Liibeck
um die Aminosduren KDEL.
Produziert Cathepsin B T
ro u.21e.r .a epsm. aus rypanosoma. Prof. Dr. Lars Redecke,
CatB SEL brucei mit einer Erweiterung des C-Terminus . . R
. L Universitit zu Liibeck
um die Aminosauren SEL.
Produziert Cathepsin B T
ro u.z1e.r .a epsm. aus rypanosoma. Prof. Dr. Lars Redecke,
CatB SKI brucei mit einer Erweiterung des C-Terminus . . R
) . Universitit zu Liibeck
um die Aminosauren SKI.
Produziert Cathepsin B T
ro u'z1e.r .a epsm‘ aus rypanosoma. Prof. Dr. Lars Redecke,
CatB SKL brucei mit einer Erweiterung des C-Terminus ) - .
) . Universitit zu Liibeck
um die Aminosauren SKL.
Produziert Cathepsin B T
L. psm‘ aus 1nop anosoma. Prof. Dr. Lars Redecke,
CatB SKLG brucei mit einer Erweiterung des C-Terminus ) i ..
. L Universitat zu Liibeck
um die Aminosiduren SKLG.
Produziert ESAT6, einen Virulenzfaktor von
Mycobacterium tuberculosis, versehen mit Prof. Dr. Lars Redecke,
ESAT6 PTS1 . . . . ..
einer C-terminalen PTS1-Sequenz (SKL). Universitat zu Liibeck
Bacmid hergestellt in DHIOEmBacY-Zellen.
Produziert EGFP loslich im Zytoplasma.
Dieses reichert sich im Nucleoplasma an und  Prof. Dr. Lars Redecke,
EGFP . .. . . . ..
markiert damit sichtbar beide Universitit zu Liibeck
Kompartimente.
Produziert EGFP loslich im Zytoplasma. Das
C-terminale SKL fiihrt als PTS1-Signal zur Prof. Dr. Lars Redecke,
EGFP SKL . . . . ..
Anreicherung des Proteins in den Universitét zu Liibeck
Peroxisomen.
Jose Martinez-Costas,
Produziert ein Reovirus uNS-Fragment (AS Universidad de Santiago
EGFP-uNS 448-635), an welches N-terminal EGFP de Compostela
fusioniert wurde. (Brandariz-Nuifiez et al.,
2010b)
Produziert die IMPDH T
ro u.z1er .1e .von rypan?soma . Michael Duszentko,
IMPDH brucei, erweitert um einen N-terminalen His- . .
Universitdt Tibingen
Tag.
Produziert das humane Lysosomale
Glykoprotein 120 (Lgp120) mit einer C- Prof. Dr. Lars Redecke,
Lgp120-YFP yKop (Lgp120)

terminalen EYFP-Fusion. Markiert
Lysosomen auch in Insektenzellen.

Universitit zu Liibeck
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Jose Martinez-Costas,
Universidad de Santiago

Luciferase . de Compostela
pyralis. ) .
(Brandariz-Nuiez et al.,
2010a)
Produziert eine mCherry-Variante, welche
. . . Prof. Dr. Lars Redecke,
mit der Signalsequenz von humanem BiP . . B
. . Universitat zu Liibeck
mCherry-KDEL (AS 1-18) und einem C-terminalen

Retentionssignal (KDEL) versehen wurde.
Markiert das Lumen des ER.

(Liibber, 2014; Schonherr
et al., 2015)

Nicastrin 716 SS

Produziert Introns 7-16 von humanem
Nicastrin, versehen mit einer N-terminalen
Signalsequenz von TbCathepsin B.

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Liibeck

Nicastrin ECD
PTS1

Produziert die Ektodoméne von humanem
Nicastrin, versehen mit einer C-terminalen
PTS1-Sequenz (SKL).

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Litbeck

Pex26-mCherry

Produziert Aminosduren 245-305 von Pex26
aus Drosophila melanogaster und markiert
die Peroxisomenmembran. Pex26 wurde N-
terminal mit mCherry fusioniert.

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitat zu Liibeck
(Ally et al., 2009;
Schonherr et al., 2015)

Pex3-mCherry

Produziert Aminosauren 1-40 von Pex3 aus
Drosophila melanogaster und markiert die
Peroxisomenmembran. Pex3 wurde C-
terminal mit mCherry fusioniert.

Prof. Dr. Lars Redecke,
Universitét zu Liibeck
(Ally et al., 2009;
Schénherr et al., 2015)

Produziert eine zytosolische Variante des
Virulenzfaktors EsxA aus Streptococcus

Prof. Dr. Lars Redecke,

sagEsxA cyto
& ¥ agalactiae. Bacmid hergestellt in Universitét zu Liibeck
DH10EmBacY-Zellen.
Produziert den Virulenzfaktor EsxA aus
Streptococcus agalactiae, versehen mit einer
N-terminalem Signalsequenz von Prof. Dr. Lars Redecke,
sagEsxA SS-R . . . . - ..
TbCathepsin B und einem C-terminalen Universitét zu Liibeck
Retentionssignal (KDEL). Bacmid hergestellt
in DH10EmBacY-Zellen.
Produziert das Antikdrperfragment scFv G9
(gerichtet gegen humanes Nicastrin), Prof. Dr. Lars Redecke,
scFv G9 SS .. . . - ..
versehen mit einer N-terminalen Universitét zu Liibeck
Signalsequenz von TbCathepsin B.
Produziert das Nichtstrukturprotein
ZIKV NS2BNS3 o . Prof. Dr. Lars Redecke,
NS2BNS3 des Zikavirus als zytosolische o .
cyto . Universitat zu Liibeck
Variante.
Produziert eine zytosolische Variante des
ZIKV NS2BNS3 Nichtstrukturproteins NS2BNS3 des Prof. Dr. Lars Redecke,
PTS1 Zikavirus, versehen mit einer C-terminalen Universitit zu Liibeck

PTS1-Sequenz (SKL).
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2.10 Antikorper

Tabelle 2.14 Liste der fiir die Immunfluoreszenz verwendeten Erst- und Zweitantikérper und ihrer
anwendungsspezifischen Verdiinnungen.

Name Beschreibung Bezugsquelle Verdiinnung

aMs DyLight Polyklonaler Antikorper aus

549 der Ziege, gerichtet gegen Jackson 1:9.000
Maus IgG und mit DyLight 549 ImmunoResearch o
gekoppelt.

. monoklonaler Maus-Antikorper
aHA-Epitop- . .
Tag gegen den HA-Epitop-Tag Biolegend 1:1.000

(YPYDVPDYA). Klon 16B12.
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3 Methoden

3.1 Bioinformatische Methoden

3.1.1 Sequenz-Alignment

Das Alignment der Sequenzen wurde mit der Server-basierten Software Benchling
(benchling.com) durchgefiihrt. Diese nutzt die Software MAFFT v7 (Katoh & Standley,
2013) unter Verwendung des MAFFT-Algorithmus (Katoh et al., 2002). Die Darstellung
erfolgte ebenfalls mit Hilfe von Benchling.

3.1.2 Oligonukleotiddesign

Primer fiir die gerichtete Mutagenese einzelner Nukleotide wurden mit Hilfe der
Webserver-basierten Software PrimerX (Lapid & Gao, 2003) erstellt. Fiir die Erstellung
und Uberpriifung von Primern fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten sowie die
Generation von Oligonukleotiden fiir Sequenzierungen wurde die Server-basierte
Software Benchling (benchling.com) oder das Webserver-basierte Tool Primer3web
v4.0.0 (Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al., 2012) genutzt.

3.1.3 Berechnung von Proteineigenschaften

Molekulargewichte und weitere Eigenschaften der verwendeten Proteine wurden
durch die Webserver-basierte Software ProtParam (Gasteiger et al., 2005) aus der
Sammlung des Swiss Institute of Bioinformatics (expasy.org) berechnet. Die Vorhersage
von Translokationssignalen fiir das endoplasmatische Retikulum erfolgte mit Hilfe von
SignalP 5.0 (José Juan Almagro Armenteros et al., 2019).

3.1.4 In silico-Klonierung

Die Generation von Vektorkarten sowie die Planung von Konstrukten und
Klonierungsmethoden erfolgte unter Nutzung der Server-basierten Software Benchling
(benchling.com).

35


https://www.benchling.com/
https://www.benchling.com/
https://www.expasy.org/
https://www.benchling.com/

3. Methoden |

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.1.1 Taq DNA-Polymerase

Fir die DNA-Amplifikation mittels Taqg DNA-Polymerase wurde zunéchst ein
Mastermix mit den folgenden Komponenten angesetzt:

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die PCR mittels Taq DNA-Polymerase.
Mengenangabe fiir eine einzelne Reaktion.

Komponente Menge (uL)
H->O 11,7

10x Taq DNA-Polymerase-Puffer (mit (NH4)2SO4) 2

MgCl; (25 mM) 1,2

dNTPs (je 2,5 mM) 2

Taq DNA-Polymerase 0,1
Gesamtmenge 17

Nach dem Aufteilen des Mastermixes auf die verschiedenen Reaktionsgefifse wurden
jeweils 1 uL der bendtigten Primer (10 uM) sowie 1 uL der DNA-Vorlage (20 - 100 ng)
zugegeben und die Reaktion dem folgenden Protokoll entsprechend gestartet:

Tabelle 3.2: Protokoll fiir die Polymerasereaktion unter Verwendung der Taq DNA-Polymerase. Die
gyklisch ausgefiihrten Schritte sind grau hinterlegt.

Schritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 45s

Annealing Tm-5°C 45s

Elongation 68 °C 1 min/kb

Finale Elongation 68 °C 2,5x Elongationszeit

Es wurden in der Regel 30 Zyklen fiir die Amplifikation der DNA verwendet.

3.2.1.2 ALLin Hifi DNA-Polymerase

Fiir die DNA-Amplifikation mittels ALLin Hifi DNA-Polymerase wurde ein Mastermix
aus den folgenden Komponenten angesetzt:
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Tabelle 3.3: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die PCR bei Verwendung der ALLin Hifi DNA-
Polymerase. Mengenangabe fiir eine einzelne Reaktion.

Komponente Menge (uL)
H.O 36,9

5x ALLin Hifi-Puffer 10
DNA-Polymerase 0,1
Gesamtmenge 47

Nach dem Aufteilen des Mastermixes auf die verschiedenen Reaktionsgeféal3e wurden
jeweils 1 uL. der benoétigten Primer (10 uM) sowie 1 uL. des DNA-Templates (20 — 100 ng)
zugegeben und die Reaktion nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 3.4: Protokoll fiir Polymerasereaktion unter Verwendung der ALLin Hifi DNA-Polymerase.
Die zyklisch ausgefiihrten Schritte sind grau hinterlegt.

Schritt Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 20 s

Annealing Tm-5°C 20 s

Elongation 72 °C 20 s/kb

Finale Elongation 72 °C 2,5x Elongationszeit

Es wurden in der Regel 30 Zyklen fiir die Amplifikation der DNA verwendet.

3.2.2 Mutagenese-PCR

PCRs fiir den Austausch einzelner Basen in einem DNA-Strang wurden mit Hilfe der
ALLin Hifi DNA-Polymerase durchgefiihrt. Dabei wurden Oligonukleotide verwendet, die
vollstdndig zueinander komplementér sind und die zu verdndernden Stellen beinhalten.
Die beiden Einzelstrdnge wurden in Einzelreaktionen mit 16 Zyklen amplifiziert. Nach
Verdau der DNA-Vorlage durch Zugabe von 1 uL Dpnl und Inkubation fiir 1 h bei 37 °C
wurden beide Reaktionsansédtze gemischt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Anschliel3end
erfolgte das Anlagern der Einzelstrdnge durch ein langsames Abkiihlen in einem
Metallblock fiir ca. 1 h bis auf Raumtemperatur. Nach Reinigung des PCR-Produktes mit
Hilfe des GeneJET PCR Purification Kits nach Herstellerangaben erfolgte eine
Transformation von DH5a oder HB101 E. coli-Zellen.

3.2.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiuren

Fiir die Trennung von Nukleinsduren wurden ein- bis zweiprozentige Agarosegele
genutzt. Diese wurden mit modifiziertem TAE-Puffer angesetzt. Als DNA-
Fluoreszenzmarker wurden 2 ul. Midori Green Xtra je 100 mL Gel verwendet. Fiir den
Probenauftrag wurden die DNA-LOsungen entweder mit 6x TriTrack Ladepuffer oder 10x
FastDigest Green Buffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte in Abhdngigkeit von der
erwarteten Fragmentgrofe bei 120V fiir 15 bis 30 min. Die Detektion wurde auf einem
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Transilluminator durchgefiihrt, auf welchem der Fluoreszenzmarkers mit blau-griinem
Licht angeregt wurde. Die Dokumentation erfolgte mit einer FOculus IEEE1394-Kamera.

3.2.4 DNA-Restriktion und -Reinigung

Fiir die Restriktion von DNA wurden in Abhéngigkeit vom verwendeten Enzym die
jeweiligen herstellerspezifischen Angaben befolgt. Die anschlief3ende Reinigung der DNA
erfolgte entweder iiber die gelelektrophoretische Auftrennung mit anschlie3ender
Extraktion der spezifischen Bande mittels GeneJET Gel Extraction Kit oder Millipore
Montage Gel Extraction Kit oder iiber eine thermische Inaktivierung der
Restriktionsenzyme nach Herstellerangaben mit anschliefender Féllung durch Ethanol
(siehe Kap. 3.2.6).

Fiir die Klonierung von Genen mittels {iberlappender Enden wurde dem
Restriktionsansatz des jeweiligen Vektors 1 uL FastAP (Thermo Scientific) hinzugegeben,
um die Enden zu dephosphorylieren. AnschlieRend erfolgte die Restriktion fiir 60 min bei
37°C.

3.2.5 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Quantifizierung erfolgte an einem Nanodrop 2000c von Thermo Fisher Scientific
oder einem DS-11 von DeNovix durch Messung der OD nach Herstellerangaben.

3.2.6 Konzentration von DNA

Um die Konzentration von DNA-Proben zu erhohen, wurde die DNA mittels
Natriumacetat gefdllt und in einem geringeren Volumen an Puffer bzw. Wasser wieder
resuspendiert. Dazu wurden 0,1 Volumeneinheiten einer 3 M NaOAc-Losung (pH 5,2) zur
DNA-Probe gegeben und gemischt. Anschlie@end wurden 2,5 Volumeneinheiten reiner
Ethanol (unvergéllt) dazugegeben, gemischt und fiir 30 min bei -80 °C inkubiert. Die so
gefillte DNA wurde dann fiir 30 min bei 20.000 rcf und 4 °C pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 500 uL. 70%igem Ethanol iiberschichtet und wieder fiir
10 min bei 20.000 rcf und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen
und das Pellet bei 42 °C getrocknet. Zum Schluss wurde das gewiinschte Volumen Wasser
oder TE-Puffer hinzugegeben und das Pellet bei 37 °C fiir 30 min gelost.

3.2.7 DNA-Ligation

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde in der Regel ein molekulares Verhéltnis
von Insert-DNA zu Vektor von 3:1 gewahlt. Abweichungen mit Verhéltnissen von 1:1 bis
10:1 waren moglich und abhingig von den Fragmentgrof3en und dem Ligationserfolg.
Die verwendeten Fragmente wurden vor der Ligation entweder iiber ein Agarosegel mit
anschliefender Extraktion aus dem Gel mittels GeneJET Gel Extraction Kit oder iiber das
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GeneJET PCR Purification Kit nach Herstellerangaben gereinigt. Die Ligation erfolgte
mittels T4 DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers.

Die Ligation von glatten Enden bei der Herstellung von pFastBacl-Plasmiden erfolgte
nach dem folgenden Schema:

Tabelle 3.5: Zusammensetzung des Ligationsansatzes fiir pFastBacl-Vektoren. Bei der Verwendung
von tiberlappenden Enden wurde das Restriktionsenzym weggelassen.

Substanz Menge
T4 DNA-Ligase-Puffer (10x) 2 uL
Vektor (100 ng) 1 ul
Insert (3:1) X uL

T4 DNA-Ligase 1 uL
FastDigest Ehel 0,2 uL
H20 ad 20 uL

Dabei wurde die Vektor-DNA ohne Reinigung aus dem Restriktionsansatz mit Ehel
entnommen und dem Ligationsansatz frisches Ehel zugesetzt, um eventuelle Vektor-
Religationen zu minimieren. Der Ansatz wurde fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Bei sehr hohen Religationsraten wurde der Ansatz nach der Inkubation fiir 10 min bei
65 °C inkubiert, um die Ligase zu inaktivieren. Anschlie3end wurden weitere 0,2 uL. Ehel
zugegeben und erneut fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Alternativ konnte auch bei 16 °C
iiber Nacht ligiert werden.

Bei der Verwendung {iberlappender Enden wurde, davon abweichend, der
geschnittene und dephosphorylierte Vektor zunéchst {iber ein Agarosegel gereinigt und
dem Ligationsansatz kein Restriktionsenzym hinzugefiigt.

3.2.8 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Fiir die Herstellung doppelstringiger DNA-Oligonukleotide wurden die
synthetisierten, einzelstrdngigen und zueinander komplementiren Oligonukleotide
jeweils in Oligonukleotid-Annealing-Puffer mit einer Konzentration von 100 uM gelost
und 1:1 gemischt. Anschlielfend wurde der Ansatz fiir 3 min auf 95 °C erhitzt und in
einem Metallblock langsam (iiber ca. 2h) auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die finale
Konzentration des doppelstrangigen Oligonukleotids betrug damit 50 uM.

3.2.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden zur Verifikation erfolgreicher Klonierungen wurde
durch die Firma LGC Genomics durchgefiihrt. Fiir die Probenvorbereitung wurden die
Herstellerangaben fiir den Ready2Run befolgt.
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3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fiir die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurde eine 5 mL-Vorkultur in LB-
Medium (ggf. mit Antibiotika) mit einer Kolonie von einer frischen LB-Platte angeimpft
und tber Nacht bei 37 °C und 150 rpm geschiittelt. 100 mL vorgewdrmtes LB-Medium
wurden mit 1 mL der Vorkultur inokuliert und fiir 3 bis 5h bei 37 °C und 150 rpm bis zu
einer ODgoo von 0,6 - 0,8 geschiittelt. Bei erreichter Zelldichte wurde die Kultur in zwei
50 mL-Gefal3e {iberfiihrt und fiir 10 min auf Eis gelagert. Alle folgenden Schritte erfolgten
bei 4 °C. Die Bakterien wurden nun fiir 15 min bei 1.000 rcf pelletiert. Der klare Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 10 mL kalter (4°C) CaCly-Losung vorsichtig
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut bei 1.000 rcf fiir
15 min zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde erneut in
1 mL kalter (4 °C) CaCly-Losung vorsichtig resuspendiert und in 50 - 200 uL-Aliquoten in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -75 °C.

3.3.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Fiir das Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien wurden Aliquote kompetenter
Zellen auf Eis aufgetaut und jeweils 20 uL. davon mit der gewiinschten Menge Plasmid-
DNA versetzt und gemischt. Fiir Ligationsansitze wurden 2 uL des jeweiligen Ansatzes
genutzt, fiir gereinigte Plasmide 20 ng. Nach einer Inkubation auf Eis von 10 min wurden
die Bakterien einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 s ausgesetzt. Anschliefsend wurden
200 ul antibiotikafreies LB-Medium zugegeben und die Ansdtze fiir 30 min (bei
Ampicillin-Resistenz tragenden Plasmiden) oder 60 min (bei Kanamycin-Resistenz
tragenden Plasmiden) bei 37 °C inkubiert. 100 uL. der Bakterienlésung wurde dann auf
antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten (50 ug/mL Kanamycin bzw. 100 ug/mL Ampicillin)
ausgestrichen und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

3.3.3 Plasmidpriparation aus Bakterien

Fiir die Préparation kleiner Mengen von DNA wurden 5 mL LB-Medium mit einer
E. coli-Kolonie, welche von einer LB-Agar-Platte mit entsprechend transformierten
Bakterien gepickt wurde, angeimpft. Die Kolonie wurde dafiir mit einer 10 uL-Pipette
aufgenommen und in das Medium hinein pipettiert Die Inkubation erfolgte iiber Nacht
bei 37 °C und 180 rpm. Die Préaparation wurde mit Hilfe des GeneJET Plasmid Miniprep
Kits nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution der DNA erfolgte mit
MilliQ-H20 und die Konzentrationsbestimmung der praparierten DNA durch OD-Messung
an einem Spektralphotometer nach Herstellerangaben.
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3.3.4 Herstellung rekombinanter Bacmide

Fiir die Herstellung von rekombinanten Baculoviren wurden die gewiinschten Gene
durch die ALLin Hifi DNA-Polymerase amplifiziert und mittels Ligation in pFastBacl-
Vektoren kloniert. Anschliefend konnten E. coli DH10Bac- oder DH10EmBacY-Zellen mit
der ligierten DNA transformiert werden. Dazu wurde ein 20 uL-Aliquot der kompetenten
Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 40 ng Plasmid-DNA versetzt. Nach 10 bis 30 min
Inkubation auf Eis wurde fiir 30s ein Hitzeschock bei 42 °C durchgefiihrt und die
Bakterien anschliel3end nochmals fiir 2 min auf Eis gekiihlt. Dann wurden 380 uL. SOB-
Medium zugegeben und fiir mind. 10 h bei 500 rpm und 37 °C inkubiert. 5 - 15 uL der
Suspension wurden auf einer Bacmid-Agar-Platte ausgestrichen und fiir 48 h bei 37 °C
inkubiert. Von der Platte wurde eine eindeutig weif3e Kolonie gepickt und auf einer
weiteren Bacmid-Agar-Platte vereinzelt. Nach weiteren 48 h bei 37 °C wurde eine weil3e
Kolonie gepickt und 4 mL SOB-Bacmid-Medium mit dieser angeimpft. Nach 20 h bei 37 °C
und 180 rpm wurde das rekombinante Bacmid mittels ZR Bac DNA Miniprep Kit gereinigt
und die erfolgreiche Transposition durch PCR mit den pUC/M13-Primern und der ALLin
HiFi DNA-Polymerase iiberpriift. Fiir die anschliefende Virusproduktion wurden Sf9-
Zellen mit dem erfolgreich hergestellten Bacmid transfiziert.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Kryopraservation von Insektenzellen

Die Langzeitlagerung der Insektenzellen erfolgte bei -196 °C in 2 mL-Kyroréhrchen.
Fiir die Herstellung von Zellvorraten wurden die Zellen in einer niedrigen Passage in
Schiittelkultur bis zu einer Dichte von ca. 3-10°Zellen/mL wachsen gelassen.
Anschlielend wurden die Zellen in einem 50 mL-Rohrchen bei 700 rcf fiir 5 min pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet anschlieRend in Einfriermedium,
bestehend aus ESF921-Medium versetzt mit 10% DMSO und 100 g/L Trehalose,
resuspendiert. Dabei wurde eine finale Zelldichte von 5 - 107 Zellen/mL eingestellt und
die Kulturen in 1 mL-Aliquoten eingefroren. Das Kiihlen der Zellvorrate auf -75 °C erfolgte
in einem Mr. Frosty Gefrierbehdlter {iber einen Temperaturgradienten von -1 °C/min iiber
Nacht. Die Langzeitlagerung erfolgte anschlieend in fliissigem Stickstoff bei -196 °C.

3.4.2 Auftauen von Insektenzellen

Fiir die Inkulturnahme von Zellen aus dem kryokonservierten Vorrat wurde das
Rohrchen mit der Zellsuspension aus der Lagerung entnommen und ziigig im Wasserbad
bei 37 °C aufgetaut, bis das Eis gerade vollstindig getaut war. Je 500 pL Suspension
wurden anschlieRend in eine 75 cm?-Zellkulturflasche mit 25 mL vorgelegtem, auf 27 °C
vorgewarmtem Medium {iberfiihrt und aufrechtstehend bei 27 °C und 100 rpm inkubiert.
Die Kultur wurde bis zu einer Dichte von 4-10°Zellen/mL wachsen gelassen.
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AnschlieBend konnte die Kultur das erste Mal auf 1 - 10° Zellen/mL gesplittet und in die
normale Nutzung iiberfithrt werden.

3.4.3 Subkultivierung von Insektenzellen

Die Kultivierung der Insektenzelllinien erfolgte entweder in aufrechtstehenden
75 cm?-Zellkulturflaschen mit einem Kulturvolumen von 20 -30 mL. Die Inkubation
erfolgte bei 27 °C und 100 rpm im Schiittelinkubator. Die Zelldichte wurde regelméf3ig
durch Auszidhlen in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Das Splitten der Kulturen
erfolgte bei 2-6-10°Zellen/mL und die Kulturen wurden auf eine Dichte von
0,5 -1 - 10° Zellen/mL eingestellt.

3.4.4 Transfektion von Insektenzellen mit Bacmid-DNA

Fiir die initiale Herstellung von baculoviralen Partikeln wurden 0,8 - 10° Sf9- oder
TriEX-Zellen in einem Well einer 12-Well-Platte ausplattiert und fiir ca. 1 h adhérieren
gelassen. Wahrenddessen wurde 1ug Bacmid-DNA mit antibiotikafreiem Insektenzell-
medium auf ein Gesamtvolumen von 50 uL. verdiinnt. 3 uL. des ESCORT IV-Reagenzes
wurden mit 47 uL. antibiotikafreiem Medium verdiinnt und mit der verdiinnten Bacmid-
DNA vermischt. Diese Mischung wurde fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit
sich ausreichend Liposomen-DNA-Komplexe bilden konnten. Anschlieend wurden die
Zellen zweimal mit antibiotikafreiem Medium gewaschen und 400 uL. Medium auf die
Zellen gegeben. Die DNA-Losung wurde dann tropfenweise im Well verteilt und fir
15 - 18 h bei 27 °C inkubiert. Anschlielfend wurde das Medium vollstdndig abgenommen
und durch 1 mL antibiotikahaltiges Insektenzellmedium ersetzt.

3.4.5 Amplifikation viraler Partikel

Kristallisationsexperimente wurden mit baculoviralen Partikeln in der dritten
Generation durchgefiihrt. Diese wurden durch mehrmalige Infektion von
Insektenzellkulturen hergestellt. Der Virenvorrat der ersten Generation (P1) wurde durch
Inkubation der Insektenzellen fiir 5 Tage bei 27 °C nach der Transfektion der Zellen mit
Bacmid-DNA (Kap. 3.4.4) hergestellt. Der Uberstand des Wells wurde dafiir abgenommen,
bei 20.000 rcf fiir 30 s zentrifugiert und anschlie3end in ein frisches 2 mL Reaktionsgefa(d
{iberfiihrt. Von diesem P1-Stock wurden 200 - 500 uL fiir die Infektion von 1 -10° Sf9-
Zellen in einer 6-Well-Platte verwendet. Nach weiteren 4 Tagen Inkubation konnte davon
der Virenvorrat der zweiten Generation (P2) analog zum Vorgehen beim P1-Stock
geerntet werden. Vom P2-Vorrat wurden wiederum 20 ul. fiir die Herstellung des P3-
Stocks verwendet. Nach 4 Tagen Inkubation konnte dieser geerntet werden und eine
Analyse der Virusproduktion erfolgen. Dafiir wurden je 2 - 10° Zellen in 500 uL Medium
in 6 Wells einer 24-Well-Platte gegeben und mit verschiedenen Mengen des Virusvorrats
(0,2 - 10 uL) infiziert. Die Auswertung erfolgte nach weiteren 4 Tagen Inkubation. Dabei

42



| 3. Methoden

sollten deutliche Anzeichen einer Infektion (vergrof3erte Zellen, Zelllyse) erkennbar sein,
ohne dass die gesamte Kultur schon lysiert ist. Eine entsprechende Menge des Virusvorrats
wurde anschliel3end fiir die Infektion zu untersuchender Zellen verwendet.

Bei Verwendung von rekombinanten Viren, welche fiir fluoreszierende Proteine
codieren, konnte der Erfolg der Transfektion und der Virusstock-Generation direkt mittels
eines Fluoreszenzmikroskops unter Verwendung entsprechender Filtersets kontrolliert
werden.

3.4.6 Fluoreszenz-basierte Virustiterbestimmung

Fiir die Bestimmung des Virustiters wurden in 6 x 8 Wells einer 96-Well-Platte je Well
3-10* High Five-Zellen in 180 ul. Medium ausplattiert und fiir 30 min adhérieren
gelassen. Anschlielend wurde der Virusstock 1:10 in Medium verdiinnt und je 20 uL
davon in jedes Well der ersten Reihe pipettiert. Mit einer Multipipette wurde
anschliefend das Medium in der ersten Reihe vermischt, 20 uL. aus dieser entnommen
und in die Wells der zweiten Reihe pipettiert. Danach erfolgten ein Spitzenwechsel und
eine Wiederholung des Vorganges fiir jede darauffolgende Reihe. Aus der letzten Reihe
wurden 20 uL des Uberstandes entnommen und verworfen.

Die Auswertung erfolgte 4 Tage nach Infektion mittels Fluoreszenzmikroskopie unter
Detektion des produzierten EYFPs. Alle Wells, die mindestens zwei leuchtende Zellen
aufwiesen, wurden als positiv gewertet. Die TCIDso/mL (tissue culture infectious dose)
wurde anschlieRend basierend auf der Methode von Reed und Muench (Reed & Muench,
1938; Carter & Saunders, 2013) berechnet.

3.4.7 Immunfluoreszenzfirbung

Fiir die Inmunfluoreszenzfirbungen wurden 0,5 - 10° Zellen in ein Well einer 6-Well-
Platte gegeben, in welches ein rundes 25 mm-Deckglas in 2 mL Medium vorgelegt wurde.
Anschlielend wurden die Zellen mit dem gewiinschten Virus mit einer Multiplizitat der
Infektion (engl.: multiplicity of infection, MOI) von 1 infiziert und fiir 2 bis 5 Tage bei
27 °C inkubiert. Fiir die Fixierung der Zellen wurden zunichst 700 uL. vorgewarmtes
(37 °C) Insektenzellfixativ zu den Zellen gegeben und fiir 2 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurde der gesamte Uberstand verworfen und die Zellen mit 1 mL des
vorgewarmten Insektenzellfixativs bedeckt und fiir 15min bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Fixativ wurde nun verworfen, die Zellen einmal kurz mit 1 mL PBS, dann
zweimal fiir jeweils 10 min mit 1 mL PBS gewaschen. Das PBS wurde verworfen und die
Zellen mit 2 mL frischem PBS bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Fiir die Markierung der gewiinschten Strukturen mit Antikdrpern wurde das PBS von
den Zellen entfernt und diese mit 1 mL Blockierlosung IF, versetzt mit 0,1 % Triton X-100,
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielsend wurde zweimal kurz mit
1 mL PBS gewaschen, das Deckglas aus dem Well entnommen und in eine Feuchtekammer
tiberfithrt. Auf das Glas wurden 200 uL der Erstantikorperlosung (Verdiinnung der
Antikorper in PBS) aufgebracht und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Anschlielend wurde die Losung abgetropft und das Glas in drei aufeinander folgenden,
mit PBS gefiillten Schalen durch Schwenken gewaschen. AnschlieBend wurde das
Deckglas wieder in die Feuchtekammer gelegt und mit 200 uL der Zweitantikorperlésung
(Verdiinnung in PBS) {berschichtet. Nach weiteren 60 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Losung abgetropft und das Glas wiederum in drei
aufeinander folgenden Schalen in PBS durch Schwenken gewaschen. PBS-Reste wurden
griindlich von der Seite abgetupft und das Deckglas auf einen 15uL-Tropfen des
Einbettmediums auf einem Objekttrager aufgelegt. Der Rand des Glases wurde mit klarem
Nagellack dicht versiegelt und die Probe unter dem Mikroskop analysiert und
dokumentiert.

3.4.8 Rekombinante Genexpression in Insektenzellen

Fiir die rekombinante Genexpression in Insektenzellen wurden 0,9 - 10° Zellen in ein
Well einer 6-Well-Platte in 2 mL Gesamtvolumen ausplattiert und je nach Potenz des P3-
Virenstocks mit 0,5 bis 100 uL Virussuspension infiziert. In der Regel wurden 2 bis 20 uL
verwendet. Fiel die Potenz des Stocks iiber die Dauer der Lagerung zu stark, was an
verminderten Infektionsanzeichen erkennbar war, wurden ggf. Stocks einer hoheren
Passage generiert und mit diesen weitergearbeitet. Die Genexpression setzte nach ca. 20 h
ein, das Kristallwachstum nach 48 - 96 h.

Fiir die Infektion von Insektenzellen mit einer bestimmten und reproduzierbaren
Virusmenge wurde die Grof3e der Multiplizitat der Infektion (MOI) genutzt. Die fiir eine
Infektion mit festgelegter MOI notwendige Menge an Virusstock wurde auf Basis des nach
Kap. 3.4.6 bestimmten TCIDso/mL-Wertes nach Formel 3 berechnet.

MOI - Anzahl der Zellen
TCID5q [3]
mL

Virusmenge [mlL] = v

Formel 3: Berechnung der bendtigten Virusmenge fiir eine Infektion von Insektenzellen mit einer
festgelegten Multiplizitdt der Infektion (MOI). Berechnung nach (O'Reilly, Miller & Luckow,
1994).

3.5 Mikroskopie

3.5.1 Probenvorbereitung fiir die Lebendzellmikroskopie

Fiir die Lebendzellmikroskopie am Nikon Ti-Eclipse Mikroskop wurden die
jeweiligen Zellen auf runden Deckgldsern mit 25 mm Durchmesser in 6-Well-Platten
ausplattiert. Die Zelldichte wurde dabei so gewdhlt, dass zum Zeitpunkt der ersten
Aufnahme noch keine Konfluenz erreicht war. Fiir die Aufnahmen wurde das Deckglas
aus dem Well entnommen und in eine spezielle, ringférmige Halterung (Eigenbau)
eingespannt. Diese war nach unten hin abgedichtet und bot die Moglichkeit, die Zellen
mit bis zu 2,5 mL Medium zu tiberschichten.
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Am Brunel SP951 und am Leica DM IL LED konnten die Zellen mit deutlich geringerer
Auflosung direkt im jeweiligen Kulturgefald beobachtet und dokumentiert werden und
benotigten keine weitere Vorbereitung.

3.5.2 Lebendzellmikroskopie

Fiir die Aufnahmen am Nikon Ti-Eclipse wurden die oben beschriebenen
Probenhalter in eine entsprechende Bohrung im Objekttisch eingespannt und mit einer
Abdeckung an die Luftversorgung angeschlossen. Damit konnten die Insektenzellen bei
23 °C unter hoher Luftfeuchtigkeit (>90 % rel. Feuchte) gehalten werden. Es wurden ein
20x-Luftobjektiv sowie je ein 40x und 100x-Olimmersionsobjektiv genutzt. Dazu standen
der Differential Interference Contrast (DIC)-Modus fiir Durchlichtaufnahmen sowie das
konfokale Laser-Spinning-Disk-System fiir Fluoreszenzaufnahmen zur Verfiigung.

Aufnahmen am Nikon Ti2-Eclipse erfolgten wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben. Der
Probenhalter wurde in eine Standard-Aufnahme fiir Zellkulturgefa3e auf dem Objekttisch
eingespannt. Es standen ein 60x-Wasserimmersions-, sowie ein 100x-Olimmersions-
objektiv zur Verfiigung. Damit konnten sowohl Weitfeld-Fluoreszenz- wie auch DIC-
Aufnahmen angefertigt werden. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte iiber ein LED-
Modul mit passenden Standard-Filtersets. Fiir Inmunfluoreszenz-Aufnahmen wurden die
auf Objekttragern aufgebrachten, préparierten Deckglaser (siehe Kapitel 3.4.7) in einen
entsprechenden Halter eingespannt und mit einem 100x-Olimmersionsobjektiv
analysiert.

Fiir Aufnahmen am Brunel SP95I und am Leica DM IL LED wurden die Zellen direkt
in Zellkulturflaschen oder Multi-Well-Platten abgelichtet. Am Brunel SP95I stand dafiir
ein 20x-Luftobjektiv mit kohlerscher Beleuchtung zur Verfiigung. Am Leica DM IL LED
konnten 10x, 20x und 40x-Luftobjektive mit dem Integrated Modulation Contrast (IMC)-
Modus sowie Phasenkontrast genutzt werden.

Am Zeiss Observer.Z1 wurden lebende Zellen direkt im Zellkulturgefal? abgelichtet.
Dafiir wurden ein 20x-Luftobjektiv oder ein 63x-Olimmersionsobjektiv genutzt.

Fiir die Auswertung der Grofde der beobachteten Strukturen wurden an allen
Systemen Vergleichsbilder mit einem Prdparat mit ausgeédtztem Groenmarker
aufgenommen, soweit keine Grof3enkalibrierung des jeweiligen Objektivs vorlag.

3.5.3 Mikroskopie von Immunfluoreszenz-Firbungen

Die Proben wurden, wie in Kapitel 3.4.7 beschrieben, vorbereitet. Fiir die
Bildaufnahme stand ein Nikon Ti2-Eclipse-Mikroskop mit einem 100x-Olimmersions-
objektiv, ausgeriistet mit einer LED-Lichtquelle und einer Nikon Qi2 Kamera zur
Verfiigung. Die auf dem Objekttrager fixierten Proben wurden mit dem Deckglas nach
unten auf den jeweiligen Objekttisch aufgelegt. Fiir die Olimmersion wurde Zeiss
Immersol 518 N genutzt.
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3.5.4 Zwei-Photonen-Mikroskopie

Fiir die Zwei-Photonen-Mikroskopie wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.4.8
beschrieben, in 6-Well-Platten infiziert und fiir 4-6 Tage unter Standard-
Kulturbedingungen inkubiert. Die Bildaufnahme erfolgte an einem TriM Scope II
Multiphotonenmikroskop, welches mit einem XLPlan N 25 Wasserimmersions-Objektiv
(NA 1,05; Olympus) und drei Titanium-Saphir-Lasern (Mai Tai HP und Insight DeepSee)
ausgeriistet war. Die Fluoreszenz bzw. die SHG- und THG-Signale wurden bei 730, 1060
und 1120 nm angeregt und das emittierte Licht in 4 Spektralkanélen (Kanal 1, <435 nm;
Kanal 2, 435 - 495nm; Kanal 3, 495 - 560 nm; und Kanal 4, >560nm) durch
Photomultiplier detektiert. Diese sitzen in Richtung des eingestrahlten Lichts und damit
hinter der Probe. Das Anregungslicht wurde nach dem Probendurchgang durch einen
short-pass-Filter herausgefiltert. Die Platte mit den zu untersuchenden Zellen wurde auf
dem Mikroskoptisch fixiert und das Objektiv von oben in das Zellkulturmedium
eingetaucht.

3.5.5 Transmissionselektronenmikroskopie

3.5.5.1 Vorbereitung der Zellen und Fixierung

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden 0,7 - 10° Insektenzellen in ein Well einer 6-
Well-Platte gegeben und mit 2 mL Kulturmedium iiberschichtet. Anschlief3end erfolgte
die Infektion mit der gewiinschten Menge an P3-Virusstock (in Abhidngigkeit des
Virustiters). Dafiir wurden in der Regel zwischen 1 und 50 uL des Stocks verwendet. Die
Zellen wurden bei 27 °C fiir 4 bis 6 Tage inkubiert und regelméllig auf ausreichende
Infektionsanzeichen bzw. Kristallwachstum kontrolliert. Fiir die Fixierung wurden 500 uL
des Mediums von den Zellen entfernt und diese im restlichen Medium vorsichtig
resuspendiert. Nach dem Uberfiihren in ein 1,5 mL-ReaktionsgefiR wurden die Zellen fiir
3min bei 500rcf pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann
vorsichtig in 500 uL kaltem (4 °C) EM-Fixierpuffer resuspendiert und fiir mindestens 24 h
bei 4 °C gelagert.

3.5.5.2 Probenvorbereitung und Bildaufnahme

Fiir die Kontrasterzeugung zur Bildaufnahme in einem TEM mussten die Proben in
Epoxidharz eingebettet, geschnitten und kontrastiert werden. Bei allen im Folgenden
beschriebenen Schritten wurden die Zellen am Ende fiir 3 min bei 900 rcf pelletiert und
der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette entfernt. Von den jeweiligen Losungen wurden
immer 500 uL zum Uberschichten der Zellen verwendet. Soweit nicht anders angegeben,
erfolgten alle Schritte bei Raumtemperatur.

Zunichst wurden die fixierten Zellen vom EM-Fixierpuffer befreit und einmal fiir
30 min in 120 mM Cacodylatpuffer (pH 7) gewaschen. Anschlieend folgte eine Nach-
fixierung und Kontrastierung in 1% Osmiumtetroxidlosung fiir 2 h. Dieses wurde fiir
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zweimal 15min in 120 mM Cacodylatpuffer (pH7) wieder ausgewaschen. Fiir die
Einbettung in Epoxidharz erfolgte nun eine Dehydrierung in ansteigenden Ethanol-
Konzentrationen fiir jeweils 2x 15 min (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 und 3x 100 % Ethanol
in Wasser). In 70 % Ethanol erfolgte eine Inkubation iiber Nacht. Der Ethanol wurde in
zwei Inkubationsschritten von jeweils 30 min in Propylenoxid entfernt. Anschlie3end
wurde eine Araldit-Mixtur wie in Tabelle 2.7 beschrieben angesetzt. Die Proben wurden
zunichst in einem Gemisch aus Araldit und Propylenoxid im Verhéltnis 1:2 fiir eine
Stunde, dann in einem Gemisch mit Verhaltnis 2:1 fiir eine weitere Stunde inkubiert.
Nach dem vorsichtigen Entfernen des Uberstandes konnte das restliche Propylenoxid fiir
2 min abdampfen, bevor ein vorsichtiges Uberschichten des Zellpellets mit 500 uL der
Araldit-Mixtur erfolgte. AnschlieRend folgte das Aushirten des Araldits bei 60 °C fiir 48 h.

Im Anschluss konnten die Proben an einem Leica Ultracut E Ultramikrotom auf eine
Schichtdicke von 60 - 90 nm geschnitten und auf Metalltrager (TEM-Grids) aufgetragen
werden. In einem Leica EM-AC20 wurden die abschliefenden Farbeschritte durchgefiihrt.
Dies waren 30 min in 0,5 % Uranylacetat (Leica Ultrostain I) bei 40 °C und 7 min in 3 %
Bleicitrat (Leica Ultrostain II) bei 20 °C. Die fertigen TEM-Grids konnten dann dauerhaft
bei Raumtemperatur gelagert werden.

Die Bildaufnahme erfolgte an einem JEOL JEM-1011 nach Anweisung von Harry
Manfeldt im Institut fiir Anatomie der Universitét zu Liibeck.

3.5.6 Behandlung von Zellen mit zellbiologisch aktiven Substanzen

Die Behandlung von Zellen erfolgte direkt wahrend der Bildaufnahme auf dem
konfokalen Laser-Mikroskopsystem des Nikon Ti-Eclipse. Dazu wurde die Probe wie in
Kapitel 3.5.1 beschrieben vorbereitet und in den Mikroskoptisch eingebracht (siehe Kap.
3.5.2). Die jeweilige Substanz wurde in dem fiir die Zellen geeigneten Medium verdiinnt
und vorgewarmt. Die Behandlung erfolgte durch einen Wechsel des Mediums zwischen
dem Mikroskopiemedium und der Substanz-Losung mit Hilfe einer Einmalpipette direkt
wiahrend der Bildaufnahme auf dem Mikroskoptisch. Die genutzten Verdiinnungen sind
in Tabelle 3.6 aufgefiihrt. Alle Verdiinnungen wurden im jeweiligen Insektenzellmedium
angefertigt.

Tabelle 3.6: Verwendete zellbiologisch aktive Substanzen und ihre jeweiligen Stocklésungen und
Endkonzentrationen. Soweit das Losungsmittel nicht angegeben ist, wurde die Stocklésung fertig

bezogen.

Substanz Stocklésung Finale Inkubations-
Konzentration dauer

BODIPY 558/568 10 mg/mL in DMSO 10 pg/mL 15 min

Luciferin ethyl ester 100 mM in DMSO 100 uM keine

LysoTracker Deep Red 1 mM 40 nM 5 min

MitoTracker Deep Red FM 1 mM in DMSO 7 nM 5 min

Propidiumiodid 1 mg/mL in H,0 500 ng/mL 15 min
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3.5.7 Bildauswertung

Fiir die statistische Auswertung von infizierten oder kristalltragenden Zellen wurden
nach der jeweiligen Infektionszeit am Zeiss Observer.Z1 Bilder der Zellen in ihren Multi-
Well-Platten aufgenommen. Dafiir wurde das 20x-Luftobjektiv genutzt und von jeder
Probe wurden jeweils zwei Bilder im Durchlichtkanal und ggf. im jeweiligen
Fluoreszenzkanal aufgenommen. Die Bildausschnitte wurden semi-zufallig gewéhlt, d. h.
es wurde jeweils ein zufilliger Punkt nahe der Mitte des Wells gewahlt und der Ausschnitt
so angepasst, dass nicht zu viele Zellen tibereinander liegen. Dies war notig, um die Bilder
ohne grollere Fehler auswerten zu konnen. Die Bildauswertung erfolgte mit der
aktuellsten ImageJ Version von Fiji (Schindelin et al., 2012).

Die Bildbearbeitung, also die Anpassung von Helligkeit und Kontrast sowie die
Einfarbung der Graustufen-Bilder mit einer Look-Up-Table (LUT), erfolgte ebenfalls mit
Hilfe von Fiji.

3.6 FACS

Fiir die Analyse von Zellen mittels FACS wurden 0,9 - 10° High Five oder 1 - 10° Sf9-
Zellen in 2 mL Gesamtvolumen in einem Well einer 6-Well-Platte ausplattiert und mit der
gewiinschten MOI infiziert. Die Zellen wurden bis zur Analyse bei 27 °C inkubiert. Fiir die
Analyse wurde 0,7 mL des Uberstandes aus dem Well entnommen und verworfen. Die
Zellen wurden anschlielend vorsichtig im restlichen Medium resuspendiert und in ein
5 mL-Rohrchen iiberfiihrt. Dieses wurde in die Probenaufnahme der verschiedenen FACS-
Gerite eingespannt und die weitere Probenbeladung konnte vom jeweiligen Gerat
iibernommen werden.

Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte im Sony SH800S mittels eines 448 nm- und
eines 560 nm-Lasers. Die Detektion von Vorwarts- und Riickwértsstreulicht erfolgte
anhand des 448 nm-Laserlichts. Die Fluoreszenz von EYFP und mCherry wurde mittels
der in Tabelle 3.7 aufgefiihrten Filter detektiert.

Im LSRII erfolgte die Anregung der Fluoreszenz mit Lasern der Wellenldngen
405 nm, 488 nm, 561 nm und 633 nm. Die Detektion von Vorwirts- und Seitwérts-
streulicht erfolgte ebenfalls anhand des 448 nm-Laserlichts. Die Fluoreszenz von
mCerulean, EYFP und mCherry wurde mittels der in Tabelle 3.7 aufgefiihrten Filter
detektiert.

Fiir die Datenanalyse und -aufbereitung wurde die Software FlowJo in Version 10
genutzt. Im Falle von sehr geringer Fluoreszenzintensitit kann die automatische
Hintergrund-Subtraktion zu negativen Intensitdtswerten fiihren. Bei der aufgrund des
sehr gro3en Dynamikbereiches (> 6 Logstufen) notigen logarithmischen Darstellung der
Intensitdtsverteilung wiirde dies zur Ansammlung von Werten auf der jeweiligen Achse
fiihren. Daher wurde eine bi-exponentielle Darstellung der Verteilungen gewahlt, bei
welcher eine Hyperbelfunktion (sinus hyperbolicus) genutzt wird, um im Bereich hoher
Fluoreszenz eine anndhernd logarithmische Darstellung zu erreichen, wahrend
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gleichzeitig Werte zwischen -100 und +100 in linearisierter Form dargestellt werden
konnen (Parks, Roederer & Moore, 2006).

Tabelle 3.7: Ubersicht der fiir die Detektion von Fluoreszenzproteinen (FPs) verwendeten Kandle in
der Durchflusszytometrie. Die Anregungswellenlinge gibt die Wellenldnge des verwendeten
Laserlichts an. Der den PMTs vorgeschaltete Emissionsfilter ist als Bandpassfilter angegeben. Die
Extinktions- und Emissionsmaxima stellen die spegzifischen Maxima in den Anregungs- und
Emissionsspektren der FPs dar.

N Anregungs- Bandpass- Extinktions- Emissions-
Gerat FP .. . . .
wellenlénge Filter maximum maximum
SH800S EYFP 488 nm 525/50 513 nm 527 nm
mCherry 561 nm 617/30 587 nm 610 nm
LSR1II mCerulean 405 nm 450/50 434 nm 477 nm
EYFP 488 nm 530/30 513 nm 527 nm
mCherry 561 nm 585/15 587 nm 610 nm
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3.7 Rontgendiffraktion

3.7.1 Pulverdiffraktometrie

Fiir die Sammlung von Pulver-Diffraktionsdaten wurden 0,9 - 10° High Five-Zellen
in einem Gesamtvolumen von 2 mL in einem Well einer 6-Well-Platte ausplattiert und mit
einer MOI von 1 mit dem jeweiligen 1BV infiziert. Die Zellen wurden anschlieend fiir 4
Tage bei 27 °C inkubiert. Fiir die Messung wurde 1 mL des Uberstandes aus dem Well
entnommen und verworfen. Die Zellen wurden nun vorsichtig im restlichen Medium
resuspendiert und in ein 1,5 mL-Reaktionsgefaf3 {iberfiihrt. Nach 30 min Sedimentation
wurden mit einer diinnen Pipettenspitze 60 uL der abgesetzten Zellen in eine Kunststoff-
Kapillare mit 3,5 mm Durchmesser aus dem MicroRT Tubing Kit (MiTeGen) iiberfiihrt.
Um die Zellen in der Spitze der Kapillare zu konzentrieren, wurde diese in einer Halterung
fiir zweimal 1 min bei 100 rcf zentrifugiert. Da dafiir ein Festwinkel-Rotor genutzt wurde,
musste die Kapillare zwischendurch um 180° rotiert wurde. Die Kapillare konnte dann
auf eine Lange von 8 mm oberhalb des Zellpellets gekiirzt und auf eine Goniometer-Basis
(B1A, MiTeGen) aufgesteckt werden.

Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur an der Strahlfiihrung P14 der
Synchrotron-Strahlungsquelle PETRA III (EMBL/DESY Campus, Hamburg). Es wurde ein
kollimierter Rontgenstrahl mit 75 x 75 um Querschnitt genutzt. Dieser hatte bei einer
Energie von 12,7 keV einen Photonenfluss von 1,2 - 10" ph/s. Fiir die Messung wurde die
Probe mit einer Rotation von 2 ° pro Bild helikal durch den Strahl bewegt. Es wurden 200
Bilder mit je 1s Belichtungszeit auf einem EIGER X 16M-Detektor aufgenommen. Der
Detektorabstand wurde auf 606,17 mm eingestellt, was einer Auflésung von 4 A am Rand
des Detektors entspricht.

Die Bildaufnahme erfolgte mit Hilfe der Software MXCuBE2 (Oscarsson et al., 2019).
Die aufgenommenen Bilder wurden mit Hilfe des Programms merge2cbf aus der XDS-
Softwaresuite (Kabsch, 2010) aufsummiert, um das finale Pulverdiffraktionsbild zu
erhalten. Fiir die Darstellung der Bilder wurde adxv genutzt.

3.7.2 Rontgenkleinwinkelstreuung

Fiir die Sammlung von Diffraktionsdaten wurden 0,9 - 10° High Five-Zellen in einem
Gesamtvolumen von 2 mL in einem Well einer 6-Well-Platte ausplattiert und mit einer
MOI von 1 infiziert. Anschlief3end erfolgte eine Inkubation der semi-adhédrenten Zellen
fiir 4 Tage bei 27 °C. Fiir die Messung wurde nach dem Transport der Proben an die
Strahlfiihrung 1 mL des Uberstandes aus dem Well entnommen und verworfen. Die Zellen
wurden anschliel3end vorsichtig im restlichen Medium resuspendiert und in ein 1,5 mL-
Reaktionsgefal} iiberfithrt. Die Zellen wurden nun fiir 30s bei 270 rcf pelletiert, dann
schonend in 25 ul. TBS resuspendiert und in ein 0,2-mL Probengefal3 {iberfiihrt. Diese
wurden in die Aufnahmen des automatisierten BioSAXS-Probenladesystems Arinax
(Round et al., 2015) tiberfiihrt. Unmittelbar anschlie@end wurden 30 uL der sehr dichten
Zellsuspension automatisiert in die 1,8 mm-Quarzkapillare fiir die Messung geladen.
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Die Datenaufnahme erfolgte an der EMBL small angle X-ray scattering (SAXS)-
Strahlfiihrung P12 (PETRA III, DESY, Hamburg, DE) (Blanchet et al., 2015). Fiir die
Experimente wurde eine Photonenenergie von 10keV genutzt bei 1-10" ph/s. Die
Beugungsdaten wurden bei einer Proben-zu-Detektor-Distanz von 3,1 m auf einem
PILATUS3 X 6M-Detektor aufgenommen. Von jeder Probe wurden 40 Detektorbilder mit
einer Expositionszeit von 45 ms/Bild bei einer Temperatur von 20°C mit einer
StrahlgroBe (FWHM) von 200x 120um aufgenommen. Fiir jede Probe wurde
anschlief3end eine Kontrollmessung mit TBS durchgefiihrt.

Die so erzeugten Aufnahmen wurden dann aufsummiert und anschlie@end mit Hilfe
von im2dat (Franke et al., 2017) radial gemittelt, um die Intensitidt der Beugung in
Abhéngigkeit des Streuvektors auftragen zu konnen. Dieser wurde anhand von Formel 4
berechnet.

41 sin 6
s=— (4]

Formel 4: Berechnung des Streuvektors s. Ostellt den Beugungswinkel und A die Wellenldnge der
verwendeten Rontgenstrahlung, hier 1,24 A dar.

Zuletzt wurde das TBS-Hintergrundsignal mit Hilfe der ATSAS-Programmsuite
subtrahiert. Die Datenanalyse und Erstellung der Plots erfolgte mit primusqt, ebenfalls
aus der ATSAS-Programmsammlung (Petoukhov et al., 2012; Franke et al., 2017).
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Fiir die Rontgenstrukturaufkldrung von Proteinen miissen diese in einen kristallinen
Zustand iiberfithrt werden. Es konnte schon gezeigt werden, dass dies durch
rekombinante Expression des entsprechenden Gens in Insektenzellen moglich ist (Fan et
al., 1996; Redecke et al., 2013). Da Proteine jedoch nicht unter beliebigen Bedingungen
kristallisieren, soll im Rahmen dieser Arbeit eine effiziente Pipeline fiir die Herstellung
intrazellulédrer Kristalle in Insektenzellen etabliert werden. Als Grundlage dafiir dient das
Bac-to-Bac Baculovirus-Expressionsvektorsystem. Dieses gewdhrleistet eine hohe
Proteinproduktion in den Insektenzellen, die basierend auf den bisher publizierten
Kristallsystemen ausgewdhlt wurden. Die Pipeline soll alle Schritte von der Klonierung
des Zielgens bis zur Optimierung der Kristalldichte in der Zellkultur umfassen (siehe
Abbildung 4.1). Aufgrund des Umfanges der fiir die Etablierung einer solchen Pipeline
notigen Arbeit, bleibt die Optimierung der Diffraktionsdatenaufnahme und die
Strukturaufklarung hierbei aufen vor.

Polyhedrin-Promotor

Zielgen-
Klonierung

Virus-
Herstellung

Kristallisation &
Kristalldetektion

Anreicherung Mikroskopie

kristalltragender
Zellen

Diffraktions-

Protein- K ) datenaufnahme
strukturen Y S0
S ‘-\;. 5 v ‘

1.7A
SFX / SSX

Abbildung 4.1: Ubersicht der Pipeline fiir die Herstellung intragelluldrer Proteinkristalle in
Insektenzellen. Nach der Klonierung des Zielgens in pFastBacl-Vektoren werden rekombinante
Baculoviren nach dem Bac-to-Bac-System hergestellt. Die Infektion von Insektenzellen mit den
rBVs kann zur spontanen Kristallisation des Zielproteins fiihren, was mittels verschiedener
mikroskopischer Methoden detektiert wird. Bei geringer Kristallisationseffizienz soll ggf. eine
Anreicherung kristalltragender Zellen mittels Zellsortierung und Infektionsoptimierung
stattfinden. Anschliefsend konnen Rontgen-Diffraktionsdaten an einer Mikrofokus-Strahlfiihrung
mit hoher Brillanz aufgenommen werden, mit deren Hilfe ein dreidimensionales Modell des
Zielproteins errechnet werden kann. Die letzten beiden Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit
nicht optimiert. FACS - Fluoreszenz-basierte Zellsortierung; SFX - serielle Femtosekunden-
Kristallografie; SSX - serielle Synchrotron-Kristallografie.
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4.1 Weiterentwicklung des Klonierungssystems

4.1.1 Erweiterung des Klonierungssystems der ersten Generation

Der erste Schritt der Pipeline ist die Klonierung des Zielgens in einen Transfervektor
fiir die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus. Da sich das Bac-to-Bac-System
(Invitrogen) mit dem pFastBacl-Vektor schon fiir die intrazelluldre Kristallisation in
Insektenzellen bewéahrt hat (Brandariz-Nuilez et al., 2010b; Redecke et al., 2013), soll
dieses auch als Grundlage fiir die vorliegende Arbeit genutzt werden. Dieser enthélt den
baculoviralen Polyhedrinpromotor fiir die Kontrolle der rekombinanten Genexpression,
sowie Mini-Tn7-Stellen fiir die Transposition der Genkassette in das baculovirale Genom.

Fiir die konventionelle Kristallisation von Proteinen wird das gereinigte Protein
verschiedenen Umgebungsbedingungen (Puffer- und Salzbedingungen) ausgesetzt, um
eine geeignete Bedingung zu finden, unter welcher das Protein langsam und geordnet
prézipitiert und somit kristallisiert. Da die Umgebungsbedingungen des Zielproteins in
der lebenden Zelle von aulden nur schwer zu beeinflussen sind, miissen Wege gefunden
werden, das Protein innerhalb der Zelle unterschiedlichen Bedingungen auszusetzen.
Dafiir bietet es sich an, die zellulire Kompartimentierung zu nutzen, welche fiir das
Protein durch unterschiedliche Lokalisationssequenzen zuginglich ist. Diese sind
iiblicherweise in der Primarstruktur des jeweiligen Proteins codiert (Nielsen, Brunak &
von Heijne, 1999) und konnen daher auf DNA-Ebene an das Zielgen angefiigt werden.
Zu diesem Zweck wurde von Marco Klinge ein Klonierungssystem entwickelt, welches auf
einer Ein-Schritt Klonierung mittels glatter Enden basiert (Klinge, 2015). Dazu wurde der
pFastBacl-Vektor dahingehend modifiziert, dass Start- und Stopp-Codon sowie N- und C-
terminale Lokalisationssequenzen vektorseitig codiert werden (siehe Abbildung 4.2). Fiir
die Klonierung der codierenden Sequenzen wurde das Restriktionsenzym Sfol genutzt,
welches glatte Enden produziert und erlaubt, dass das mittels PCR amplifizierte Zielgen
direkt in verschiedene Vektoren ligiert werden kann. Zudem werden von der Sfol-
Erkennungssequenz nach der Ligation nur zwei zusitzliche Aminosduren codiert; ein N-
terminales Glycin sowie ein C-terminales Alanin.

Die Klonierungsstrategie wurde im Rahmen dieser Arbeit optimiert, um eine
moglichst effiziente Ligation des Zielgens in die pFastBacl-Vektoren zu gewahrleisten.
Insbesondere wurde von der Verwendung von Sfol abgesehen und zu FastDigest Ehel
(einem Isoschizomer) gewechselt. Bei der Restriktion mit Sfol wurde héaufig eine
unspezifische Deletion einzelner Basen an den Enden des PCR-Produktes beobachtet.
Obwohl der Mechanismus einer solchen Reaktion unklar ist, konnte dieses Problem mit
dem Einsatz von Ehel deutlich reduziert werden. Weiterhin wurde das Restriktionsenzym
zuvor im Anschluss an die Ligation eingesetzt, um Ligationen ohne Insert zu linearisieren
und so die Anzahl entsprechender Kolonien nach Transformation zu verringern. Die
Insertion des Zielgens zerstort bei korrektem Design der Oligonukleotide die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms und verhindert damit eine Linearisierung
von Vektoren mit erfolgreich inserierter Gensequenz. Durch den Wechsel zu einem
FastDigest-Enzym konnte nun eine Puffer-kompatible T4-Ligase (Thermo Fisher) genutzt
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werden, was einen parallelen Einsatz des Restriktionsenzyms Ehel im Ligationsansatz
erlaubt und eine erhebliche Reduktion von Leerligationen zur Folge hatte.

pFastBac1 Vektor Ehel
GGCGCC
CCGCGG
l, Restriktion mit Ehel
GGC GCC
CCG CGG
Ligation + o
PCR-amplifiziertes
Zielgen
ATG GGC GCC TAA
TAC CCG CGG ATT
Start/Met Gly Ala Stopp
N-terminale C-terminale
codierende Sequenz codierende Sequenz

Abbildung 4.2: Klonierungsstrategie fiir die erste Generation des Klonierungssystems. Der pFastBac1-
Vektor wird mit Ehel geschnitten, um glatte Enden zu erhalten. Das Zielgen wird mittels PCR
direkt mit glatten Enden amplifiziert. AnschliefSend erfolgt die Ligation des Zielgens in den
geschnittenen Vektor. Dadurch enthdlt das Zielprotein neben den entsprechenden vektorseitig
codierten Lokationssignalen N-terminal die zusdtzliche Aminosdure Glycin, sowie ein C-
terminales Alanin. Die verschiedenen N- und C-terminalen codierenden Sequenzen, welche fiir
funktionale Tags und Lokalisationssignale codieren, sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

Von Marco Klinge wurden zum Zwecke des Screenings verschiedener
Zellkompartimente vier Vektoren generiert, welche das Zielprotein in Peroxisomen, den
sekretorischen Weg, sowie das endoplasmatische Retikulum dirigieren oder im Zytosol
belassen konnen (siehe Screening-Vektoren in Tabelle 4.2) (Klinge, 2015). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde dieses Klonierungssystem mit verschiedenen vektorseitig
codierten Sequenzen erweitert, um zusétzliche Funktionen erfiillen zu konnen. Fiir die
Auswahl der jeweiligen Sequenzen wurden die in Tabelle 4.1 dargestellten Parameter
herangezogen.

Flir den Nachweis der erfolgreichen Produktion sowie der intrazelluldren
Lokalisation eines Zielproteins sind Antikérper-basierte Methoden gut etabliert. Jedoch
sind nicht fiir jedes Protein spezifische Antikorper kommerziell erhéltlich. Daher ist der
Nachweis iiber ein gut charakterisiertes Antikorper-Epitops eine gute Moglichkeit,
vielféltige Proteine zuverldssig nachzuweisen, fiir die kein spezifischer Antikorper
verfiigbar ist. Da die Struktur eines Proteins maf3geblich von der Primirsequenz abhéngt,
kann jede Verdnderung dieser Sequenz ein verdndertes Kristallisationsverhalten
bewirken. Daher wurde bei der Auswahl eines Tags darauf geachtet, ein moglichst kurzes,
gut etabliertes Epitop zu nutzen, welches keine starke Ladung einbringt, jedoch ebenfalls
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nicht zu hydrophob ist. Die Auswahl fiel daher auf den HA-Tag, welcher aus einer
Mischung von 9 polaren und unpolaren Aminosiuren besteht. Dieser wurde jeweils N-
und C-terminal in die Lokalisationsvektoren fiir das Zytosol sowie das endoplasmatische
Retikulum eingebracht (siehe Tabelle 4.2), da diese die groRten Unterschiede in ihrer
Zusammensetzung aufweisen und daher fiir das Screening die gro3te Relevanz haben.

Tabelle 4.1: Parameter fiir die Auswahl von N- und C-terminalen Sequenzen zur Optimierung ihrer
Funktionalitdt in der Pipeline.

Parameter Ziel

Bindungsaffinitit  sollte gegeniiber dem jeweiligen Partner (Ion, Protein, usw.) hoch sein,

und -spezifitit um die gewiinschte Funktion der Aminosduresequenz zu optimieren

Hydrophobizitét sollte gering sein, um eine hohe Loslichkeit des Zielproteins zu
gewahrleisten

Ladung sollte gering sein, um den Einfluss auf Faltung und

Kristallisationsverhalten zu minimieren

Linge sollte gering sein, um den Einfluss auf Faltung und
Kristallisationsverhalten zu minimieren

Das Ziel der Kristallografie ist die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur eines
Proteins, indem die Aminosduresequenz in eine berechnete Elektronendichtekarte hinein
modelliert wird. Damit die Elektronendichte berechnet werden kann, werden neben der
Information iiber die Intensitit und Lage der Bragg-Peaks auf dem Detektor eines
Beugungsexperimentes auch Informationen iiber die Phase der erzeugenden Welle
benotigt. Diese kann jedoch nicht gemessen, sondern muss indirekt bestimmt werden.
Dies ist als Phasenproblem der Kristallografie bekannt (Krishnan & Rupp, 2012). Eine
Moglichkeit der Phasenbestimmung besteht darin, einen anomalen Streuer in das
Kristallgitter einzubringen. Dafiir wird in der Regel ein Ion verwendet, welches deutlich
schwerer als die iiblicherweise in Proteinen enthaltenen Atomkerne ist und damit auch
deutlich mehr Elektronen besitzt. Ziel ist es, dieses in einer regelmafSigen Ordnung mit
wenigen Ionen pro asymmetrischer Einheit in den Kristall einzubringen. Die
Schwermetallionen beugen aufgrund ihrer hoheren Elektronendichte die
Rontgenstrahlen entsprechend starker. Aus den entstehenden Differenzen konnen, wenn
nur wenige Ionen gebunden sind, durch Ausprobieren mit Hilfe von Algorithmen die
Positionen der Ionen und daraus wiederum die Phase der Strahlung bestimmt werden.
Diese kann dann auf alle Signale angewandt werden, um die Struktur des Zielproteins zu
l6sen (Taylor, 2010).

Beim konventionellen Ansatz der Proteinkristallisation wird die Bindung der
Schwermetallionen an das Protein im Kristall meist durch Inkubation in einer
konzentrierten Losung erreicht, was als ,,soaking“ bezeichnet wird. Im Falle der in cellulo-
Pipeline ist diese Herangehensweise nicht praktikabel, da die Zellen dadurch absterben
wiirden (Braeckman, Raes & Van Hoye, 1997) und nicht alle Kristalle aulderhalb der Zelle
die notwendige Stabilitdt besitzen (Schonherr et al., 2015). Eine Losung fiir diese
Probleme wére, ein Schwermetallion mit hoher Affinitét spezifisch und regelméf3ig direkt
in der Zelle in den Kristall einzubauen. Dazu kann ein im Protein codierter Tag genutzt
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werden, z.B. fiir die Bindung eines Lanthanoid-lons (Barb & Subedi, 2016). Um die
Kristallisation des Zielproteins moglichst wenig zu beeinflussen, wurde auch hier auf eine
moglichst kurze Aminosauresequenz gesetzt, die gleichsam eine sehr hohe Affinitat fiir
ein bestimmtes Lanthanoid aufweisen sollte. Daher wurde die in Christian Lows
Arbeitsgruppe optimierte Sequenz fiir einen Lanthanoid-bindenden Tag (LBT) mit einer
Lange von 13 Aminosduren ausgewéhlt, welche ein Terbiumion mit einer hohen Affinitat
im nanomolaren Bereich (Kp ca. 100 nM) bindet (Ritter, 2017). Dieser Tag wurde in die
Lokalisationsvektoren fiir das Zytosol, das ER und den sekretorischen Weg jeweils N- bzw.
C-terminal eingebracht (siehe Tabelle 4.2).

Da davon auszugehen ist, dass nicht jedes Protein in den Insektenzellen
kristallisieren wird, wurden in das Klonierungssystem zudem zwei weitere Vektoren
aufgenommen, die zu einer zytosolischen Lokalisation des Proteins fithren und N-terminal
jeweils einen His-Tag tragen. Dieser dient einer moglichen Reinigung des loslichen
Proteins aus den Zellen mittels Metallionen-Affinitdtschromatografie. C-terminal des His-
Tags befindet sich zudem eine Schnittstelle fiir die TEV-Protease, um selbigen entfernen
zu konnen. Fiir spatere Antikorper-Nachweise wurde der zweite Vektor generiert, welcher
fiir einen zuséatzlichen C-terminalen HA-Tag codiert (siehe Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die Vektoren des Klonierungssystems der ersten Generation. Angegeben
sind die an das Zielprotein N- und C-terminal angefiigten Aminosduren im Ein-Buchstaben-Code.
‘- Protease-Schnittstelle.

Vektortyp Bezeich- N-terminale AS- C-terminale AS- Ziel-
nung Sequenz Sequenz Kompartiment
Screening- pFB1 Cyto MG A Zytosol
Vektoren pFB1 PTS1 MG ASKL Zytosol /
Peroxisom
pFB1 SS MHLMRACITFCIAST A Sekretorischer
AVVAVNA‘G Weg
pFB1 SS-R MHLMRACITFCIAST  AKDEL Endoplasmati-
AVVAVNA‘G sches Retikulum
Immun- pFB1 Cyto MG AYPYDVPDYA Zytosol
fluoreszenz- HA-C
Vektoren pFB1 Cyto = MYPYDVPDYAG A Zytosol
HA-N
pFB1 SS-R MHLMRACITFCIAST AYPYDVPDYAKDEL Endoplasmati-
HA-C AVVAVNAG sches Retikulum
pFB1 SS-R MHLMRACITFCIAST  AKDEL Endoplasmati-
HA-N AVVAVNAYPYDVPDY sches Retikulum
AG
Phasierungs- pFB1 Cyto MG ADTNNDGWIEGDE  Zytosol
Vektoren LBT-C LA
pFB1 Cyto MDTNNDGWIEGDEL A Zytosol
LBT-N AG
pFB1 SS MHLMRACITFCIAST ADTNNDGWIEGDE  Sekretorischer
LBT-C AVVAVNAG LA Weg
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pFB1 SS MHLMRACITFCIAST A Sekretorischer
LBT-N AVVAVNAGDTNNDG Weg
WIEGDELG
pFB1 SS-R MHLMRACITFCIAST ADTNNDGWIEGDE Endoplasmati-
LBT-C AVVAVNAG LAKDEL sches Retikulum
pFB1 SS-R MHLMRACITFCIAST  AKDEL Endoplasmati-
LBT-N AVVAVNAGDTNNDG sches Retikulum
WIEGDELG
Reinigungs- pFB1 N-His MSYYHHHHHHDYDI A Zytosol
Vektoren PTTENLYFQ‘GAMGS
MG
pFB1 N-His MSYYHHHHHHDYDI AYPYDVPDYA Zytosol
HA-C PTTENLYFQ‘GAMGS
MG

4.1.2 Entwicklung des Klonierungssystems der zweiten Generation

Das bisher genutzte Klonierungssystem basiert auf einer Ligation glatter Enden
zwischen dem Zielgen und dem linearisierten pFastBacl-Vektor. Dies geht jedoch mit
verschiedenen Nachteilen einher. FEinerseits ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine
erfolgreiche Ligation geringer, da es auch zu einer Religation des Vektors ohne Insert
kommen kann. Die Erfahrung mit dem Klonierungssystem zeigte, dass die Effizienz sehr
stark von der verwendeten Vektor-Gen-Kombination abhingig ist, wobei keine klaren
Muster erkennbar wurden. Andererseits kann das Zielgen in unterschiedlichen
Orientierungen in den Zielvektor ligieren, wobei eine bestimmte Orientierung durchaus
bevorzugt werden kann. Dementsprechend muss im Anschluss an die Ligation eine
Selektion von Klonen auf die richtige Orientierung sowie eine Sequenzierung der
gereinigten Vektoren erfolgen.

Um diesen Nachteilen zu begegnen, soll in der zweiten Generation des
Klonierungssystems von der Ligation glatter Enden auf eine Ligation iiberlappender
Enden umgestellt werden. Der dabei entstehende Nachteil, dass N- und C-terminal jeweils
zwei artifizielle Aminosauren an das produzierte Zielprotein angefiigt werden, soll dabei
durch die Auswahl moéglichst neutraler Aminosduren aufgefangen werden. Diese sollten
entsprechend weder geladen noch zu hydrophob sein. Dies kann durch die Nutzung der
Restriktionsenzyme Kpnl und Nhel erreicht werden, deren Erkennungssequenzen fiir
Glycin und Threonin bzw. Alanin und Serin kodieren. Im neuen Klonierungssystem wurde
die Kpnl Schnittstelle 5° und die Nhel Schnittstelle 3‘ des Zielgens eingesetzt (siehe
Abbildung 4.3). Dementsprechend musste das Klonierungsprotokoll dahingehend
angepasst werden, dass der Vektor mit beiden Enzymen geschnitten wird. Bei der
Generation der Vektoren wurde zudem ein randomisierter DNA-Abschnitt zwischen den
beiden Restriktionsschnittstellen eingefiigt, damit der Verdau effizient und vollstdndig
ablaufen kann. Die Enden des mittels PCR amplifizierten Zielgens miissen ebenfalls mit
den beiden Enzymen verdaut werden, um die noétigen iiberhdngenden Enden zu
erzeugen. Die Enden werden durch entsprechende Primer erzeugt, die die jeweilige
Erkennungssequenz sowie einen GATC-Uberhang enthalten, um den Verdau effizient
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ablaufen zu lassen. Anschliefend kann die Ligation erfolgen, um das Zielgen in den
Vektor einzufiigen.

pFastBac1 Vektor Kpnl Nhel
GGTACC GCTAGC
CCATGG CGATCG

l, Restriktion mit KpnI und Nhel

GGTAC  CTAGC
ot G

Cc G

PCR-amplifiziertes und
verdautes Zielgen

ATG GGT ACC GCT AGC TAA
TAC CCATGG CGATCG ATT
Start / Met | Gly Thr Ala Ser Stopp
N-terminale, C-terminale,
codierende Sequenz codierende Sequenz

Abbildung 4.3: Klonierungsstrategie fiir die zweite Generation des Klonierungssystems. Der
pFastBacl-Vektor wird mit Kpnl und Nhel verdaut, um iiberhdngende Enden zu erhalten. Das
Zielgen wird mittels PCR amplifiziert und ebenso verdaut. Anschliefsend erfolgt die Ligation des
Zielgens in den geschnittenen Vektor. Dadurch werden neben den entsprechenden Lokalisations-
signalen N-terminal die zusdtzlichen Aminosduren Glycin und Threonin, sowie C-terminal Alanin
und Serin angefiigt.

Im Rahmen der Umstellung des Klonierungssystems sollte zudem eine Optimierung
und Erweiterung der Vektorbibliothek erfolgen. Insbesondere sollten weitere, bisher noch
nicht erfasste, Zellkompartimente fiir das Screening-System zuginglich gemacht werden.
Im Vordergrund standen dabei der Zellkern sowie die Mitochondrien, da in beiden
Kompartimenten schon eine Kristallbildung beobachtet werden konnte (Farrants, Fil &
Stadhouders, 1988; Coulibaly et al., 2009; Tsutsui et al., 2015).

Der Transport eines Zielproteins in den Zellkern erfolgt iiber die posttranslationale
Bindung des Proteins an Importine, welche den Transport liber die Kernporen in den
Zellkern vermitteln (Fu et al., 2018). Die Bindung an das Importin erfolgt dabei iiber eine
Kernlokalisationssequenz (nuclear localization signal, NLS), von der verschiedene
Varianten existieren. Unter Beriicksichtigung der bereits zuvor beschrieben Parameter
(siehe Tabelle 4.1) fiel die Wahl auf die NLS des humanen c-myc Proteins (Aminosaure-
sequenz: PAAKRVKLD). Diese sorgt einerseits als C-terminale Fusion fiir einen effizienten
Import des Zielproteins in den Kern (Ray et al., 2015) und andererseits wurde schon
gezeigt, dass diese Sequenz auch zum Import des rekombinant hergestellten humanen c-
myc Proteins in den Kern von Insektenzellen fiihrt (Miyamoto et al., 1985).

Die Translokation rekombinanter Proteine in das Mitochondrium ist hingegen
erheblich komplexer. Es gibt bisher keinen etablierten Tag, um Proteine, die nicht nativ
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im Mitochondrium lokalisiert sind, in dieses hineinzutransportieren. Zudem besteht das
Mitochondrium aus zwei getrennten Kompartimentraumen, dem Intermembranraum und
der Matrix. Der Transport in diese Rdume erfolgt {iber unterschiedliche Wege und ist im
Falle des Intermembranraumes sehr stark abhingig von den Eigenschaften des zu
transportierenden Proteins (Grof3e, Ladung, zu bildende Disulfidbriicken), wobei jedoch
in der Regel keine N- oder C-terminale Lokalisationssequenz benotigt wird (Backes &
Herrmann, 2017). Aufgrund dessen wurde der Fokus zunéchst auf die Translokation von
rekombinanten Proteinen in die mitochondriale Matrix gelegt. Dazu erfolgte eine
Auswertung der 2017 von Calvo et al. publizierten Datenbank mit mehreren hundert
mitochondrialen Proteinen aus Maus, Mensch und Hefe (Calvo et al., 2017). Diese Studie,
in der Proteine sowohl bioinformatisch wie auch experimentell untersucht wurden, stellt
eine gute Basis fiir die Auswahl von voraussichtlich funktionierenden Lokalisations-
sequenzen dar. Es wurden verschiedene Kriterien an die Auswahl dieser Sequenzen
gestellt, fiir deren Erreichen entsprechende Parameter beachtet wurden. Diese sind in
Tabelle 4.3 dargestellt.

Tabelle 4.3: Anforderungen an die Auswahl von Lokalisationssequenzen fiir die mitochondriale

Matrix.

Anforderung Auswahlparameter

sicherer Transport in die Das Protein sollte bekannt und beschrieben sein, nicht

Mitochondrienmatrix nur vorhergesagt. Es sollten homologe Proteine in
Maus und Mensch existieren.

Lokalisationssequenz wird nach Alle drei verwendeten Vorhersageprogramme (TargetP

dem Transport abgeschnitten 2.0, TPpred3, MitoFates) sollten eine Schnittstelle
identifizieren.
Es soll experimentelle Daten zur Abspaltung der
Lokalisationssequenz geben.
Die experimentellen Daten sollten eine hohe Qualitét
haben.
Der geschnittene N-Terminus sollte in mehreren
Geweben nachweisbar sein.

definierter N-Terminus am Experimentelle Daten sollten nur auf eine einzige

Zielprotein Schnittstelle hinweisen.
Es sollte nur eine Schnittstelle fiir MPP (mitochondrial
processing peptidase), nicht fiir Oct1 (octapeptidyl
aminopeptidase 1) oder Icp55 (intermediate cleaving
peptidase 55) vorhergesagt werden.

praktikable Klonierung der Der abzuschneidende N-Terminus sollte kiirzer als 40

Sequenzen moglich Aminosiuren sein.

Ausgehend von den in Tabelle 4.3 beschriebenen Parametern wurden aus den Daten
von Calvo et al. zwei mitochondriale Lokalisationssequenzen (mitochondrial matrix-
targeting sequence, MTS) ausgewdhlt, die fiir das Klonierungssystem in Frage kommen:
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1. MTS1 - Acyl-Coenzym A Dehydrogenase, long-chain (UniProt ID des
Mausproteins: NP_031407); 28 Aminosauren

2. MTS2 - Isovaleryl-Coenzym A Dehydrogenase (UniProt ID des
Mausproteins: NP_062800); 31 Aminosduren

Der nachste Schritt bestand darin, diese Sequenzen in das Klonierungssystem zu
integrieren. Wichtig war auch, dass die MTS im Kontext von verschiedenen Zielproteinen
funktionieren und insbesondere nach dem Transport in die mitochondriale Matrix
abgeschnitten werden sollte. Hierbei ist zu beachten, dass die von der MPP (engl.:
mitochondrial processing peptidase) erkannte Schnittstelle stark degeneriert ist und
generell in vier Gruppen unterteilt wird: das R2-Motiv (R-X|X), das R3-Motiv (R-X-
(Y/E/L)|(S/A/X)), das R10-Motiv (R-X| (F/L/1)-X2-(T/S/G)-X4|X; welches sequentiell
von MPP und Octl geschnitten wird), und das R-none-Motiv (X|X-(S/X)) (Mossmann,
Meisinger & Vogtle, 2012). Die gewdhlten MTS-Sequenzen beinhalten ein R2- bzw.
R3-Motiv, deren Effizienz stark von den auf die Schnittstellen folgenden Aminoséduren
abhéngig ist. Um eine moglichst sichere Abtrennung der MTS zu gewahrleisten, wurden
verschiedene Aminosdure-Kombinationen anhand der in Tabelle 4.3 genannten
Vorhersageprogramme getestet. Dabei stellte sich heraus, dass ein auf die Schnittstelle
folgendes Glycin zu einer stark reduzierten Erkennung der MTS fiihrt. Die beste
Erkennung wurde hingegen fiir ein auf die Schnittstelle folgendes Serin in Kombination
mit Histidin und einem weiteren Serin prognostiziert, wie es auch bei der Acyl-Coenzym
A Dehydrogenase vorkommt. Dementsprechend wurde die Kombination aus diesen drei
Aminosduren (SHS) in beide MTS direkt nach der Schnittstelle eingebaut (siehe Tabelle
4.4). Wenn die Prozessierung der Zielproteine in der mitochondrialen Matrix durch MPP
wie vorhergesagt funktioniert, bliebe damit lediglich ein artifizieller N-Terminus,
bestehend aus den fiinf Aminosduren SHSGT, {ibrig.

Im Zuge der Uberarbeitung des Klonierungssystems sollte auch die im ersten System
genutzte ER-Signalsequenz von Cathepsin B aus Trypanosoma brucei optimiert werden.
Diese fiihrt zwar zur korrekten Lokalisation von Cathepsin B im ER der Insektenzellen,
was am iiberwiegenden Anteil an glykosyliertem Protein erkennbar ist (Liibber, 2014).
Beim Vergleich der Lokalisation des ER-Markers mCherry-KDEL, welcher die
Signalsequenz des humanen BiPs tragt, mit dem in den pFB1 SS-R Vektor klonierten
mCherry fallen allerdings Unterschiede in der Lokalisation beider Proteine auf. Die
Nutzung der Signalsequenz des humanen BiPs fiihrte zu einer ausschliel3lichen
Lokalisation von mCherry in vakuoldren (siehe Abbildung 4.4 A) beziehungsweise
tubuldren Strukturen. Bei Verwendung der TbCatB-Signalsequenz im Kontext des pFB1
SS-R-Vektors hingegen trat neben den vakuoldren Strukturen auch ein zytosolischer
Hintergrund sowie eine leichte Farbung des Kernplasmas auf (sieche Abbildung 4.4 B).
Dies weist auf eine unvollstindige Erkennung der TbCatB-Signalsequenz durch die ER-
Importmaschinerie im Kontext des rekombinanten Proteins hin. Dementsprechend wurde
im Klonierungssystem der zweiten Generation die Signalsequenz des humanen BiPs fiir
alle Vektoren mit ER-Signalsequenz gewdhlt (siehe Tabelle 4.4).
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mCherry

Abbildung 4.4: Vergleich der Lokalisation von mCherry bei Verwendung verschiedener N-terminaler
ER-Signalsequenzen. High Five-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit verschiedenen
rekombinanten Baculoviren infiziert und 4 Tage nach Infektion am Zeiss Observer.Z1
fluoreszenzgmikroskopisch untersucht. A Infektion mit dem rBV mCherry KDEL, welcher die ER-
Signalsequenz von humanem Bip codiert. Es kommt nicht zu einer Fdrbung des Zytoplasmas und
des Kernplasmas (siehe weifSer Pfeil). B Infektion mit dem rBV mCherry SS-R, welcher die ER-
Signalsequenz von Cathepsin B aus Trypanosoma brucei codiert. Neben vakuoldren Strukturen
tritt auch eine Fdrbung des Zytoplasmas sowie des Kernplasmas auf (siehe weifSer Pfeil). Der
Grofsenbalken gilt fiir alle Teilabbildungen.

Weiterhin wurden die Immunfluoreszenzvektoren und die Vektoren fiir die
experimentelle Phasierung {iiberarbeitet und um die neuen Lokalisationssequenzen
erweitert. Fiir die Reinigung von loslichem Protein, welches nicht in den Insektenzellen
kristallisiert, wurde der zytosolische Reinigungsvektor mit N-terminalem His-Tag mit
einer optimierten TEV-Protease Schnittstelle {ibernommen. Zuséatzlich wurde eine Version
mit N-terminaler ER-Signalsequenz hinzugefiigt, um auch die Reinigung von
glykosylierten Proteinen aus dem sekretorischen Weg zu erméglichen. Eine Ubersicht der
Vektorbibliothek des Klonierungssystems der zweiten Generation ist in Tabelle 4.4
gezeigt.

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die Vektoren des Klonierungssystems der zweiten Generation. Angegeben
sind die an das Zielprotein N- und C-terminal angefiigten Aminosduren im Ein-Buchstaben-Code.
‘- Protease-Schnittstelle.

Vektortyp Bezeich- N-terminale AS- C-terminale AS- Ziel-

nung Sequenz Sequenz Kompartiment
Screening- pFB1 v2 MGT AS Zytosol
Vektoren Cyto
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Vektortyp Bezeich- N-terminale AS- C-terminale AS- Ziel-
nung Sequenz Sequenz Kompartiment
pFB1 v2 MGT ASSKL Zytosol /
PTS1 Peroxisom
pFB1v2SS MKLSLVAAML AS Sekretorischer
LLLSAARA‘GT Weg
pFB1 v2 SS- MKLSLVAAML ASKDEL Endoplasma-
R LLLSAARA‘GT tisches Retikulum
pFB1 v2 MGT ASPAAKRVKLD Zellkern
NLS
pFB1 v2 MAARLLLRSLRVLSA  AS Mitochondrien-
MTS 1 RSAPRPLPSARC'SHS matrix
GT
pFB1 v2 MATAIRLLGRRVSSW  AS Mitochondrien-
MTS 2 RLRPSPSPLAVPRRAS matrix
SHSGT
Immun- pFB1 v2 MGT ASYPYDVPDYA Zytosol
fluoreszenz- Cyto HA-C
Vektoren pFB1 v2 MYPYDVPDYAGT AS Zytosol
Cyto HA-N
pFB1 v2 SS- MKLSLVAAML ASYPYDVPDYAKDE Endoplasma-
R HA-C LLLSAARA‘GT L tisches Retikulum
pFB1 v2 SS- MKLSLVAAML ASKDEL Endoplasma-
R HA-N LLLSAARAYPYDVPD tisches Retikulum
YAGT
pFB1 v2 MGT ASYPYDVPDYAPAA  Zellkern
NLS HA-C KRVKLD
pFB1 v2 MGT ASYPYDVPDYASKL  Zytosol /
PTS1 HA-C Peroxisom
pFB1 MTS MAARLLLRSLRVLSA  ASYPYDVPDYA Mitochondrien-
1 HA-C RSAPRPLPSARC‘SHS matrix
GT
pFB1 MTS MATAIRLLGRRVSSW  ASYPYDVPDYA Mitochondrien-
2 HA-C RLRPSPSPLAVPRRAS matrix
SHSGT
Phasierungs- pFB1 Cyto MGT ASDTNNDGWIEGD  Zytosol
Vektoren LBT-C EL
pFB1 Cyto  MDTNNDGWIEGDEL AS Zytosol
LBT-N AGT
pFB1 v2 MGT ASDTNNDGWIEGD  Zellkern
NLS LBT-C ELPAAKRVKLD
pFB1 v2 MGT ASDTNNDGWIEGD  Zytosol /
PTS1 LBT-C ELSKL Peroxisom
pFB1 v2 SS- MKLSLVAAML ASDTNNDGWIEGD Endoplasma-
R LBT-C LLLSAARAGT ELKDEL tisches Retikulum
pFB1 v2 SS- MKLSLVAAML ASKDEL Endoplasma-
R LBT-N LLLSAARADTNNDG tisches Retikulum
WIEGDELGT
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Vektortyp Bezeich- N-terminale AS- C-terminale AS- Ziel-
nung Sequenz Sequenz Kompartiment
pFB1 MTS MAARLLLRSLRVLSA  ASDTNNDGWIEGD Mitochondrien-
11LBT-C RSAPRPLPSARC'SHS EL matrix
GT
pFB1 MTS MATAIRLLGRRVSSW ASDTNNDGWIEGD Mitochondrien-
2 LBT-C RLRPSPSPLAVPRRA‘ EL matrix
SHSGT
Reinigungs-  pFB1 v2 MSYYHHHHHHDYD  AS Zytosol
Vektoren N-His YPYDVPDYAIPTTENL
YFQ'SGT
pFB1v2SS MKLSLVAAML AS Sekretorischer
N-His LLLSAARA‘SYYHHH Weg
HHHDYDYPYDVPDY
AIPTTENLYFQ‘SGT

4.1.3 Herstellung rekombinanter Bacmide

Die Weiterentwicklung der Klonierungssysteme stellte den ersten Schritt im
gesamten Prozess der Etablierung der Pipeline dar. Fiir die weiteren, auf diesem ersten
Schritt aufbauenden, Experimente zur Etablierung der Pipeline wurden verschiedene
rekombinante Baculoviren (rBVs) hergestellt, welche in Tabelle 4.5 beschrieben sind.

Tabelle 4.5: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte rekombinante Baculoviren. Soweit diese nicht mit
,v2° gekennzeichnet sind, wurden sie auf Basis des Klonierungssystems der ersten Generation
hergestelit. In Fillen, in denen sowohl im Bac- wie auch im EmBacY-Kontext rBVs vorliegen, die
fiir das gleiche Zielgen codieren, wird die EmBacY-Variante mit einem ,Y* gekennzeichnet. Die
Gen- und Aminosduresequenzen der hier beschriebenen Zielproteine finden sich im Anhang.

Ziel- Spender- Bezeichnung Bacmid Beschreibung
protein organismus
Cathepsin  Trypanosoma CatB KDELY EmBacY Produziert Cathepsin B mit einer
B brucei Erweiterung des C-Terminus um
die Aminosduren KDEL.
CatB SKLY EmBacY Produziert Cathepsin B mit einer

Erweiterung des C-Terminus um
die Aminosduren SKL.

CatB SKLG Y EmBacY Produziert Cathepsin B mit einer
Erweiterung des C-Terminus um
die Aminosduren SKLG.

CatBY EmBacY Produziert die native, ins ER
translatierte, Variante von
Cathepsin B.
DHS Homo sapiens DHS SS EmBacY Produziert die humane

Deoxyhyposinsynthase mit N-
terminaler ER-Signalsequenz.
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Ziel- Spender- Bezeichnung Bacmid Beschreibung
protein organismus
DHS SS-R EmBacY Produziert eine im ER
lokalisierte Variante der
Deoxyhyposinsynthase.
EGFP-uNS  Avianes EGFP-uNS cyto Bac Produziert ein Fusionsprotein
Reovirus v2 aus EGFP und der C-terminalen
Doméne (AS 448-605) von uNS
aus dem avianen Reovirus mit
zytosolischer Lokalisation.
EGFP-uNS MTS1 Bac Produziert das EGFP-uNS-
v2 Fusionsprotein mit Lokalisation
in der mitochondrialen Matrix.
EGFP-uNS MTS2 Bac Produziert das EGFP-uNS-
v2 Fusionsprotein mit Lokalisation
in der mitochondrialen Matrix.
EGFP-uNS NLS Bac Produziert das EGFP-uNS-
v2 Fusionsprotein mit Lokalisation
im Zellkern.
EGFP-uNS SSv2 Bac Produziert das EGFP-uNS-
Fusionsprotein mit Lokalisation
im sekretorischen Weg.
EGFP-uNS SS-R Bac Produziert das EGFP-uNS-
v2 Fusionsprotein mit Lokalisation
im endoplasmatischen
Retikulum.
GMPR Trypanosoma GMPR cyto v2 EmBacY Produziert eine zytosolische
brucei Variante der Guanosin-
Monophosphatreduktase.
HDL- Homo sapiens SR B1 ECD cyto  EmBacY Produziert eine zytosolische
Rezeptor Variante der Ektodoméne des
HDL-Rezeptors (scavenger
receptor B1).
HEX-1 Neurospora HEX-1 cyto EmBacY Produziert eine zytosolische
crassa Variante von HEX-1 aus dem
ersten Klonierungssystem.
HEX-1 HA-C EmBacY Produziert HEX-1 mit
C-terminalem HA-Tag.
HEX-1 HA-N EmBacY Produziert HEX-1 mit
N-terminalem HA-Tag.
HEX-1 MTS1 v2 EmBacY Produziert eine mitochondriale
Variante von HEX-1.
HEX-1 MTS2v2  EmBacY Produziert eine mitochondriale
Variante von HEX-1.
HEX-1 NLS v2 EmBacY Produziert HEX-1 mit C-termin-
alem nuclear localization signal.
HEX-1 ori EmBacY Produziert die native Variante

von HEX-1.
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Ziel-
protein

Spender-
organismus

Bezeichnung

Bacmid

Beschreibung

IMPDH

keines

Luciferase

Trypanosoma
brucei

Photinus
pyralis

HEX-1 PTS1
HEX-1 SS

HEX-1 SS-R

HEX-1 SS-R
HA-C

HEX-1 SS-R
HA-N

IMPDH cyto
IMPDH HA-C
IMPDH HA-N
IMPDH LBT-C
IMPDH LBT-N

IMPDH PTS1

IMPDH SS

IMPDH SS-R

IMPDH Y

Leervirus

Leervirus Y

Luciferase™ cyto

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

Bac

EmBacY

EmBacY

Produziert HEX-1 mit
C-terminalem SKL.

Produziert HEX-1 mit
N-terminaler ER-Signalsequenz.
Produziert HEX-1 mit
N-terminaler ER-Signalsequenz
und C-terminalem
Retentionssignal.

Produziert eine im ER
lokalisierte Variante von HEX-1
mit C-terminalem HA-Tag.
Produziert eine im ER
lokalisierte Variante von HEX-1
mit N-terminalem HA-Tag.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL als zytosolische Variante.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit C-terminalem HA-Tag.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit N-terminalem HA-Tag.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit C-terminalem LBT-Tag.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit N-terminalem LBT-Tag.
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit C-terminaler
PTS1-Sequenz (SKL).
Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit N-terminaler
ER-Signalsequenz.

Produziert IMPDH ohne natives
SKL mit N-terminaler
ER-Signalsequenz und
C-terminalem Retentionssignal.
Produziert IMPDH mit N-
terminalem His-Tag und TEV-
Protease-Spaltstelle.
Baculovirus fiir Kontrollen,
welches kein Zielprotein
produziert.

Baculovirus fiir Kontrollen,
welches nur EYFP produziert.
Produziert Luciferase ohne
natives SKL am C-Terminus als
zytosolische Variante. Enthélt
eine F96L-Mutation.
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Ziel-
protein

Spender-
organismus

Bezeichnung

Bacmid

Beschreibung

mCerulean Aqueorea

mCherry

victoria

Discosoma sp.

Luciferase- HA-C

Luciferase PTS1

Luciferase SS-R

Luciferase* cyto

Luciferase™
HA-N

Luciferase®™ PTS1

Luciferase® SS

mCer cyto
mCer cyto Y

mCer HA-C

mCer HA-N

mCer PTS1

mCer SS-R

mCer SS-RY

mCherry cyto

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

EmBacY

Bac

EmBacY

Bac

Bac

Bac

Bac

EmBacY

Bac

Produziert Luciferase ohne
natives SKL am C-Terminus als
zytosolische Variante mit
C-terminalem HA-Tag.
Produziert Luciferase ohne
natives SKL am C-Terminus,
jedoch mit vektorseitig codierter
C-terminaler PTS1-Sequenz.
Produziert Luciferase ohne
natives SKL am C-Terminus als
ER-lokalisierte Variante.
Produziert Luciferase mit
nativem SKL am C-Terminus als
zytosolische Variante. Enthalt
eine F96L-Mutation.

Produziert Luciferase mit
nativem SKL am C-Terminus,
sowie einem N-terminalen HA-
Tag.

Produziert Luciferase mit
doppeltem SKL am C-Terminus.
Produziert Luciferase mit
nativem SKL am C-Terminus und
N-terminaler ER-Signalsequenz.
Produziert eine zytosolische
Variante von mCerulean.
Produziert eine zytosolische
Variante von mCerulean.
Produziert eine zytosolische
Variante von mCerulean mit
C-terminalem HA-Tag.
Produziert eine zytosolische
Variante von mCerulean mit
N-terminalem HA-Tag.
Produziert mCerulean mit
C-terminalem SKL.

Produziert mCerulean mit
N-terminaler ER-Signalsequenz
und C-terminalem
Retentionssignal.

Produziert mCerulean mit
N-terminaler ER-Signalsequenz
und C-terminalem
Retentionssignal.

Produziert eine zytosolische
Variante des mCherry-Proteins.
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Ziel- Spender- Bezeichnung Bacmid Beschreibung
protein organismus

mCherry cytoY  EmBacY Produziert eine zytosolische
Variante des mCherry-Proteins.

mCherry HA-C Bac Produziert eine zytosolische
Variante des mCherry-Proteins
mit C-terminalem HA-Tag.

mCherry HA-N Bac Produziert eine zytosolische
Variante des mCherry-Proteins
mit N-terminalem HA-Tag.

mCherry PTS1 Bac Produziert mCherry mit
C-terminalem SKL.

mCherry PTS1Y EmBacY Produziert mCherry mit
C-terminalem SKL.

mCherry SS-R Bac Produziert mCherry mit
N-terminaler ER-Signalsequenz
und C-terminalem
Retentionssignal.

mCherry SS-RY  EmBacY Produziert mCherry mit
N-terminaler ER-Signalsequenz
und C-terminalem
Retentionssignal.

Nicastrin Homo sapiens NCT ECD SKL EmBacY Produziert die Ektodoméne von

humanem Nicastrin mit C-
terminalem SKL.

T7 Lyso- Phage T7 T7 Lys cyto EmBacY Produziert eine zytosolische
Zym Variante des T7 Lysozyms.
§-COP Homo sapiens 6COP cyto HA-N  EmBacY Produziert humanes 6COP als

zytosolische Variante mit
N-terminalem HA-Tag.

Fazit 1:

Ein auf der Ligation von glatten Enden basierendes Klonierungssystem konnte
erfolgreich weiterentwickelt und erweitert werden, was die effiziente Lokalisation eines
Zielproteins in verschiedenen Zellkompartimenten ermoglicht. Zudem sind Moglichkeiten
fiir die vereinfachte Detektion und die Reinigung des Proteins gegeben. Weiterhin wurde
ein zweites Klonierungssystem neu entwickelt, basierend auf der effizienteren Ligation
tiberlappender Enden, welches erweiterte Moglichkeiten fiir die Lokalisation in
zusatzlichen Zellkompartimenten bietet. Auch die Moglichkeiten fiir die Reinigung
l6slicher Proteine wurden erweitert und ein Ansatz fiir die experimentelle Phasierung
implementiert. Darauf aufbauend wurden zahlreiche rekombinante Baculoviren fiir die
sich anschlielenden Versuche erzeugt. Die entsprechenden Vektorkarten finden sich im
Anhang.
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4.2 Optimierung der Herstellung rekombinanter Baculoviren

4.2.1 EYFP als Kontrollprotein fiir die erfolgreiche Infektion

Zur Standardisierung der Virusherstellung und der Infektionsversuche ist es notig,
die Detektion der Infektion zu optimieren. Die baculovirale Infektion der Insektenzellen
fiihrt zu verschiedenen zelluldren Veranderungen. Durch die massive Replikation des
viralen Genoms nimmt die Gro3e des Zellkerns zu. Dieser wird hypertroph (Rohrmann,
2019). Durch die enorme Produktion von viralen Proteinen und DNA nimmt damit
einhergehend auch der Gesamtdurchmesser der Zelle zu (Graves et al., 2019). Weiterhin
nimmt die Granularitdt aufgrund des massiven Umbaus der zelluliren Kompartimente
und der Virenproduktion stark zu (Sandhu, Naciri & Al-Rubeai, 2007). Die Vergrof3erung
der infizierten Zellen sowie die erh6hte Granularitit sind in verschiedenen Insektenzell-
linien gut zu erkennen (siehe Abbildung 4.5). Dies gilt fiir Sf9-Zellen, wie auch fiir
High Five-Zellen. Die Volumenzunahme sowie die Steigerung der Granularitdt sind
jedoch natiirlicherweise statistisch verteilt und abhidngig von der jeweiligen Infektion. Fiir
beide Parameter gibt es eine Spannweite, die die Zellen individuell ausfiillen (siehe
Abbildung 4.5).

Abbildung 4.5: Lichtmikroskopischer Vergleich von infizierten und nicht infizierten Insektenzellen.
Die obere Reihe zeigt uninfizierte Zellen, die untere zeigt Zellen 4 Tage nach Infektion mit dem
rBV mCherry PTS1 mit einer MOI von 1. Bildaufnahmen wurden mittels integrated modulation
contrast (IMC) am Leica DM IL LED angefertigt. Der Grofsenbalken gilt fiir alle Teilabbildungen.
A Zellen der Linie Sf9 (1) von Expression Systems. B Zellen der Linie Sf9 (2) bezogen aus dem
Institut fiir Virologie der Universitdt zu Liibeck. C High Five-Zellen, ebenfalls bezogen aus dem
Institut fiir Virologie. Erkennbar ist, dass alle Zellen durch die Infektion eine Volumenzunahme
erfahren. Zudem steigt die Granularitdt der Zellen. Sf9 (2) zeigt eine stdrkere Granularitdt als
Sf9 (1). High Five-Zellen weisen nach Infektion mit rBVs einen deutlich gréfseren Zelldurchmesser
und eine stdrkere Granularitdt als Sf9-Zellen auf.
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Die Detektion infizierter Zellen ist besonders dann problematisch, wenn es sich um
transfizierte oder mit niedriger MOI infizierte Zellen handelt. Die Variabilitdt der
Auspragung der lichtmikroskopisch sichtbaren zelluldren Verdnderungen fithrt zu
entsprechenden Schwierigkeiten bei der Detektion einzelner infizierter Zellen in einem
dichten Zellrasen. Daher erfolgen die Transfektion und Infektion mit P1-Virusstock
,blind“, d. h. ohne mikroskopische Kontrolle. Dies kann bei mangelhaften Transfektionen
dazu fithren, dass erst nach ca. 8 Tagen erkennbar ist, ob diese erfolgreich waren oder
nicht.

Um dieses Problem zu beseitigen, wurde die Pipeline von den E. coli DH10Bac auf
E. coli DH10EmBacY umgestellt. Deren Bacmid tragt eine EYFP-Genkassette unter
Kontrolle des Polyhedrinpromotors an Stelle von zwei viralen Proteinen, Chitinase und
virales Cathepsin (Trowitzsch et al., 2010). Der Knock-out dieser beiden Gene dient der
Verbesserung der Viabilitit der Zellen wédhrend der Infektion und gleichzeitig der
Verringerung der Degradation des rekombinant produzierten Proteins (Berger, Fitzgerald
& Richmond, 2004). Die Expression von EYFP ermoglicht eine sehr einfache und sensitive
Detektion infizierter Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abbildung 4.6).

EYFP

O el LS © VRO W e S rd

Abbildung 4.6: Detektion infizierter Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie. Zellen der Linie Sf9 (1)
wurden mit einer MOI von 0,02 mit dem rekombinanten Baculovirus mCherry PTS1 Y infiziert
und nach 4 Tagen mittels Schrdglicht-Kontrast und Fluoreszenz am Zeiss Observer.Z1
dokumentiert. Gegzeigt ist jeweils der Durchlicht- und Fluoreszenzkanal sowie deren
Uberlagerung. Gut zu erkennen ist, dass auch wenige infizierte Zellen, selbst in grofsen Mengen
nicht-infizierter Zellen, sehr einfach detektierbar sind.

4.2.2 Optimierung der Titration von Virenstocks

Fiir die Optimierung der Pipeline im Bereich der Infektion der Insektenzellen zur
Bildung von Proteinkristallen ist es notig, die Infektion zu standardisieren und damit
reproduzierbar zu machen. Dies kann durch die Bestimmung des Virustiters erfolgen, um
die Menge infektioser Partikel verschiedener rekombinanter Viren vergleichbar zu
machen. Durch die Verwendung des EYFP-codierenden baculoviralen Genoms kann die
Virustitration sehr einfach und mit hoher Sensitivitédt iiber eine Endpunktbestimmung
mittels Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. Dabei ist eine Detektion auch einzelner
infizierter Zellen ohne weiteres moglich (siehe Abbildung 4.6).

Um eine effiziente Titration zu ermoglichen, wurden Sf9- und High Five-Insekten-
zelllinien auf ihre Sensitivitit gegeniiber verschiedenen rekombinanten Baculoviren

69



4. Ergebnisse | rBV-Herstellung & Infektion

getestet. Dabei zeigte sich, dass High Five-Zellen eine hohere Sensitivitit gegeniiber einer
Infektion mit Baculoviren aufweisen, was in einem hoheren detektierten Virustiter
resultiert als dies bei Sf9-Zellen der Fall ist. Auch bei unterschiedlichen Klonen der Sf9-
Zelllinie gibt es deutliche Unterschiede. So zeigt die Sf9 (1)-Linie einen um 0,5 bis eine
Logio-Stufe niedrigeren Titer als die High Five-Zellen, wohingegen die Sf9 (2)-Linie einen
um 1,5 bis 2 Logio-Stufen niedrigeren Titer detektiert (sieche Abbildung 4.7).

Daraus folgt, dass fiir die folgenden Titrationsversuche die High Five-Zelllinie
genutzt werden sollte, um eine moglichst genaue und am besten differenzierende
Titrationsbestimmung zu ermoglichen.
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Abbildung 4.7: Vergleich der Suszeptibilitdt verschiedener Insektenzelllinien fiir rekombinante
Baculoviren. Es wurden drei verschiedene rekombinante Baculoviren jeweils in 96-Well-Platten
mit unterschiedlichen Insektengellen mittels Endpunktbestimmung austitriert. Die Titrationen
erfolgten in jeweils drei unabhdngigen Experimenten. Angegeben ist der Mittelwert der
bestimmten TCIDso/mL-Werte mit der jeweiligen Standardabweichung.

Als nidchster Schritt sollte die Reproduzierbarkeit der Virustitration untersucht
werden. Daflir wurden vier verschiedene rekombinante Viren ausgewahlt, deren
jeweiliges Zielprotein einerseits in verschiedene Kompartimente der Insektenzellen
transportiert wird sowie andererseits Proteinkristalle bildet bzw. nicht bildet. Es wurden
High Five-Zellen fiir die Titrationen verwendet, die in zehn unabhéngigen Experimenten
wiederholt wurden. Die Sensitivitét ist methodenbedingt ausgesprochen hoch, da mittels
Fluoreszenz, wie zuvor gezeigt, jede einzelne infizierte Zelle detektiert werden kann. Eine
hohe Sensitivitdat fiihrt automatisch zu einem hoheren Fehler, da auch geringe
Pipettierfehler bereits gro3ere Auswirkungen auf den bestimmten Titer haben koénnen.
Zudem wird die Titration als Endpunktbestimmung durchgefiihrt, die einen sehr gro3en
Bereich an moglichen Virustitern abdecken muss. Um dies zu erreichen, wurde die
Titration in 1:10-Verdiinnungsschritten durchgefiihrt, was die Streubreite der Ergebnisse
ebenfalls vergrofiern kann. Um zu untersuchen, ob eine Reduktion der Sensitivitéit die
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Streubreite reduzieren kann, wurden die Platten nach zwei unterschiedlichen Methoden
ausgewertet. Einerseits wurden alle Wells mit fluoreszierenden Zellen als positiv gewertet,
andererseits wurden nur Wells mit mindestens zwei fluoreszierenden Zellen als positiv
gewertet.

Wie in Abbildung 4.8 zu erkennen ist, sinkt der sich durch die verdnderte, weniger
sensitive Auswertungsmethodik (eine vs. zwei positive Zellen pro positivem Well)
ergebende Medianwert der Titrationsergebnisse zwar um 0,2 bis 0,8 Logio-Stufen.
Allerdings verringert sich gleichzeitig, wie gewiinscht, auch die Streubreite der
gemessenen Titer bei drei von 4 Stocks, mit Ausnahme von mCherry SS-RY, um 0,3 bis
0,6 Logio-Stufen. Insbesondere werden dadurch Ausreiler verringert, die zu einer starken
Streuung der Werte fiihren kénnen. Die Wertung von doppelt positiven Wells verbessert
insgesamt also die Genauigkeit der Virustitration und soll daher fiir die folgenden
Experimente so angewendet werden.
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Abbildung 4.8: Evaluation der Reprodugierbarkeit der Titerbestimmung. Vier verschiedene
Virusstocks wurden auf High Five-Zellen austitriert. Die Versuche wurden jeweils zehnfach
unabhdngig wiederholt. Die Platten wurden nach zwei Verfahren ausgewertet. Entweder wurden
alle Wells mit mindestens einer leuchtenden Zelle positiv gewertet (blau) oder nur Wells mit
mindesten zwei positiven Zellen (griin). Der Boxplot gibt den Medianwert und das jeweils nach
oben und unten anschliefsende Quartil an. Die Linge der Antennen betrdgt nach Tukey maximal
das 1,5fache des Interquartilsabstands. Aufserhalb dessen liegende Ausreifser werden als Punkte
dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Auswertung von mindestens doppelt positiven Wells zwar
den detektierten Titer senkt, allerdings ebenso die Schwankungsbreite der verschiedenen
Messungen reduziert werden kann.

Fiir die Optimierung der Titration stellt sich zudem die Frage, zu welchem Zeitpunkt
die Endpunktbestimmung erfolgen sollte. Dazu wurden Titrationen verschiedener
Virenstocks durchgefiihrt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion
ausgewertet, welche kristallbildende und nicht-kristallbildende Zielproteine codieren
(siehe Abbildung 4.9). Die Expression des EYFP-Gens bzw. des Zielgens erfolgt unter der
Kontrolle des Polyhedrinpromotors, welcher erst in der sehr spiaten Phase der Infektion
aktiviert wird. Dadurch beginnt die Expression des Zielgens erst ca. 18 - 24 h nach der
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Infektion (Rohrmann, 2019). Da Transkription, Translation und Faltung des Proteins
einige Zeit in Anspruch nehmen, kann die Fluoreszenz friihestens 20-26h nach der
Infektion detektiert werden. Die Auswertung der Titration zu verschiedenen Zeitpunkten
zwischen 2 und 5 Tagen zeigt, dass das Optimum zwischen der Hohe des Titers und der
Schwankungsbreite der Werte nach vier bis fiinf Tagen erreicht wird. Zwei Tage nach
Infektion wurde ein Titer detektiert, der mehr als eine Logio-Stufe unter dem an Tag 4
detektierten Titer liegt. Zusatzlich war auch die Streubreite der bestimmten Werte
deutlich groler als an den spateren Zeitpunkten (siehe Abbildung 4.9). Die gemessenen
Werte unterschieden sich von Tag 4 zu Tag 5 kaum. Daher wurde der Zeitpunkt der
Titrationsauswertung, zu Gunsten der zeitlichen Optimierung der Pipeline, auf Tag 4
festgelegt.
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Abbildung 4.9: Abhdngigkeit der Schwankungsbreite der bestimmten Virustiter vom Tag der
Auswertung. Vier verschiedene Stocks von rekombinanten Baculoviren wurden mit High Five-
Zellen austitriert. Die Titer wurden in denselben Platten jeweils 2, 3, 4 und 5 Tage nach der
Infektion (d.p.i.) bestimmt. Die Versuche wurden jeweils dreifach unabhdngig wiederholt.
Angegeben ist der Mittelwert der bestimmten TCIDso/mL-Werte mit der jeweiligen
Standardabweichung. Die Auswertung der Titrationen von IMPDH HA-N 2 Tage nach Infektion
ergab aufgrund eines stark nach oben abweichenden Messwertes eine nach unten iiber ,,0“
hinausreichende Standardabweichung, welche in der Grafik abgeschnitten dargestellt wird.

4.2.3 Optimierung der Virusproduktion

Wie in Kapitel 4.2.2 gezeigt werden konnte, sind High Five-Zellen im Vergleich zu
Sf9-Zellen deutlich sensitiver fiir eine Infektion mit Baculoviren, weshalb die
Virustitration mit diesen Zellen erfolgen sollte. Fiir die Produktion von infektiosen
Partikeln spielt einerseits die Sensitivitit gegeniiber der Infektion eine Rolle und
andererseits die Fahigkeit, verpackte Viren freizusetzen. Um die verschiedenen Zelllinien
auf den letztgenannten Faktor hin zu untersuchen, wurde die Virusproduktion in High
Five- und Sf9-Zellen verglichen. Dafiir wurden Zellen mit unterschiedlichen Virusmengen
infiziert und die Uberstinde nach 4 Tagen geerntet. Die Menge der von den Zellen
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freigesetzten Viren konnten dann mittels Titration bestimmt werden. Wie in Kapitel 4.2.2
zu erkennen ist, sind Virustiter (TCIDso/mL) im Bereich von 1- 107 - 1 - 10® zu erwarten.
Dies wurde bei einem Infektionstiter von 1 - 10* jedoch nur von Zellen der Linie Sf9 (1)
erreicht (siehe Abbildung 4.10). Bei High Five-Zellen sank der Titer dagegen leicht. Diese
Zellen setzten folglich wenige bis gar keine infektiosen Partikel nach der Infektion frei.
Die Zellen der Linie Sf9 (2) zeigten zwar eine Steigerung des Titers um ein bis zwei Log1o-
Stufen, lagen jedoch immer noch zwei bis drei Logio-Stufen unterhalb des von den
Sf9 (1)-Zellen produzierten Titers. Zwischen diesen beiden Stdmmen der gleichen
Zelllinie gibt es also grof3e Unterschiede in der Fahigkeit, infektiose Partikel freizusetzen.
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Abbildung 4.10: Vergleich der Virusproduktion in verschiedenen Zelllinien. Es wurden jeweils
0,45 - 106 Zellen jeder Zelllinie in 1 mL Gesamtvolumen mit den rekombinanten Baculoviren
mCherry cyto Y oder IMPDH PTS]1 infigiert. Dabei wurde ein Virustiter (TCIDso/mL) von 1 - 10*
eingesetzt. 4 Tage nach Infektion wurden die Zelliiberstdnde als neuer Virusstock geerntet und
der produgierte Titer mittels Titration bestimmt. Die Virusproduktion erfolgte in jeweils drei
unabhdngigen Wiederholungen, die anschliefSende Titerbestimmung in jeweils zwei
unabhdngigen Wiederholungen. Fiir die Auswertung wurden gundchst die Werte der zwei
Titerbestimmungen gemittelt. Anschliefsend wurden die Mittelwerte der unabhdngigen
Virusproduktionen ermittelt und oben, zusammen mit ihrer jeweiligen Standardabweichung,
angegeben.

Um ausschliefen zu konnen, dass die beschriebenen Unterschiede nur vom
verwendeten Infektionstiter abhédngig sind, wurde das oben beschriebene Experiment mit
verschiedenen initialen Virusmengen durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Titer wurden
in 10er Logstufen zwischen 1-10' und 1-10° gewaihlt. Interessant ist bei der Stock-
produktion neben dem final erreichten Titer insbesondere, um welchen Faktor die
eingesetzte Virenmenge gesteigert werden kann. Fiir die bessere Vergleichbarkeit wurden
daher die ermittelten Virustiter ins Verhéltnis zum eingesetzten Infektionstiter gesetzt.
Wie in Abbildung 4.11 zu erkennen ist, produzieren die verwendeten High Five-Zellen
unabhingig vom eingesetzten Virustiter keine relevante Menge an infektiésen Partikeln.
Stattdessen wurde der Titer teilweise um bis zu eine Logio-Stufe verringert. In Zellen der
Linie Sf9 (2) funktionierte die Produktion von Viren dagegen deutlich besser. Hier wurde
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der Titer jeweils um das 10- bis 100fache erhoht, wobei dies iiber die verwendeten
Infektionstiter hinweg einigermalen stabil blieb. Eine Ausnahme stellten hier nur die
beiden niedrigsten Infektionstiter bei Infektion mit dem rBV IMPDH PTS1 dar, die nur
eine geringe Zunahme des Titers von weniger als einer Logio-Stufe aufwiesen (siehe
Abbildung 4.11 B).
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Abbildung 4.11: Vergleich der Virusproduktion in verschiedenen Zelllinien in Abhdngigkeit vom
eingesetzten Ausgangstiter. Es wurden jeweils 0,45-10° Zellen jeder Zelllinie in 1 mL
Gesamtvolumen mit rekombinanten Baculoviren infiziert. Dabei wurden verschiedene Virustiter
(TCIDso/mL) von 1 - 10! bis 1 - 10° eingesetzt. 4 Tage nach Infektion wurden die Zelliiberstdnde
als neuer Virusstock geerntet und der produgierte Titer mittels Titration bestimmt. Die
Virusproduktion erfolgte in jeweils drei unabhdngigen Wiederholungen, die anschliefsende
Titerbestimmung in jeweils zwei unabhdngigen Wiederholungen. Fiir die Auswertung wurden
gundchst die Werte der zwei Titerbestimmungen gemittelt. AnschliefSend wurden die Mittelwerte
der unabhdngigen Virusproduktionen ermittelt und oben, zusammen mit ihrer jeweiligen
Standardabweichung, angegeben. A Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus mCherry cyto
Y, welches [0sliches Zielprotein produgziert. B Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus
IMPDH PTS1, welches neben EYFP das in der Zelle kristallisierende Zielprotein IMPDH
produziert.
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Die mit Abstand stérkste Produktion von infektiosen Partikeln erfolgte jedoch in
Zellen der Linie Sf9 (1). Hier erhohte sich der Titer um das 1.000- bis 10.000fache (siehe
Abbildung 4.11). Dabei wurden die hohen Verstirkungsfaktoren insbesondere bei
niedrigeren Infektionstitern erreicht. Ab einem Infektionstiter von 1-10* erreichte die
Produktion anscheinend das Limit der von den Zellen maximal moglichen
Virusproduktion. Ab diesem Punkt erhoht sich der final erreichte Titer nicht weiter (siehe
Abbildung 4.12), was zu der in Abbildung 4.11 erkennbaren Reduktion der
Verstirkungsfaktoren bei héheren Infektionstitern fiihrt. Ein TCIDso/mL von ca. 1 - 108
scheint in diesem Versuchsaufbau (Virenproduktion in einem Well mit semiadhirenten
Zellen) das maximal erreichbare Limit des Virustiters darzustellen. Dies bedeutet, dass,
unabhéngig vom eingesetzten rBV, von jeder Zelle in der Kultur im Schnitt bis zu 200
infektiose Partikel freigesetzt wurden.

1077

TCIDs, /mL
o

105+
Il rBV mCherry cyto Y
a
1073 B rBV IMPDH PTS1
103-

2 10° 10* 10° 10

Ausgangstiter (TCID5o/mL)

10 10

Abbildung 4.12: Virusproduktion in Sf9-Zellen. Es wurden jeweils 0,45 - 10° Zellen der Linie Sf9 (1)
in 1 mL Gesamtvolumen mit den rekombinanten Baculoviren mCherry cyto Y oder IMPDH PTS1
infiziert. Der Infektionstiter (bezogen auf den TCIDso/mL) wurde dabei in Logio-Stufen zwischen
1-10" bis 1 - 10° variiert. 4 Tage nach Infektion wurden die Zelliiberstinde als neuer Virusstock
geerntet und der produgzierte Titer mittels Titration bestimmt. Die Virusproduktion erfolgte in
jeweils drei unabhdngigen Wiederholungen, die anschliefSende Titerbestimmung in jeweils zwei
unabhdngigen Wiederholungen. Fiir die Auswertung wurden gundchst die Werte der zwei
Titerbestimmungen gemittelt. Anschliefsend wurden die Mittelwerte der unabhdngigen
Virusproduktionen ermittelt und oben, zusammen mit ihrer jeweiligen Standardabweichung,
angegeben.

Fiir die Generation von hohen Virustitern ist weiterhin die Dauer relevant, in der die
Zellen infektiose Partikel produzieren und freisetzen konnen. Um den optimalen
Zeitpunkt der Stockernte zu bestimmen, wurden Sf9-Zellen der Linie Sf9 (1) mit
verschiedenen Virenstocks mit einer MOI von 0,1 infiziert. Im verwendeten Well einer 12-
Well-Platte ergibt dies einen Ausgangs-TCIDso/mL von 6,43 - 10*. Wie in Abbildung 4.13
zu erkennen ist, steigert sich der Titer der eingesetzten Viren bis Tag 4 nach der Infektion
und bleibt danach auf diesem hohen Niveau konstant. Fiir eine zeitoptimierte
Virusproduktion sollte der Stock daher 4 Tage nach der Infektion geerntet werden.

75



4. Ergebnisse | rBV-Herstellung & Infektion

10°

I I 1 I ‘ I
I I
rBV mCherry PTS1Y
rBV HEX-1 cyto
I I Il rBVIMPDHY
104 l T i T T T T
2 3 4 5 6

Tage nach Infektion

-
o
©

-
o
~
H

TCIDg, /mL
S

-
o
a

Abbildung 4.13: Verdnderung des Virustiters in Abhdngigkeit des Zeitpunktes der Entnahme des
Mediumiiberstandes. Sf9-Zellen der Linie Sf9 (1) wurden mit drei verschiedenen rekombinanten
Baculoviren mit einer MOI von 0,1 infiziert. Der Virenstock wurde fiir die Infektion daher auf
eine TCIDso/mL von 6,43 - 10* verdiinnt. Zwei bis neun Tage nach Infektion wurde der jeweils
neu produzgierte Virenstock geerntet und in drei unabhdngigen Experimenten titriert. Angegeben
ist der Mittelwert der bestimmten TCIDso/mL mit der jeweiligen Standardabweichung.

Es ist bekannt, dass die Stocks von Baculoviren bei Lagerung iiber einen langeren
Zeitraum bei 4 °C nicht stabil sind, sondern der Titer mit der Zeit abnimmt (Jorio, Tran
& Kamen, 2006). Daher ist es fiir die Arbeit mit dem Baculovirussystem erforderlich, die
bestehenden Virenstocks immer wieder zu erneuern. Dies kann durch eine erneute
Produktion frischer Viren ausgehend vom Bacmid erfolgen oder durch das regelméfige
Herstellen hoherer Passagen desselben Stocks. Dabei kann es vorkommen, dass von den
Viren Passagen bis in den hohen einstelligen Bereich erzeugt werden. Um zu testen, ob
das wiederholte Passagieren einen Einfluss auf die Infektiositdt der Viren oder die
Fahigkeit des produzierten Proteins zur Kristallbildung hat, wurden fiir vier verschiedene
Stocks ausgehend von Passage 3 neue Stocks bis Passage 9 erzeugt. Passage 3 wurde in
der ersten Infektion mit einer MOI von 0,003 eingesetzt. Anschlie3end wurden weitere
Passagen der Stocks nach dem beschriebenen Protokoll erzeugt (siehe Kapitel 3.4.5),
wobei von den hoheren Passagen jeweils 10 uL/mL des zuvor geernteten Stocks genutzt
wurden. Im Anschluss wurden die geernteten Stocks titriert und die
Kristallbildungsfahigkeit des produzierten Zielproteins durch die Infektion von High Five-
Zellen untersucht (siehe Abbildung 4.14). Wie anhand der Titrationen in Abbildung
4.14 A zu erkennen ist, stieg der Titer in der ersten Infektion (von P3 auf P4) bei allen
verwendeten Stocks um etwa das 1.000fache an. Anschliel3end erhohte sich der Titer auf
das zuvor beschriebene Limit zwischen 1107 und 1 - 10® und blieb iiber die folgenden
Passagen auf diesem hohen Niveau konstant. Einen entscheidenden Einfluss dieser
fortschreitenden Erzeugung hoherer Passagen auf die Fahigkeit der Viren, Insektenzellen
zu infizieren, scheint es daher nicht zu geben.
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Abbildung 4.14: Verdnderung des Virustiters und des Kristallisationsverhaltens des produzierten
Proteins in Abhdngigkeit der Passage des Virusstocks. A Sf9-Zellen der Linie Sf9 (1) wurden mit
vier verschiedenen rekombinanten Baculoviren iiber mehrere Passagen infiziert und die von den
Zellen produzierten Viren austitriert. Es wurden jeweils 0,45 - 10° Zellen in 1 mL Gesamtvolumen
infiziert. Der Ausgangsstock (P3) wurde mit einer MOI von 0,003 eingesetzt und daher auf eine
TCIDso/mL von 2,38-10° verdiinnt. Fiir alle weiteren Passagen wurden 10ul des
abgenommenen Stocks fiir die jeweils ndchste Infektion eingesetzt. Die Ernte der Stocks erfolgte
4 Tage nach Infektion. Die Stocks der Passagen P4 - P9 wurden jeweils in drei unabhdngigen
Experimenten austitriert. Angegeben ist der Mittelwert der bestimmten TCIDso/mL mit der
jeweiligen Standardabweichung. B High Five-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit dem
jeweiligen Virusstock infiziert, welcher zur Produktion eines kristallbildenden Proteins fiihrt.
4 Tage nach Infektion wurden jeweils zwei reprdsentative mikroskopische Aufnahmen von jedem
Well am Zeiss Observer.Z1 angefertigt. AnschliefSend wurden in den Aufnahmen die Gesamtzahl
der Zellen sowie die Anzahl der kristalltragenden Zellen bestimmt und der jeweilige Anteil
berechnet. Das Experiment wurde in drei unabhdngigen Replikaten wiederholt. Angegeben ist der
Mittelwert der bestimmten Anteile mit der jeweiligen Standardabweichung. Fiir jeden
Datenpunkt wurden zwischen 100 und 300 Zellen ausgewertet.
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Fiir die Untersuchung der Kristallisationsfahigkeit der erzeugten Virenstocks wurden
High Five-Zellen mit einer MOI von 1 infiziert und der Anteil der kristalltragenden Zellen
nach 4 Tagen ermittelt (siehe Abbildung 4.14 B). Dieser Anteil schwankte bei Infektion
mit den verschiedenen Passagen des rBVs IMPDH HA-N innerhalb einer Passage um bis
zu 60 Prozentpunkte, der Mittelwert bliebt hingegen weitestgehend konstant. Aufgrund
der hohen Schwankungsbreite konnte kein Unterschied in der Kristallbildungsfahigkeit
der verschiedenen Passagen festgestellt werden. Auch bei Infektion mit dem rBV
Luciferase® cyto lie sich kein Unterschied zwischen den verschiedenen Passagen
feststellen. Der Vergleich der Mittelwerte bei Infektion mit dem rBV Luciferase’ cyto l&sst
eine fallende Tendenz mit zunehmender Passage erkennen. Da der Anteil an
kristalltragenden Zellen zumindest bei den Passagen 4 und 8 jeweils um ca. 20
Prozentpunkte schwanken, ist auch hier kein relevanter Abfall der Kristallbildungs-
fahigkeit feststellbar. Daher ist insgesamt davon auszugehen, dass die Viruspassagen bis
mindestens Passage 8 fiir die in cellulo-Kristallisation einsetzbar sind.

4.2.4 Optimierung der Proteinproduktion

Der auf die Produktion der rekombinanten Baculoviren folgende Schritt der Pipeline
stellt die Infektion von Insektenzellen mit dem Ziel der Kristallisation des Zielproteins in
eben diesen Zellen dar. Dafiir ist einerseits eine effiziente Infektion der Zellen fiir einen
moglichst hohen Anteil an kristallproduzierenden Zellen in der Kultur notwendig.
Andererseits muss auch ein hohes Niveau der Proteinproduktion erreicht werden, um
ausreichend Material fiir moglichst grofle Kristalle zur Verfiigung zu stellen. Zur
Untersuchung der Eignung der verschiedenen Zelllinien fiir die Kristallisation wurden
diese mit verschiedenen Virenstocks mit unterschiedlichen MOIs infiziert.

In Abbildung 4.15 ist eine Infektion der verschiedenen Zelllinien mit dem rBV HEX-1
cyto mit MOIs zwischen 0,025 und 10 dargestellt. Dabei wurden in den verschiedenen
Wells gleiche Zellmengen ausplattiert. Die Infektionseffizienz von High Five- und Sf9 (1)-
Zellen erscheint, bezogen auf den Anteil der fluoreszierenden Zellen, vergleichbar. Die
Linie Sf9 (2) hingegen zeigte eine deutlich reduzierte Infektionsrate, was auch an der
hoheren Zellzahl durch eine fortschreitende Proliferation der Zellen wahrend der
Inkubation erkennbar ist (sieche Abbildung 4.15 B). Bei einer Infektion der Zellen wird
die Zellteilung durch die Baculoviren inhibiert, indem die Zellen in der G2/M-Phase
arretiert werden (Braunagel et al., 1998). Die reduzierte Infektionsrate kann durch die in
Kapitel 4.2.2 beschriebene geringere Suszeptibilitit dieser Zellen fiir die Infektion durch
Baculoviren erklart werden.

Deutlich erkennbar ist zudem der schon in Kapitel 4.2.1 erlduterte Grof3en-
unterschied der High Five- und Sf9-Zellen (vergl. Abbildung 4.15 A/B mit C). Um diesen
Grollenunterschied quantifizieren zu konnen, wurden jeweils 400 mit einer MOI von 1
infizierte Zellen jeder Linie vermessen. Dabei wurden Infektionen mit den rekombinanten
Baculoviren CatB Y und HEX-1 cyto ausgewertet (sieche Abbildung 4.16). Die High Five-
Zellen erreichten einen Durchmesser von ca. 30 um im Vergleich zu ca. 18 um bei den
Sf9-Zellen (siehe Tabelle 4.6). Die GrofRenunterschiede der beiden Sf9-Linien waren nur
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marginal, da die ermittelten Zellgrof3en innerhalb des Fehlerbereichs der Messungen
lagen. Dies traf auch auf die unterschiedlichen Infektionen innerhalb einer Zelllinie zu.

Aufgrund des erhohten Zelldurchmessers wiesen die High Five-Zellen im Schnitt ein
nahezu fiinffach héheres Volumen als die Sf9-Zellen auf (14.000 um?® vs. 3.000 um?).

e BT, Lok SN » o = Y 8 7 P

Abbildung 4.15: Vergleich der Produktion von EYFP nach Infektion mit dem rBV HEX-1 cyto in
verschiedenen Insektenzelllinien in Abhdngigkeit von der verwendeten MOI. Infektion von Sf9-
Zellen der Linie Sf9 (1) (A), Sf9 (2) (B) und High Five-Zellen (C). Die fiir die Infektion genutzte
MOI ist jeweils im linken Teilbild angegeben. Die Bildaufnahme erfolgte 4 Tage nach Infektion
am Zeiss Observer.Z1. Die Fluoreszenz des EYFP wird als Gelbton dargestellt. Gezeigt ist eine
Uberlagerung des Durchlichtkanals mit dem Fluoreszenzkanal. Der Gréfsenbalken gilt fiir alle
Teilabbildungen.

O

Weiterhin schwankte der Zelldurchmesser bei High Five-Zellen zwischen 16 und
46 um (Volumen: 2.100 bis 51.000 um?®), wohingegen Sf9-Zellen nur GréRen zwischen
12 und 24 um (Volumen: 900 bis 7.200 um®) aufwiesen. Damit kann das Volumen der
High Five-Zellen nochmals um den Faktor 3,6 im Vergleich zum Mittel zunehmen (51.000
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vs. 14.000 um?). AuRerhalb des in Abbildung 4.16 angegebenen Streubereiches gibt es
auch noch ,Ausreiler”, die jedoch fast ausschlie3lich oberhalb desselben liegen.
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Abbildung 4.16: Vergleich des Zelldurchmessers infizierter Zellen von verschiedenen Zelllinien. Fiir
die Messung des Zelldurchmessers wurden die verschiedenen Zelllinien mit den rekombinanten
Baculoviren CatB Y oder HEX-1 cyto mit einer MOI von 1 infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden
die Proben auf dem Zeiss Observer.Z1 mittels Schrdglichtkontrast dokumentiert und jeweils 400
Zellen in der Software ImageJ vermessen. Der Boxplot gibt den Medianwert und das jeweils nach
oben und unten anschliefsende Quartil an. Die Linge der Antennen betrdgt nach Tukey maximal
das 1,5fache des Interquartilsabstands. Aufserhalb dessen liegende Ausreifser werden als Punkte
dargestellt.

Um den Anteil an infizierten Zellen und die Menge an produziertem Protein
quantifizieren zu konnen, wurden die infizierten Kulturen in einem Durchflusszytometer
analysiert. Dafiir wurden mCherry-produzierende Virusstocks verwendet, welche die
verschiedenen Lokalisationssignale fiir die zytosolische Produktion sowie fiir die
Lokalisation in Peroxisomen und im endoplasmatischen Retikulum enthalten. Damit soll
zudem ein Einfluss des Zielkompartiments auf die spezifische Proteinproduktion
untersucht werden. Durch die Produktion eines Fluoreszenzproteins kann die produzierte
Proteinmenge anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitit direkt quantifiziert werden.
Die Analyse im Durchflusszytometer erlaubt zusatzlich die vergleichende Analyse der
Parameter auf Einzelzell-Ebene. Die Fluoreszenzsignale werden im Zytometer zudem mit
einer Wiederholrate von 110 MHz ausgelesen. Dies ist schnell genug, um von jeder
vorbeiflieBenden Zelle so viele Datenpunkte aufnehmen zu konnen, dass eine detaillierte
Kurve der Intensitatswerte erstellt werden kann. Deren Hohe und Breite, sowie integrierte
Flache kann im Anschluss ausgewertet werden. Der letzte Parameter wiederum kann
genutzt werden, um die Gesamtmenge an produziertem Protein in einer Zelle zu
quantifizieren und macht damit auch die relative Proteinmenge in einer Subpopulation
berechenbar.
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Tabelle 4.6: Analyse des Zelldurchmessers der verschiedenen Insektengzelllinien. Fiir die Messung des
Zelldurchmessers wurden die verschiedenen Zelllinien mit den rekombinanten Baculoviren CatB' Y
oder HEX-1 cyto mit einer MOI von 1 infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden die Proben auf dem
Zeiss Observer.Z1 mittels Schrdglichtkontrast dokumentiert und jeweils 400 Zellen in der
Software ImageJ vermessen.

High Five  High Five Sf9 (1) Sf9 (1) Sf9 (2) Sf9 (2)
CatBY HEX-1 cyto CatBY HEX-1cyto CatBY HEX-1 cyto

Mittelwert 30,28 um 29,01 um 17,57 pum 17,82 um 18,42 ym 18,70 um

Median 29,29 um 28,57 um 17,32 pum 17,53 um 18,09 um 18,47 um

Standard-

+5,21 +4,22 +2,78 +2,6 +2,82 +2,71
abweichung 45 p 4,22 pm ;78 pm ,64 um ,82 um ,71 um

Im ersten Experiment wurden die Zelllinien High Five, Sf9 (1) und Sf9 (2) mit den
rekombinanten Baculoviren mCherry cyto, mCherry PTS1 oder mCherry SS-R mit einer
MOI zwischen 0,001 und 5 infiziert. 4 Tage nach der Infektion wurden jeweils 200.000
Zellen von jeder Probe im Sony SH800S analysiert. Wie in Abbildung 4.17 zu erkennen
ist, gab es gro3e Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien. Zu beachten ist
hier insbesondere die als Kurvenverlauf dargestellte Intensitdtsverteilung der
verschiedenen Zellen in der Kultur. Als mCherry-positiv, und damit infiziert, werden im
Folgenden alle Zellen mit einer Fluoreszenzintensitit grofer 10* gewertet, da bei einer
MOI von 0,001 bei allen Zelllinien eine Gaul3-Kurve rund um den Nullwert zu erkennen
ist, deren Ende bei einer Fluoreszenzintensitit von ca. 10* liegt.

Die Intensitdtsverteilung in den Proben zeigt, dass die Reduktion des Peaks der
negativen Zellen bei High Five schon ab einer MOI von 0,1 beginnt (sieche Abbildung
4.17). Bei den Proben der Linie Sf9 (1) ist dies sogar schon bei einer MOI von 0,01 der
Fall, bei Zellen der Linie Sf9 (2) jedoch erst bei einer MOI von 1. Der Kurvenverlauf zeigt
weiterhin, dass es in den High Five-Zellkulturen eine breite Verteilung der Messwerte der
Fluoreszenzintensitit und damit der Menge an produziertem mCherry pro Zelle gibt.
Dieser erstreckt sich iiber mehr als drei Logio-Stufen, wobei sich die Spitze der Verteilung
im oberen Drittel der gemessenen Intensitdten befindet. Im Fall der Sf9 (1)-Zellen riickt
die Verteilung der positiven Zellen mit steigender MOI immer weiter zusammen und
bildet bei einer MOI von 5 einen relativ spitzen Peak, welcher sich iiber ca. eine Logio-
Stufe erstreckt. Die Zellen der Linie Sf9 (2) zeigen auch bei Infektion mit einem sehr
hohen Titer nur einen geringen Anteil positiver Zellen. Diese verteilen sich, vergleichbar
mit den High Five-Zellen, iiber bis zu drei Logio-Stufen, erreichen in der Spitze aber nicht
so hohe Intensitdtswerte wie die beiden anderen Zelllinien (siehe Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Analyse der Expression des Zielgens in verschiedenen Zelllinien mittels
Durchflusszytometrie. 0,5 - 10° Zellen der verschiedenen Insektenzelllinien High Five, Sf9 (1) und
Sf9 (2) wurden mit den rekombinanten Baculoviren mCherry cyto, mCherry PTS1 und mCherry
SS-R mit verschiedenen MOIs zwischen 0,001 und 5 infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden
jeweils 200.000 Zellen am Sony SHS800S analysiert. Aufgetragen ist die mCherry-
Fluoreszenzintensitdt (Integral des gesamten Signals der Zelle) gegen die Anzahl der gemessenen
Events, wobei die Kurven fiir unterschiedliche MOI bei gleicher Zelllinie und gleichem Virenstock
iiberlagert wurden. Farbcodierung der verschiedenen MOI wie im rechten unteren Bild
angegeben.

Um weitere Aussagen aus den in Abbildung 4.17 gezeigten Durchflusszytometrie-
Daten zu gewinnen, ist eine weitergehende Analyse dieser notwendig. Dazu erfolgte eine
Auswertung des Anteils der infizierten Zellpopulation sowie eine Berechnung der
gesamten Fluoreszenzmenge aller positiven Zellen in jeder Probe mit der Software FlowJo
(siehe Abbildung 4.18).

Hier ist zu erkennen, dass der Anteil der mCherry-positiven Zellen bei der High Five-
Linie bis zu einer MOI von 1 stark ansteigt, bei Infektion mit einer MOI von 5 aber nur
noch geringfiigig zunimmt. Die Sf9 (1)-Linie dagegen erreicht schon bei Infektion mit
MOI 0,1 einen hohen Anteil positiver Zellen, welcher dariiber hinaus nur noch geringfiigig

82



rBV-Herstellung & Infektion | 4. Ergebnisse

ansteigt. Die Sf9 (2)-Zelllinie zeigt erst bei einer Infektion mit MOI 1 einen Anteil von
positiven Zellen oberhalb von 10 %. Bei Infektion mit MOI 5 steigt der Anteil auf ca. 50 %.
Hier wére eine Infektion mit noch hoherer MOI nétig, um mit den anderen beiden
Zelllinien vergleichbare Werte zu erreichen.

Betrachtet man die Menge an produziertem Protein in Form der gemessenen
Gesamtfluoreszenzintensitit (siehe rechte Seite in Abbildung 4.18), so ergibt sich ein
differenziertes Bild. Deutlich zu sehen ist, dass die Sf9 (2)-Zellen nur sehr wenig Protein
produzieren. Auch bei Infektion mit einer MOI von 5 werden von allen drei getesteten
Proteinen Mengen produziert, die kaum an die Werte der anderen beiden Linien bei
Infektion mit MOI 0,1 heran reichen. Diese Linie eignet sich daher nicht fiir eine
massenhafte Proteinproduktion.

Obwohl sich der Anteil der infizierten Zellen zwischen MOI 0,1 und 5 bei den Zellen
der Linie Sf9 (1) kaum mehr dndert, steigt die Proteinmenge relativ konstant an. Zudem
werden von dem mCherry-Protein mit ER-Signalsequenz sowie dem mit peroxisomalem
Translokationssignal bei gleicher MOI vergleichbare Mengen produziert. Hingegen wird
bei zytosolischer Produktion und gleicher MOI nahezu die doppelte Fluoreszenzintensitat
gemessen und entsprechend die doppelte Menge an Protein hergestellt.

Die High Five-Zellen erreichen ihr Maximum an hergestelltem Protein bei der
Infektion mit einer MOI von 1. Bei MOI 5 sinkt die Gesamtmenge an Protein wieder leicht,
obwohl der Anteil der fluoreszierenden Zellen leicht zunimmt. Die Menge an
produziertem Protein weist starke Unterschiede zwischen den verschiedenen
Kompartimenten auf. So zeigt die im ER lokalisierte mCherry-Variante die starkste
Gesamtfluoreszenz. Bei zytosolischer Produktion wird eine nur halb so starke Fluoreszenz
gemessen und bei zytosolischer Translation mit C-terminalem PTS1 erreicht die
Gesamtfluoreszenz nur ca. ein Achtel der mCherry SS-R Proben.

Im Vergleich mit der Proteinproduktion der Sf9 (1)-Linie zeigt sich daher ein
gemischtes Bild. Wahrend die Proteinproduktion der mCherry SS-R Proben bei den
High Five-Zellen deutlich stdrker als bei den Sf9-Zellen ausfillt, zeigt sich bei den
Infektionen mit einer MOI von bis zu 1 bei mCherry cyto und mCherry PTS1 eine
vergleichbar starke Proteinproduktion in beiden Zelllinien. Bei hoherer MOI steigt die
Proteinproduktion der Sf9-Zellen bei mCherry cyto leicht und bei mCherry PTS1 deutlich
iiber das Level der High Five-Zellen an.
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Abbildung 4.18: Analyse der in Abbildung 4.17 prdsentierten Zytometrie-Daten. Hier wurde die
Population infizierter Zellen analysiert, die durch eine Intensitdt der mCherry-Fluoreszenz von
> 10? gekenngeichnet ist. Aufgetragen ist auf der linken Seite (griine Balken) der Anteil der
infizierten Zellen an der Gesamtpopulation (Fluoreszengintensitdt > 10%) und auf der rechten
Seite (blaue Balken) die aufsummierten Fluoreszenzintensitdten aller gemessenen Events als Mafs
fiir die Gesamtmenge des von den infizierten Zellen produzierten und korrekt gefalteten mCherry-
Proteins. A Analyse der mit dem rBV mCherry cyto infizierten Zellen (zytosolische
Proteinproduktion). B Analyse der mit dem rBV mCherry PTS1 infizierten Zellen (zytosolische
Proteinproduktion mit Transport in Peroxisomen). C Analyse der mit dem rBV mCherry SS-R
infizierten Zellen (Translation des Proteins ins ER).

Zwischen der Fahigkeit, grolle Mengen des Zielproteins zu produzieren und der
Wahrscheinlichkeit der Kristallisation desselben besteht jedoch nicht notwendigerweise
ein direkter Zusammenhang. Da sowohl High Five- als auch Sf9-Zellen in der Lage sind,
grof3e Mengen an Zielprotein zu produzieren, sollte auch die Proteinkristallisation direkt
verglichen werden. Dazu wurden die High Five- und Sf9-Zelllinien mit verschiedenen
rekombinanten Baculoviren mit einer MOI von 1 infiziert und fiir 4 Tage inkubiert.
Danach erfolgte die Bildaufnahme am Zeiss Observer.Z1 und anschlieBend die manuelle
Auswertung der Anteile fluoreszierender sowie kristalltragender Zellen. Wie in
Abbildung 4.19 A zu erkennen ist, fielen die Unterschiede im Anteil der kristalltragenden
Zellen deutlich groller aus, als dies von der Proteinproduktion ausgehend (vergl.
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Abbildung 4.18) zu erwarten ware. Bei allen fiinf getesteten rekombinanten Baculoviren
zeigen die High Five-Zellen den mit Abstand hochsten Anteil kristalltragender Zellen.
Zellen der Linie Sf9 (1) weisen nur im Falle von EGFP-uNS eine vergleichbar effiziente
Kristallisation auf. Bei Infektion mit fiir HEX-1 und CathepsinB codierenden,
rekombinanten Baculoviren tragen nur ca. 50 % der Sf9 (1)-Zellen Kristalle im Vergleich
zu mehr als 90 % in der High Five-Zelllinie. Bei IMPDH und Luciferase bilden lediglich
weniger als 10 % der Sf9-Zellen Kristalle. Die Linie Sf9 (2) weist in allen Ansitzen eine
sehr geringe Fahigkeit zur Kristallisation auf. Kristalle von IMPDH oder Luciferase sind
kaum nachweisbar. Zusitzlich zeigt sich bei dieser Linie auch eine deutlich grof3ere
Variabilitdt in den Ansétzen, in denen noch eine geringe Menge an Kristallen detektierbar
ist (Cathepsin B, HEX-1 und EGFP-uNS). So kann der Anteil an kristalltragenden Zellen
bei Infektion mit dem EGFP-uNS produzierenden Baculovirus sogar bis auf 80 % steigen.

Wie weiterhin aus Abbildung 4.19 B hervorgeht, lassen sich die Unterschiede in der
Kristallbildung, zumindest zwischen High Five- und Sf9 (1)-Zellen nicht auf eine
unterschiedliche Infektionseffizienz zuriickfiihren. Beide Linien weisen eine Infektion
nahezu aller ausgewerteten Zellen auf. Im Gegensatz dazu schwankt der Anteil der
fluoreszierenden Zellen der Sf9 (2)-Linie deutlich stirker, mit Werten zwischen 20 und
nahezu 100 %. Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass in dieser Linie auch eine groRere
Variabilitét in der Kristallbildung auftritt.

Neben der generellen Fahigkeit zur Bildung von intrazelluliren Proteinkristallen
unterscheidet sich auch die Kristallmorphologie zwischen den verschiedenen Linien,
insbesondere in Bezug auf die GroRe der gebildeten Kristalle. In Abbildung 4.20 ist ein
Vergleich der gebildeten Proteinkristalle in High Five-Zellen und Zellen der Linie Sf9 (1)
dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Form vergleichbar ausfillt, auch wenn die HEX-1
Kristalle in High Five-Zellen an den Enden etwas spitzer zulaufen als in Sf9-Zellen. Im
Gegensatz dazu fallen der Durchmesser sowie die Linge der Kristalle in High Five-Zellen
erheblich grofer aus. Die Unterschiede in den Kristalldimensionen sind vor allem bei
GMPR cyto (Abbildung 4.20 A), HEX-1 cyto (Abbildung 4.20 C) und Luciferase™ cyto
(Abbildung 4.20 D) deutlich erkennbar. Auch IMPDH cyto bildet im mittel deutlich
groBere Kristalle (Abbildung 4.20 B und Tabelle 4.7), allerdings konnen diese auch in
Sf9-Zellen vergleichbare Dimensionen annehmen. Eine Analyse des mittleren Volumens
der Kristalle, welches mittels Linge x Breite? berechnet wurde, lisst erkennen, dass die
High Five-Zellen Kristalle mit einem um das 2,5- bis 7fache erhohten Volumen
produzieren (siehe Tabelle 4.7).
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Abbildung 4.19: Vergleich der Kristallbildung in verschiedenen Zelllinien. High Five-, Sf9 (1)- und

Sf9 (2)-Zellen wurden mit den rekombinanten Baculoviren Luciferase* cyto, HEX-1 cyto, CatB'Y,
EGFP-uNS und IMPDH HA-N mit einer MOI von 1 infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden jeweils
zwei reprdsentative mikroskopische Aufnahmen von jeder Probe jeweils im Durchlicht- und EYFP-
Kanal am Zeiss Observer.Z1 angefertigt. AnschliefSend wurden in den Aufnahmen die Anzahl der
Zellen, die Anzahl der kristalltragenden Zellen, sowie die Anzahl der fluoreszierenden Zellen
bestimmt. Dabei wurden zwischen 100 und 600 Zellen je Bedingung ausgewertet. Das Experiment
wurde in drei unabhdngigen Replikaten wiederholt. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte mit
den Standardabweichungen der entsprechenden Anteile. A Dargestellt ist der jeweilige Anteil der
kristalltragenden Zellen an der gesamten aufgenommenen Zellpopulation. Es ist ersichtlich, dass
in der High Five-Zelllinie ein deutlich grofSerer Anteil an Zellen Kristalle produgiert als in Sf9-
Zellen. Auch gzwischen den Sf9-Stdmmen gibt es grofse Unterschiede im Anteil der
kristalltragenden Zellen. B Dargestellt ist der jeweilige Anteil der fluoreszierenden Zellen an der
Gesamtmenge dokumentierter Zellen. Im Gegensatz zur Kristallproduktion gibt es hier keinen
erheblichen Unterschied zwischen High Five-Zellen und der Sf9 (1)-Linie. Nur der zweite Stamm
der Sf9-Zellen zeigt einen deutlich geringeren Anteil an fluoreszierenden Zellen, jedoch mit einer
sehr grofsen Schwankungsbreite.
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Abbildung 4.20: Vergleich der Kristallbildung in Sf9- und High Five-Zellen. Zellen der Linien Sf9 (1)
und High Five wurden mit einer MOI von 1 mit einem rekombinanten Baculovirus infiziert. 4
Tage nach der Infektion wurden die Proben am Nikon Ts2-R-FL mittels DIC dokumentiert. Und
die GréfSe der Kristalle anhand der DIC-Bilder bestimmt. A Infektion mit dem rBV GMPR cyto v2.
B Infektion mit dem rBV IMPDH cyto. C Infektion mit dem rBV HEX-1 cyto. D Infektion mit dem
rBV Luciferase™ cyto. Der in A angegebene Grifsenbalken gilt fiir alle Teilabbildungen. Die
Graphen auf der rechten Seite geben die Ldngen und Durchmesser der auswertbaren Kristalle
eines jeden Zielproteins in der jeweiligen Zelllinie an. Im Fall von HEX-1 cyto wurden nur die
spindelformigen Kristalle ausgewertet.

Bisher erfolgte die Auswertung der Infektionsexperimente in der Regel vier Tage
nach der Infektion, da dies subjektiv als Optimum der Kristallbildung wahrgenommen
wurde. Um dies auf eine gesicherte Datenbasis zu stellen, wurde die zeitliche Komponente
der Kristallbildung in High Five- und Sf9-Zellen bei zwei verschiedenen Infektionstitern
(MOI 1 und 5) fiir sechs verschiedene, rekombinante Baculoviren untersucht, nach deren
Infektion es zur Bildung von intrazelluldren Proteinkristallen kommt (siehe Abbildung
4.21). Dabei wurden die Zellkulturen mit den jeweiligen rBVs infiziert und in Multi-Well-
Platten bei 27°C inkubiert. Zwischen 36 und 204 h nach der Infektion wurden in
regelmialdigen Abstdnden Bilder der Zellen angefertigt und der Anteil der
kristalltragenden Zellen ausgewertet.
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Tabelle 4.7: Gréfsenvergleich verschiedener Kristalle in Sf9- und High Five-Zellen. Angegeben sind die
Mittelwerte der anhand von DIC-Aufnahmen 4 Tage nach Infektion ausgemessenen
Kristallgrofsen mit den jeweiligen Standardabweichungen. Das Volumen der Kristalle wurde
anhand von Lénge x Breite? abgeschdtzt. Der Vergleich zwischen den Ziellinien ergibt ein 2,5- bis
6,7fach gréfseres Volumen in High Five-Zellen vergleichen mit den Sf9-Zellen.

Zelllinie  Wert GMPR cyto IMPDH cyto HEX-1 cyto Luciferase* cyto
Lange
25,3+8,5 41,5+22,7 9,1+3,2 79,5+22.6
[um]
Breite
Sf9 (1) 3.2+0,9 33417 3.5+0,7 1,940,5
[um]
Volumen 260 450 110 290
[um3]
Lange 62,2+18,3 59,7+21,1 26,3+10,2 144,1+50,7
[um]
Breit
High Five o 4,9+1,3 4,4=1,6 5,3+1,5 2,8+0,7
[um]
Volumen
1490 1160 740 1130
[wm?]

Wie hierbei zu erkennen ist, startet die Kristallbildung frithestens 36 und spétestens
72 h nach der Infektion, wihrend der maximale Anteil an kristalltragenden Zellen
frithestens 72 h (CatB KDEL Y, Abbildung 4.21 E) und spétestens 96 h nach Infektion
erreicht wird. Eine Ausnahme bilden IMPDH cyto-produzierende Zellen. Hier wird eine
Plateauphase erst 156 h nach der Infektion erreicht, allerdings nur in den High Five-
Zellen. Die Sf9-Zellen zeigen eine Zunahme der kristalltragenden Zellen bis zum Ende
der Auswertung, jedoch auf einem deutlich niedrigeren Niveau (Abbildung 4.21 B). Mit
erneuter Ausnahme der Infektion mit dem rBV IMPDH cyto kommt es in allen Féllen zu
einer Abnahme des Anteils der kristalltragenden Zellen entweder direkt im Anschluss an
das Maximum oder nach einer Plateauphase, welche 24 -72h anhalten kann. Diese
Abnahme féllt in der Regel mit 10 bis 30 Prozentpunkten moderat aus. Im Fall der
Infektion von Sf9-Zellen mit dem rBV Luciferase” cyto bewirkt dies allerdings ein volliges
Verschwinden der Kristalle zum Ende des Beobachtungszeitraumes hin. Dies ist anhand
der Kurvenverldufe auch fiir alle anderen Proben zu erwarten, jedoch war der
Beobachtungszeitraum zu kurz, um diese Effekte bis zum Schluss zu beobachten. Die
Reduktion der kristalltragenden Zellen kann mit den zytopathischen Effekten der
Baculoviren erklart werden (Rohrmann, 2019). Diese fiihren im Verlauf der Infektion zur
Lyse der Zellen, was die Freisetzung der Kristalle in eine andere Umgebung bewirkt und
zur Degradierung der Kristalle fithren kann. Zudem werden bei der Zelllyse Proteasen
freigesetzt, die zu einem Zersetzen des Zielproteins fiihren konnen.

Im Gegensatz zu den restlichen Systemen zeigt EGFP-uNS nach der Plateauphase,
also ab 132 h nach der Infektion, einen rapiden Verlust an kristalltragenden Zellen durch
einsetzende Zelllyse. Dies ist wahrscheinlich auf das verwendete Bacmid zuriickzufiihren.
Nur der rBV EGFP-uNS wurde in diesem Experiment aus den E. coli DH10Bac erzeugt. In
diesem Bacmid wurden die Gene der zwei viralen Proteine Chitinase und virales
Cathepsin noch nicht deletiert und durch eine EYFP-Genkassette ersetzt. Da die Chitinase
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einen der Hauptfaktoren fiir die Zelllyse darstellt und die virale Protease Cathepsin den
Abbau der produzierten Proteine beschleunigt (Trowitzsch et al., 2010), ist es
naheliegend, dass diese viralen Enzyme fiir die spezifisch bei Infektionen mit dem rBV
EGFP-uNS auftretenden Effekte verantwortlich sind.
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Abbildung 4.21: Zeitlicher Verlauf des Auftretens von Proteinkristallen in Sf9- und High Five-Zellen.
2-10° Zellen der Insektengzelllinien Sf9 (3) und High Five wurden mit einer MOI von 1 bzw. 5
mit rekombinanten Baculoviren infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion
wurden die Proben am Zeiss Observer.Z1 im Durchlichtkanal mittels DIC dokumentiert. Dabei
wurden von jeder Probe zwei Bilder an unterschiedlichen Positionen in der Probe angefertigt.
Anschliefsend wurde der Anteil der kristalltragenden Zellen durch Auszdhlen ermittelt, wobei
jeder Datenpunkt im Schnitt ca. 200 Zellen enthielt. Das gesamte Experiment wurde in drei
unabhdngigen Replikaten wiederholt. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte mit den
Standardabweichungen der entsprechenden Anteile. Die Zellen wurden mit sechs
unterschiedlichen rekombinanten Baculoviren infiziert: HEX-1cyto (A), IMPDH cyto (B),
Luciferase® cyto (C), HEX-1 PTS1 (D), CatB KDEL Y (E) und EGFP-uNS (F). Zu erkennen ist,
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dass der optimale Zeitpunkt fiir die Kristallauswertung in den meisten Proben 4 Tage nach der
Infektion liegt. Zudem sind kaum Unterschiede zwischen den Infektionen mit einer MOI von 1
und einer MOI von 5 in der jeweiligen Zelllinie erkennbar. Weiterhin kommt es in High Five-
Zellen bei einer Infektion mit den rBVs HEX-1 cyto (A), IMPDH cyto (B), Luciferase™ cyto (C) zu
einer deutlich effizienteren Kristallbildung, wohingegen fiir die rBVs HEX-1 PTS1 (D), CatB
KDELY (E) und EGFP-uNS (F) keine relevanten Unterschiede feststellbar sind.

Weiterhin ist aus Abbildung 4.21 erkennbar, dass es in Bezug auf die Kristallbildung
innerhalb der Zelllinien keine relevanten Unterschiede zwischen den Infektionen mit
einer MOI von 1 und einer MOI von 5 gibt. Es erscheint daher nicht moéglich, die
Kristallbildung durch eine Erhohung des Infektionstiters zu verbessern oder zu
beschleunigen.

Der Vergleich zwischen den Zelllinien hingegen zeigt deutlich verbesserte
Kristallmengen in High Five-Zellen bei den Infektionen mit den rBVs HEX-1 cyto, IMPDH
cyto und Luciferase™ cyto, wohingegen keine relevanten Unterschiede bei den Infektionen
mit den rBVs HEX-1 PTS1, CatB KDEL Y und EGFP-uNS erkennbar sind. Wie in Abbildung
4.20 gezeigt wurde, unterscheiden sich jedoch die Kristallgrof3en erheblich voneinander.
Auch in diesem Experiment zeigten die High Five-Zellen fiir alle verwendeten rBVs ein
Wachstum erheblich grof3erer Kristalle als dies in den Sf9-Zellen der Fall ist.

Fazit 2:

Es konnte gezeigt werden, dass das EYFP-codierende EmBacY-Bacmid die Detektion
infizierter Zellen erheblich vereinfacht und die Optimierung der Virusproduktion und
Infektion der Insektenzellen ermdglicht. Fiir die Produktion ausreichend hoher Virustiter
werden drei Passagen in adhérenter Kultur benotigt, wobei 4 Tage nach Infektion der
neue Stock geerntet werden sollte. Die Auswertung der Titration auf High Five-Zellen
sollte ebenfalls 4 Tage nach Infektion erfolgen, wobei nur Wells mit mindestens zwei
leuchtenden Zellen als positiv gewertet werden. Sf9-Zellen sind gut fiir die Produktion
infektioser Viren geeignet, wohingegen sich High Five-Zellen besser fiir die
Proteinproduktion und Kristallisation eignen. High Five-Zellen produzieren im Vergleich
zu Sf9-Zellen mehr Protein, sowie mehr und auch grol3ere Kristalle. Das Optimum fiir die
Detektion von Kristallen in den infizierten High Five-Zellen liegt, abhédngig vom
produzierten Protein, bei 3 bis 5 Tagen nach der Infektion.
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4.3 Methodenanalyse fiir die Detektion intrazellulirer
Proteinkristalle

Die Frage, ob die Infektion mit dem jeweiligen rekombinanten Baculovirus zur
Bildung von Kristallen in den Insektenzellen fiihrt, stellt den wichtigsten Punkt im
gesamten Ablauf der Pipeline fiir die in cellulo-Kristallisation von Proteinen dar. In diesem
Kapitel sollen entsprechende Methoden analysiert werden, inwieweit sie fiir die Detektion
intrazelluldrer, kristalliner Strukturen nutzbar sind. Weiterhin soll die Kristallisation
verschiedener Proteine in den Zellen untersucht werden, um die Funktionalitit des
Screening-Systems zu verifizieren und Aufschliisse iiber die Dynamik der Kristallisation
zu erhalten.

4.3.1 Durchlichtmikroskopie

Die Nutzung von optischen Mikroskopieverfahren auf der Basis transmittierten
Lichtes ist die erste, offensichtliche Wahl fiir die Detektion von Strukturen in der Zelle,
da in der Regel keine weitere Vorbereitung der Proben erfolgen muss und das notige
Equipment hiufig zur Standardausriistung in einem Zellkulturlabor gehort. Allerdings
gibt es zahlreiche Verfahren zur Kontrasterzeugung, von denen hier nur eine Auswahl
beleuchtet und verglichen werden soll.

Als Durchlichtmikrospie-Verfahren werden alle Verfahren bezeichnet, bei denen sich
die Lichtquelle und das Objektiv auf unterschiedlichen Seiten der Probe befinden und das
Licht die Probe daher passieren muss. Eine der Hauptmethoden in der 300jdhrigen
Geschichte der Mikroskopie ist die Hellfeldmikroskopie. Diese ist fiir die
Kontrasterzeugung auf Regionen in der Probe angewiesen, die die Richtung,
Geschwindigkeit oder das Spektrum des Lichts beim Durchgang durch die Probe
verdandern. Am niitzlichsten ist diese Technik, wenn gefdrbte Prdparate verwendet
werden, die einen Teil des Lichts absorbieren. Ublicherweise benétigt das menschliche
Auge Helligkeitsunterschiede, die als Kontrast interpretiert werden, um definierte
Strukturen in einem Durchlichtprdparat erkennen zu konnen. Dies ist auch bei
ungefarbten Praparaten moglich und reicht in der Regel aus, um die Zellform, den
Zellkern und grofdere Lipidtropfen zu identifizieren (Murphy et al., 2020). Da die
Insektenzellen semiadhdrent wachsen und am GefdaRboden lediglich anhaften, sich aber
nicht ausbreiten, konnen hier relativ starke Kontraste erreicht werden (siehe Abbildung
4.22).

Proteinkristalle sind gekennzeichnet durch eine RegelméRigkeit der Form, die sich,
unabhéngig vom jeweiligen Kristall, vor allem durch gerade Kanten vom umgebenden
zelluldren Hintergrund abheben. Lebende Zellen enthalten hingegen eine Vielfalt von
anscheinend chaotischen und runden Strukturen, die maf3geblich durch Membranen und
Kompartimente bestimmt werden. Als Modell fiir ein einfaches Mikroskopsystem wurde
hier ein Brunel SP951 Mikroskop, ausgestattet mit einem 20fach-Objektiv, verwendet.
Dieses reicht aus, um grofSere Kristalle zu detektieren, die den Zelldurchmesser deutlich

91



4. Ergebnisse | Kristalldetektion

tiberschreiten. Wie in Abbildung 4.22 zu erkennen ist, heben sich die nadelférmigen
Kristalle von IMPDH und Luciferase deutlich von den Zellen ab. Bei kleineren Kristallen,
deren Durchmesser deutlich unter dem der Zellen liegt, reicht die Auflosung eines solchen
Systems jedoch nicht mehr aus.

Abbildung 4.22: Detektion von kristallinen Strukturen in Insektenzellen mittels Hellfeldmikroskopie
am Brunel SP95I Mikroskop. A Sf9-Zellen mit IMPDH-Kristallen 7 Tage nach Infektion mit dem
rekombinanten Baculovirus IMPDH. Deutlich sichtbar sind regelmdfSige, nadelformige
Strukturen gwischen den runden Zellen, die eine Breite von bis zu 3 um und eine Ldnge von bis
zu 50 um erreichen. B Sf9-Zellen mit Luciferase-Kristallen 5 Tage nach Infektion mit dem
rekombinanten Baculovirus Luciferase. Dieses fiihrt zur Bildung von sehr langen nadelformigen
Kristallen, die eine Breite von bis zu 2 um und eine Ldnge von bis zu 200 um erreichen.

Eine Moglichkeit, stirkere Kontraste in transparenten Proben zu erzeugen, ist der
1942 von Frits Zernicke entwickelte Phasenkontrast (Zernike, 1942a, 1942b). Dafiir wird
vor den Kondensor eine Blende mit ringformigem Spalt gesetzt, die entsprechend nur
einen ringformigen Lichtstrahl hindurch lasst. Dieser wird dann auf die Probe fokussiert
und im Objektiv gesammelt. Beim Durchgang des Lichtes durch die Probe wird ein Teil
abgelenkt, welcher dadurch auch um % in der Phase verschoben wird. Hinter dem
Objektiv, an die Stelle der hinteren Fokalebene, wird eine Phasenplatte gesetzt, die das
direkt transmittierte Licht ebenfalls um ¥ Phase verschiebt. So kann bei der Uberlagerung
der gebeugten und transmittierten Strahlen in der Bildebene Interferenz auftreten. Je
nach verwendeter Phasenplatte kann dabei positive (helle Strukturen vor dunklem
Hintergrund) oder negative (dunkle Strukturen vor hellem Hintergrund) Interferenz
auftreten. Da nur ein geringer Teil des Lichtes von der Probe gebeugt wird, muss die
Intensitdt des transmittierten Lichtes angepasst werden. Dafiir wird ein Grol3teil des
direkten Lichts durch einen Ring in der Phasenplatte absorbiert.

Die durch diese Methode erzeugten Kontraste eignen sich sehr gut, um den Umriss
von Zellen zu definieren. Entsprechend gut sind damit Kristalle zu entdecken, die iiber
den Zellkorper hinausragen und dadurch die Zelle verformen (siehe Abbildung 4.23).
Ein grofes Problem stellen fiir diese Methodik jedoch Proben mit einer grof3en
Schichtdicke dar. Da die Insektenzellen nur semiadhérent wachsen, bleibt der Zellkérper
abgerundet und hat dementsprechend eine Stérke in z-Richtung von 20 - 30 um. Dies
fiihrt zur Interferenz mit Elementen aulerhalb der Fokusebene und lasst einen Blick auf
das Zellinnere nur in sehr begrenztem Maf3e zu (sieche Abbildung 4.23 B). Vorteilhaft fiir
diese Methode ist, dass die Proben nicht weiter vorbereitet werden miissen und direkt im
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Zellkulturgefald studiert werden konnen. Die Zellform limitiert jedoch die Moglichkeit,
kleinere Kristalle im Zellkorper zu detektieren.

Abbildung 4.23: Detektion von kristallinen Strukturen in Insektenzellen mittels Phasenkontrast am
Leica DM IL LED. A High Five-Zellen mit Luciferase-Kristallen 4 Tage nach Infektion mit dem
rekombinanten Baculovirus Luciferase’ PTS1. Regelmdyfsige, nadelformige Strukturen, welche die
runden Zellkérper durchspannen (siehe weifser Pfeil) und eine Breite von weniger als 2 um und
eine Ldnge von bis zu 150 um erreichen, sind deutlich sichtbar. B High Five-Zellen mit IMPDH-
Kristallen 5 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus IMPDH HA-N. Dieser fiihrt
gur Bildung von dickeren, nadelférmigen Kristallen, die eine Breite von bis zu 8 um und eine
Lénge von bis zu 70 um erreichen. Aufgrund der Dicke der Zellen erscheinen die meisten nahezu
intransparent (siehe weifser Pfeil), was die Kristalldetektion stark erschwert.

Eine weitere Moglichkeit, hohe Kontraste und eine dreidimensionale Erscheinung
der transparenten Probe zu erzeugen, stellt der sogenannte Hoffman Modulationskontrast
dar (Hoffman & Gross, 1975). Dabei wird in den Strahlengang des Mikroskops eine
Spaltblende vor den Kondensor gesetzt, welche zur schragen Beleuchtung der Probe von
nur noch einer Seite fiihrt. In die hintere Fokalebene des Objektivs wird dann ein
Modulator eingefiigt, welcher aus drei Abschnitten besteht. Ein Teil, der das Licht
vollstandig hindurch lasst, ein mittlerer Streifen, der nur 15 % des Lichtes passieren lasst,
und ein dritter Bereich, der nur noch 1% Transmission zuldsst. Dabei wird das nicht
abgelenkte Licht auf den mittleren Streifen mit 15 % Transmission gelenkt. Je nach Starke
und Richtung der Ablenkung des Lichtes durch die Probe fillt dieses auf einen
entsprechenden Bereich des Modulators und wird in einen Helligkeitsunterschied
ibersetzt. Dies fiihrt zu einem Helligkeitsverlauf in der Probe mit dunkleren Bereichen
auf einer Seite der Objekte und helleren Bereichen auf der gegeniiberliegenden Seite, was
einer Schattierung dreidimensionaler Elemente nahekommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Leica DM IL LED-Mikroskop mit einer
Implementierung des Hoffman Modulationskontrastes genutzt, welcher hier als
integrierter Modulationskontrast (IMC) bezeichnet wird (siehe Abbildung 4.24). Die
abgerundeten Zellen fithren dabei aufgrund der Dicke und entsprechend starken
Lichtbrechung zu sehr hohen Kontrasten, die zu einer Uberbelichtung des Bildes am Rand
der Zelle fiihren kénnen (siehe unterer weiler Pfeil in Abbildung 4.24 A). Dennoch fiihrt
diese Methode zu guten Kontrasten, die auch Strukturen innerhalb der Zelle
differenzierbar machen. Insbesondere sind nadelférmige Strukturen auch mit geringem
Durchmesser nicht nur soweit sie {iber den Zellkorper hinausragen, sondern auch
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innerhalb der Zelle gut zu erkennen. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die zu
untersuchenden Proben nicht weiter vorbereitet werden miissen und direkt in den
genutzten Zellkulturgefalden angeschaut werden konnen.

Die Methodik ist durch spezielle Kombinationen von Spaltblende und Modulator
prinzipiell mit jeder Objektivgrofde, von einfacher bis 100facher Vergrof3erung, nutzbar,
jedoch wird die Implementation von Leica nur fiir Objektive von 10- bis 40facher
VergroRerung angeboten. Daher ist die Detektion von Kristallen, die nicht nadelf6rmig
sind oder Mal3e unterhalb von 1 um aufweisen, stark erschwert. Fiir diese kleinen Kristalle
muss dementsprechend eine andere Methodik ausgewahlt werden.

Abbildung 4.24: Detektion von kristallinen Strukturen in Insektenzellen mittels integriertem
Modulationskontrast am Leica DM IL LED. Fiir die Untersuchung wurden High Five-Zellen mit
einem rekombinanten Baculovirus infiziert und 4 Tage nach Infektion mikroskopiert. A Infektion
mit dem rBV DHS SS-R. Deutlich sichtbar sind regelmdsige, nadelférmige Strukturen, welche die
runden Zellkérper durchspannen (siehe weifser Pfeil). Die Strukturen weisen eine Stdrke von
weniger als 1 um auf und sind an abgeflachten Stellen auch innerhalb der Zelle detektierbar.
B Infektion mit dem rBV T7 Lys cyto. Deutlich sichtbar sind regelmdfSige, nadelférmige
Strukturen (siehe weifSe Pfeile). Diese erzeugen ausreichend hohe Kontraste, um auch in dickeren
Bereichen der Zelle detektierbar zu sein. C Zellen mit Cathepsin B-Kristallen nach Infektion mit
dem rBV CatB SKLG Y. Deutlich sichtbar sind regelmdfSige, nadelférmige Strukturen, welche die
runden Zellkérper durchspannen (siehe weifSer Pfeil) und eine Breite von bis zu 1 um sowie eine
Lénge von bis zu 40 um erreichen.

Fiir die Erzeugung von Helligkeitsunterschieden aus einem Phasenunterschied der
die Probe durchlaufenden Lichtwellen steht, neben dem Phasenkontrast, mit dem
differentiellen Interferenzkontrast (DIC) eine zweite Methode zur Verfiigung. Der Aufbau
dieses Systems ist etwas komplizierter, birgt aber auch die Chance fiir deutlich verbesserte
Kontraste fiir die Kristalldetektion. Vor den Kondensor werden zwei optische Elemente
gesetzt. Einerseits ein Polarisator, um aus dem erzeugten, zirkular polarisierten Licht eine
bestimmte Schwingungsrichtung zu selektieren. Andererseits ein Nomarski-Prisma,
welches die Lichtstrahlen aufteilt in zwei leicht versetzte, parallel nebeneinander
laufende und in der Polarisation um 90 ° gedrehte Strahlen. Der Gangunterschied in der
Probe zwischen diesen Strahlen ist dabei deutlich geringer als das Auflosungsvermogen
des Objektivs. Durch den Gangunterschied laufen die beiden Strahlen jedoch durch
unterschiedliche Bereiche der Probe mit entsprechendem Einfluss auf ihre jeweilige
Phase. Aufgrund der vorliegenden, um 90 ° gedrehten Polarisation kann jedoch noch
keine Interferenz stattfinden. Dafiir werden die Strahlen mit Hilfe eines zweiten
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Nomarski-Prismas wieder ortlich zusammengefiihrt. Durch einen weiteren Polarisator
dahinter werden die Anteile der beiden Strahlen mit gleicher Polarisation selektiert. Die
Unterschiede in der Phase fithren dann zu konstruktiver oder destruktiver Interferenz und
damit zu Helligkeitsunterschieden im Bild.

Ein grofRer Vorteil von DIC liegt darin, dass die volle numerische Apertur des Systems
ausgenutzt und damit eine hervorragende Auflésung erzielt werden kann. Zudem kann
iiber die Nutzung der vollen Apertur, im Gegensatz zum Phasenkontrast, auf eine diinne
Ebene in der Probe fokussiert werden, ohne dass storende Objekte aus anderen Ebenen
das Bild beeintrachtigen. Ein Nachteil dagegen ist, dass in den Strahlengang keine die
Polarisation beeinflussenden Elemente eingebracht werden diirfen. Damit konnen die
Zellen nicht direkt in den Plastik-Zellkulturgefaf3en untersucht werden, sondern miissen
auf ein Deckglas transferiert werden.

Wie in Abbildung 4.25 zu erkennen ist, konnen mittels DIC sehr gute Kontraste
erzeugt werden. Nicht nur wird der Umriss der Zellen deutlich, sondern auch Blicke in
die Zellen hinein werden ermdoglicht. So kénnen in den Zellen vakuoldre Strukturen
(siehe Abbildung 4.25 A und B), der Zellkern (Abbildung 4.25 D), aber auch Vesikel
bzw. Lipidtropfen (siehe Abbildung 4.25 F) ausgemacht werden. Die hohe Schichtdicke
der Zellen kann teilweise zu sehr starken Kontrasten fithren, die im Bild leicht
tiberbelichtet werden (siehe Abbildung 4.25 C und F). Eine Detektion von Kristallen
bleibt jedoch durch richtige Einstellung der Gesamthelligkeit problemlos moglich. Da sich
Proteinkristalle in der Zelle durch ihre RegelmiRigkeit vom zelluldren Hintergrund
abheben und die Methodik eine sehr feine Eingrenzung der Fokusebene und die Nutzung
der vollen Auflésung des Systems ermdglicht, konnen auch sehr feine Nadeln mit einem
Durchmesser deutlich unterhalb von 1 um und mit einem geringen Unterschied in der
optischen Dichte zum Hintergrund detektiert werden (siehe Abbildung 4.25 B und E).
Zudem konnen auch weitergehende Details der Proteinkristalle wie z. B. die Grundfldche
im Querschnitt (Abbildung 4.25 A), interne Strukturen des Kristalls (Abbildung 4.25 A)
oder parallel zusammen liegende Nadeln (Abbildung 4.25 C) aufgel6st werden.
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Abbildung 4.25: Detektion geordneter Strukturen in Insektenzellen mittels differentiellem
Interferenzkontrast (DIC) am Nikon Ti-Eclipse. A Zellen der Linie Sf9 (3) mit TbIMPDH
Kristallen 6 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus IMPDH. Gut erkennbar ist
die Form der Kristalle im Quer- (weifser Pfeil) und Ldngsschnitt (gelber Pfeil). Auch Details
innerhalb der Kristalle kénnen sichtbar gemacht werden (gelber Pfeil). In den Zellen sind
vakuoldre Strukturen erkennbar (magentafarbene Pfeile). B Zellen der Linie Sf9 (3) mit
Cathepsin B-Kristallen 4 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus CatB SKLG.
Auch sehr feine Nadeln (< 1 um Durchmesser) sind innerhalb der Zellen gut darstellbar. In den
Zellen sind ebenfalls vakuoldre Strukturen erkennbar (magentafarbener Pfeil). C Zellen der Linie
Sf9 (3) mit Luciferase-Kristallen 5 Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase. Parallel
gusammen liegende Nadeln kénnen in der Fokusebene aufgelost werden (siehe weifSer Pfeil).
D Zellen der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus Nicastrin
716 SS. Auch innerhalb des Kerns (magentafarbener Pfeil) werden nadelférmige Strukturen mit
hohem Kontrast sichtbar. E Zellen der Linie Sf9(3) 5 Tage nach Infektion mit dem
rekombinanten Baculovirus Nicastrin ECD PTS1. Auch Strukturen mit niedrigem Kontrast und
submikrometer-Durchmesser kénnen bei ausreichender Linge sichtbar gemacht werden (siehe
weifser Pfeil). F Zellen der Linie Sf9 (3) 6 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten
Baculovirus scFv G9 SS. Nadelformige Kristalle kénnen auch in sehr granuldsen Zellkérpern noch
detektiert werden. Zudem sind vesikuldre Strukturen bzw. Lipidtropfen (magentafarbene Pfeile)
in den Zellen erkennbar. Gréfsenbalken: 15 um.

In einem System, welches dem aktuellen Stand der Technik entspricht, hier ein Nikon
Ti2-E Mikroskop mit DIC Optik und Nikon Qi2-Kamera, erreicht die Auflosung auf dem
Detektor 0,047 um/Pixel. Damit sind auch sehr feine Strukturen in den Zellen auflosbar.
Wie in Abbildung 4.26 Al zu erkennen ist, konnen sehr feine Nadeln mit einem
messbaren Durchmesser von 0,7 um und einer Lange von 7,5 um detektiert werden. Auch
bi-pyramidale Kristalle mit einer Kantenldnge von 1,5 um sind deutlich erkennbar (siehe
unterer weilder Pfeil in Abbildung 4.26 C3).
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Abbildung 4.26: Detektion kristallartiger Strukturen in Insektenzellen mittels differentiellem
Interferenzkontrast (DIC) an einem Nikon Ti2-E. A High Five-Zellen infiziert mit dem rBV HEX-1
SS, 4 Tage nach Infektion. Die héhere Auflosung des Systems erlaubt die Detektion von sehr
kurzen, nadelférmigen Kristallen mit wenigen hundert Nanometer Durchmesser (siehe
vergrofserter Ausschnitt). B High Five-Zellen 5 Tage nach Infektion mit dem rBV DHS SS. Auch
eckige, strukturierte Formen an der Zellperipherie (siehe weifSer Pfeil) konnen Hinweise auf
kristalline Einschliisse geben. C High Five-Zellen infiziert mit dem rekombinanten Baculovirus
HEX-1 SS-R, aufgenommen 4 Tage nach Infektion. Bipyramidale Kristalle mit Kantenldngen im
unteren, einstelligen Mikrometerbereich heben sich deutlich vor dem unstrukturierten
Zellhintergrund ab (siehe weifSe Pfeile).

4.3.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Um Kristalle in den Insektenzellen sichtbar zu machen, kann auch die Fluoreszenz-
Mikroskopie einen Beitrag leisten. Der Vorteil liegt dabei in einem sehr hohen Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis, welches zu entsprechend hohen Kontrasten fiihrt. Dafiir kénnen den
Zellen tiber das Medium zugesetzte fluoreszierende Marker genutzt werden oder, wenn
die Zellen nicht weiter behandelt werden sollen, ein von den Zellen selbst produziertes
fluoreszierendes Protein (FP). Letzteres kann in zwei verschiedenen Methoden
Anwendung finden. Einerseits als Fusionsprotein, welches zusammen mit dem Zielprotein
kristallisiert (sieche Abbildung 4.27 A), und andererseits als 16sliches Protein im gleichen
Kompartiment wie das Zielprotein. Hierbei bleibt der fluoreszierende Marker aus dem
Kristallvolumen ausgeschlossen und fithrt zu einem Negativabdruck (siehe Abbildung
4.27 B).

Da fiir die Konfokalmikroskopie in der Regel hochauflosende Objektive genutzt
werden, ist es notig, die zu untersuchenden Proben auf einem Deckglas wachsen zu lassen
oder darauf zu {berfithren. Die Objektive sind {iblicherweise auf eine Stédrke des
Deckglases von 0,12- 0,17 mm eingestellt und benotigen ein Immersionsél, womit die
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Mikroskopie in Standard-Zellkulturgefalen nicht moglich ist. Eine weitergehende
Probenvorbereitung ist jedoch nicht notwendig.

Wird das Fluoreszenzprotein als Fusion mit dem Zielprotein produziert und
kristallisiert zusammen mit diesem, fithrt die Verdichtung der Proteine durch den
Kristallisationsprozess zu einer enorm hohen lokalen Konzentration des FPs. So wird die
Detektion von Proteinkristallen stark vereinfacht, wie in Abbildung 4.27 A deutlich zu
sehen ist. Der Hintergrund an 16slichem Protein ist dabei kaum zu erkennen, was dazu
fiihrt, dass Kristalle bis zur Auflosungsgrenze des Systems detektiert werden konnen.
Durch die Verwendung des Konfokalmodus wird zudem nur eine diinne Schicht des
Praparats selektiert, wodurch auch Details wie die Form des Kristallquerschnitts gut
erkennbar werden (siehe weiRer Pfeil im GFP-Kanal in Abbildung 4.27 A).

R Uberlagerung

Abbildung 4.27: Detektion kristalliner Strukturen in Insektenzellen mittels konfokaler Fluoreszenz-
Mikroskopie an einem Nikon Ti-E Mikroskop. A Zellen der Linie Sf9 (3) 6 Tage nach Infektion.
mit dem rekombinanten Baculovirus EGFP-uNS. Die Fluoreszenz des mit GFP markierten
Zielproteins ist im kristallinen Zustand mit hohem Kontrast detektierbar (mittleres Feld). Im
konfokalen Modus kann auch der sechseckige Querschnitt der Kristalle sichtbar gemacht werden
(siehe weifer Pfeil). Die Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahme mit der Aufnahme des DIC-
Kanals (rechtes Feld) ldsst eine Korrelation mit den entsprechenden kristalltragenden Zellen zu.
B High Five-Zellen 5 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus HEX-1 cyto. Das
in den Zellen mit dem Zielprotein koprodugzierte EYFP kann durch den Ausschluss des Proteins
aus dem Kristallvolumen die Existenz kristalliner Strukturen in Form eines Negativabdrucks
deutlich machen (magentafarbener Pfeil). Auch der sechseckige Querschnitt der nadelformigen
Kristalle ist in der Fluoreszenzaufnahme deutlich besser zu erkennen als im DIC-Kanal (siehe
weifSe Pfeile). Weiterhin sind sehr feine Strukturen durch Exklusion des EYFP im Zellkern (siehe
cyanfarbiger Pfeil) und Zytoplasma erkennbar.
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Wird das FP hingegen im gleichen Kompartiment als 16slicher Marker koproduziert,
konnen kristalline Strukturen durch eine Negativfarbung anhand ihrer Form identifiziert
werden (sieche Abbildung 4.27 B). Bei Verwendung von Objektiven mit hohen
nummerischen Aperturen (NA), kann dabei eine sehr feine Fokusebene selektiert werden,
die auch feinste Details als Negativabdruck darstellen kann (siehe feine Strukturen im
Zellkern, markiert mit cyanfarbigem Pfeil in Abbildung 4.27 B). Die Auflosung eines
guten Konfokalsystems gibt dabei auch Details des Querschnitts der Kristalle preis (siehe
oberer weiller Pfeil im YFP-Kanal in Abbildung 4.27 B). Der Vorteil der Verwendung
dieser Methode liegt in der breiten Anwendbarkeit, da die Kristallisation nicht vom
verwendeten Markerprotein abhédngig ist und alle bisher im Insektenzellsystem
verwendeten FPs selbst keine Tendenz zur Kristallisation gezeigt haben.

4.3.3 Immunfluoreszenzmikroskopie

Kristallisierte ~Proteine konnen in Zellen ebenfalls mittels spezifischer
Antikorperfarbung nachgewiesen werden. Da fiir viele strukturell zu untersuchende
Proteine jedoch keine spezifischen Antikorper erhéltlich sind, wurden HA-Tag-codierende
Vektoren in die Bibliothek des Klonierungssystems aufgenommen. Dieser wird N- oder
C-terminal an die Sequenz des Proteins angehédngt und lasst sich dann in einer Vielzahl
von Nachweismethoden, wie z.B. Western Blot oder Immunfluoreszenz, nutzen, fiir
welche es gute und etablierte Zweitantikdrper kommerziell zu erwerben gibt. Die Zweit-
antikorper konnen mit fiir die jeweilige Methodik spezifischen Fluoreszenzmarkern
gekoppelt werden.

Fiir den Nachweis des kristallisierten Zielproteins miissen einerseits die zelluldren
Strukturen und andererseits die Proteinkristalle wahrend der Farbung erhalten bleiben.
Da die Zellen semiadharent wachsen, sind sie anfallig fiir eine Verformung durch den bei
der Fixierung auftretenden osmotischen Schock. Sie werden entsprechend in einer stark
geschrumpften Form fixiert, die eine mikroskopische Auswertung weitestgehend
verhindert. Daher musste zunichst die Methodik der Fixierung angepasst werden.
Insbesondere wurde eine Vorfixierung eingefiigt (siehe Kapitel 3.4.7), die das Schrumpfen
der Zellen verhindert und ebenso die Form der Kristalle erhalt. Damit die kristallisierten
Proteine in der Zelle angefarbt werden konnen, miissen deren Antikorper-Epitope
zuganglich sein. In einer kristallinen Packung der Proteine gibt es jedoch verschiedene
Schwierigkeiten fiir die Antikdrpermarkierung. Einerseits konnen die auf der
Proteinoberflache liegenden Epitope an Kristallkontakten beteiligt sein bzw. in deren
Nahe liegen, sodass eine Antikérperbindung nicht mehr moglich ist. Andererseits wird die
Diffusion der Antikorper ins Innere der Kristalle dadurch verhindert, dass die Komplexe
aus Erst- und Zweitantikorpern, im Vergleich zu den Dimensionen der kristallinen
Einheitszellen sehr grof3 sind. Dadurch passen sie nicht in die Wasserkanéle zwischen den
regelmél3ig angeordneten Proteinen hinein und konnen Proteine im Kristallinneren nicht
markieren. Dementsprechend konnen auf diese Weise nur die AulRenflachen der Kristalle
sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 4.28). Da die Proteine im gesamten Kristall
in der gleichen Orientierung angeordnet sind, kann es je nach Kristallsymmetrie dazu
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kommen, dass nur bestimmte Aul3enflachen der Kristalle das jeweilige Epitop zeigen und
daher angefarbt werden konnen. Auch dies ist in Abbildung 4.28 gut zu erkennen. Die
hohe Konzentration des Zielproteins fiihrt jedoch zu einem hohen Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis bei dieser Detektionsmethodik. Zusammen mit dem Erhalt der kantigen
Strukturen der Kristalle wird damit ein sehr einfacher Nachweis kristalliner Strukturen in
der Zelle ermoglicht. Diese Methodik ist jedoch mit einem hoheren zeitlichen Aufwand
fiir die Probenpraparation verbunden.

Dylight 549

Dylight 549

Abbildung 4.28: Detektion kristalliner Strukturen in Insektenzellen mittels Inmunfluoreszenz an
einem Nikon Ti2-E Fluoreszenzmikroskop. Die Zellen wurden 4 Tage nach Infektion fixiert und
mit dem aHA-Epitop-Tag Antikérper markiert. Dieser wurde anschliefsfend mit dem
aMs DyLight 549 Antikérper markiert, der unter Fluoreszenzanregung detektiert werden konnte.
Da das Mikroskop-Setup nicht konfokal ist, wird in den Fluoreszenzkandlen auch Licht detektiert,
welches aufSerhalb der Fokusebene liegt. A High Five-Zellen infiziert mit dem rBV HEX-1 HA-N.
B High Five-Zellen infiziert mit dem rBV HEX-1 HA-C. Wie im roten Kanal zu erkennen ist, kann
sowohl bei N- wie auch bei C-terminaler Lokalisation des Epitop-Tags die Oberfldche, jedoch nicht
das Innere des Kristalls vom Antikérper markiert werden (siehe magentafarbene Pfeile). Dabei
werden, je nach Zugdnglichkeit des Epitops, nicht alle Aufsenfldchen gleichmdfSig stark markiert.
Teilweise werden Kristalle auch gar nicht markiert (siehe weifSe Pfeile und Vergleich mit dem
YFP-Kanal). Die Fixierung der Zellen scheint in diesem Versuchsaufbau zu einer Fluoreszenz der
Kristalle im YFP-Kanal zu fiihren.

Ein weiteres Phanomen, welches bei HEX-1-Kristallen mit HA-Tag auftrat, war eine
Anreicherung von Fluoreszenz im Kristallvolumen als Resultat der Fixierung der
entsprechend infizierten High Five-Zellen, welche sich im YFP-Kanal detektieren lief3
(sieche Abbildung 4.28). Vor der Fixierung zeigten diese Zellen eine normale EYFP-
Verteilung mit einem Ausschluss des Fluoreszenzproteins aus dem Kristallvolumen
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vergleichbar zu Abbildung 4.27 B. Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen
kam es jedoch zum Verlust eines gro3en Teils des EYFPs aus dem Zytoplasma und
gleichzeitig zu einer Anreicherung von Fluoreszenz in den Kristallen. Wie der Vergleich
der Fluoreszenz in den beiden Kanilen zeigt, fluoresziert im YFP-Kanal nicht nur die
Oberflache des Kristalls, sondern das gesamte Volumen. Dieses Phdnomen liel3 sich jedoch
nicht als allgemeiner Nachweis von Kristallen nutzen, da eine Reproduktion bei anderen
Proteinkristallen nicht erfolgreich war.

4.3.4 Zwei-Photonen-Mikroskopie

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie (two photon microscopy, TPM) kann prinzipiell, wie
die anderen zuvor beschriebenen Methoden der Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt
werden. Kern dieser Methodik ist die Anregung eines Fluorophors mittels Strahlung der
doppelten Anregungswellenldnge, wobei hier zwei Photonen nahezu gleichzeitig (im
Bereich einer Attosekunde, 10™® s) absorbiert werden miissen, um die nétige Anregungs-
energie erreichen zu konnen (Oheim et al., 2006). Dies hat zur Folge, dass sehr hohe
Photonendichten notwendig sind, um diese Anregung zu ermdglichen und dement-
sprechend in der Regel gepulste Infrarot-Laser mit ultrakurzen Pulsen im Bereich von
Femto- oder Pikosekunden Verwendung finden (So et al., 2000).

Durch die Verdopplung der Wellenldnge wird die Anregungswellenldnge in den
Bereich infraroter Strahlung verschoben, was mit verschiedenen Vorteilen verbunden ist.
So wird beispielsweise die Absorption und Streuung der Strahlung stark reduziert, was
zu einer deutlichen Reduktion von Lichtschdden und gleichzeitig zu einer Verbesserung
der Eindringtiefe fiihrt. Weiterhin wird die benétigte Photonendichte nur in einem sehr
kleinen Fokuspunkt des Lasers erreicht. Dies hat zur Folge, dass ein solches System
automatisch konfokal arbeitet, da keine Fluoreszenz auflerhalb des Fokuspunktes
angeregt wird (So et al., 2000). Fiir die Bilderzeugung in einem solchen System muss
entsprechend der Laser iiber die Probe gerastert werden. Die Detektion der Signale erfolgt
dann iiber Photoelektronenvervielfacher (engl. photomultiplier tubes, PMTs), welche
durch eine Kombination von dichroischen Spiegeln und Filtern verschiedene Wellen-
langenbereiche gleichzeitig aufnehmen konnen.

Weiterhin erlaubt die hohe Wellenldnge in Kombination mit der aul3ergewohnlichen
Photonendichte die Erzeugung von optischem Kontrast, welcher auf nicht-linearen
Wechselwirkungen des Lichtes mit Molekiilen basiert, ohne dass dabei Fluoreszenz
generiert wird (Oheim et al., 2006). Diese nicht-linearen Wechselwirkungen konnen fiir
die Frequenzverdopplung (second harmonic generation, SHG) oder Frequenz-
verdreifachung (third harmonic generation, THG) genutzt werden. Dabei kann, unter
bestimmten Bedingungen, die Wellenldnge des eingestrahlten Lichts halbiert (SHG) bzw.
gedrittelt (THG) werden. Im Grunde fiihrt das elektromagnetische Feld des Lichtes zu
einer Verschiebung der elektrischen Ladung in der bestrahlten Materie mit der Frequenz
des Lichtes. Diese schwingenden Verschiebungen erzeugen ihrerseits wieder
elektromagnetische Strahlung, also Licht. Durch nicht-lineare Effekte im Medium wird
jedoch nicht nur die eingestrahlte Frequenz erzeugt, sondern auch ihre jeweiligen
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Harmonischen. Man kann die Erzeugung des Lichtes mit hoheren Frequenzen (kiirzeren
Wellenldngen) als Absorption von zwei oder mehr Photonen und Emission eines Photons
auffassen. Anders als bei Fluoreszenz wird jedoch keine Energie auf die Materie
iibertragen, mit der das Licht interagiert. Dies bedeutet, dass das ausgesandte Licht
kohérent mit dem eingestrahlten ist und, da es nicht zur Absorption von Energie kommt,
die iiblichen Probleme der Fluoreszenzmikroskopie wie Lichtschdden, Fototoxizitdt und
Bleaching hier keine Rolle spielen (Sun et al., 2004).

Da die Effizienz der Frequenzwandlung mit dem Grad der Harmonischen stark
abnimmt, sind meist nur SHG und THG technisch von Bedeutung. In der Regel ist die
dritte Harmonische schwieriger zu beobachten, da das erzeugte Signal deutlich
schwécher als das der SHG ist. Allerdings haben nur Materialien die Fahigkeit SHG zu
erzeugen, welche keine Zentrosymmetrie aufweisen (Boyd, 2008). Durch die zufillige
Anordnung der Molekiile in Zellen und Geweben wird jedoch eine optische
Zentrosymmetrie erzeugt, die dazu fiihrt, dass in diesen nur geordnete Strukturen wie
z. B. Kollagen, Mikrotubuli und Myosin im Muskelgewebe sichtbar werden (Oheim et al.,
2006). THG kann dagegen von jedem Material erzeugt werden, hangt aber in der
Intensitét stark von den Materialeigenschaften und der Wellenldnge des eingestrahlten
Lichts ab.

Um diese Methodik fiir die Detektion intrazelluldrer Kristalle einzusetzen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein Zwei-Photonen-Mikroskop am Institut fiir Biomedizinische
Optik der Universitit zu Liibeck genutzt. Dabei war es zundchst notig, mittels Kontrollen
Hintergrundsignale und Limitierungen dieser Technik zu ermitteln. Das eingesetzte
Mikroskop arbeitet mit drei Lasern, die einen Wellenldngen-Bereich von 700 - 1300 nm
abdecken und in ihrer Wellenlinge modulierbar sind. Fiir die Detektion von
Autofluoreszenz-Signalen wurde der erste Laser auf eine Wellenldnge von 730 nm
eingestellt. Das damit erzeugte Signal diente vor allem der Visualisierung der Zellen sowie
der Navigation in der Probe (siehe Abbildung 4.29). Fiir die Detektion von SHG- und
THG-Signalen wurden zwei weitere Wellenldngen (1060 und 1120 nm) gewdhlt, welche
nach verschiedenen Tests mit kristalltragenden Zellen die stirksten Signale zeigten
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Kohidrenz der erzeugten Lichtwelle muss die
Detektion der SHG- und THG-Signale in der gleichen Richtung wie das eingestrahlte Licht
erfolgen. Entsprechend ist die Probe in diesem Setup zwischen dem fiir das
Anregungslicht genutzten Objektiv und den fiir die Detektion genutzten PMTs eingesetzt.
Eine Probenvorbereitung ist nicht notig, da direkt in der Zellkulturplatte gemessen und
das verwendete Wasserimmersionsobjektiv direkt in das Zellkulturmedium eingetaucht
wird. Dies bedingt allerdings, dass die Zellen mindestens in einer 6-Well-Platte infiziert
werden, da das Objektiv nicht in kleinere Platten6ffnungen hineinpasst.

Die genutzte Laser-Wellenldnge von 730 nm fiir die Anregung von Autofluoreszenz
entspricht im 2PEF-Modus (two-photon excitation fluorescence) einer Wellenldnge von
365 nm. Bei Anregung mit 1060 nm werden SHG-Signale mit einer Wellenldnge von
530 nm und THG-Signale bei 353 nm erzeugt. Entsprechend fiihrt eine Anregung mit
1120 nm zu SHG-Signalen bei 560 nm und THG-Signalen bei 373 nm.
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Abbildung 4.29: Etablierung der Zwei-Photonen-Mikroskopie fiir den Nachweis von Proteinkristallen
in Insektenzellen. In den Bildern ist jeweils die genutzte Anregungswellenldnge angegeben.
AF - Autofluoreszenz; Detektionskanal: 495 -560 nm. SHG - second harmonic generation
(Frequenzverdopplung); Detektionskanal: 495 - 560 nm. THG - third harmonic generation
(Frequengverdreifachung); Detektionskanal: <435 nm. A Uninfizierte High Five-Zellen. Im AF-
Kanal kénnen Zellen detektiert werden. Zudem werden zelluldre Strukturen wie der Zellkern
(weifser Pfeil) erkennbar. Der SHG-Kanal zeigt sowohl bei Anregung mit 1060 nm wie auch bei
1120 nm kaum Signal. Einzelne punktformige Strukturen werden sichtbar (Pfeile), die auch im
AF-Kanal erkennbar sind, jedoch keinen spezifischen Strukturen zugeordnet werden kénnen. Im
THG-Kanal kann kein Signal detektiert werden. B High Five-Zellen 4 Tage nach Infektion mit
Leervirus. Im AF-Kanal kénnen zu den uninfizierten Zellen vergleichbare Signale detektiert
werden. Sowohl im SHG- wie auch im THG-Kanal werden deutliche Signale sichtbar, die von der
viralen Infektion verursacht werden und eine Form von Aggregaten darstellen kénnen. Bei
Anregung mit 1120 nm ist das Signal im THG-Kanal stdrker als im SHG-Kanal. C High Five-
Zellen 4 Tage nach Infektion mit dem rBV CatB Y. Im AF-Kanal ist das typische Autofluoreszenz-
Signal zu sehen (weifSer Pfeil), welches jedoch durch die Fluoreszenz des EYFP in den infizierten
Zellen iiberstrahlt wird (magentafarbener Pfeil). Der SHG-Kanal liegt sehr nah an der optimalen
Anregungswellenldnge von EYFP, wodurch das Fluoreszenzsignal alles andere in diesem Kanal
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iiberstrahlt. Im THG-Kanal kann nur noch ein dufSerst schwaches Signal der Zellen detektiert
werden.
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Abbildung 4.30: Detektion von Luciferase-Kristallen in Insektenzellen mittels Zwei-Photonen-
Mikroskop. High Five-Zellen wurden mit dem rBV Luciferase infiziert und 4 Tage nach Infektion
untersucht. In den Bildern ist jeweils die genutzte Anregungswellenldnge angegeben.
AF - Autofluoreszenz; Detektionskanal: 495 -560 nm. SHG - second harmonic generation
(Frequenzverdopplung); Detektionskanal: 495 - 560 nm. THG - third harmonic generation
(Frequengverdreifachung); Detektionskanal: <435 nm. A Im AF-Kanal kénnen die untersuchten
Zellen deutlich sichtbar gemacht werden. Kristalle sind jedoch nicht zu erkennen. Bei Anregung
mit 1060 nm ist im SHG-Kanal deutlich ein nadelférmiger Kristall erkennbar (siehe
magentafarbener Pfeil), jedoch begleitet von einem starken Signal der Zellen. Auch die viralen
Aggregate, welche sich im AF-Kanal nicht zeigen, sind sichtbar (siehe weifser Pfeil). Im THG-
Kanal ist der Kristall deutlich besser erkennbar, da kaum mehr Signale von den Zellen erzeugt
werden (siehe magentafarbener Pfeil). Nur die viralen Aggregate sind neben dem Kristall noch
gut zu erkennen (siche weifSer Pfeil). Bei Anregung mit 1120 nm ergzeugt der schrdg liegende
Kristall kaum mehr ein Signal, jedoch wird ein weiterer, senkrecht liegender Kristall sichtbar
(siehe weifSer Pfeil). B Ein weiteres Beispiel zeigt zwei parallel liegende Kristalle, die bei Anregung
mit 1060 nm gar kein, jedoch bei Anregung mit 1120 nm ein sehr deutliches Signal erzeugen.
Zudem sieht man deutliche Signale der viralen Aggregate, die Zelle selbst ist im AF-Kanal jedoch
nicht erkennbar (siehe weife Pfeile).
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Wie in Abbildung 4.29 zu erkennen ist, kann die Autofluoreszenz (AF) der Zellen
sowohl bei uninfizierten Zellen (Abbildung 4.29 A) als auch bei infizierten Zellen
(Abbildung 4.29 B) genutzt werden, um die Zellen und einige spezifische Strukturen
sichtbar zu machen. Dabei sind vor allem der Zellkern als Negativfarbung sowie der
Zellumriss gut zu erkennen. Im Zytoplasma sind einige punktférmige Strukturen zu
erkennen, ansonsten eher eine diffuse Farbung durch die Anregung kleiner Molekiile in
der Zelle. Beim Vergleich der Autofluoreszenz von nicht-infizierten und mit Leervirus
infizierten Zellen scheint es keine grofden Unterschiede zu geben. Die nicht-infizierten
Zellen zeigen ein schwaches, diffuses SHG-Signal, wobei in wenigen Féllen punktférmige
Strukturen deutlicher hervortreten, die auch im AF-Kanal erkennbar sind (siehe
Abbildung 4.29 A). Im THG-Kanal kann hingegen kein Signal detektiert werden. Im
Gegensatz dazu treten im Fall der mit Leervirus infizierten High Five-Zellen deutliche
granuldre Strukturen sowohl im SHG- als auch im THG-Kanal hervor. Diese scheinen
durch die Infektion mit dem Baculovirus hervorgerufen zu werden. Die beschriebenen
Phdnomene treten sowohl bei Anregung mit einer Wellenldnge von 1060 nm als auch bei
1120 nm auf. Bei Infektion mit dem rBV CatB Y tritt im AF-Kanal, wie auch im SHG-Kanal
die Fluoreszenz des EYFPs in den Vordergrund (siehe Abbildung 4.29 C). Dadurch ist
eine Detektion anderer Signale kaum mehr méglich. Zwar kénnen im AF-Kanal noch
Signale detektiert werden, die im SHG-Kanal nicht mehr zu sehen sind (siehe Pfeil in
Abbildung 4.29 C), diese werden aber hochstwahrscheinlich durch nicht-infizierte Zellen
in der Kultur erzeugt. Selbst im THG-Kanal ist noch eine schwache Fluoreszenz des EYFPs
detektierbar. Dessen Signalintensitdt konnte aber gering genug sein, um die Detektion
von Kristallen in den Zellen zuzulassen. Auffillig ist hier vor allem, dass die in der
Leervirus-Infektion auftretenden granuldren Signale im SHG- und THG-Kanal nicht
reproduziert werden konnen. Allerdings unterscheidet sich auch die Zusammensetzung
des viralen Proteoms zwischen den verwendeten Bac- und EmBacY-Bacmiden.

Die Kristalldetektion sollte im Folgenden anhand der rBVs Luciferase und IMPDH
erfolgen. Dabei wurden die in DH10Bac generierten Bacmide genutzt, um die Problematik
der iiberstrahlenden EYFP-Fluoreszenz zundchst aullen vor zu lassen. In Abbildung 4.30
sind zwei reprasentative kristalltragende High Five-Zellen gezeigt. Wie zu erkennen ist,
besitzen die Zellen eine starke Autofluoreszenz, welche anscheinend vor allem eine
Lokalisation im Zellkern zeigt (siehe Abbildung 4.30 A, unteres Panel). Im SHG-Kanal
erkennt man wiederum Signale, die vergleichbar zum AF-Kanal erscheinen und daher
wahrscheinlich noch Autofluoreszenzanteile enthalten. Die Signale erscheinen etwas
weniger intensiv als im AF-Kanal und beim Wechsel der Anregung von 1060 nm auf
1120 nm sinkt die Signalintensitdt nochmals deutlich ab (siehe Abbildung 4.30 A).
Jedoch kommt, vergleichbar zur Infektion mit dem Leervirus, auch hier ein zusatzliches,
granuldres Signal hinzu, welches auch im THG-Kanal, nicht aber im Autofluoreszenzkanal
detektiert werden kann (siehe Abbildung 4.30 A und B, jeweils im oberen Panel).

In Abbildung 4.30 A ist eine Zelle gezeigt, welche mindestens zwei Luciferase-
Kristalle trdgt. Diese liegen in einem grolen Winkel zueinander und erzeugen bei
Anregung mit 1120 nm sowohl im SHG- wie auch im THG-Kanal ein sehr schwaches
Signal. Bei Anregung mit 1060 nm hingegen ist der quer liegende Kristall in beiden
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Kanélen deutlich besser zu erkennen, der senkrecht stehende Kristall hingegen gar nicht
mehr. Die in Abbildung 4.30 B gezeigten Kristalle stellen parallel angeordnete Nadeln
dar und sind im Gegensatz zu den in Abbildung 4.30 A gezeigten Kristallen nur bei
Anregung mit einer Wellenldnge von 1120 nm sichtbar. Aufféllig ist weiterhin, dass keiner
der in Abbildung 4.30 gezeigten Kristalle eine Autofluoreszenz bei Anregung mit 730 nm
zeigt.
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Abbildung 4.31: Detektion von IMPDH-Kristallen in Insektenzellen mittels TPM. High Five-Zellen
wurden mit dem rBV IMPDH infiziert und 6 Tage nach Infektion untersucht. In den Bildern ist
jeweils die genutzte Anregungswellenldnge angegeben. AF - Autofluoreszenz; Detektionskanal:
495 - 560 nm. SHG - second harmonic generation (Frequenzverdopplung); Detektionskanal:
495 - 560 nm. THG - third harmonic generation (Frequengzverdreifachung); Detektionskanal:
<435 nm. A IMPDH-Kristalle zeigen ein starkes Signal im AF-Kanal, welches ebenfalls im SHG-
Kanal sichtbar ist, jedoch nicht im THG-Kanal (siehe magentafarbene Pfeile). Das Verhalten der
Kristalle unterscheidet sich nicht zwischen der Anregung bei 1060 nm und der bei 1120 nm. Auch
in dieser Probe sind virale Aggregate detektierbar (siehe weifse Pfeile). B Einige IMPDH-Kristalle
geigen auch ein schwaches Signal im THG-Kanal bei Anregung mit 1060 nm.

Die Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus IMPDH fiihrt zu etwas anderen
Ergebnissen als die zuvor diskutierte Infektion mit dem rBV Luciferase. Wie in Abbildung
4.31 A zu erkennen ist, werden hier ebenfalls starke Signale im SHG- und THG-Kanal
durch granulédre Strukturen erzeugt, welche selbst keine Autofluoreszenz erzeugen. Die
Autofluoreszenz der Zellen féllt in dieser Infektion zudem deutlich geringer aus als bei
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Infektion mit dem rBV Luciferase und ist vergleichbar mit der Leervirus-Infektion.
Deutlich wird im AF-Kanal weiterhin, dass die IMPDH-Kristalle, im Gegensatz zu den
Kristallen der Luciferase, ein deutliches Autofluoreszenz-Signal erzeugen, welches von im
Protein gebundenen Nukleotiden verursacht werden konnte (Nass et al., 2020). Die in
Abbildung 4.31 A sichtbare Ansammlung von IMPDH-Kristallen erzeugt sowohl bei
Anregung mit einer Wellenldnge von 1060 nm als auch bei 1120 nm ein im SHG-Kanal
deutlich sichtbares Signal. Hier ist allerdings nicht auszuschliel3en, dass es sich um eine
schwache Autofluoreszenz handelt. Im THG-Kanal ist hingegen kein Signal erkennbar.
Der in Abbildung 4.31B gezeigte Kristall weist im Gegensatz dazu zumindest bei
Anregung mit einer Wellenldnge von 1060 nm ein sehr schwaches THG-Signal auf.

Es wird damit deutlich, dass die Detektion von Proteinkristallen mit Hilfe der Zwei-
Photonen-Mikroskopie machbar, jedoch mit Schwierigkeiten behaftet ist. Da die
Detektion von SHG-Signalen durch das Vorhandensein von Autofluoreszenz im genutzten
Kanal beeintrachtigt wird, wére eine Detektion einer Frequenzverdreifachung deutlich
zielfiihrender. In diesem Kanal werden die generierten Autofluoreszenzsignale so
schwach, dass sie im Hintergrund untergehen. Allerdings scheinen nicht alle Kristalle
THG-Signale erzeugen zu konnen. Hinzu kommt, dass zwar die Probenvorbereitung sehr
einfach ist, da keine zuséatzlichen Schritte neben der Infektion der Insektenzellen noétig
sind, die Datenaufnahme mit einem solch komplexen System jedoch mit einem
erheblichen Zeitaufwand verbunden ist.

4.3.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Die am hochsten auflosende Methode fiir die Detektion von Kristallen in den
Insektenzellen stellt die Transmissionselektronenmikroskopie dar. Dabei wird der
Wellencharakter der Elektronen genutzt, um mit der, im Vergleich zu sichtbarem Licht,
um Grollenordnungen geringeren Wellenldnge ein entsprechend hoheres Auflosungs-
vermogen zu erreichen. Ein gefdrbtes Diinnschnittpraparat der Zellen wird in einem
Elektronenstrahl positioniert, welcher mittels magnetischer Linsen wie ein Lichtstrahl
geformt wird und durch Absorption und Streuung der Elektronen in der Probe ein
kontrastreiches Bild auf einem Leuchtschirm oder einer Kamera erzeugen kann.

Die Probenpréparation ist eine aufwendige Prozedur (siehe Kapitel 3.5.5), da ca.
90 nm diinne Schnitte der infizierten Zellen ben6tigt werden, wofiir die Zellen wiederum
fixiert, gefdrbt und in Epoxidharz eingebettet werden miissen. Die Kristalldetektion
basiert auf der hohen Proteindichte in den Kristallen, die zu einer deutlich intensiveren
Farbung der Strukturen im Vergleich mit dem umliegenden Material fithrt (siehe
Abbildung 4.32). GrofRere Kristalle konnen daher schon bei geringen Vergrolserungs-
stufen anhand ihrer regelméRigen Form detektiert werden (Abbildung 4.32 A). Im
Gegensatz zu den optischen Methoden kann hier bei hoheren Vergroflerungen der
kristalline Charakter direkt dargestellt werden. Die Auflosung reicht aus, um die
regelméldige Anordnung der Proteine, das Kristallgitter, sichtbar zu machen (siehe
Abbildung 4.32 B).
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Abbildung 4.32: Detektion von kristallinen Strukturen in Insektenzellen mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie. A High Five-Zellen, infiziert mit dem rBV Luciferase* cyto, 4 Tage nach
Infektion. Zahlreiche stark gefdrbte rechteckige Kristalle mit einem Durchmesser zwischen 0,2
und 1,2 um sind zu erkennen. B Sf9-Zelle, 6 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten
Baculovirus IMPDH. Die Kristalle heben sich durch Form und Dichte deutlich vom gzelluldren
Hintergrund hervor. In der Vergrofserung einer Ecke des Kristalls (siehe mit Stern markierter
Ausschnitt) ist deutlich ein Kristallgitter zu erkennen. C Sf9-Zelle infiziert mit dem rBV ZIKV
NS2BNS3 cyto, 4 Tage nach Infektion. Ein Kristallgitter ist trotz unscharfer Kanten und geringer
Kantenldnge der detektierten Strukturen erkennbar. D Sf9-Zelle 4 Tage nach Infektion mit dem
rBV CatB. Der Kristallnachweis (Kristallgitter erkennbar) kann auch mit dem Nachweis der
Lokalisation verbunden werden. Erkennbar ist ein Cathepsin B-Kristall, welcher von einer
Membran des rauen endoplasmatischen Retikulums umschlossen ist (siehe weifser Pfeil).
PM - Plasmamembran, KM - Kernmembran, rERM - Membran des rauen endoplasmatischen
Retikulums.

Dariiber hinaus ist auch der Nachweis von Kristallen moglich, die mit
lichtmikroskopischen Methoden nicht aufgelost werden konnen. Auch in solchen
Nanokristallen, mit Durchmessern im Bereich von 100nm, ist es moglich, das
Kristallgitter aufzulésen (siehe Abbildung 4.32 C). In diesen GroRenbereichen kann die
AulBenfliche des Kristalls auch unregelmif3ig wirken, der Nachweis gelingt aufgrund der
Proteindichte dennoch. Ein weiterer Vorteil der hohen Auflésung liegt darin, dass
zelluldre Strukturen identifizierbar werden, die Aussagen iiber die Lokalisation des
Proteinkristalls in der Zelle zulassen (siehe Abbildung 4.32 D).
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4.3.6 Pulverdiffraktometrie

Der endgiiltige Nachweis von Proteinkristallen erfolgt anhand der Beugungsfahigkeit
von Rontgenstrahlung am Kristallgitter. Semikristalline Proteinstrukturen, die eine
geringe Ordnung besitzen, sind fiir die Strukturaufklarung nicht brauchbar. Limitiert ist
diese Analyse durch den unterschiedlichen Versuchsaufbau an den verschiedenen
Rontgenstrahlungsquellen. Beispielsweise kann ein schlechteres Beugungsverhalten
durch die Verwendung einer brillanteren Strahlungsquelle in begrenztem Malle
kompensiert werden. Dies ist fiir die Proteinkristallisation in lebenden Zellen besonders
relevant, da die GroRe dieser Kristalle in der Regel im Mikrometerbereich liegt. Dies fiihrt
dazu, dass fiir die Strukturaufklarung stark fokussierte und entsprechend brillante
Rontgenquellen verwendet werden miissen.

Der Nachweis der Beugung von RoOntgenstrahlung kann wiederum {iber zwei
verschiedene Versuchsansitze erreicht werden. Entweder wird ein einzelner Kristall in
einen stark fokussierten Rontgenstrahl eingebracht und dessen Beugung detektiert oder
eine grofle Menge von Kristallen wird gleichzeitig diffraktiert, wodurch sich deren
individuelle Beugungsmuster auf dem Detektor summieren. Bei der Bestrahlung einzelner
Mikrokristalle muss beachtet werden, dass es einerseits schwierig sein kann, die Kristalle
mit dem auf wenige Mikrometer fokussierten Strahl zu treffen. Andererseits sollten aber
zahlreiche Kristalle vermessen werden, da sich die Gréfle und Beugungsfihigkeit von
Kristallen aus verschiedenen Zellen stark unterscheiden kann. Dies setzt eine leistungs-
fahige Optik eines on-axis-Mikroskops in der Experimentierstation voraus und kann ein
langeres Screening der Probe notig machen.

Die Bestrahlung vieler Mikrokristalle gemeinsam fiihrt zu einer Uberlagerung aller
Beugungsmuster. Sofern die Kristalle dabei in zufélliger Orientierung vorliegen, kommt
es durch die Uberlagerung der einzelnen Beugungsreflexe zur Bildung sogenannter
Debye-Scherrer-Ringe (Dinnebier & Billinge, 2008). Diese kénnen wiederum genutzt
werden, um Einheitszellparameter zu ermitteln sowie Aussagen iiber die Diffraktions-
fahigkeiten der Kristalle zu treffen, aber auch fiir vergleichende Analysen der
Kristallisationsbedingungen (Spiliopoulou et al., 2020). Bei hinreichender Auflosung der
aufgenommenen Daten kann aus den Pulverdiffraktionsdaten mit Hilfe des molekularen
Ersatzes die Struktur des untersuchten Proteins ermittelt werden (Von Dreele et al., 2000;
Karavassilia & Margiolaki, 2016).

In der Arbeitsgruppe wurde daher die Methodik der Pulverdiffraktionsmessung fiir
die Detektion von Proteinkristallen in lebenden Insektenzellen an der Strahlfithrung P14
der Synchrotronstrahlungsquelle PETRA III (DESY, Hamburg) etabliert. Dabei werden
gewoOhnlich grollere Mengen von Kristallen in einer Kapillare konzentriert und bei
Raumtemperatur in den Rontgenstrahl eingebracht. Der Vorteil der Messung bei Raum-
temperatur im Vergleich zur sonst {iblichen Messung bei 100 K im Stickstoffstrom liegt
darin, dass die Vorbereitung und Manipulation der Proben stark vereinfacht werden.

Fiir die Detektion von Kristallen in lebenden Zellen wurden diese nach der Infektion
fiir 4 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die kristalltragenden Zellen in eine 3,5 mm-
Kunststoffkapillare iiberfiihrt und darin mittels behutsamer Zentrifugation konzentriert.
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Dieses verdichtete Zellpellet wurde nicht weiter behandelt, sondern direkt in der Kapillare
in den Rontgenstrahl einer Synchrotron-Strahlungsquelle eingebracht. Anschliefend
wurden mehrere hundert Aufnahmen mit einem 75 x 75 um messenden Rontgenstrahl
aufgenommen, wobei die Kapillare entlang ihrer Langsachse translatiert und gleichzeitig

um diese rotiert wurde.

Abbildung 4.33: Detektion von Proteinkristallen in Insektenzellen mittels Debye-Scherrer-Ringen an
einer Synchrotron-Strahlungsquelle. High Five-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit dem rBV
HEX-1 cyto infizgiert und 4 Tage inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen in einer 3,5 mm-
Kapillare pelletiert und bei Raumtemperatur an der EMBL-Strahlfithrung P14 (PETRA III, DESY,
Hamburg) vermessen. Dafiir wurde ein kollimierter Réntgenstrahl mit 75 x 75 um Querschnitt
bei einer Energie von 12,7 keV und einem Photonenflux von 1,2 - 103 ph/s genutzt. Fiir die
Aufnahme auf einem EIGER X 16M-Detektor wurde die Probe wdhrend einer Belichtungszeit von
1sum 2 °rotiert. A 200 konsekutive Einzelaufnahmen wurden mittels merge2cbf aufsummiert.
Zur Orientierung sind in der Ubersichtsaufnahme des gesamten Detektorbildes Aufldsungsringe
eingefiigt. Das Entstehen von Debye-Scherrer-Ringen gzeigt das Vorhandensein von
Proteinkristallen in den vermessenen Zellen an. B Ausschnitt aus einer Einzelaufnahme. Einzelne
Diffraktionsspots (weifSe Pfeile) sind bis zu einer Auflésung von ca. 4 A detektierbar-
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Abbildung 4.33 A zeigt das Ergebnis der Summation von 200 aufgenommenen
Beugungsbildern einer einzelnen Probe. Durch die grofle Anzahl an Beugungsreflexen
fallen die, im Bereich bis ca. 8 A vermehrt auftretenden, starken Beugungsreflexe zu
konzentrischen Ringen, den charakteristischen Debye-Scherrer-Ringen zusammen (siehe
Ausschnitt 1 in Abbildung 4.33). Aufgrund der Vielzahl der auftretenden Beugungs-
reflexe kommen dabei dutzende solcher Ringe zustande, wie auch im Auflésungsbereich
bei ca. 10 A zu erkennen ist (siehe Ausschnitt 2 in Abbildung 4.33). Trotz der Summation
von 200 Aufnahmen und der damit einhergehenden Erhohung des Streuungshinter-
grundes treten die Ringe im niedrigen Auflésungsbereich deutlich vor dem Hintergrund
hervor. Dieser wird durch unspezifische Streuung der Rontgenstrahlung am Zellmaterial,
der Kapillare und den zwischen dem Strahlauslass und dem Detektor vorhandenen
Luftmolekiilen erzeugt. Schwichere Ringe sind auch noch bis zu einer Auflésung von ca.
5A zu erkennen. In den héheren Auflésungsbereichen um ca. 4 A herum, in denen auf
Einzelaufnahmen noch einzelne Beugungsreflexe sichtbar sind (siehe Abbildung 4.33 B),
gehen die Reflexe hingegen durch die Summation der hohen Zahl an Bildern im
Hintergrund unter. Der oberhalb von 4 A stark zunehmende Hintergrund ist auf die
Streuung der Rontgenstrahlung am in der Probe vorhandenen Wasser zuriickzufiihren,
was in einem charakteristischen Wasserring resultiert. Dieser ldsst sich durch die
Verwendung intakter Zellen nicht verhindern, da die Kristalle hier von einer grol3en
Menge an in der Probe gebundenem Wasser umgeben sind.

4.3.7 Rontgenkleinwinkelstreuung

Das grofste Problem an der Kristalldetektion mittels Pulverdiffraktometrie in
lebenden Insektenzellen stellt das schlechte Signal-zu-Rausch-Verhiltnis dar. Dies ist
einerseits auf die Streuung der Strahlung in der Probe und der umgebenden Luft und
andererseits auf die begrenzte Menge an Kristallen pro Volumeneinheit und damit einer
groBen Menge Wasser zuriickzufiihren. Da die Kristalle nicht isoliert werden sollen, um
ein Auflésen zu vermeiden, nehmen die Zellen selbst bei einem sehr hohen Anteil an
kristalltragenden Zellen den Grol3teil des verfiigbaren Volumens in der Kapillare ein.

Eine Moglichkeit, die Sensitivitit der Detektion von Rontgenbeugung einer
kristalltragenden Zellsuspension zu erhohen, besteht darin, eine auf einen minimalen
Streuhintergrund optimierte Strahlfiihrung zu verwenden. Dies kann an small angle X-ray
scattering (SAXS)-Strahlfiihrungen erreicht werden. Entsprechende Versuche wurden an
der EMBL-Strahlfithrung P12 (PETRA III, DESY, Hamburg) durchgefiihrt. Diese verlauft
auf ihrer gesamten Lange von 83 m von der Quelle bis zum Detektor in Vakuum. Zudem
wurde die Streuung der Rontgenstrahlung an allen mit dem Strahl in Kontakt
kommenden Elementen der Strahlfiihrung (Probenkammer, optische Elemente und
Schlitze) minimiert. Die Probe wird zu diesem Zweck in einer 1,8 mm Quarz-Kapillare
mit nur 50 um diinnen Wéanden vermessen. Zudem wird ein Kollimatorsystem aus drei
gepaarten Schlitzen verwendet, wobei das letzte Paar aus streuungsfreien Hybrid-
Schwermetallklingen besteht (Blanchet et al., 2015).
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Abbildung 4.34: Nachweis intrazelluldrer Proteinkristalle mittels Rontgenkleinwinkelstreuung. High
Five-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit den rBVs HEX-1 ori, CatB Y, Luciferase® cyto, EGFP-
uNS, IMPDH Y, GMPR cyto v2, Lgp120-YFP und Leervirus Y infiziert und 4 Tage inkubiert. Fiir
die Messung wurden die Zellen in eine 1,8 mm-Kapillare geladen und bei 20 °C an der EMBL-
Strahlfiihrung P12 (PETRAIIl, DESY, Hamburg) belichtet. Dafiir wurde ein kollimierter
Réntgenstrahl mit 200x 120 um Querschnitt bei einer Energie von 10 keV und einem
Photonenflux von 1-10% ph/s genutzt. Von jeder Probe wurden 40 Bilder mit je 45 ms
Belichtungszeit auf einem PILATUS3 X 6M-Detektor aufgenommen. Anschlieffend wurden die
Aufnahmen aufsummiert und radial gemittelt, um die Intensitdt gegen den Streuvektor auftragen
zu konnen. Zur Verbesserung der Ubersicht wurden die Intensititswerte mit verschiedenen
Faktoren multipliziert, um die Kurven in der Y-Achse gegeneinander zu verschieben. Die durch
Diffraktion der Rontgenstrahlung erzeugen, unvollstdndigen Debye-Scherrer-Ringe werden durch
das radiale Mitteln als Peaks in der sonst glatten Kurve sichtbar. Die Lage der Peaks wird durch
das jeweilige Kristallgitter definiert. So kann sowohl auf das Vorhandensein von Kristallen wie
auch auf Unterschiede in den Einheitszellen geschlossen werden.

Dieses Setup ermoglicht es, die Beugung an intrazelluldren Kristallen in einem
deutlich kleineren Winkel zu untersuchen. Dadurch wird auch der bei ca. 3 A liegende
Wasserring ausgeblendet, was den auftretenden Hintergrund weiter reduziert und eine
Detektion mit hoherer Sensitivitdt ermdglicht. Die an der Strahlfiihrung aufgenommenen
Detektorbilder werden aufsummiert und anschlief3end radial gemittelt. Dies ermoglicht
eine Darstellung der Daten in zwei Dimensionen (Signalintensitit gegen den
Streuvektor). Durch das deutlich verbesserte Signal-zu-Rausch-Verhéltnis werden bei
Vorhandensein von Kristallen spezifische Bragg-Peaks auf der sonst glatten
Beugungskurve der Zellen sichtbar (siehe Abbildung 4.34). Als Kontrollen wurden
uninfizierte High Five-Zellen, sowie mit Leervirus infizierte Zellen und mit dem fiir das
nicht-kristallisierende Membranprotein Lgp120 codierende rBV infizierte Zellen genutzt.
Alle Kontrollen zeigen eine glatt verlaufende SAXS-Kurve, wobei das Signalrauschen mit
steigendem Streuwinkel zunimmt. Bei den Infektionen mit rBVs, welche kristallbildende
Proteine codieren, sind hingegen auf allen Kurven Spitzen erkennbar, die das
Vorhandensein von Proteinkristallen anzeigen. Diese Spitzen ergeben sich aus der
radialen Mittelung der durch die Bragg-Peaks erzeugten Debye-Scherrer-Ringe (vergl.
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Kapitel 4.3.6). Die Lage dieser Spitzen ist abhédngig von der Symmetrie des Kristalls und
den Einheitszellparametern (Lahey-Rudolph et al., 2020). Damit kann auch eine
Unterscheidung verschiedener Kristallsysteme vorgenommen werden, was neben der
Detektion des Vorhandenseins von Kristallen gleichzeitig auch Einblicke in deren Aufbau
und Symmetrie ermoglicht. Hervorzuheben ist, dass mit dieser Methode das Vorhanden-
sein von Kristallen der GMPR aus Trypanosoma brucei nachgewiesen werden konnte.
Zudem ist an der Lage der Spitzen zu erkennen, dass sich die Einheitszellparameter von
denen des Strukturhomologs IMPDH unterscheiden.

Der Vorteil dieser Methodik liegt neben der hohen Sensitivitat in der sehr einfachen
Probenvorbereitung, wofiir die Zellen nur aus der Kultur entnommen und ein
Pufferaustausch vorgenommen werden muss. Die Probenladung und Messung werden
anschliel3end automatisiert vorgenommen, was die Untersuchung auch gréRerer Mengen
an Proben in sehr kurzer Zeit ermoglicht.

Fazit 3:

Fiir die Detektion intrazelluldrer Kristalle kann eine breite Palette an Methoden
genutzt werden. Die Durchlichtmikroskopie bietet eine einfache Probenvorbereitung und
benotigt kostengiinstiges, einfach verfiigbares Equipment. Dabei ist der DIC-
Kontrastmodus in Kombination mit einem hochauflésenden Objektiv die mit Abstand
beste Methodik fiir die Detektion kleiner Kristalle mit Kantenldngen ab 1um. Die
Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht eine sehr einfache Kristalldetektion, ist allerdings nur
fiir Spezialfille geeignet, in denen ein fluoreszierendes Protein selbst kristallisiert. Die
Immunfluoreszenzmikroskopie kann hilfreich fiir die Detektion sein, ist allerdings
aufgrund der Probenfixierung aufwendiger in der Handhabung und je nach
Zuganglichkeit des Epitops nicht immer zuverldssig. Die Zwei-Photonen-Mikroskopie
scheint zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht geeignet fiir die Kristalldetektion, da die
Fluoreszenzsignale von EYFP mit dem SHG-Signal interferieren und somit nur das Bacmid
ohne EYFP nutzbar ist. Zudem ist das SHG-Signal von der Orientierung der Kristalle
abhidngig und die Intensitit wird durch hohe Kristallsymmetrien reduziert. Die
Transmissions-Elektronenmikroskopie ist ausgezeichnet fiir die Kristalldetektion
geeignet, da auch sehr kleine Kristalle mit 100 nm Kantenldnge oder weniger noch
detektiert werden konnen. Zudem ist es moglich, den kristallinen Charakter der
detektierten Strukturen zu belegen, da bei ausreichendem Abstand der Gitterebenen das
Kristallgitter sichtbar gemacht werden kann. Allerdings ist diese Methodik mit einem
hohen Aufwand in der Probenvorbereitung und der Bildaufnahme verbunden und die
Detektion selten auftretender Kristalle wird durch die zuféllige Selektion sehr diinner
Ebenen erschwert. Eine definitive Aussage iiber das Vorhandensein beugungsfahiger
intrazelluldrer Kristalle erlauben allerdings nur Methoden, die auf der Diffraktion von
Rontgenstrahlung basieren. Sowohl die hier vorgestellte Pulverdiffraktometrie wie auch
die Rontgenkleinwinkelstreuung sind fiir die Detektion geeignet, wobei letztere mit einem
geringeren Aufwand in der Probenvorbereitung einhergeht, sensitiver ist und einen
hoheren Probendurchsatz erlaubt.

113



4.4 Zellbiologische Untersuchung der Proteinkristallbildung

Die Etablierung der Detektionsmethodik zur Visualisierung intrazelluldrer Kristalle
eroffnet auch die Moglichkeit, genauere Einblicke in die Bildung der verschiedenen
Kristalle zu gewinnen. Daher soll im Folgenden ein detaillierter Blick auf die infizierten
Zellen und die Kristallisationsprozesse geworfen werden.

4.4.1 Einfluss der baculoviralen Infektion auf die Struktur der
Insektenzellen

Den am hochsten auflésenden Einblick in die in den Zellen ablaufenden Prozesse
erlaubt die Elektronenmikroskopie. Hier soll insbesondere die Transmissionselektronen-
mikroskopie genutzt werden, um zelluldre Strukturen und die gebildeten Proteinkristalle
sichtbar zu machen. Da diese Methodik nahezu alle zelluldren Strukturen sichtbar macht,
ist zundchst ein Vergleich infizierter Zellen mit nicht-infizierten Zellen notwendig, um die
durch die virale Infektion erzeugten Strukturen identifizieren und im Folgenden die
Proteinkristalle und ihre Umgebung analysieren zu kénnen.

Um einschitzen zu konnen, welche Strukturverdnderungen durch die baculovirale
Infektion induziert werden, wurden zunichst nicht-infizierte Zellen elektronen-
mikroskopisch untersucht. Im Zellkern der in Abbildung 4.35 dargestellten Sf9-Zellen
sind Eu- und Heterochromatin zu sehen, sowie mehrere Nucleoli. Die Kernmembran ist
gut zu erkennen und die Bildqualitédt reicht aus, um auch Kernporen in der Membran
sichtbar zu machen (siehe Abbildung 4.35 Al). Das Zytoplasma nimmt einen Grof3teil
des Zellvolumens ein und enthilt zahlreiche Kompartimente. Insbesondere Mitochon-
drien kommen haufig vor und konnen anhand ihrer inneren Struktur mit den Cristae
identifiziert werden (siehe Abbildung 4.35 B2). Das endoplasmatische Retikulum (ER)
ist vor allem als raues ER in Form von schlanken Tubuli sichtbar. Daneben fallen
prominente multivesikuldre Korperchen mit ausgepragter innerer Struktur auf
(Abbildung 4.35 A2 und B1). Diese konnen z.B. durch autophagosomale Prozesse
entstanden sein. Weiterhin kdnnen die Zellen in zwei Typen unterteilt werden. Zum einen
lassen sich solche mit elektronendichtem Zytoplasma identifizieren (Abbildung 4.35 B)
und zum anderen solche mit weniger elektronendichtem Zytoplasma (Abbildung 4.35
A). Dies resultiert aus einem deutlich unterscheidbaren Gehalt an freien Ribosomen
(vergl. Abbildung 4.35 Al vs. B1), wobei eine hohere Ribosomendichte mit einer
insgesamt starkeren Farbung des Zytoplasmas einhergeht, da die Ribosomen von der
Kontrastierungsmethodik intensiv markiert werden.
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Abbildung 4.35: Morphologie von Sf9-Zellen. Gezeigt sind nicht-infizierte Zellen der Linie Sf9 (3),
die direkt aus der Schiittelkultur entnommen und fiir die EM vorbereitet wurden. Es sind zwei
Typen von Zellen unterscheidbar: solche mit geringer Dichte (A) und Zellen mit einer hohen
Dichte (B) von freien Ribosomen im Zytoplasma. Klar erkennbar sind in beiden Zelltypen die
Plasma- und Kernmembran sowie die Nucleoli im Zellkern. Weiterhin sind Mitochondrien sowie
Teile des rauen ERs zu sehen. Das ER liegt iiberwiegend als schlanke Tubuli vor. Auffdllig sind
multivesikuldre Korperchen mit uneinheitlicher Morphologie und unklarer Herkunft.
ER - endoplasmatisches Retikulum, KM - Kernmembran, KP - Kernpore, M - Mitochondrium,
MVK - multivesikuldres Korperchen, N - Nucleolus, PM - Plasmamembran, ZK - Zellkern,
ZP - Zytoplasma.
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Abbildung 4.36: Morphologie von High Five-Zellen. Gezeigt sind nicht-infizierte High Five-Zellen, die
direkt aus der Schiittelkultur entnommen und fiir die EM vorbereitet wurden. Wie bei den Sf9-
Zellen sind auch hier zwei Zelltypen unterscheidbar — elektronendichte (A) und weniger
elektronendichte Zellen (B). Anders als bei den Sf9-Zellen wird die Dichte hier jedoch durch eine
unterschiedliche Zusammensetzung der Organellen verursacht. Die weniger dichten Zellen
enthalten einen hoheren Anteil von vakuoldrem ER, wdhrend in den dichteren Zellen viel freies
Zytoplasma mit einem hohen Anteil von Ribosomen vorliegt. Klar erkennbar sind zudem die
Plasma- und Kernmembran sowie die Nucleoli im Zellkern. Weiterhin sind grofSe Mengen von
rauem, seltener auch Tubuli von glattem ER (siehe Pfeil unten links in A2), sowie Mitochondrien
erkennbar. Das ER liegt, im Gegensatz zu den Sf9-Zellen, iiberwiegend als volumindse Vesikel
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vor. Elektronendichte multivesikuldre Korperchen kommen hier selten vor, dafiir enthalten die
Zellen kleinere und grofSere Lipidtropfen sowie Lysosomen. ER - endoplasmatisches Retikulum,
dKM - dilatierte Kernmembran, gER -glattes ER, KM - Kernmembran, KP - Kernpore,
L - Lysosom, LT - Lipidtropfen, M - Mitochondrium, MC - mitochondriale Cristae, MVK - multi-
vesikuldres Kérperchen, N - Nucleolus, PM - Plasmamembran, ZK - Zellkern, ZP - Zytoplasma.

Wie schon in Kapitel 4.2.1 beschrieben, erscheinen High Five-Zellen, im Gegensatz
zu Sf9-Zellen, im Lichtmikroskop deutlich granuldrer. Dies kann auch auf elektronen-
mikroskopischer Ebene bestitigt werden (vergl. Abbildung 4.35 A vs. Abbildung
4.36 A). Zwar sehen die Zellkerne beider Zelllinien in Bezug auf Grof3e und Morphologie
vergleichbar aus, jedoch ist das Zytoplasma von High Five-Zellen deutlich stdrker mit
Kompartimenten angereichert, als dies bei Sf9-Zellen der Fall ist (siehe Abbildung 4.36 A
und B, im Vergleich zu Abbildung 4.35 A und B). Auch bei den High Five-Zellen besitzt
der Zellkern Eu- und Heterochromatin und mehrere Nucleoli. Die Kernmembran zeigt
jedoch, im Gegensatz zu Sf9-Zellen, teilweise Dilatationen zwischen den Kernporen, also
einen grolleren Abstand zwischen der inneren und &dufleren Kernmembran (siehe
Abbildung 4.36 B1 und 2).

Das Zytoplasma der High Five-Zellen ist gefiillt mit Kompartimenten. Prominent sind
dabei Lipidtropfen, die in Sf9-Zellen deutlich seltener anzutreffen sind und hier eine
GroRe von mehreren Mikrometern erreichen konnen (siehe Abbildung 4.36 A und Al).
Diese erzeugen in lichtmikroskopischen Aufnahmen sehr starke Kontraste und sind
wahrscheinlich ausschlaggebend fiir die stdrkere Granularitit der Zellen. Weiterhin
finden sich eine Vielzahl von Mitochondrien (sieche Abbildung 4.36 A2 und B2), aber
auch einige multivesikuldre Korperchen (siehe Abbildung 4.36 B1), welche eine
vergleichbare Morphologie zu den in den Sf9-Zellen beobachteten aufweisen. Auch
Lysosomen sind als elektronendichte, vesikuldre Strukturen sichtbar (siehe Abbildung
4.36 Al).

Die im Vergleich zu den Sf9-Zellen hohere Dichte an Kompartimenten wird durch
eine groldere Menge an endoplasmatischem Retikulum verursacht. Dieses tritt, anders als
bei Sf9-Zellen, selten als schlanke Tubuli, sondern vor allem als groRere, vesikulédre
Strukturen auf (siehe Abbildung 4.36 A2 und B1). Diese Form, sowie das Fehlen von
tubuldren ER-Strukturen, deuten darauf hin, dass diese nicht als Netzwerk miteinander
in Verbindung stehen.

Viren konnen Zellen auf der Kompartimentebene sehr stark verdndern, um ihre
eigene Replikation und Virionmorphogenese auf effiziente Weise zu gewéhrleisten
(Schmid et al., 2014). Dies lédsst sich auch im Fall der baculoviralen Infektion bei
Insektenzellen beobachten. Die Expression der rekombinanten Zielgene erfolgt im
Baculovirussystem unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors. Da dieser erst in der sehr
spaten Phase der viralen Infektion aktiviert wird, ist fiir die Detektion von Kristallen der
rekombinanten Proteine nur diese Phase relevant. Die folgende Analyse beschrankt sich
daher auf diese sehr spiate Phase der Infektion von Insektenzellen mit rekombinanten
Baculoviren, deren Polyhedringen ersetzt wurde, und die mit dieser Infektion
einhergehenden zelluldren Verdnderungen.
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Abbildung 4.37: Morphologie von baculoviral infizierten Insektenzellen. A Sf9-Zelle der Linie Sf9 (3)
5 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus IMPDH. Durch die virale Infektion
verursachte Verdnderungen sind in der Zelle erkennbar. Zu sehen ist z. B. ein hypertropher
Zellkern, gefiillt mit virogenem Stroma, dem Ort der DNA-Replikation und -Verpackung, sowie
p10-Korper im Zellkern und aufsen am Zellkern anliegend. Um den Zellkern befindet sich eine
diinne Schicht Zytoplasma, welches mit membranumschlossenen Kompartimenten gefiillt ist.
B Lysierte Sf9-Zelle der Linie Sf9 (3) 7 Tage nach Infektion mit dem rBV IMPDH. Im Rest des
Zellkerns sind vor allem ldngliche Virionen zu erkennen. Die Plasmamembran ist weitestgehend
gerstort. Im nur noch teilweise von einer Plasmamembran umschlossenen Zytoplasma sind eine
Vielzahl von Kompartimentrdumen sowie elektronendichte Proteinaggregate sichtbar.
C Ausschnitt einer Insektenzelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV sagEsxA
cyto. Im Zytoplasma sind markante p10-Kérper sowie eine Vielzahl membranumschlossener
Kompartimente zu erkennen. D Ausschnitt einer Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit
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dem rekombinanten Baculovirus Luciferase. Hochkomplexe multivesikuldre Korperchen sind im
Zytoplasma sichtbar. Zudem kénnen freigesetzte, membranummantelte baculovirale Partikel
beobachtet werden (BV). E Ausschnitt einer Sf9-Zelle 5 Tage nach Infektion mit dem rBV IMPDH.
Deutliche Verdnderungen sind hier auch im Kern zu erkennen, der mit viralen Partikeln gefiillt
ist. BV - behiilltes Virus, KM - Kernmembran, M - Mitochondrium, MLK - multilamellares
Kérperchen, MVK - multivesikuldres — Korperchen, N - Nucleolus, P - p10-Kérperchen,
PA - Proteinaggregat, PK - Proteinkristall, PM - Plasmamembran, PR - periphere Region,
SW — Kompartimentraum des sekretorischen Weges, V -Virionen, VS -virogenes Stroma,
ZK - Zellkern, ZP - Zytoplasma.

Fiir die Replikation des Virus wird dessen Genom in den Zellkern gebracht, entpackt
und abgelesen. Es kommt zu einer massenhaften Produktion viraler DNA und einem
starken Import von viralen Proteinen, was zu einer Hypertrophie des Zellkerns fiihrt. In
der Spitze konnen so mehr als 80.000 Kopien des viralen Genoms in einer einzelnen Zelle
vorliegen (Rohrmann, 2019). Der Zellkern nimmt dann fast das gesamte Zellvolumen ein,
wiahrend das Zytoplasma als diinne Schicht um den Zellkern herum verbleibt (siehe
Abbildung 4.37 A). Dabei kann es, maf3geblich durch die Vergrof3erung des
Kernvolumens, auch zu einer Zunahme des Zelldurchmessers kommen. Die virale
Replikation kann auch zur Lyse der Zelle fithren, ein Prozess, der zundchst mit der
Auflosung der Plasmamembran einhergeht (siehe Abbildung 4.37 B). Dabei wird der
16sliche Inhalt des Zytoplasmas und des Zellkerns freigesetzt, membranumschlossene und
nicht-16sliche Bestandteile bleiben in dem Zellrest enthalten. Dies betrifft insbesondere
auch Virionen, welche noch nicht fertig verpackt wurden und im Kern verbleiben (siehe
Abbildung 4.37 B).

Im Zytoplasma der infizierten Zellen sind ebenfalls enorme Verdnderungen deutlich
erkennbar, darunter vor allem die sehr grofen p10-Korper, welche aus semi-geordneten,
fibrillaren Ablagerungen des baculoviralen p10-Proteins bestehen (siehe Abbildung 4.37
C und E). Diese konnen Ausmalle von mehreren Mikrometern an- und damit einen
erheblichen Anteil des zytoplasmatischen Volumens der Zelle einnehmen. Sie liegen
zumeist wie ein Netz um den Zellkern herum (siehe Abbildung 4.37 A und E). Diese
zytoplasmatischen p10-Korper sind an der Lyse des Zellkerns beteiligt und unterstiitzen
dadurch die Freisetzung der Occlusion Bodies (Graves et al., 2019).

Mit der durch die virale Infektion angestoflenen massenhaften Replikation des
Virusgenoms und der enormen Proteinbiosynthese geht ein stark erhohter Bedarf an
Energie einher. Dies fiihrt entsprechend zu einer Zunahme der Menge an Mitochondrien
(sieche Abbildung 4.37 C). Auch die Kompartimentstruktur des sekretorischen Weges
wird durch die Infektion deutlich verdndert. In den TEM-Aufnahmen lésst sich das raue
endoplasmatische Retikulum leicht anhand der charakteristischen, daran gebundenen
Ribosomen identifizieren (siehe Abbildung 4.37 D). Das ER verdndert sich von einer
tubuldren, netzartigen Struktur hin zu einer vesikuldren bzw. vakuoldren Struktur (siehe
Abbildung 4.37 C1 und D). Diese konnen zudem Durchmesser von mehreren
Mikrometern und damit ein sehr grof3es, geschlossenes Volumen einnehmen (siehe
Abbildung 4.37 C).
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Abbildung 4.38: Morphologie des Zellkerns baculoviral infizierter Insektenzellen. A Ausschnitt des
Zellkerns einer High Five-Zelle 4 Tage nach Infektion mit dem rBV SR B1 ECD cyto. In der
peripheren Region, aufserhalb des virogenen Stromas, kénnen sich gréfSere p10-Kérper bilden,

die mit elektronendichten Elementen der Kalyx verbunden sind. B Ausschnitt des Zellkerns einer

Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase. In der peripheren Region
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des Kerns werden die fertigen Nukleocapside mit einer Membran umhiillt (siehe auch Ausschnitt
1). C Ausschnitt des Zellkerns einer Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV
ZIKV NS2BNS3 PTS1. Eingelne Lamellen der Kalyx kénnen iiber fibrilldres p10 miteinander
verbunden sein. D Ausschnitt des Zellkerns einer High Five-Zelle 4 Tage nach Infektion mit dem
rBV §-COP cyto HA-N. Detailaufnahme von Nukleocapsiden im Kern. Deutlich sichtbar ist die
Doppellipidschicht, von der die Nukleocapside umbhiillt sind, sowie Feinstrukturen der noch nicht
umhiillten Nukleocapside. E Ausschnitt einer High Five-Zelle 4 Tage nach Infektion mit dem rBV
DHS SS-R. Fertig verpackte Nukleocapside werden in der peripheren Region in der Ndhe der
Kernmembran gelagert, wo normalerweise das Einhiillen in die Polyhedrin-Matrix stattfinden
wiirde. Auffdllig ist eine Region mit dicht gepackten Mikrovesikeln, die fiir das Umbhiillen der
Nukleocapside genutzt werden. BN — behiillte Nukleocapside, K - Kalyx, KM - Kernmembran,
MV - Mikrovesikel, NC - Nukleocapsid, P - p10-Korperchen, PM - Plasmamembran, PR - peri-
phere Region, VS - virogenes Stroma, ZK - Zellkern, ZP - Zytoplasma.

Héaufig ist zu beobachten, dass das Zytoplasma in den infizierten Zellen mit einer
Vielzahl von multivesikuldren und -lamellaren Korperchen, sowie schwierig zu
definierenden, membranumschlossenen Kompartimenten gefiillt ist (siehe Abbildung
4.37 C1 und D, im Vergleich zu Abbildung 4.35 A und B). In einigen Zellen treten zudem
elektronendichte, zytoplasmatisch lokalisierte Proteinaggregate auf (siehe Abbildung
4.37 C1).

Ein groRer Teil der viralen Replikation sowie der Virionmorphogenese erfolgt im
Zellkern. Entsprechend verdndert sich dessen Morphologie erheblich. Neben der
erwiahnten Hypertrophie (Abbildung 4.37 A) sind im Kern, ebenso wie im Zytoplasma,
grof3e p10-Korper zu erkennen (Abbildung 4.38 A und B). Das p10-Protein zeigt auch im
Kern einen fibrillaren Aufbau und kommt sowohl in einer relativ dichten Packung als p10-
Korper (siehe Abbildung 4.38 A und B) sowie als Fasern aufgespannt zwischen
elektronendichten Linien (siehe Abbildung 4.38 A und C) vor. Diese sogenannten Spacer
sind Teil der Kalyx bzw. Polyhedronhiille, welche aus Kohlenhydraten und mindestens
einem phosphorylierten Protein (Ac131) gebildet wird und zusammen mit dem p10-
Protein die dulere Hiille der kristallinen Polyhedrinmatrix bildet (Rohrmann, 2019). Da
in den verwendeten baculoviralen Genomen das Polyhedrin-Gen entfernt wurde, kann
diese kristalline Matrix nicht mehr gebildet werden, wodurch es zu untypischen und sehr
variablen Formen der Spacer in Kombination mit dem fibrilliren p10-Protein kommt
(siehe Abbildung 4.38 A und C; sowie Abbildung 4.32 A).

Eine weitere, gut erkennbare Struktur im Kern der infizierten Zellen ist das virogene
Stroma (siehe Abbildung 4.38 E). Diese elektronendichte Region ist zumeist im Zentrum
des Kerns zu finden, besitzt eine Chromatin-dhnliche Struktur und umschlie3t mehrere,
weniger intensiv kontrastierte Bereiche (siehe Abbildung 4.37 A und Abbildung 4.53 B).
Das virogene Stroma dient wahrscheinlich als molekulares Geriist fiir eine geordnete
Transkription und Replikation der viralen DNA, sowie fiir das anschlieRende Verpacken
der DNA und den Aufbau der Nukleocapside (Rohrmann, 2019). Der Aufbau des
virogenen Stromas ist bisher noch nicht vollstdndig geklart. Es scheint aber vor allem aus
viraler RNA und Protein mit distinkten Ansammlungen von viraler DNA an intrastromalen
Grenzflachen zu bestehen, an denen dann auch die Virionmorphogenese stattfindet
(Fraser, 1986; Young, MacKinnon & Faulkner, 1993).
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Abbildung 4.39: Nachweis von Nanokristallen innerhalb des ERs infizierter Insektenzellen.
A Insektenzelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV ESAT6 PTS1. In
hypertrophen Bereichen des ERs bilden sich zahlreiche, bis zu 200 nm grofse, elektronendichte
Partikel. Die Partikel besitzen unregelmdfSige und uneinheitliche Formen. Die AufSenkanten
erscheinen unscharf. In hoher VergrofSerung ist jedoch ein Kristallgitter sichtbar (A2). B Sf9-
Zelle 4 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus sagEsxA SS-R. Nanokristalle
sind hdufiger auch in eher tubuldren Bereichen des ER mit einem geringen umschliefSenden
Lumen zu finden. Sie treten ausschliefslich im ER, nicht aber in anderen Kompartimenten auf.
ER - endoplasmatisches  Retikulum, KM — Kernmembran, LT - Lipidtropfen, M — Mito-
chondrium, P-pl0-Korperchen, PK- Proteinkristall, PM — Plasmamembran, VS - virogenes
Stroma, ZK - Zellkern, ZP — Zytoplasma.
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Die Virionmorphogenese ist in der sehr spaten Phase der Infektion durch die Bildung
der aus Einschliissen hervorgehenden Viren (occlusion-derived virus, ODV)
gekennzeichnet. Diese Form der Baculoviren wird nicht iiber die Plasmamembran
freigesetzt, sondern vollstdindig im Kern hergestellt und mit einer kristallinen
Polyhedrinhiille versehen. Dafiir miissen die fertigen Nukleocapside zunéchst in eine
de novo-Membran verpackt werden. Diese Membran wird in Form von Mikrovesikeln
(siehe Abbildung 4.38 B und E2) zur Verfiigung gestellt, welche wahrscheinlich aus der
inneren Kernmembran hervorgehen (Rohrmann, 2019).

Die baculovirale DNA wird in Nukleocapside verpackt, welche eine ldngliche Form,
mit einem Durchmesser von 30-60nm und einer Ldnge von mehreren hundert
Nanometern, aufweisen (siehe Abbildung 4.38 B1 und D). Diese werden in bestimmten
Regionen, in welchen die Mikrovesikel zu doppellagigen, groferen Aggregaten
umgelagert werden, in ihre Hiillmembran verpackt (siehe Abbildung 4.38 B und B1).
Dabei werden héaufig mehrere Nukleocapside zusammen von einer gemeinsamen
Membran umschlossen (siehe Abbildung 4.38 D).

Im Kern der infizierten Zellen befindet sich ein weniger elektronendichter Bereich,
welcher das virogene Stroma umschliel$t und als periphere Region oder Ringzone
bezeichnet wird (Rohrmann, 2019). In diesem Bereich kommt es in Wildtyp-Baculoviren
zur Bildung der Polyhedrinmatrix und damit zum Einschluss der behiillten
Nukleocapside. Da Polyhedrin in den mit rekombinanten Baculoviren infizierten Zellen
abwesend ist, kann es in diesem Bereich zur teilweise auch geordneten Ablagerung der
ODVs kommen (siehe Abbildung 4.38 E und entsprechende Vergréf3erungen).

Ein weiteres Phanomen, welches sich in den infizierten Zellen beobachten lasst, ist
das Auftreten von Nanokristallen. Wie in Abbildung 4.39 zu sehen ist, treten diese bei
verschiedenen Infektionen mit rekombinanten Baculoviren auf, unabhidngig von der
jeweiligen Lokalisation des Zielproteins. Hier handelt es sich also wahrscheinlich um ein
virales oder zelluldres Protein. Der kristalline Charakter ist anhand der regelmaf3igen
Gitterstruktur erkennbar (siehe Abbildung 4.39 A2). Die Nanokristalle besitzen
Kantenldngen von 100 bis 200 nm, wobei die Kanten nicht scharf abgegrenzt, sondern
eher diffus sind. Daher lasst sich zumeist keine genaue Form bestimmen. Deutlich zu
sehen ist allerdings, dass sie weder zytoplasmatisch noch im Kern lokalisiert sind, sondern
in einem membranumschlossenen Raum auftreten (sieche Abbildung 4.39 Al und B2),
welcher anhand der erkennbar mit Ribosomen besetzten Membran als raues
endoplasmatisches Retikulum identifizierbar ist (sieche Abbildung 4.39 B1 und B2). Diese
Nanokristalle treten vorwiegend in Zellen auf, welche mit einem rekombinanten
Baculovirus infiziert wurden, der aus dem in DHI10Bac-Zellen enthaltenen Bacmid
generiert wurde. Bei Infektionen mit rBVs, die unter Verwendung des EmBacY-Bacmids
generiert wurden, konnten in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen hingegen nur
in seltenen Féllen derartige Nanokristalle detektiert werden.
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4.4.2 Untersuchung der Wachstumsdynamik und Morphologie
verschiedener in cellulo-Kristalle

Mit dem Verstandnis der viralen und zelluldren Strukturen ist es nun moglich, das
Wachstum und die Morphologie verschiedener, in den Insektenzellen gebildeter
Proteinkristalle genauer zu untersuchen. Damit sollen insbesondere Fortschritte im
Verstdndnis des Wachstumsprozesses der bisher erfolgreich erzeugten Kristalle erzielt
werden, die eine Anwendung dieser Erkenntnisse auf die Optimierung zukiinftiger
intrazellulédrer Kristallisationstests anderer Proteine erlauben.

4.4.2.1 CathepsinB

Cathepsin B aus Trypanosoma brucei war das erste Protein, dessen Struktur nach
rekombinanter Genexpression und Kristallisation in Insektenzellen erfolgreich gelost
werden konnte (Redecke et al., 2013). Es kristallisiert in nadelformigen Strukturen,
welche einen Durchmesser von ca. 1um erreichen und in der Linge iiber den
Zelldurchmesser der Insektenzellen hinauswachsen konnen (siehe Abbildung 4.40 A).
Die Kristalle sind dullerst stabil. Sie iiberstehen eine Isolation aus den Zellen, konnen in
destilliertem Wasser gelagert werden und benétigen fiir eine Zerkleinerung gewaltige
mechanische Kréfte, wie das Vortexen mit Glaskugeln in einem Reaktionsgefa(3 (Redecke
et al., 2013).

Aufgrund seiner nativen Signalsequenz wird Cathepsin B ins ER translatiert und
kristallisiert dort. Das Entfernen der Signalsequenz fiihrt dazu, dass das Protein im
Zytoplasma translatiert wird, wo es aber weder glykosyliert wird, noch kristallisiert
(Klinge, 2015). Eine versehentlich generierte Variante von Cathepsin B, bei der der C-
Terminus um die Aminosduren SKL erweiterten wurde, erzeugt deutlich ldngere
nadelférmige Kristalle im ER (Klinge, 2015).

Um den Einfluss dieser Verdnderung des C-Terminus genauer zu untersuchen,
wurden weitere Varianten von Cathepsin B mit modifiziertem C-Terminus generiert und
auf ihr Kristallisationsverhalten hin untersucht. Wie in Abbildung 4.40 A-F zu erkennen
ist, wird die Morphologie der Kristalle durch die Modifikation des C-Terminus kaum
verdndert. Es entstehen in allen Fillen nadelférmige Kristalle, die jedoch entweder
grollere Durchmesser aufweisen (CatB KDEL, Abbildung 4.40 B) oder ein stirkeres
Langenwachstum zeigen (CatB SKL/SKLG/SKI, Abbildung 4.40 C-E). Lediglich bei CatB
SEL ist eine Tendenz zur Bildung von etwas kiirzeren Nadeln zu beobachten (Abbildung
4.40 F).
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Abbildung 4.40: Wachstum und Morphologie intrazelluldrer Cathepsin B-Kristalle. Zellen der Linie
Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit: A dem rekombinanten Baculovirus CatB, B dem rBV CatB
KDEL, C dem rBV CatB SKL, D dem rBV CatB SKLG, E dem rBV CatB SKI, sowie F dem rBV CatB
SEL. Alle Varianten von Cathepsin B mit unterschiedlicher C-terminaler Sequenz (A - F) zeigen
nadelférmige Kristalle mit vergleichbarer Morphologie. Unterschiede sind nur in der Linge der
Kristalle feststellbar. G Wachstum eines Cathepsin B-Kristalls in einer Zelle der Linie Sf9 (3).
Infiziert wurde mit dem rBV CatB. Indiziert ist die messbare Ldnge des Kristalls. Die
Bildaufnahme beginnt 3 Tage nach Infektion (= 0 h). Der zugehérige Film 1 findet sich im
Anhang. H Wachstum eines Cathepsin B-Kristalls in einer Zelle der Linie Sf9 (3) mit dem rBV
CatB SKL. Indiziert ist die messbare Linge des Kristalls. Die Bildaufnahme beginnt 3 Tage nach
Infektion (= 0 h). Der zugehdrige Film 2 findet sich im Anhang. I IMC-Aufnahme von High Five-
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Zellen 4 Tage nach Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus CatBSKLY. Die
kristalltragende Zelle wird von zahlreichen CatB-Kristallen aufgespannt, wobei die
Plasmamembran diese Spannungen aushdlt und alle Kristalle umschliefst. J TEM-Aufnahmen
einer Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV CatB. Im Zytoplasma finden sich
mehrere von einer ER-Membran umschlossene Kristalle. Das Kristallgitter sowie die auf der
Membran sitzenden Ribosomen sind in der Vergréfserung gut zu erkennen. K TEM-Aufnahmen
einer Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV CatB SKL. Im Bild ist ein von
einer ER-Membran umschlossener Kristall zu sehen, welcher ein vergleichbares Kristallgitter
aufweist (2). Auch hier sind in der VergréfSerung die Ribosomen auf der umschliefsenden
Membran zu erkennen. ER - endoplasmatisches Retikulum, L - Lysosom, M - Mitochondrium,
NK - Nanokristalle, P - p10-Kérperchen, PK - Proteinkristall, PM - Plasmamembran, R - Ribo-
som, ZK - Zellkern, ZP - Zytoplasma.

Das Wachstum von Cathepsin B-Kristallen erfolgt in Sf9-Zellen sowohl in der nativen
Form als auch mit modifiziertem C-Terminus innerhalb von einigen Stunden (siehe
Abbildung 4.40 G und H, Film 1 und Film 2). Dabei zeigen die Kristalle eine sehr geringe
Dynamik. Ein sich bildender Kristall wird von der Zelle nicht wieder abgebaut und bleibt
auch nach dem Tod der Zelle stabil.

Bei Infektion von Zellen der Linie High Five zeigt sich eine vergleichbare
Morphologie der Kristalle. Sowohl Form als auch Durchmesser der Kristalle bleibt nahezu
identisch, jedoch bilden High Five-Zellen deutlich ldngere und vor allem deutlich mehr
Kristalle pro Zelle als Sf9-Zellen (siehe Abbildung 4.401).

Mittels Elektronenmikroskopie ist der kristalline Charakter der intrazelluldren
Nadeln nachweisbar. In der Vergrof3erung (siehe Abbildung 4.40J2 und K2) ist ein
regelmaldiges Kristallgitter in den elektronendichten Strukturen in den mit dem rBV CatB
bzw. CatB SKL infizierten Zellen zu erkennen. In diesen Aufnahmen sind ebenfalls die mit
Ribosomen besetzten ER-Membranen, die die Kristalle umgeben, deutlich zu sehen, die
somit Aufschluss iiber den Ort der Kristallisation geben.

4.4.2.2 EGFP-uNS

EGFP-uNS ist ein Fusionsprotein der C-terminalen Doméne des Nicht-
Strukturproteins uNS des avianen Reovirus mit EGFP (Brandariz-Nufiez et al., 2010b).
Aufgrund der einfach zu detektierenden Fluoreszenz des EGFPs ist die Infektion mit dem
rBV EGFP-uNS sehr gut dafiir geeignet, den Verlauf der Kristallisation des Zielproteins in
der Zelle bereits ab einem frithen Zeitpunkt zu verfolgen. Die Nukleation und
anschlief3ende Kristallisation des Proteins geht mit einer dichten Packung des Proteins
einher und entsprechend mit einer hohen lokalen Proteinkonzentration. Da die
Fluoreszenzintensitdt an einem bestimmten Punkt unter anderem durch die Menge des
Fluorophors bestimmt wird, kann die Kristallisation mit Hilfe eines Fluoreszenz-
mikroskops gut sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 4.41 B).

126



Kristallisation | 4. Ergebnisse

~Uberlagerung

30

Abbildung 4.41: Wachstum und Morphologie von EGFP-uNS Kristallen. A Sf9-Zellen 4 Tage nach
Infektion mit dem rBV EGFP-uNS. Der Fluoreszenzkanal (GFP) ist eine Maximalprojektion eines
32 um starken Z-Stapels. Es sind sowohl einzelne nadelformige Kristalle (blauer Pfeil) als auch
verwachsene Kristalle sichtbar, die sternformig vom Kristallkeim ausgehen (weifSer Pfeil).
B Wachstum von EGFP-uNS Kristallen in einer Zelle der Linie Sf9 (3), aufgenommen iiber
mehrere Stunden. Beginn der Aufnahme 3 Tage nach Infektion mit dem rBV EGFP-uNS
(entspricht 0 h im linken Bild). Das Kristallwachstum erfolgt gleichmdfSig iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg. Indiziert ist die messbare Ldnge des Kristallaggregats. Der
gugehorige Film 3 findet sich im Anhang. C IMC-Aufnahme von High Five-Zellen 4 Tage nach
Infektion mit dem rBV EGFP-uNS. Auffdllig ist, dass in den High Five-Zellen vorwiegend
verwachsene Kristalle (weifser Pfeil) entstehen. Einzelne, nadelformige Kristalle sind seltener zu
finden. D IMC-Aufnahme von Zellen der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV EGFP-
uNS. Der Anteil von Einzelkristallen (blauer Pfeil) ist deutlich hoher, jedoch ist die Gesamtmenge
von Kristallen in den Zellen im Vergleich zu High Five-Zellen redugziert. E TEM-Aufnahmen einer
Zelle der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV EGFP-uNS. Zu erkennen ist ein im
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Zytoplasma liegender Kristall, welcher in der Vergréfserung ein deutliches Kristallgitter aufweist.
Die Kristalle weisen einen sechseckigen Querschnitt auf, wobei die Kanten nicht scharf abgegrenzt
sind. BN - behiilltes Nukleocapsid, ER -endoplasmatisches Retikulum, KM - Kernmembran,
P - p10-Korperchen, PK - Proteinkristall, ZK - Zellkern, ZP - Zytoplasma.

EGFP-uNS bildet in Sf9-Zellen nadelférmige Kristalle mit einer Lange von bis zu
20 um und einem Durchmesser von ca. 2 um (sieche Abbildung 4.41 A), seltener auch bis
zu 4 um (siehe Abbildung 4.41 B). In der elektronenmikroskopischen Aufnahme sind der
sechseckige, regelméllige Querschnitt der Kristalle (siehe Abbildung 4.41 E), sowie die
Ebenen des Kristallgitters gut zu erkennen (siehe Abbildung 4.41 E1). Zudem weisen die
Kristalle einen dufleren Ring mit hoher Ordnung auf, der eine zentrale Struktur mit
geringerer Dichte und einem hoheren Anteil an Fehlstellen im Gitter umschlie3t (siehe
Abbildung 4.41E).

Im Vergleich zu Sf9-Zellen verdndert sich die Morphologie der Kristalle in Zellen der
Linie High Five deutlich. Statt einzelner Nadeln oder sternférmigen Biindeln, die
moglicherweise aus einem einzelnen Kristallkeim wachsen (siehe Abbildung 4.41 A und
D), bilden sich in High Five-Zellen hingegen kaum noch Einzelkristalle. Es treten fast
ausschlie@lich Kristallaggregate auf (siehe Abbildung 4.41 C).

Das Wachstum der Kristalle erfolgt in Sf9-Zellen iiber mehrere Stunden und verlauft
kontinuierlich (siehe Abbildung 4.41B und Film 3). Wahrend der Nukleationsphase
bilden sich in den Zellen mehrere verdichtete Punkte (siehe +0 h in Abbildung 4.41 B),
von denen jedoch nicht alle zu Mikrokristallen heranwachsen. Uberschreitet der
Kristallkeim jedoch eine schwierig zu quantifizierende Schwelle, wéchst der Kristall
kontinuierlich bis zu seiner finalen Lange heran. Anschlieend bleiben die Kristalle {iber
langere Zeit stabil und {iberstehen sogar den Tod der Zelle. Der bei der Auflésung der
Plasmamembran erfolgende Umgebungswechsel vom Zytoplasma ins umgebende
Medium fiihrte nicht zu einer beobachtbaren Regression der Kristalle.

Die Untersuchung der Eignung verschiedener Zellkompartimente fiir die
Kristallisation von EGFP-uNS zeigt in Sf9-Zellen in allen Kompartimenten, auler dem
endoplasmatischen Retikulum, nadelférmige Kristalle (sieche Abbildung 4.42). Die
Addition der vier Aminosduren des Klonierungssystems der zweiten Generation im Gen
des rBV EGFP-uNS cyto v2 fithrt zu zytosolischen Kristallen, die jedoch keine glatten
Enden mehr aufweisen, sondern zerfasert wirken (Abbildung 4.42 A). Die Fusion mit
dem Kernlokalisationssignal dndert die Morphologie im Vergleich zu EGFP-uNS hingegen
nicht, fithrt aber zur ausschlief8lichen Lokalisation der Kristalle im Zellkern der infizierten
Zellen (siehe Abbildung 4.42 B).

Wird das Fusionsprotein ins ER translatiert und mittels Retentionssignal dort
zuriickgehalten, kommt es zur Anreicherung in vakuoldren Strukturen, ohne Anzeichen
auf die Bildung von Kristallen (Abbildung 4.42 D). Eine moégliche Erklarung dafiir ist die
artifizielle Glykosylierung von uNS am Asparagin 504, welches vom N-GlyDE-Tool (Pitti
et al., 2019) als wahrscheinliche N-Gykosylierungsstelle vorhergesagt wird. Wird EGFP-
uNS hingegen nicht im ER zuriickgehalten, kommt es zur Bildung sehr feiner Nadeln
(siehe Abbildung 4.42 C). Dies konnte auf die verdnderten Umgebungsbedingungen im
Golgi-Apparat oder dem endosomalen System, sowie eine Modifikation der
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Glykosylierung zuriickzufiihren sein. Zudem lasst der Fakt, dass die Fusion von EGFP-
uNS mit dem Kernlokalisationssignal zu einer normalen Kristallisation fiihrt darauf
schliel3en, dass nicht das Anfiigen von zusétzlichen Aminosduren am C-Terminus des
Fusionsproteins, sondern die verdnderten Umgebungsbedingungen im ER die
Kristallisation in diesem Kompartiment behindern.

Abbildung 4.42: Lichtmikroskopische Untersuchung der Morphologie von EGFP-uNS-Kristallen.
Zellen der Linie Sf9 (3) wurden 4 Tage nach Infektion mittels DIC und Weitfeld-Fluoreszenz am
Eclipse Ts2R-FL untersucht. A Infektion mit dem rBV EGFP-uNS cyto v2. Diese Variante bildet
nadelférmige Kristalle mit einer Lénge von bis zu 30 um. Die Enden der Kristalle erscheinen nicht
glatt, sondern laufen in eine Vielzahl feinerer Nadeln aus (siehe Pfeil). B Infektion mit dem rBV
EGFP-uNS NLS v2. Es bilden sich nadelformige Kristalle, welche den Kristallen bei Infektion mit
dem rBV EGFP-uNS stark dhneln. Allerdings sind die Kristalle ausschliefslich im Zellkern der
infizierten Zellen lokalisiert (siehe Pfeil). C Infektion mit dem rBV EGFP-uNS SSv2. Die
Translation ins ER fiihrt zur Bildung von ebenfalls nadelférmigen Kristallen mit einer Ldnge von
bis zu 6 um und einem Durchmesser von weniger als 0,5 um. Die feinen Nadeln (siehe Pfeil)
scheinen nicht miteinander verwachsen zu sein. D Infektion mit dem rBV EGFP-uNS SS-R v2. Die
Translation ins und die Retention im ER fiihrt zu einer Anreicherung des Proteins in grofSen,
vakuoldren Strukturen. Es sind keine Kristalle identifizierbar. E Infektion mit dem rBV EGFP-
uNS MTS1 v2. Die Fluoreszenz ist zu grofsen Teilen in diffusen Strukturen lokalisiert. Es sind
feine Nadeln erkennbar, welche vergleichbare AusmafSe zu den EGFP-uNS SS-Nadeln aufweisen
(siehe weifser Pfeil). Allerdings ist auch eine grofsere Zahl von deutlich kleineren Nadeln
erkennbar (siehe blauer Pfeil). F Infektion mit dem rBV EGFP-uNS MTS2 v2. Der Uberwiegende
Teil der GFP-Fluoreszenz ist in sehr feinen nadelformigen Strukturen zu finden. Diese weisen eine
Ldnge von bis zu 5um und eine Stdrke von weniger als 0,3 um auf und bilden relativ lose,
parallele Biindel.
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Die Translokation des Fusionsproteins in die Mitochondrien der Insektenzellen fiihrt
sowohl bei EGFP-uNS MTS1 v2 wie auch bei EGFP-uNS MTS2 v2 zur Bildung feiner,
nadelférmige Strukturen (siehe Abbildung 4.42 E und F). Die mit dem MTS1-Peptid
versehene Variante markiert in den meisten Zellen vorwiegend vesikuldre
Membranstrukturen und bildet dariiber hinaus einzelne, klar identifizierbare Nadeln.
Diese konnen eine Lange von bis zu 5 um erreichen bei einem Durchmesser von weniger
als 0,5 um, wobei der GroRteil der kristallartigen Strukturen eher im Bereich von 2 um
Lange liegt. Im Gegensatz dazu sind bei der mit dem MTS2-Peptid versehenen Variante
fast ausschlieBlich feine, nadelférmige Strukturen zu erkennen, welche héaufig in
parallelen Biindeln auftreten. Die Dimensionen dieser Nadeln entsprechen denen der
MTS1-Variante.

4.4.2.3 IMPDH

Die hier untersuchte Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase aus Trypanosoma brucei
bildet in den Insektenzellen dicke, nadelférmige Kristalle (siehe Abbildung 4.43 A). Diese
konnen in Sf9-Zellen mehr als 50 um, in High Five-Zellen mehr als 70 um lang werden
und somit bis {iber den Zelldurchmesser hinauswachsen. Der Kristalldurchmesser liegt in
der Regel bei ca. 2-4um, kann aber auch bis zu 10 um betragen (siehe Abbildung
4.451). Die Querschnittsfliche der Kristalle ist quadratisch (siehe Abbildung 4.43 A),
wobei das Kristallgitter aufgrund von grofen Abstdnden zwischen den Gitterpunkten
elektronenmikroskopisch gut auflosbar ist (siche Abbildung 4.32). Die Kristalle konnen
in Biindeln oder als mehrere Einzelkristalle in einer Zelle auftreten (siehe Abbildung
4.43 B). Zumeist besitzen die Kristalle ein glattes, regelméf3iges Ende, es sind aber auch
stufige oder spitze Enden beobachtbar (siehe Abbildung 4.43 A und B). IMPDH-Kristalle
sind gegeniiber einem Milieuwechsel {iberwiegend resistent und iiberstehen eine Isolation
aus den Zellen (Nass et al., 2020) (siche Abbildung 4.43 B). Dennoch konnen sowohl
Verjiingungen an den Kristallen in der intakten Zelle (siehe Abbildung 4.43 D) als auch
Schédden an den Kristallen im umgebenden Medium nach Zelllyse auftreten (siehe
Abbildung 4.43 C).
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Abbildung 4.43: Morphologie, Wachstum und Dynamik von IMPDH-Kristallen. Fiir die in A-E
gezeigten Aufnahmen wurden Insektenzellen mit dem rekombinanten Baculovirus IMPDH
infizgiert. A DIC-Aufnahme von Zellen der Linie Sf9 (3) 6 Tage nach Infektion. Die IMPDH bildet
dicke, nadelférmige Kristalle, die eine quadratische Grundfldche (siehe oberer weifSer Pfeil) sowie
teilweise stufige Enden aufweisen kénnen (siehe unterer Pfeil). B IMC-Aufnahme von High Five-
Zellen 4 Tage nach Infektion. Pro Zelle kénnen mehrere grofse Kristalle wachsen (linker Pfeil),
mit Ldngen von bis zu 100 um. Auch nach Zelllyse sind die Kristalle im Medium stabil (siehe
rechter Pfeil). C TEM-Aufnahme einer Zelle der Linie Sf9 (3) 7 Tage nach Infektion. Die Kanten
der Kristalle weisen nach Zelllyse Degradationserscheinungen in Form eines Ausfransens der sonst
hoch geordneten, glatten Kanten des Kristalls auf (siehe vergrofSerter Ausschnitt). Die in den
lichtmikroskopischen Aufnahmen sichtbaren Stufen sind hier ebenfalls erkennbar. D DIC-
Aufnahmen von Zellen der Linie Sf9 (3) 6 Tage nach Infektion. Die IMPDH-Kristalle konnen
entlang ihrer langen Achse rotieren (siehe weifSe Pfeile im linken und mittleren Teilbild). Im
Kristallschaft kann es zur Degradation in der lebenden Zelle kommen (siehe schwarze Pfeile). An
diesen Stellen kann ein Bruch der Kristalle erfolgen (siehe weifse Pfeile im rechten Einzelbild).
Der zugehorige Film 4 findet sich im Anhang. E DIC-Aufnahmen von Zellen der Linie Sf9 (3)
6 Tage nach Infektion. Die Kristalle kénnen innerhalb von wenigen Stunden zur vollen Linge
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heranwachsen und den Zelldurchmesser dabei deutlich tiberschreiten. Indiziert ist die messbare
Léinge des Kristallaggregats. Der zugehérige Film 6 findet sich im Anhang. F DIC-Aufnahmen
von Zellen der Linie High Five 3 Tage nach Infektion mit dem rBV IMPDH HA-N. Auch in
High Five-Zellen wachsen die Kristalle innerhalb von wenigen Stunden. Indiziert ist die messbare
Léinge des Kristalls. Der zugehdrige Film 7 findet sich im Anhang.

Die Kristalle der IMPDH weisen in einigen Aspekten eine iiberraschende Dynamik
auf. So konnen sie zum Beispiel um ihre Lingsachse rotiert werden (siehe Abbildung
4.43 D und Film 4). Ein Mechanismus dafiir ist bisher noch unbekannt. Zudem sind in
den Zellen die Kristalle an den beschriebenen diinneren Stellen anféllig dafiir, unter der
Last der aufgespannten Zellmembran zu brechen (siehe Abbildung 4.43 D und Film 4).
Dies ereignet sich nicht nur in Kristallen, die ihr Wachstum schon abgeschlossen haben,
sondern auch wahrend des Kristallwachstums. Die entstehenden Fragmente konnen
allerdings im Anschluss weiterwachsen (siehe Film 5). Das Wachstum der Kristalle
erfolgt, dhnlich wie bei Cathepsin B, relativ gleichmdf3ig und innerhalb von wenigen
Stunden (siehe Abbildung 4.43 E und F, Film 6 und Film 7).

Die elektronenmikroskopische Analyse von IMPDH-Kristallen in Sf9-Zellen zeigt
weitere Details der Morphogenese. So konnen sich in einer einzelnen Zelle zahlreiche
Kristalle mit Durchmessern von wenigen hundert Nanometern bis hin zu 2 um bilden
(sieche Abbildung 4.44). Dabei treten Kristalle mit intakter, regelmaiger Struktur auf,
welche die Plasmamembran ausbeulen konnen (siehe Abbildung 4.44 A2), aber auch
solche mit kleineren Fehlstellen im Gitter oder verwachsenen Gitterebenen (siehe
Abbildung 4.44 A3).

Interessant ist vor allem, dass sich groldere Kristallbruchstiicke finden (siehe
Abbildung 4.44 A4). Da derartige Strukturen nach Infektion mit anderen rekombinanten
Baculoviren nicht nachgewiesen werden konnten, sind diese Strukturen wahrscheinlich
ebenfalls aus IMPDH-Protein gebildet. Die Strukturen zeigen deutliche Kristallgitter-
ebenen, die jedoch gréRere Abstdnde zu haben scheinen als im korrekt angeordneten
Kristall (vergl. Abbildung 4.32). Die einzelnen Aggregate konnen mehrere hundert
Nanometer gro® werden, wobei eine grofere Ansammlung auch durchaus mehrere
Mikrometer Durchmesser aufweisen kann (sieche Abbildung 4.44 A). Die in diesen
Ansammlungen liegenden, zahlreichen kristallartigen Strukturen scheinen auf den ersten
Blick ungeordnet zu sein. Bei genauerer Betrachtung jedoch konnen groRere, sich
kreuzende Strukturen erkannt werden (siehe untere Ansammlung in Abbildung
4.44 Al1). Aus diesen Kristalloid-Ansammlungen konnen moglicherweise auch hoch
geordnete Kristalle hervorgehen, da sich diese in seltenen Fillen in den Kristallen
nachweisen lassen (siehe Abbildung 4.44 A3).
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Abbildung 4.44: TEM-Analyse von IMPDH-Kristallen. A Zelle der Linie Sf9 (3) fiinf Tage nach
Infektion mit dem rBV IMPDH. Im Zytoplasma der Zelle finden sich zahlreiche Kristalle, deren
quadratische Grundfldche je nach Anschnitt als Rechteck oder Trapez zu erkennen ist. Markant
stechen im TEM-Bild vor allem der p10-Kérper und zwei ca. 4 um messende, unregelmdjfsige
Kérper hervor. Bei hoherer VergrofSerung (Ausschnitt 4) sind diese als kristalline Strukturen zu
erkennen, die moglicherweise Kristallisationskeime darstellen. In Ausschnitt 2 und 3 sind weitere
Kristallgitter zu erkennen. Ausschnitt 3 zeigt einen Kristall mit einer Fehlstelle, die als Spalt in
den Kristallgitterebenen erkennbar ist (weifser Pfeil). ER -endoplasmatisches Retikulum,
KA - kristalline Aggregate, kNC - knospende Nukleocapside, M - Mitochondrium, MVK - multi-
vesikuldres Korperchen, P-pl0 Korperchen, PK - Proteinkristall, PM - Plasmamembran,
ZP - Zytoplasma.
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Abbildung 4.45: Durchlichtmikroskopische Untersuchung der Morphologie von IMPDH-Kristallen.
High Five-Zellen wurden 4 Tage nach Infektion mittels DIC am Nikon Ti2-E untersucht. Gezeigt
sind fiir IMPDH-Kristalle verallgemeinerbare Morphologien (A-C) und reprdsentative
Aufnahmen der einzelnen IMPDH-Varianten (D - I). A IMPDH-Kristalle weisen eine nadel- bzw.
stdbchenférmige Morphologie mit klaren Kanten und einem transparenten Erscheinungsbild auf
(linker Pfeil). Die Enden der Nadeln konnen glatt oder mit stufigen Absdtzen versehen sein
(rechter Pfeil). Gezeigt ist eine Infektion mit dem rBV IMPDH Y. B Die Kristalle weisen einen
quadratischen Querschnitt auf (siche weifser Pfeil). Infektion mit dem rBV IMPDH PTS1. C Es
kann selten zu einem zerfaserten Wachstum der Kristalle kommen (siehe weifSer Pfeil). Im Falle
von IMPDH HA-N (hier gezeigt) tritt dieses Phdnomen gehduft auf. D Infektion mit dem rBV
IMPDHY. Die IMPDH mit N-terminalem His-Tag zeigt nadelférmige Kristalle mit einem
Durchmesser bis 5 um Dicke und einer Ldnge von bis zu 70 um. E Infektion mit dem rBV IMPDH
cyto. Diese IMPDH-Variante kristallisiert ebenfalls in sehr regelmdfsigen nadelférmigen Kristallen
mit AusmafSen vergleichbar zur IMPDH-Variante mit N-terminalem His-Tag. F Infektion mit dem
rBV IMPDH PTS1. Mit C-terminalem SKL entstehen deutlich schmalere und kiirgere Kristalle mit
einer Dicke bis zu 3 um sowie einer Ldnge von bis zu 40 um. G Infektion mit dem rBV IMPDH
HA-N. Die Kristalle mit N-terminalem HA-Tag zeigen eine Dicke von bis zu 5 um und kdnnen in
der Ldnge bis zu 150 um erreichen. Markant ist bei dieser Variante, dass die Kristalle an den
kurzen Enden hdufig von einer glatten Kante in diinnere Kristalle iiber gehen, die wie aufgesetzt
wirken (siehe weifSe Pfeile). Hdufig kommt es auch zur Zerfaserung der Kristalle (siehe auch C).
H Infektion mit dem rBV IMPDH HA-C. Mit C-terminalem HA-Tag gzeigen die IMPDH-Kristalle
eine vergleichbare Morphologie zur IMPDH-Variante mit N-terminalem His-Tag (siehe A und D).
I Infektion mit dem rBV IMPDH LBT-N. Der N-terminale LBT-Tag fiihrt hdufig zu dickeren
Kristallen, die einen Durchmesser von bis zu 10 um erreichen kénnen. Allerdings sind hier
hdufiger Fehlstellen an den Enden und im Kristall erkennbar (siehe weifSe Pfeile).
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Mit Hilfe unterschiedlicher pFB1-Vektoren wurde die Kristallbildungsfahigkeit
verschiedener IMPDH-Varianten untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle zytosolisch
translatierten Varianten (cyto, PTS1, HA-N und HA-C, N-His, LBT-N, LBT-C) Kristalle
bilden konnen. Im ER hingegen war kein Wachstum von intrazelluldren Kristallen zu
beobachten. Die Morphologie der jeweiligen kristallbildenden Varianten der IMPDH
unterscheiden sich nur in Details (siehe Abbildung 4.45). Alle Varianten kristallisieren
in nadelférmigen Gebilden mit quadratischem Querschnitt (siehe Abbildung 4.45 A
und B). Da die Kristalle meist eine sehr hohe Ordnung aufweisen, erscheinen sie in
durchlichtmikroskopischen Aufnahmen transparent (siehe Abbildung 4.45D). Die
Varianten IMPDH cyto, IMPDH PTS1 und IMPDH HA-C bilden sehr regelméf3ige Kristalle
mit Dimensionen vergleichbar zur Variante mit N-terminalem His-Tag (siehe Abbildung
4.45E, F und H). Allerdings unterscheidet sich die Effizienz der Kristallbildung. Wahrend
IMPDH cyto und PTS1, vergleichbar zur IMPDH mit His-Tag, Kristalle in ca. 60 % der
Zellen bilden, kristallisiert IMPDH HA-C nur in ca. 30 % der Zellen.

Die Kristalle der IMPDH mit N-terminalem HA-Tag wachsen hingegen in bis zu ca.
80 % der Zellen und weisen auch in ihrer Morphologie einige Besonderheiten auf. So
bilden sich auch hier nadelférmige Kristalle mit einem glatten Ende. Anstatt der teilweise
groflen Stufen, welche vor allem bei IMPDH N-His zu finden sind, zeigen sich hier
diinnere, aufgesetzt wirkende, Nadeln (sieche Abbildung 4.45 G). Zudem koénnen die
Kristalle eine Lange von bis zu 150 um erreichen und damit doppelt so lang werden wie
alle anderen Varianten. Allerdings kommt es hier auch ofters zu einem faserartigen
Erscheinungsbild der Kristalle (siehe Abbildung 4.45 C). Dieses Phanomen konnte bei
den anderen Varianten nicht beobachtet werden.

4.4.2.4 GMPR

Die Guanosin 5-Monophosphat Dehydrogenase aus Trypanosoma brucei bildet in
High Five-Zellen ebenfalls nadelférmige Kristalle, welche am ehesten mit den Kristallen
von IMPDH vergleichbar sind (sieche Abbildung 4.46). Das aus T. brucei stammende
Enzym weist eine starke strukturelle Homologie zur IMPDH des selben Parasiten auf
(Imamura et al., 2020; Nass et al., 2020). Aus dieser strukturellen Homologie scheint sich
auch ein &hnlicher Kristallaufbau bei Expression der entsprechenden Gene in den
Insektenzellen zu ergeben. GMPR kristallisiert in Form sehr regelméRiger Stabchen, die
den Zelldurchmesser deutlich iiberschreiten und bis zu 100 um lang werden kénnen
(siehe Abbildung 4.46 A und B). Die Kristalle weisen eine zytosolische Lokalisation auf
und haben einen rechteckigen Querschnitt (siehe Abbildung 4.46 D). In den meisten
Zellen der High Five-Linie bildet sich nur ein einzelner, lichtmikroskopisch sichtbarer
Kristall aus, in einigen auch bis zu fiinf etwas kleinere Kristalle (sieche Abbildung 4.46
B). Einige GMPR-Kristalle konnen ein defektes Kristallwachstum in Form von gespaltenen
Kristallen aufweisen, die wie ineinander iibergehende Nadeln aussehen (siehe Abbildung
4.46 C). Dies lasst eine gewisse Mosaizitit erwarten, die sich negativ auf die Qualitit der
Beugung von Rontgenstrahlung auswirken kann (Thompson, 2017). Die meisten Kristalle
scheinen allerdings, von der Transparenz im DIC ausgehend, hoch geordnet zu sein.
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Abbildung 4.46: Morphologie von GMPR-Kristallen. High Five-Zellen wurden 4 Tage nach Infektion
mit dem rBV GMPR cyto v2 mittels DIC und Weitfeld-Fluoreszenz am Nikon Eclipse Ti2-E
untersucht. A GMPR bildet in den Insektenzellen sehr regelmdfSige, stdbchenférmige Kristalle. Die
Enden erscheinen glatt und regelmdfSig. In der Regel bildet sich nur ein grofSer Kristall pro Zelle
aus. B Die Kristalle kénnen in High Five-Zellen bis zu 100 um lang werden. C In einem geringen
Anteil der Zellen ist ein unregelmdfSiges Kristallwachstum in Form von aufgespaltenen Kristallen
erkennbar (siehe weifse Pfeile). D Anhand der Schnittfldche eines senkrecht zur Abbildungsebene
stehenden Kristalls ist die rechteckige Grundfldche erkennbar (siehe weifSe Pfeile). Im
Fluoreszenzkanal, der die Fluoreszenz des EYFP-Reporterproteins zeigt, ist die Grundfldche der
Kristalle und ihre zytosolische Lokalisation gut erkennbar. ZK - Zellkern. ZP - Zytoplasma.

4.4.2.5 HEX-1

HEX-1 ist der Hauptbestandteil der Woronin-Korper in Neurospora crassa und bildet
darin ein kristallines Kérperchen, um die Septumporen im Falle einer Zellverletzung zu
verschlieen (Yuan et al., 2003). Da das Protein evolutionédr darauf optimiert wurde, in
den Zellen des Pilzes zu kristallisieren, wurde hier untersucht, ob diese Kristallisation
ebenfalls in Insektenzellen funktioniert und wie sich das Protein in den verschiedenen
Kompartimenten der Insektenzellen verhalt.

Wird das native HEX-1 Protein in den Insektenzellen produziert, kommt es zur
Bildung einzelner, blockiger Strukturen (siehe Abbildung 4.47 A). Diese weisen einen
sechseckigen Querschnitt auf und dhneln stark den nativen Woronin-Kérperchen (Jedd &
Chua, 2000), werden allerdings deutlich grof3er. Ein geringerer Teil der Zellen bildet auch
bipyramidale Strukturen aus. In der Regel wird nur eine derartige Struktur in den Zellen
gebildet, selten einige wenige in der gleichen Zelle. Wie in Abbildung 4.47 weiterhin zu
erkennen ist, treten in allen getesteten Zellkompartimenten, bzw. in Kombination mit
allen verwendeten Lokalisations-sequenzen, regelma3ige Strukturen in den Zellen auf.
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Abbildung 4.47: Durchlichtmikroskopische Untersuchung der Morphologie von HEX-1-Kristallen.
High Five- (A -J) oder Sf9(1)-Zellen (K, I) wurden 4 Tage nach Infektion mittels DIC am Nikon
Ti2-E untersucht. A Infektion mit dem rBV HEX-1 ori. Die HEX-1-Kristalle wachsen meist
blockférmig und weisen einen sechseckigen Querschnitt auf (siehe gelber Pfeil). Sie kénnen bis
zu 10 um Kantenldnge aufweisen. Wenige Kristalle zeigen eine bipyramidale Form (siehe weifser
Pfeil). B Infektion mit dem rBV HEX-1 cyto. Diese Variante bildet spindelformige Kristalle mit
einer Ldnge von bis zu 40 um. An der Verdickung in der Mitte konnen die Kristalle einen
Durchmesser von bis zu 8 um erreichen. C Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C. Es bilden sich
bipyramidale Kristalle, die zumeist eine quadratische Grundfldche aufweisen (siehe Pfeil) und
eine Ldnge von bis zu 12 um (von Spitze zu Spitze) sowie eine Kantenldnge in der Grundfldche
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von bis zu 7 um erreichen. Kristalle dieser Variante sind iiberraschenderweise nur im Zellkern zu
beobachten (vergl. Abbildung 4.49). D Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-N. Hier entstehen
ebenfalls bipyramidale Kristalle mit einer Ldnge von bis zu 5 um und einer Kantenldnge von bis
zu 2 um. E Infektion mit dem rBV HEX-1 PTS1. Die Kristalle dieser Variante sind mit einer Linge
von bis zu 25 um und einer Kantenldnge von bis zu 10 um grofSer als die Kristalle der anderen
Varianten mit bipyramidaler Morphologie. F Infektion mit dem rBV HEX-1 SS. Diese Variante
bildet, vergleichbar mit HEX-1 cyto, spindelférmige Kristalle, die aber im Normalfall nicht ldnger
als 8 um werden. In seltenen Ausnahmen kénnen sie jedoch auch iiber den Zelldurchmesser
hinauswachsen und bis zu 40 um lang werden, wobei sie aussehen, als ob mehrere Spindeln
aufeinander gesteckt wdren (siehe Kristall in F). G Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R. Diese
bilden die kleinsten bipyramidalen Kristalle. Deren Linge liegt bei nur wenigen Mikrometern und
der Durchmesser bei ca. 1 um. H Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R HA-C. Zu beobachten sind
hier bipyramidale Kristalle mit einer Ldnge von bis zu 6 um und einem Querschnitt von bis zu
2 um. I Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R HA-N. Es bilden sich bipyramidale Kristalle, vergleich-
bar mit HEX-1 SS-R HA-C, mit einer Ldnge von bis zu 6 um und einem Querschnitt von bis zu
2 um. J Infektion mit dem rBV HEX-1 NLS v2. Zu beobachten sind vorwiegend bipyramidale
Kristalle mit einer Ldnge von bis zu 25 um, aber auch spindelférmige Kristalle mit breiteren
Enden und einer Ldnge von bis zu 15 um. Die Kristalle wachsen sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma der Zellen. K Infektion mit dem rBV HEX-1 MTS1 v2. Es sind spindelférmige (siehe
cyanfabener Pfeil) und bipyramidale (siehe weifSer Pfeil) Kristalle zu finden, welche nicht ldnger
als 2 um werden. L Infektion mit dem rBV HEX-1 MTS2 v2. Auch bei dieser Variante sind
spindelférmige (siehe gelber Pfeil) und bipyramidale (siehe weifSer Pfeil) Kristalle zu finden,
welche Ldngen von maximal 2 um erreichen.

Dabei sind zwei verschiedene Kristallmorphologien zu beobachten, einerseits eine
nadel- bzw. spindelférmige Variante (sieche Abbildung 4.47 B und F), andererseits eine
bipyramidale Form (siehe Abbildung 4.47 E und H). Die bipyramidale Form kann auch
exklusiv vorkommen, wohingegen die spindelférmige, die zudem nur bei HEX-1 cyto
(siehe Abbildung 4.47 B) und HEX-1 SS (sieche Abbildung 4.47 F) auftritt, nur in
Kombination mit der bipyramidalen Morphologie zu finden ist. Alle Varianten, die im
Anschluss an die Translation noch eine Lokalisationssequenz oder einen HA-Tag tragen,
kristallisieren in der bipyramidalen Form. Ausnahmen bilden die mit einer NLS versehene
Variante, die zu einem geringen Teil auch spindelférmige Kristalle bildet (siehe
Abbildung 4.47 J) und die mit MTS versehenen Varianten, welche beide Kristallformen
bilden konnen (siehe Abbildung 4.47 K und L). Weiterhin unterscheiden sich die Grol3en
der Kristalle zwischen den Varianten mit verschiedenen C- und N-terminalen Sequenzen
deutlich. Die voluminésesten, spindelférmigen Kristalle bildet HEX-1cyto (siehe
Abbildung 4.47 A). Diese werden bis zu 40 um lang und in der Mitte bis zu 8 um dick.
Zu den Enden hin verdiinnen sich die Kristalle, bevor sie in einem glatten Schnitt ohne
Spitze enden (siehe Abbildung 4.47 A). Auch im ER konnen sich spindelférmige Kristalle
bilden, welche allerdings deutlich kiirzer und schmaler ausfallen (siehe Abbildung 4.47 E
und F). Der Durchmesser dieser Variante {iberschreitet 2um nur selten. Bei den
bipyramidalen Kristallen gibt es ebenfalls Unterschiede in der Kristallgrof3e. Die grof3ten
Kristalle treten dabei bei HEX-1 PTS1 auf (siehe Abbildung 4.47 D). Diese konnen eine
Lange (von Spitze zu Spitze) von bis zu 25 um und eine Kantenldnge im Zentrum von bis
zu 10 um erreichen. Die Kristalle von HEX-1 HA-C erreichen Mal3e von bis zu 12 x 7 um
(sieche Abbildung 4.47B). Alle anderen Varianten bleiben deutlich darunter und
erreichen hochstens halb so hohe Werte (siehe Abbildung 4.47 G -1). Die kleinsten
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Kristalle werden von den MTS1- und MTS2-Varianten in den Mitochondrien gebildet, wo
die Kristalle nicht groRer als 2 um werden und meist deutlich darunterbleiben.

Die spindelférmige Variante der Kristalle besitzt einen sechseckigen Querschnitt,
vergleichbar mit den in Neurospora crassa nativ auftretenden Kristallen (siehe Abbildung
4.48 A und B), wohingegen die bipyramidalen Kristalle verschiedene Grundfldchen
aufweisen. Dabei konnen nahezu quadratische Grundflichen vorkommen (siehe
Abbildung 4.48 C und D), aber auch sechseckige Variationen mit teils symmetrischen
(siehe Abbildung 4.48 E), teils asymmetrischen bzw. ungleichmifligen Seitenldngen
(siehe Abbildung 4.48F). Weiterhin lassen sich viereckige Schnittebenen mit
symmetrischen, aber ungleichméf3ig verteilten Seitenkanten (siehe Abbildung 4.48 G),
sowie dhnliche Formen mit abgerundet wirkenden Ecken (siehe Abbildung 4.48 H)
beobachten. Alle Varianten kristallisieren mit einer hochdichten Packung der Proteine im
Kristallgitter, da dieses in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen bei keiner

Vergrofderung aufgelost werden kann.
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Abbildung 4.48: Vergleich der Schnittfldchen verschiedener HEX-1 Kristallformen. High Five-Zellen
wurden mit dem jeweiligen rekombinanten Virus infiziert und 4 Tage nach Infektion fiir die
Elektronenmikroskopie vorbereitet. A Infektion mit dem rBV HEX-1 cyto. Die sich im Zytoplasma
und dem Zellkern bildenden spindelférmigen Kristalle zeigen einen sechseckigen Querschnitt. B
Infektion mit dem rBV HEX-1SS. Die im ER entstehenden spindelférmigen Kristalle zeigen
ebenfalls einen sechseckigen Querschnitt. C Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C. Die bei dieser
Variante gebildeten bipyramidalen Kristalle kénnen, je nach Ebene und Winkel des Anschnitts,
einen quadratischen Querschnitt aufweisen. D, E Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R. Diese
Variante bildet ebenfalls bipyramidale Kristalle im ER. Gezeigt sind symmetrische Anschnitte mit
vier (D) oder sechs Ecken (E), die auf unterschiedliche Grundfldchen schliefsen lassen. F Infektion
mit dem rBV HEX-1 SS-R HA-N, welcher bipyramidale Kristalle im ER bildet. Es treten hier auch
Grundformen mit sechs Ecken und ungleichmdlfsig langen Seiten auf. G, H Infektion mit dem rBV
HEX-1 PTS1. Zu erkennen ist eine spitz zulaufende Fldche mit nur vier Ecken, welche aus einem
schrdgen Anschnitt eines bipyramidalen Kristalls mit quadratischer Grundfldche resultieren
kann (G). Es sind aber auch Kristalle mit unregelmdfsigen Kanten und abgerundeten Ecken zu
finden (H).
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Eine unerwartete Lokalisation liel3 sich bei der C-terminal mit einem HA-Tag
versehenen Variante von HEX-1 beobachten. Diese bildet, wie auch alle anderen mit
zusatzlichen Aminosduren versehenen Varianten, bipyramidale Kristalle. Besonders ist
hier, dass die Kristalle ausschlief3lich im Zellkern wachsen (siehe Abbildung 4.47 B).

Das baculovirale Protein pl0O bildet im Zellkern von infizierten Insektenzellen
filamentose Korperchen, welche ihrerseits mit anderen, elektronendichten Strukturen,
den sogenannten Spacern, interagieren (siehe Kapitel 4.4.1). Im Wildtyp-Virus unterstiitzt
pl0 die Bildung der Kalyx/Polyhedronhiille (polyhedron envelope, PE), welche die
nahtlose Oberflaiche von neu gebildeten Polyhedra darstellt (Van Oers & Vlak, 1997;
Rohrmann, 2019). Diese Kalyx wird in rekombinanten Baculoviren, in welchen das
Polyhedringen deletiert wurde, als elektronendichte Spacer sichtbar. In elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen zeigt sich nun, dass die Kristalle von HEX-1 HA-C im
Zellkern offensichtlich mit dem baculoviralen p10-Protein bzw. den Spacern interagieren
(siehe Abbildung 4.49). Die Oberflache der Kristalle ist von einer elektronendichten
Schicht bedeckt (siehe Abbildung 4.49 B2 und C3). Mit dieser Schicht sind zwei
verschiedene Arten filamentOser Strukturen verbunden. Die erste bildet kurze Filamente,
welche in das Nukleoplasma hineinragen (sieche Abbildung 4.49 Al und B2). Diese
Filamente stehen nahezu senkrecht von der Oberfldche des Kristalls ab, wirken aber nicht
weiter geordnet. Sie erreichen eine Lange von ca. 200 bis 400 nm und sind am Ende mit
keinen weiteren elektronenmikroskopisch sichtbaren Strukturen verbunden (siehe
Abbildung 4.49 B2). Vergleichbare Strukturen sind auch bei Kristallen von HEX-1 cyto
zu finden. Die spindelférmige Variante dieser Kristalle wachst zum Teil ebenfalls im
Zellkern heran und interagiert dort in vergleichbarem Ausmal} mit den p10-Strukturen
(siehe Abbildung 4.48 A).

Die zweite Art von Filamenten ist eine ldngere Version, welche deutlich dichter
erscheinen und in die bekannten p10-Korper miinden (siehe Abbildung 4.49 A). Diese
sind wiederum mit den elektronendichten Spacern verwoben (Abbildung 4.49 A1) oder
miinden in diese (Abbildung 4.49 C3). Die langen filamentosen Strukturen kénnen
durchaus den Zellkern durchspannen und dabei mehr als 10 um an Linge aufweisen
(siehe Abbildung 4.49 A). Zudem konnen einzelne HEX-1 Kristalle iiber die langere
Version der Filamentstrukturen miteinander verbunden sein, wobei auch netzartige
Strukturen entstehen konnen (siehe Abbildung 4.49 C).

Die beschriebenen Strukturen konnen lichtmikroskopisch auch in lebenden
Insektenzellen nachgewiesen werden. Bei der Infektion von High Five-Zellen mit dem rBV
HEX-1 HA-C wird zuséatzlich auch EYFP als zytoplasmatisches, losliches Protein
produziert. EYFP kann aufgrund seiner geringen Gré3e in der Zelle frei diffundieren und
sich im Zellkern anreichern. Dabei ist die lokale Verteilung des EYFPs abhédngig von den
vorhandenen Strukturen. Diese Verteilungsunterschiede konnen zur Sichtbarmachung
von ebendiesen zelluldren Strukturen genutzt werden. Wie in Abbildung 4.49D zu
erkennen ist, werden die bipyramidalen Kristalle im Kern von einem wolkenférmigen
Gebilde umgeben, welches mit den elektronenmikroskopischen p10-Strukturen
vergleichbar ist. Dies ist insbesondere auch in der Animation des gesamten Z-Stapels der
gezeigten Aufnahme gut zu erkennen (siehe Film 8 im Anhang).
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Abbildung 4.49: Interaktionen von baculoviralem pl0-Protein mit HEX-1 HA-C Kristallen im
Zellkern. A - C High Five-Zellen wurden 4 Tage nach Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C fixiert,
fiir die Mikroskopie vorbereitet und im Transmissionselektronenmikroskop dokumentiert. Zu
erkennen ist, dass die Kristalle ausschliefslich im Zellkern wachsen. Dort kommt es zu einer
Interaktion mit viralen Strukturen, insbesondere den Spacern und p10. A Die filamentésen
Strukturen eines plO-Korpers interagieren mit einer Seitenfliche des bipyramidalen
Proteinkristalls. Die anderen Fldchen sind ebenfalls von, hier im Bild sehr kurzen, Filamenten
umgeben, die nicht mit weiteren Strukturen interagieren. B Die Seitenfldchen der Kristalle
erscheinen in dieser Aufnahme kontrastreicher und sind von einer elektronendichten Schicht
bedeckt, die den Spacern in p10-Kérpern dhnelt. Von dieser Schicht stehen saumartig Filamente
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senkrecht vom Kristall ab. C Die p10-Filamente konnen auch in stdrker gebiindelten Strukturen
verlaufen und dabei mehrere Kristalle miteinander verbinden. D Eine High Five-Zelle 5 Tage nach
Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C. Gezeigt sind konfokale Aufnahmen in verschiedenen Ebenen
eines Z-Stapels der gesamten Zelle unter Anregung der Fluoreszenz des EYFPs. Dieses wird parallel
zum HEX-1 gytosolisch produgziert und kann frei in der Zelle, und somit auch in den Zellkern,
diffundieren. Die unterschiedlichen zelluldren Strukturen lassen sich somit in einer Art Negativ-
Fdrbung darstellen. Zu erkennen ist, wie die HEX-1 Kristalle im Zellkern von einer Art Wolke
umgeben sind, die den p10-Strukturen in der elektronenmikroskopischen Aufnahme dhnelt. Der
gugehorige Film 8 mit einer Animation des gesamten Z-Stapels findet sich im Anhang.
F - filamentéses p10-Protein, FS - fibrilldre Struktur, KM — Kernmembran, P - p10-Kérperchen,
PK - Proteinkristall, PM - Plasmamembran, S — elektronendichter Spacer, VS — virogenes Stroma,
ZK - Zellkern, ZP — Zytoplasma.

Das Wachstum der Proteinkristalle nach Infektion von High Five-Zellen mit dem rBV
HEX-1 cyto erfolgt etwas anders als dies von CatB, IMPDH und EGFP-uNS bisher bekannt
ist. HEX-1 cyto bildet wie beschrieben zwei unterschiedliche Kristallmorphologien. Beide
wachsen insofern mit einer vergleichbaren Dynamik, dass die Kristalle zu Beginn
innerhalb weniger Minuten mehrere Mikrometer Linge erreichen (siehe Abbildung
4.50). Anschlieend verlangsamt sich das Wachstum stark, setzt sich aber, wiederum
vergleichbar mit den bisher untersuchten Proteinen, iiber mehrere Stunden hinweg
gleichmaf3ig fort. Dabei gehen Dicken- und Langenwachstum Hand in Hand.

Abbildung 4.50: Wachstum von HEX-1-Kristallen in infizierten High Five-Zellen. Diese wurden mit
dem rekombinanten Baculovirus HEX-1 cyto infiziert und 2 Tage nach der Infektion mittels DIC
auf dem Nikon Ti2-E untersucht. A Das Wachstum der spindelférmigen Kristalle erfolgt zu Beginn
sehr schnell. Innerhalb weniger Minuten entstehen mehrere Mikrometer messende Kristalle.
Anschliefsend erfolgt iiber mehrere Stunden hinweg ein langsameres Wachstum. Indiziert sind
die messbaren Ldngen der wachsenden Kristalle. Weifse Pfeile zeigen auf gerade sichtbare
Kristallkeime. Der zugehorige Film 9 findet sich im Anhang. B Das Wachstum der bipyramidalen
Kristalle erfolgt mit einer zu den spindelformigen Kristallen vergleichbaren Dynamik. Der
zugehorige Film 10 findet sich im Anhang.
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4.4.2.6 Luciferase

Die Luciferase aus dem Leuchtkédfer Photinus pyralis wachst in sehr langen,
nadelférmigen Kristallen. In Sf9-Zellen konnen diese eine Ldnge von bis zu 210 um
erreichen (siehe Abbildung 4.51 A). Damit erreichen die Kristalle ein Vielfaches des
Zelldurchmessers. Der Durchmesser der Kristalle hingegen liegt nicht oberhalb von 2 um.
In der Regel wachsen in den Sf9-Zellen 1 bis 5 lichtmikroskopisch sichtbare Kristalle pro
Zelle. High Five-Zellen hingegen konnen dutzende Kristalle in einer Zelle bilden, welche
die Zelle regelrecht aufspannen (siehe Abbildung 4.51 B) und zudem deutlich grof3ere
Ausmalfde annehmen konnen. Sie erreichen dabei Langen von bis zu 360um und
Durchmesser von bis zu 6 um. Die Kristalle weisen in allen Fillen einen quadratischen
Querschnitt auf (siehe mittleres Panel in Abbildung 4.51 C).

Die Untersuchung der Kristallisation der Luciferase in verschiedenen
Kompartimenten der Insektenzellen zeigt, dass, unabhidngig von der verwendeten
Zelllinie, bei zytosolischer (siehe Abbildung 4.51C und D) sowie peroxisomaler
Lokalisation (siehe Abbildung 4.51 E) eine Kristallbildung moglich ist. Bei Translokation
ins ER hingegen kommt es nicht zur Bildung lichtmikroskopisch sichtbarer Kristalle. Die
Morphologie der Kristalle im Zytosol bzw. in Peroxisomen unterscheidet sich nur
geringfiigig. Es werden immer nadelférmige Kristalle mit quadratischem Querschnitt
gebildet und auch die Kristallpackung erscheint in den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen vergleichbar (siehe Abbildung 4.51 C - E).

Allerdings unterscheidet sich die Effizienz der Kristallbildung zwischen den
Varianten deutlich. So bildet Luciferase® cyto (mit nativem, C-terminalem SKL) in bis zu
80 % der High Five-Zellen Kristalle aus, wohingegen Luciferase™ cyto (mit deletiertem SKL
am C-Terminus) nur in bis zu 30 % der Zellen zur Kristallbildung fiihrt (siehe Kapitel
4.5.1). Die Variante Luciferase” PTS1 ist nochmals weniger effizient in der Bildung von
Kristallen.

Eine Besonderheit bei der Kristallisation von Luciferase ist die erhebliche Dynamik
dieses Prozesses. Die Bildung der Kristalle erfolgt in High Five-Zellen innerhalb weniger
Stunden und damit vergleichbar mit IMPDH, HEX-1 und Cathepsin B (siehe Abbildung
4.52 A und Film 11). Einmal gebildete Kristalle konnen sich in der intakten Zelle auch
wieder auflosen. Dieser Prozess ist — iiberraschenderweise — wiederum reversibel (siehe
Abbildung 4.52 C und Film 13). Die Zelle ist also in der Lage, die Kristalle reversibel auf-
und abzubauen. Dieser Prozess ist scheinbar an die Umgebungsbedingungen der Zellen
gekoppelt. Der Transfer der Zellen aus dem 27 °C-Inkubator auf den geheizten Objekttisch
ging mit einer kurzzeitigen Reduktion der Temperatur auf ca. 21 °C einher. Dies reichte
aus, um einen {ber viele Zellen synchronisierten Abbau der Kristalle auszulosen. Nach
wenigen Stunden kam dieser zum Stehen und ein Wachstum derselben Kristalle setzte
wieder ein.
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Abbildung 4.51: Morphologie von kristallbildenden Luciferase-Varianten in Insektenzellen. A DIC-
Aufnahme von Zellen der Linie Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase. Es bilden
sich lange, nadelformige Kristalle, die einen Durchmesser von nicht mehr als 2 um und eine Linge
von bis zu 210 um erreichen. B IMC-Aufnahme von High Five-Zellen 4 Tage nach Infektion mit
dem rBV Luciferase. In High Five-Zellen kénnen sich mehrere lange, nadelférmige Kristalle bilden.
Die Zellen zeigen dabei eine extrem hohe Flexibilitdt der Plasmamembran. C High Five-Zellen
4 Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase® cyto. Die Kristalle erreichen Lidngen von bis zu
360 um, mit Durchmessern zumeist kleiner als 2um. DIC-Aufnahmen zeigen, dass sich die
Nadeln parallel zueinander anordnen konnen. TEM-Aufnahmen zeigen, dass sich dutzende feine
Kristallnadeln in einer Zelle bilden kénnen. Diese konnen parallel zueinander liegen, ohne
miteinander verwachsen zu sein. Bei hoher Vergrofserung kann das Kristallgitter aufgelost
werden. Der vergrofserte Kristall ist mit einem lila Pfeil markiert. D High Five-Zellen 4 Tage nach
Infektion mit dem rBV Luciferase cyto. Es zeigen sich ebenfalls nadelformige Kristalle mit
vergleichbarer Morphologie. Jedoch kdnnen Kristallldingen von mehr als 350 um erreicht werden.
Es bilden sich teilweise sehr feine Nadeln, die biegbar sind und bogenformig in der Zelle liegen
konnen (siehe weifSer Pfeil). Unter hoher VergréfSerung sind in der TEM-Aufnahme dicht gepackte
Gitterstrukturen auflosbar (vergrofserter Kristall, siehe weifser Pfeil im mittleren Teilbild). E High
Five-Zellen 4 Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase PTS1. Auch hier zeigen sich
nadelférmige Kristalle mit zu den anderen Varianten vergleichbarer Morphologie. Trotz dichter
Kristallpackung kénnen die Gitterebenen mittels TEM aufgelost werden (vergrofserter Kristall,
siehe weifSer Pfeil im mittleren Teilbild).
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Abbildung 4.52: Wachstum und Dynamik von Luciferase-Kristallen. A Das Ldngenwachstum der
nadelformigen Kristalle erfolgt innerhalb weniger Stunden. Gegzeigt sind DIC-Aufnahmen
beginnend 2 Tage (= 0 h) nach Infektion von High Five-Zellen mit dem rBV Luciferase™ cyto.
Indiziert sind die messbaren Lingen ausgewdhlter Kristalle. Der zugehdrige Film 11 findet sich
im Anhang. Bemerkenswert ist, dass mit dem spdt erfolgenden Dickenwachstum des Kristalls eine
Aussteifung der initial vorhandenen Kriimmung erfolgt. B DIC-Aufnahmen beginnend 4 Tage
nach Infektion von Sf9 (3)-Zellen mit dem rBV Luciferase (= 0 h). Die Kristalle sind im Zell-
kulturmedium nicht stabil und daher auf die Integritdt der Zelle angewiesen. Mit dem Zelltod
durch die virale Infektion wird die Membranintegritdt gestort (siehe weifser Pfeil zum
19 h-Zeitpunkt) und die Auflosung der Kristalle beginnt. Je nach Grad der Bedeckung mit
Zellmembran kann der Abbau an einigen Stellen schneller voranschreiten (siehe weifSe Pfeile zum
Zeitpunkt 26:34 h). Dies kann schlieflich zum Auseinanderbrechen des Kristalls fiihren (siche
weifSe Pfeile zum Zeitpunkt 27:22 h). Der zugehérige Film 12 findet sich im Anhang. C DIC-
Aufnahmen von High Five-Zellen beginnend zwei Tage nach Infektion mit dem rBV Luciferase*
cyto. Luciferase-Kristalle zeigen ein dynamisches Wachstum. Sie kénnen im Verlauf ihres
Entstehens teilweise wieder abgebaut werden und anschliefSend weiterwachsen. Indiziert sind die
messbaren Kristallldngen. Der zugehorige Film 13 findet sich im Anhang. D Die Aktivierung der
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Engzymaktivitdt der Luciferase fiihrt zum schnellen Abbau der Kristalle. Innerhalb von Sekunden
nach Zugabe von Luciferin wird fiir ca. 2 min Chemilumineszenz erzeugt. Wdhrenddessen lésen
sich die Kristalle auf (siehe weifSe Pfeile). Gezeigt sind DIC-Aufnahmen sowie Aufnahmen der
durch den Umsatz von Luciferin erzeugten Chemilumineszenz. Die Bilder im Chemilumi-
neszenzkanal wurden mit 10 s Belichtungszeit aufgenommen. Die Zugabe von Luciferin erfolgte
vier Tage nach Infektion der Sf9 (3)-Zellen mit dem rBV Luciferase. Der zugehorige Film 14
findet sich im Anhang. E DIC-Aufnahmen infizierter Zellen der Linie Sf9 (3) vier Tage nach
Infektion mit dem rBV Luciferase. Luciferase-Kristalle lésen sich innerhalb von Sekunden nach
der Zugabe von Luciferin auf der gesamten Linge des Kristalls gleichzeitig auf. Der zugehérige
Film 15 findet sich im Anhang.

Dieses Phidnomen liel3 sich bisher nur im Kristallisationsprozess der Luciferase
beobachten. Zudem ist bemerkenswert, dass es sehr friilh zu einem enormen
Langenwachstum kommen, welches das mehrfache des Zelldurchmessers erreicht. Das
Dickenwachstum reicht hingegen nicht aus, um gegen die Spannung der Zellmembran
anzukommen. Dies resultiert in gebogenen Kristallen, welche durch ein nachfolgendes
Dickenwachstum wieder ausgesteift und in die Nadelform iiberfithrt werden kénnen
(siehe Abbildung 4.52 A und Film 11).

Luciferase-Kristalle sind weiterhin deutlich sensitiver in Bezug auf die
Umgebungsbedingungen als die bisher beschriebenen in cellulo-Kristalle. Direkt nach dem
Zelltod bzw. der Zelllyse beginnen die Kristalle sich aufzulosen. Dieser Prozess kann sich,
je nachdem wie viel der Kristalloberflache dem Zellkulturmedium ausgesetzt ist, zwischen
30 min und 2 h hinziehen (siehe Abbildung 4.52 B und Film 12). Die Ursache dieser
Instabilitét ist bisher noch unklar, eine mogliche Ursache konnte aber die Beweglichkeit
des Enzyms sein. Luciferase katalysiert die Reaktion von Luciferin mit ATP und
molekularem Sauerstoff zu elektronisch angeregtem Oxyluciferin. Dieses gibt bei der
Relaxation, also der Riickkehr in seinen Grundzustand, Photonen im sichtbaren Spektrum
ab, was wiederum als Biolumineszenz bezeichnet wird (Pinto da Silva & Esteves da Silva,
2012). Bei dieser Reaktion bewegen sich die N- und C-terminale Doméne sehr stark
gegeneinander (Szarecka, Xu & Tang, 2007), wodurch die Aufrechterhaltung von
Kristallkontakten nicht mehr gewéhrleistet sein konnte.

Die Zugabe von Luciferin-Ethylester, eines membrangangigen Luciferin-Derivats, ins
Medium von kristalltragenden Insektenzellen fithrt zur Aktivierung der Luciferase und
der Erzeugung von Biolumineszenz, die mit entsprechenden optischen Filtern detektiert
werden kann (siehe Abbildung 4.52 D und Film 14). Die erzeugte Lumineszenz ist
allerdings nur sehr schwach und lésst schon nach wenigen Sekunden nach. Zudem ist sie,
trotz der theoretisch hoheren lokalen Konzentration des Proteins im Kristall, nicht starker
als die von der im Zytoplasma befindlichen freien Luciferase erzeugten Lumineszenz. Die
Kristalle der Luciferase werden durch diese Aktivierung innerhalb von Sekunden (siehe
Abbildung 4.52 D und E), sowie entlang der gesamten Ausdehnung des Kristalls (siehe
Abbildung 4.52 E und Film 15), vollstindig aufgelost.

4.4.2.7 Bildung von Kristallen verschiedener Proteine in derselben Zelle

Proteine sind offenbar in der Lage, in den hochkomplexen Umgebungen der
verschiedenen Zellkompartimente, welche eine Vielzahl an Salzen, Proteinen, Nuklein-
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sduren und kleinen Molekiillen enthalten, zu kristallisieren. Es stellt sich in diesem
Zusammenhang jedoch die Frage, ob es bei gleichzeitiger Uberexpression zweier
rekombinanter Gene und der damit einhergehenden intensiven Proteinproduktion immer
noch zur Kristallbildung und damit zur Phasenseparierung zwischen Zielprotein und der
Umgebung kommt. Der Fall, dass die Kristallisation eines Proteins bei Ko-Produktion
eines 16slichen, selbst nicht kristallisierenden Proteins stattfindet, konnte schon bei der
Verwendung des EmBacY-Bacmids beobachtet werden. Dabei wird das
Fluoreszenzprotein EYFP parallel zum Zielprotein produziert, bildet selbst aber keine
Kristalle (siehe Kapitel 4.2). Dies scheint die Kristallisation des Zielproteins nicht zu
beeintrachtigen.

Abbildung 4.53: Die Ko-Kristallisation zweier verschiedener Proteine in derselben Insektenzelle ist
moglich. A Ko-Infektion mit den rBVs Luciferase und EGFP-uNS, hier in Zellen der Linie Sf9 (3),
aufgenommen 4 Tage nach Infektion. B Ko-Infektion mit den rBVs IMPDH und EGFP-uNS,
ebenfalls in Zellen der Linie Sf9 (3), aufgenommen 4 Tage nach Infektion. Gezeigt sind
Uberlagerungen von DIC- und Fluoreszenzaufnahmen. In beiden Fillen bilden jeweils beide
rekombinanten Proteine Kristalle, die, obwohl sie in der gleichen Zelle wachsen, sich gegenseitig
nicht beeinflussen. Aufgrund der Fluoreszenz des EGFPs lassen sich beide Kristalltypen leicht
identifizieren.

Zusatzlich wurde untersucht, ob bei Ko-Produktion zweier kristallisierender Proteine
in derselben Zelle eines oder beide weiterhin in der Lage sind, Kristalle zu bilden. Um die
verschiedenen Proteinkristalle gut auseinander halten zu konnen, wurden Sf9-Zellen mit
dem rBV EGFP-uNS infiziert, da das produzierte Fusionsprotein fluoreszierende Kristalle
bildet. In Kombination dazu wurden Ko-Infektionen entweder mit dem rBV IMPDH oder
dem rBV Luciferase durchgefiihrt. EGFP-uNS-Kristalle formieren sich in der gewohnten
Morphologie. Die jeweils parallel dazu wachsenden Kristalle von Luciferase (Abbildung
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4.53 A) oder IMPDH (Abbildung 4.53 B) zeigen ebenfalls ihre typische Morphologie. Die
Kristallisation des einen Proteins scheint also keinen Einfluss auf die Kristallisation des
jeweils anderen zu haben. Zudem ist die Transkriptions- und Translationsmaschinerie der
Zellen offensichtlich in der Lage, genug Protein fiir die Kristallisation beider Proteine zur
Verfiigung zu stellen.

4.4.3 Untersuchung der Lokalisation intrazellularer Kristalle

Fiir die beschriebene in cellulo-Kristallisationspipeline wurde ein Screeningsystem
etabliert, um die Zielproteine in unterschiedliche Kompartimente der Insektenzelle zu
dirigieren. Diese Strategie wurde angewandt, um die unterschiedlichen Eigenschaften der
Kompartimente (pH-Wert, Osmolaritét, Ionenkonzentrationen, Glykosylierung, Faltungs-
helfer, usw.) als Screeningparameter, vergleichbar mit der konventionellen Kristalli-
sation, verwenden zu konnen. Damit soll die Wahrscheinlichkeit fiir die erfolgreiche
Kristallisation des Zielproteins maximiert werden. Damit dieses System in Zukunft
weiterentwickelt werden kann, soll im Folgenden ein Blick auf die verschiedenen
Zellkompartimente geworfen und die zelluldre Lokalisation der bisher erfolgreich
kristallisierten Proteine untersucht werden.

4.4.3.1 Kompartimentspezifische Markierungen zur Lokalisation von
Proteinkristallen

Fiir die Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation von Proteinkristallen in den
Insektenzellen wurden verschiedene fluoreszierende Kompartimentmarker eingesetzt,
welche im Folgenden zunichst in nicht-infizierten und infizierten Insektenzellen evaluiert
werden. Abbildung 4.54 A zeigt eine Markierung des Zyto- und Nukleoplasmas mit Hilfe
von loslichem EGFP. Aufgrund seiner geringen Groéf3e kann EGFP frei durch die Kernporen
in den Kern hinein diffundieren. Ebenso kann es wieder hinausdiffundieren, es existiert
allerdings ein leichtes Ungleichgewicht zugunsten des Imports, wodurch es zu einer
Anreicherung des EGFPs im Kern kommt. Entsprechend erscheint der Zellkern der
infizierten Zellen etwas heller als das umgebende Zytoplasma. Zusatzlich werden
Strukturen, in welche EGFP nicht oder nur in geringem Umfang hineindiffundieren kann,
in einer Art Negativfarbung sichtbar. Dies trifft vor allem auf das Lumen der zytosolischen
Kompartimente sowie die Nukleoli zu, aber zum Beispiel auch auf das virogene Stroma
im Zellkern (siehe linkes Panel in Abbildung 4.54 A).
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RSN
B:

Abbildung 4.54: Fdrbung von Zellkompartimenten infizierter und nicht-infizierter Insektenzellen.
Gezeigt sind jeweils konfokale Fluoreszenzbilder und DIC-Aufnahmen der infizierten bzw.
gefdrbten Zellen der Linie Sf9 (3). A Insektenzellen 3 Tage nach Infektion mit dem rBV EGFP.
Das zytosolisch produgzierte EGFP wird im Zellkern angereichert und markiert damit sowohl das
Zytoplasma als auch den Zellkern. Gut zu erkennen sind der hypertrophe Zellkern und das nur
noch als diinne Schicht existente Zytoplasma. Im Zellkern sind als Negativabdruck die Nucleoli
(siehe oberer weifSer Pfeil) sowie das virogene Stroma zu erkennen (siehe unterer weifser Pfeil).
B Sf9-Zellen 3 Tage nach Infektion mit dem rBV EGFP-SKL. Das zytosolisch produzierte EGFP
wird aufgrund des PTS1-Motivs in die Peroxisomen transportiert und dort angereichert. Diese
sind als punktférmige Strukturen vor dem gytosolischen Hintergrund zu erkennen. C Sf9-Zellen
4 Tage nach Infektion mit dem rBV mCherry-KDEL. Das kotranslational ins ER transportierte
mCherry reichert sich durch das Retentionssignal in diesem an und markiert die Kernmembran
und das tubuldre ER (siehe weifser Pfeil mit T). In sehr spdten Phasen der Infektion kann das ER
seine tubuldre Struktur verlieren und zu grofsen vesikuldren Strukturen heranwachsen (siehe
weifSer Pfeil mit V). D Uninfizierte Sf9-Zellen, gefdrbt mit MitoTracker Deep Red FM. Die
Mitochondrien liegen als kurge tubuldre Strukturen im gesamten Zytoplasma verteilt vor.
E Uninfigierte Sf9-Zellen, gefdrbt mit LysoTracker Deep Red. Es finden sich zahlreiche gefdrbte
Lysosomen, welche zum grofSen Teil als Cluster auf einer Seite des Zellkerns auftreten. Die
Fluoreszenzaufnahme zeigt eine Maximalprojektion eines Z-Stapels der gesamten Zelle. F Sf9-
Zellen 4 Tage nach Infektion mit dem rBV Lgp120-YFP. Die markierten lysosomalen Membranen
zeigen eine gleichmdfsige Verteilung von wenigen Lysosomen im Zytoplasma. G Zellen der Linie
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Sf9 (3) 4 Tage nach Infektion mit dem rBV Pex3-mCherry. Die markierten Membranen zeigen
eine gleichmdfSige Verteilung von vesikuldren Strukturen. Jedoch werden bei stdrkerer Expression
auch ER-Membranen mit angefdrbt (siehe weifSer Pfeil). H Sf9-Zellen 4 Tage nach Infektion mit
dem rBV Pex26-mCherry. Die markierten Membranen zeigen vesikuldre Strukturen. Jedoch
werden beim Zelltod (erkennbar im DIC-Kanal, siche weifSer Pfeil) auch andere Membranen, bei
denen es sich vermutlich um Strukturen des sekretorischen Weges handelt, unspezifisch markiert
(siehe weifser Pfeil im linken Teilbild).

Die Peroxisomen lassen sich markieren, indem ein Markerprotein mittels eines
C-terminalen PTS1-Motivs dort hinein dirigiert wird. In Abbildung 4.54 B sind Zellen
gezeigt, die EGFP mit den zuséatzlichen Aminosauren SKL, welche ein solches PTS1-Motiv
darstellen, produzieren. Im Vergleich mit der zytosolischen Produktion ist hier eine
Konzentration der Fluoreszenz in punktférmigen Strukturen im Zytoplasma zu erkennen,
welche der Struktur und Verteilung der Peroxisomen entsprechen. Da das PTS1-Motiv
spezifisch fiir den peroxisomalen Transport ist, miissen die so markierten Strukturen
peroxisomalen Ursprungs sein.

Alternativ lassen sich Peroxisomen, statt luminal iiber ein zu importierendes Protein,
auch mittels eines fiir Peroxisomen spezifischen Membranproteins markieren. Die Gene
zweier dieser peroxisomalen Membranproteine, die humanen Varianten von Pex3 und
Pex26, wurden mit mCherry fusioniert und entsprechende rekombinante Baculoviren
generiert. Wie in Abbildung 4.54 Gund H zu erkennen ist, markieren diese nach
Infektion von Insektenzellen mit dem jeweiligen rBV punktférmige Strukturen im
Zytoplasma, vergleichbar mit den durch Infektion mit dem rBV GFP-SKL angefarbten
Strukturen. Pex3 wird dabei iiber das ER zu den Peroxisomen transportiert (Aranovich et
al., 2014). Entsprechend konnen bei sehr starker Expression des Pex3-Gens und damit
einhergehender Uberlastung der Transportwege auch ER-Membranen markiert werden
(siehe Abbildung 4.54 G). Pex26 hingegen wird direkt aus dem Zytoplasma in die
peroxisomale Membran integriert (Yagita, Hiromasa & Fujiki, 2013). Neben einem
zytosolischen Hintergrund treten untypische Membranfarbungen daher in der Regel nur
bei apoptotischen Zellen auf (siehe Abbildung 4.54 H).

Das endoplasmatische Retikulum kann markiert werden, indem ein Fluoreszenz-
protein, wie das hier verwendete mCherry, N-terminal mit einer ER-Signalsequenz sowie
C-terminal mit einem ER-Retentionssignal fusioniert wird. Die ER-Signalsequenz des
humanen BiPs fiihrt zur nahezu vollstindigen Translation des Proteins in das ER. Als C-
terminales Retentionssignal wurde hier KDEL genutzt, wodurch mCherry zusétzlich im
ER akkumuliert. Entsprechend werden in den infizierten Insektenzellen das tubuldre ER,
sowie die damit verbundene Kernmembran deutlich angeféarbt (siche Abbildung 4.54 C).
In der spaten Phase der viralen Infektion verdndert sich das ER massiv, wobei sich grol3e
vakuoldre Raume bilden. Diese sind gefiillt mit erheblichen Mengen an mCherry, wodurch
die Fluoreszenz dieser Gebilde die umliegenden Strukturen héufig deutlich iiberstrahlt.

Mitochondrien konnen in den Insektenzellen mit Hilfe des kommerziellen Farbstoffes
MitoTracker Deep Red FM markiert werden. Dabei zeigen sich die typischen tubuldren
Strukturen, welche im gesamten Zytoplasma verteilt sind (siehe Abbildung 4.54 D). Dies
gilt sowohl fiir nicht-infizierte als auch fiir infizierte Insektenzellen.
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Lysosomen wiederum kénnen sowohl {iber den kommerziellen Farbstoff LysoTracker
Deep Red (siehe Abbildung 4.54 E), als auch iiber das mit EYFP markierte Membran-
protein Lgp120 (siehe Abbildung 4.54 F) sichtbar gemacht werden. Der LysoTracker
farbt dabei das Lumen der Lysosomen an und zeigt in nicht-infizierten Zellen eine grofe
Zahl von Vesikeln, die sich an einer Seite des Zellkerns ansammeln. Die Infektion mit dem
rBV Lgp120-YFP fiihrt zur Markierung der lysosomalen Membranen und zeigt vesikulare
Strukturen mit vergleichbaren Dimensionen wie in nicht-infizierten Zellen, jedoch in
deutlich geringerer Zahl sowie einer diffusen Verteilung im gesamten Zytoplasma der
Zelle (siehe Abbildung 4.54 F).

4.4.3.2 IMPDH

Die IMPDH aus Trypanosoma brucei besitzt an ihrem C-Terminus nativ ein PTS1-
Signal (Aminosauren: SKL). Da dieses Signal auch in den Insektenzellen als solches
erkannt wird und der Import in Peroxisomen funktioniert (siehe Infektion mit dem rBV
EGFP-SKL in Abbildung 4.54 B), ist zu erwarten, dass die Kristallisation bei einem
ausreichend effizienten Transport ebenfalls im Peroxisom erfolgt.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden Sf9-Zellen mit den rBVs IMPDH und
Pex3-mCherry ko-infiziert und auf eine Markierung der peroxisomalen Membran
untersucht, welche die IMPDH-Kristalle moglicherweise umgeben. Wie in Abbildung
4.55 A zu erkennen ist, kann in einigen Fallen in der Tat eine Markierung der den Kristall
umgebenden Schicht nachgewiesen werden. Eine Ko-Infektion mit GFP-SKL hingegen
zeigte keine Anreicherung des Markers rings um die IMPDH-Kristalle (sieche Abbildung
4.55 B). Dies kann verschiedene Ursachen haben. Eine mogliche Erklarung ist, dass die
Transportmaschinerie fiir den Import gefalteter Proteine in die Peroxisomen durch die
virale Infektion iiberlastet wird und daher kein ausreichender Import des EGFPs erfolgt,
um eine Markierung zu erreichen. Dagegen spricht, dass trotz der Kristallisation der
IMPDH punktférmige Anreicherungen von EGFP in der Zelle sichtbar sind, d.h., ein
peroxisomaler Transport von EGFP stattfindet (sieche Abbildung 4.55 B). Zudem wire zu
erwarten, dass, wenn die IMPDH in einem membranumschlossenen Kompartiment
kristallisiert und EGFP nicht effizient in dieses transportiert werden kann, der Kristall
durch einen Ausschluss des EGFPs als Negativfarbung sichtbar werden sollte. Dies ist
allerdings nicht der Fall. In der konfokalen Aufnahme im linken Panel in Abbildung
4.55 B hebt sich der Kristall nur durch eine schwache Negativfarbung vom umgebenden
Zytoplasma ab. Es ist daher davon auszugehen, dass das EGFP in den Kristall
eindiffundieren kann. Dies ist angesichts der im Kristallgitter vorliegenden enormen
Kanile (siehe Abbildung 4.32 B) durchaus vorstellbar.

Eine genauere Analyse der Lokalisation sollte durch die Ko-Infektion mit den rBVs
IMPDH und GFP erreicht werden. Auch hierbei ist nur eine schwache Negativfarbung des
IMPDH-Kristalls zu erkennen (sieche Abbildung 4.55C). Da das nicht mit
Translokationssignalen versehene EGFP nicht in Kompartimente aul’er dem Zellkern
gelangen kann, muss der IMPDH-Kristall folglich zytosolisch vorliegen.
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GFP-Max-Projektion
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Abbildung 4.55: Analyse der Lokalisation von IMPDH-Kristallen. Fiir die Untersuchung wurden
Insektenzellen der Linie Sf9 (3) mit dem rBV IMPDH und einem fiir das jeweilige Markerprotein
kodierenden rBV ko-infiziert. A Sf9-Zellen 7 Tage nach Ko-Infektion mit Pex3-mCherry. Die
Kristalle sind von einer Pex3-Markierung umgeben. Dies ist sowohl im Ldngsschnitt (siehe
unterer weifser Pfeil) als auch im Querschnitt (siehe oberer weifser Pfeil) erkennbar. B Zellen
7 Tage nach Ko-Infektion mit dem rBV EGFP-SKL. Das EGFP ist zytosolisch lokalisiert und wird
teilweise in Peroxisomen (siehe punktférmige Strukturen) angereichert. Das Kristallvolumen
geigt im konfokalen Schnitt eine schwdchere Fluoreszenz (weifser Pfeil, linkes Teilbild) als das
umgebende Zytoplasma. Das EGFP scheint in den Kristall hineinzudiffundieren. In der
Maximalprojektion des konfokalen Z-Stapels ist die Anreicherung des EGFPs im Zellkern sowie
in den Peroxisomen zu erkennen. Im Bereich rings um den Kristall findet hingegen keine
Anreicherung iiber das im Zytoplasma vorliegende Mafs statt. C Zellen 6 Tage nach Ko-Infektion
mit dem rBV EGFP. Mit zytosolisch produziertem EGFP ohne PTS1-Motiv ergibt sich ein dhnliches
Bild zur Ko-Infektion mit dem rBV EGFP-SKL. Lediglich die Peroxisomen sind, wie zu erwarten,
nicht angefdrbt. In der konfokalen Fluoreszenzaufnahme ist das gesamte Profil des IMPDH-
Kristalls durch EGFP-Fluoreszenz sichtbar (siehe weifser Pfeil). Der Kristall muss daher
gytosolisch vorliegen. D Zellen der Linie Sf9 (3) 8 Tage nach Ko-Infektion mit den rBVs IMPDH
und EGFP-SKL. Die Zugabe von hypotonem Puffer (bei +0s) erzeugt einen osmotischen Schock,
der zwar zur Zerstorung der Plasmamembran fiihrt, die Peroxisomen jedoch intakt ldsst. Der
Kristall wird von hineindiffundiertem EGFP markiert. Die Zerstérung der Plasmamembran fiihrt
zu einem schnellen Verlust von EGFP aus dem Zytoplasma, nicht jedoch aus den Peroxisomen.
Der Kristall verliert dabei ebenfalls seine sichtbare Markierung, was fiir eine gzytosolische
Lokalisation spricht. Der zugehdérige Film 16 findet sich im Anhang.

Dies bestétigt sich, wenn die Plasmamembran der Zelle mittels hypotonem Puffer

durch einen osmotischen Schock zerstort wird. Wie in Abbildung 4.55 D zu erkennen ist,
wird der IMPDH-Kristall durch eine Farbung mit EGFP-SKL markiert. Die Zugabe von
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hypotonem Puffer fithrt nun zum massiven Einstrom von Wasser in die Zelle, bis die
Plasmamembran diesem Druck nachgibt. Wahrend die peroxisomale Anreicherung des
EGFP-SKL unverandert bleibt (siehe Abbildung 4.55 D), diffundiert der zytosolische
Anteil des EGFPs sehr schnell aus der lysierten Zelle (siehe auch Film 16 im Anhang).
Dabei verschwindet die Farbung des IMPDH-Kristalls im gleichen Zeitraum, obwohl sich
der Kristall selbst nicht auflost.

Da auch in elektronenmikroskopischen Aufnahmen bisher keine die Kristalle
umschlie@ende Membran detektiert werden konnte (siehe Abbildung 4.32B und
Abbildung 4.44), ist es wahrscheinlich, dass IMPDH-Kristalle vor allem zytosolisch
lokalisiert sind, wobei ein selten auftretendes peroxisomales Wachstum nicht aus-
geschlossen werden kann.

4.4.3.3 HEX-1

HEX-1 aus dem Pilz Neurospora crassa kristallisiert nativ in einer spezialisierten
Variante des Peroxisoms, dem Woronin-Korper (Jedd & Chua, 2000). Das Protein besitzt
ein C-terminales PTS1-Signal (Aminosduren: SRL), welches normalerweise den Transport
in die Peroxisomen vermittelt. Im Rahmen der Pipeline wurde die gesamte Gensequenz,
inklusive dieses Motivs, in verschiedene Zielvektoren kloniert, wobei jedoch mindestens
eine Aminosdure C-terminal angefiigt wurde. Dadurch wird das PTS1-Signal inaktiviert,
womit allein die vektorseitig codierten Lokalisationssequenzen das Zielkompartiment
bestimmen. Um zu untersuchen, ob die Lokalisation von HEX-1 mit Hilfe der ver-
schiedenen Sequenzen zuverldssig funktioniert, wurde die Transmissionselektronen-
mikroskopie genutzt. Die hohe Auflésung dieser Methodik in Kombination mit der guten
Erhaltung von Membranstrukturen erlaubt einen detaillierten Blick auf die subzellulédre
Lokalisation der Proteinkristalle.

Die ins Zytosol dirigierte Variante von HEX-1 bildet sowohl nadelférmige als auch
bipyramidale Kristalle, welche sowohl im Zytoplasma als auch im Kern wachsen konnen
(siehe Abbildung 4.56 A und B). Die zytosolischen Kristalle sind nicht von einer Mem-
bran umschlossen und wachsen frei im Zytoplasma. An den Auflenflichen der intra-
nukledren Kristalle bilden sich filamentose Strukturen (siehe Abbildung 4.56 B1). Diese
sind vergleichbar mit den p10-Strukturen, welche sich an den HEX-1 HA-C Kristallen
bilden (vergleiche Abbildung 4.49). Die mit C-terminalem HA-Tag versehene, cytosolisch
produzierte Variante von HEX-1 bildet ausschlief3lich im Zellkern Kristalle (siehe
Abbildung 4.56 C). Im Zytoplasma dagegen finden sich keinerlei Anzeichen fiir eine
Kristallisation. Dies ist insofern nicht zu erwarten gewesen, da es in der Literatur bisher
keine Hinweise darauf gibt, dass der HA-Tag als Import- oder Retentionssignal fiir die
Transportmaschinerie des Zellkerns fungieren kann. Interessanterweise fiihrt die
Verschiebung dieses Tags an den N-Terminus des Proteins nicht zur Bildung von Kristallen
im Zellkern, sondern ausschlief3lich zu bipyramidalen, zytosolisch lokalisierten Kristallen
(siehe Abbildung 4.56 D).
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Abbildung 4.56: Analyse der Lokalisation von HEX-1 Kristallen mittels TEM. High Five-Zellen wurden
mit dem jeweiligen rekombinanten Virus infiziert und 4 Tage nach Infektion fiir die
elektronenmikroskopische Analyse vorbereitet. A, B Infektion mit dem rBV HEX-1 cyto. Die
spindelformigen Kristalle zeigen einen sechseckigen Querschnitt und konnen sowohl im Zyto-
plasma als auch in der peripheren Region des Zellkerns entstehen. Im Zellkern interagieren die
AufSenfldchen des Kristalls mit filamentdsen Strukturen, im Zytoplasma ist dies nicht der Fall.
C Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C, bei welchem HEX-1 zytosolisch produgziert wird. Die
bipyramidalen Kristalle bilden sich ausschliefSlich in der peripheren Region des Zellkerns, wo sie
mit filamentdsen Strukturen interagieren. D Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-N. Die ebenfalls
bipyramidalen Kristalle bilden sich, wie erwartet, im Zytoplasma. E Infektion mit dem rBV HEX-1
PTS1. Die bipyramidalen Kristalle bilden sich offenbar im Zytoplasma. Es kann keine
umschliefsende Membran festgestellt werden, die fiir eine peroxisomale Lokalisation sprechen
wiirde. F Infektion mit dem rBV HEX-1 SS. Es bilden sich feine, nadelformige Kristalle im
endoplasmatischen Retikulum. Die mit Ribosomen besetzte Membran ist deutlich erkennbar
(siehe weifSer Pfeil). G Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R. Die bipyramidalen Kristalle entstehen
im rauen endoplasmatischen Retikulum, dessen mit Ribosomen besetzte Membran deutlich
erkennbar ist (siehe vergrofserter Ausschnitt 3). H Infektion mit dem rBV HEX-1 SS-R HA-N. Es
bilden sich ebenfalls bipyramidale Kristalle im ER, erkennbar an der mit Ribosomen besetzten
Membran (siehe weifSer Pfeil in Ausschnitt 2). ER - endoplasmatisches Retikulum, FS - fila-
mentose Struktur, KM — Kernmembran, MVK — multivesikuldres Kérperchen, P—p10-Kérper-
chen, PK - Proteinkristall, PM — Plasmamembran, PR - periphere Region, S — elektronendichter
Spacer, VS —virogenes Stroma, ZK — Zellkern, ZP — Zytoplasma.
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Die Fusion eines PTS1-Signals an HEX-1 sollte, vergleichbar zur nativen Lokalisation
in den Zellen des Pilzes, einen Import des Proteins in Peroxisomen zur Folge haben.
Allerdings gibt es elektronenmikroskopisch keine Hinweise auf eine die Kristalle
umgebende Membran. Die Kristalle scheinen vollstindig zytoplasmatisch lokalisiert zu
sein (siehe Abbildung 4.56 E).

Die Kristalle der ko-translational in das endoplasmatische Retikulum transportierten
Varianten des Proteins (HEX-1 SS, HEX-1 SS-R und HEX-1 SS-R HA-N) koénnen
elektronenmikroskopisch alle im ER verortet werden. Sie sind zwar aufderhalb des
Zellkerns lokalisiert, dort aber von einer Membran umgeben, welche mit einer Vielzahl
von elektronendichten, punktférmigen Strukturen — den Ribosomen — besetzt sind (siehe
Abbildung 4.56 F - H) und somit eindeutig als endoplasmatisches Retikulum identifiziert
werden kann.

4.4.3.4 Luciferase

Die aus Photinus pyralis stammende Luciferase besitzt nativ, ebenso wie HEX-1, ein
C-terminales PTS1-Signal. Da dieses auch in den Insektenzellen funktional ist, stellt sich
die Frage, ob die Kristallisation auch in Peroxisomen stattfindet. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden Ko-Infektionen mit rekombinanten Baculoviren, welche fiir Marker
der Peroxisomen codieren, durchgefiihrt. Die Ko-Infektion mit dem rBV Pex3-mCherry
zeigt eine Markierung, die die intrazelluldren Luciferase-Kristalle umschliet. Gut
erkennbar ist dies in der Maximalprojektion einer konfokalen Aufnahme einer
kristalltragende Zelle (Abbildung 4.57 A, links). Im dazugehorigen Film 17 hebt sich der
Kristallumriss deutlich von der umgebenden Zelle ab. Allerdings scheint die Markierung
nicht gleichméfig um die gesamte Oberflache des Kristalls herum verteilt zu sein, was
auf die Bildung von distinkten Membrandomé&nen mit lokaler Anreicherung von Pex3
zurlickzufiihren sein kann. In einer Ebene der konfokalen Einzelaufnahme ist deutlich zu
sehen, dass die zwei parallel liegenden Luciferase-Kristalle durch eine Pex3-positive
Membran getrennt werden (siehe Abbildung 4.57 B). Auch bei der Ko-Infektion mit dem
rBV Pex26-mCherry zeigt sich eine Markierung der den Kristall umgebenden Membran
(siehe Abbildung 4.57 C und Film 18).

Bei einer Ko-Infektion mit dem rBV GFP-SKL, durch welche das peroxisomale Lumen
markiert wird, kann hingegen keine Anreicherung des Fluoreszenzproteins rings um die
Kristalle der Luciferase festgestellt werden (sieche Abbildung 4.57 D). Jedoch koénnen
punktformige Akkumulationen von EGFP beobachtet werden, welche auf den
erfolgreichen Transport des Markers in Peroxisomen hindeuten. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass das Entfernen der nativen PTS1-Sequenz bei dem 1BV
Luciferase cyto eine Kristallisation der Luciferase nicht verhindert, diese also auch im
Zytoplasma kristallisieren kann (siehe Kapitel 4.4.2.6).
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Abbildung 4.57: Analyse der Lokalisation von Luciferase-Kristallen. Fiir die Untersuchung wurden
Insektenzellen der Linie Sf9 (3) mit dem rBV Luciferase und einem fiir das jeweilige Marker-
protein kodierenden rBV ko-infiziert. A Sf9-Zellen 4 Tage nach Ko-Infektion mit dem rBV Pex3-
mCherry. Die Luciferase-Kristalle werden von Membranen umschlossen, die positiv fiir Pex3 sind,
was somit auf die peroxisomale Lokalisation der Kristalle deutet. Erkennbar ist die Membran-
fdrbung insbesondere innerhalb des Zellkorpers (siehe weifSer Pfeil). Die Fluoreszenzaufnahme
(mCherry) ist die Maximalprojektion eines konfokalen Z-Stapels durch die gesamte Zelle. Der
vollstdndige Z-Stapel findet sich als animierter Film 17 im Anhang. B Invertiertes Graustufen-
Bild einer konfokalen Einzelaufnahme aus dem Z-Stapel von (A). Erkennbar sind zwei Luciferase-
Kristalle, die von Pex3-positiven Membranen getrennt werden (siehe weifser Pfeil). C Sf9-Zellen
4 Tage nach Ko-Infektion mit dem rBV Pex26-mCherry. Auch in diesem Fall zeigt sich eine
Anreicherung des markierten Pex26 um den Kristall herum (siehe weifser Pfeil), was auf eine
Umhiillung des Kristalls mit einer peroxisomalen Membran hindeutet. Eine Animation des
vollstidndigen Z-Stapels dieser konfokalen Aufnahme findet sich als Film 18 im Anhang.
D Insektenzellen 4 Tage nach Ko-Infektion mit dem rBV GFP-SKL. Der Versuch einer Markierung
von Peroxisomen mit EGFP zeigt eine zytosolische Verteilung des Proteins, sowie eine Anreich-
erung in vesikuldren Strukturen. Es ist hier nicht erkennbar, ob sich durch EGFP markiertes
peroxisomales Lumen um die Kristalle herum befindet. E Sf9-Zellen 4 Tage nach Infektion mit
dem rBV Luciferase. Fdrbung aller zelluldren Membranen mit dem Lipidfarbstoff BODIPY
558/568. Gezeigt ist die Maximalprojektion einer konfokalen Aufnahme der gesamten Zelle.
Erkennbar ist, dass der gesamte Kristall von einer Membran umgeben ist. Eine Animation des
volistdndigen Z-Stapels findet sich als Film 19 im Anhang.

Um ohne Doppelinfektion, die die Zellen moglicherweise iiberfordern kann, zu
tiberpriifen, ob sich um die Kristalle eine Membran befindet, wurde der Lipidfarbstoff
BODIPY 558/568 genutzt. Dieser reichert sich innerhalb von wenigen Minuten nach
Zugabe in das Zellkulturmedium in den Lipidtropfen der lebenden Zellen an. Dabei muss
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der hydrophobe Farbstoff allerdings die zelluldren Membranen passieren, in denen er sich
temporadr anreichert. Dies kann genutzt werden, um die Plasmamembran und die
Kompartimentmembranen zu markieren. In Folge dieser Markierung wird auch rings um
die Luciferase-Kristalle eine Membran geféarbt (siehe Abbildung 4.57 E und Film 19).
Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Luciferase auch in einem peroxisomalen
Kompartiment kristallisieren kann.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf, dass die Luciferase erfolgreich in die
Peroxisomen der Insektenzellen importiert wird und dort auch kristallisieren kann. Es ist
jedoch nicht auszuschlieRen, dass sich Kristalle ebenfalls im Zytoplasma bilden kénnen.

Fazit 4:

Der iiberwiegende Teil der untersuchten Proteine bildet nadelférmige Kristalle in
den infizierten Insektenzellen, welche verschiedene Grofen und einen vier- oder
sechseckigen Querschnitt aufweisen. Ausnahmen stellen nur EGFP-uNS und HEX-1 dar.
EGFP-uNS bildet in High Five-Zellen vorwiegend sternférmig verwachsene Strukturen,
wohingegen HEX-1 in Tonnen- oder Spindelform oder bipyramidal kristallisiert.

Das Wachstum aller Kristalle erfolgt innerhalb von einigen Stunden. Keines der
untersuchten Proteine kristallisiert spontan innerhalb von Sekunden oder Minuten.
Ebenso wenig kann ein sehr langsames Wachstum {iber mehrere Tage hinweg beobachtet
werden.

Die in den Zellen gewachsenen Kristalle zeigen in der Regel keine signifikante
Dynamik. Das Kristallwachstum scheint bei den meisten Proteinen ein gerichteter Prozess
zu sein, welcher nur durch den Wechsel der Umgebungsbedingungen, z. B. durch die Lyse
der umgebenden Zelle, umgekehrt werden kann. Eine Ausnahme stellt hierbei die
Leuchtkifer-Luciferase dar. Diese zeigt einen sehr dynamischen Kristallisationsprozess,
welcher durch eine leichte Storung der Zellen bspw. durch eine Temperaturverdnderung
gestoppt oder umgekehrt werden und anschlielend fortgesetzt werden kann. Die
Luciferase-Kristalle zeigen zudem die geringste intrinsische Stabilitdt bei einer
Schéadigung der Zellen.

Ein Kristallwachstum konnte in fast allen Zellkompartimenten dokumentiert werden.
Es treten Kristalle im Zytoplasma auf, ebenso wie im Zellkern, in den Peroxisomen, den
Mitochondrien und im Endoplasmatischen Retikulum. Die Bildung von Kristallen im
sekretorischen Weg (Golgi-Apparat und endosomales Membransystem) konnte nicht
gesichert nachgewiesen werden. Der Transfer des Zielproteins in eine nicht-native
Umgebung in Form eines anderen Zellkompartimentes scheint sich nicht positiv auf das
Kristallisationsverhalten auszuwirken.
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4.5 Anreicherung kristalltragender Zellen

Der néchste Schritt in der Pipeline zur Strukturaufklarung von in cellulo-
kristallisierten Proteinen ist die Anreicherung kristalltragender Zellen in einer Kultur
infizierter Zellen. Dies kann erforderlich sein, wenn die Wahrscheinlichkeit der Nuk-
leation oder die Effizienz des Kristallwachstums sehr gering ist und Kristalle daher nur in
wenigen Zellen einer Kultur wachsen. Bei einem geringen Anteil kristalltragender Zellen
kann der zeitliche Aufwand fiir die Sammlung einer ausreichenden Datenmenge in einem
Rontgen-Beugungsexperiment so hoch werden, dass die verfiighare Messzeit an einer
entsprechenden Strahlungsquelle nicht mehr fiir die Sammlung eines vollstdndigen
Datensatzes ausreicht.

Fiir die Anreicherung kristalltragender Zellen soll im Rahmen dieser Arbeit ein
zweistufiges Verfahren etabliert werden. Im ersten Schritt soll die Infektion der Zellen
optimiert werden, mit dem Ziel, eine moéglichst hohe Kristallausbeute zu erhalten.
Anschlielend sollen die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert und kristall-
tragende Zellen aus der Kultur heraussortiert werden.

4.5.1 Optimierung der Kristallausbeute auf der Infektionsebene

Wie in Kapitel 4.2.4 gezeigt werden konnte, sind High Five-Zellen fiir die in cellulo-
Proteinkristallisation deutlich besser geeignet als Sf9-Zellen, da sie empfindlicher fiir die
Infektion mit den Baculoviren sind, mehr Protein produzieren und zur Bildung grof3erer
Kristalle fiihren. Um die Proteinkristallisation in High Five-Zellen noch weiter zu
verbessern, wurde die Proteinproduktion in diesen Zellen mittels Durchflusszytometrie
genauer untersucht. In Kapitel 4.2.4 wurde mittels Durchflusszytometrie bereits die
Proteinproduktion in verschiedenen Zelllinien bei Infektion mit rekombinanten
Baculoviren untersucht, welche basierend auf dem nicht EYFP-Gen-tragenden Bacmid
generiert wurden. Darauf aufbauend soll hier die Produktion des Zielproteins in
High Five-Zellen im genetischen Kontext der verschiedenen Bacmide (Bac und EmBacY)
verglichen werden. Als Modellprotein wurde dafiir mCherry genutzt, da sich dieses ohne
weitere Farbung anhand seiner Fluoreszenz direkt nachweisen ldsst und die Anregungs-
und Emissionsspektren kaum mit denen des EYFP iiberlappen. High Five-Zellen wurden
zu diesem Zweck mit unterschiedlichen MOI zwischen 0,01 und 10 infiziert und fiir 4
Tage inkubiert. Anschliefend wurden je 200.000 Zellen im Sony SH800S analysiert
(siehe Abbildung 4.58). Die Analyse der mCherry-Produktion ergab hierbei fiir die
Fluoreszenzintensitatsverteilung innerhalb der Proben ohne EYFP-Produktion ein
konsistentes Bild zu den vorhergehenden Versuchen (vergl. Abbildung 4.17). Mit
zunehmender MOI sinkt der Anteil nicht-fluoreszierender Zellen in der Kultur, wobei die
fluoreszierenden Zellen sich {iber einen groRen Intensitétsbereich hinweg verteilen, mit
einem Peak am oberen Ende der Intensititsverteilung (siehe Abbildung 4.58 A). Beim
Vergleich der Proben im Bac- und EmBacY-Kontext ist zu erkennen, dass bei Ko-
Expression mit dem EYFP-Gen die Intensitétsverteilung breiter und der Peak am oberen
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Ende der Intensitédtsverteilung flacher wird. Besonders deutlich wird dies bei Infektion
mit den rBVs mCherry PTS1 Y und mCherry SS-R Y, bei denen ein weiterer, schwécherer
Peak erkennbar wird, dessen Maximum zwischen den nicht- und den stark
fluoreszierenden Zellen liegt. Bei Analyse der EYFP-Produktion (Abbildung 4.58 B) ist
kein solches drittes Maximum erkennbar, aber auch hier verteilt sich die
Fluoreszenzintensitit {iber einen sehr weiten Bereich.
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Abbildung 4.58: Verdnderung der Proteinproduktion in High Five-Zellen in Abhdngigkeit von der
MOI. Analysiert wurde die Produktion verschiedener Zielproteine (mCherry und EYFP) mittels
Durchflusszytometrie. Jeweils 0,5 - 10° High Five-Zellen wurden mit den rBVs mCherry cyto,
mCherry PTS1 und mCherry SS-R, sowie mit mCherry cyto Y, mCherry PTS1Y und mCherry
SS-R'Y, mit verschiedenen MOI zwischen 0,01 und 10, infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden
jeweils 200.000 Zellen am Sony SH800S analysiert. A Aufgetragen ist die mCherry-Fluoreszenz-
intensitdt gegen die Anzahl der gemessenen Events. Kurven fiir unterschiedliche MOI bei
identischen rBVs wurden iiberlagert. Die Farbcodierung der verschiedenen MOI ist im rechten
unteren Graph angegeben. B Aufgetragen ist die EYFP-Fluoreszengintensitdt gegen die Anzahl der
gemessenen Events. Kurven fiir unterschiedliche MOI bei identischem rBV wurden iiberlagert. Die
Farbcodierung der verschiedenen MOI ist im rechten Graph angegeben. Die verwendeten Proben
sind identisch mit den Proben der unteren Reihe in A.
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Bei Analyse der Gesamtproteinmenge, welche indirekt als Summe der Fluoreszenz-
intensitdten aller Zellen berechnet werden kann, wird hingegen deutlich, dass die
produzierte Menge an mCherry bei beiden Bacmid-Varianten zwar zwischen den
verschiedenen Lokalisationen Unterschiede aufweist, im gleichen Kompartiment hin-
gegen nahezu identisch ist (siehe Abbildung 4.59 A). Einzige Ausnahme bilden die
Infektionen mit den rBVs mCherry SS-R und mCherry SS-R Y, bei denen die EYFP
produzierende Variante oberhalb von MOI 2 eine abnehmende Gesamtfluoreszenz-
intensitat aufweist, wohingegen die Gesamtfluoreszenz der im Bac-Kontext generierten
Variante gleich zu bleiben scheint. Oberhalb von MOI 2 ist bei den untersuchten Proben
insgesamt keine Zunahme der Gesamtproteinmenge mehr feststellbar.

Bei Analyse der Gesamtfluoreszenz von mCherry und EYFP in der gleichen Kultur
fallt auf, dass eine dhnliche Entwicklung der Proteinproduktion in Abhingigkeit von der
verwendeten MOI erkennbar ist (siehe Abbildung 4.59 B). Dies legt nahe, dass in den
Zellen dquivalente Mengen der beiden Proteine gebildet werden. Hierbei ist zu beachten,
dass durch die indirekte Auswertung der Proteinmenge iiber die Fluoreszenzintensitat
nur relative Werte gewonnen werden konnen, da die Messwerte stark von den
Gerateeinstellungen abhéngig sind. Diese werden so eingestellt, dass die hochsten
Intensitdtswerte den dynamischen Bereich des Detektors nicht vollstdndig ausreizen, um
ein Abschneiden der Werte am oberen Ende der Skala zu verhindern.

Aus der dhnlich starken Produktion des Zielproteins bei der parallelen Expression
von Ziel- und EYFP-Gen, verglichen mit der alleinigen Expression, lasst sich schluss-
folgern, dass im Weiteren die EYFP-Gen-tragende Variante des baculoviralen Genoms fiir
die Produktion des Zielproteins genutzt werden kann. Dies ist auch hilfreich fiir eine
genaue Virustitration und damit fiir die Etablierung einer reproduzierbaren, optimalen
Infektion der Zellen. Da der fiir die Kristallbildung interessante MOI-Bereich zwischen
einer MOI von 0,1 und 5 liegen sollte, wurden im Folgenden High Five-Zellen mit
verschiedenen, zu intrazelluldren Proteinkristallen fithrenden rBVs infiziert und auf ihren
Anteil an kristalltragenden Zellen hin untersucht. Um den wichtigen MOI-Bereich gut
abdecken zu konnen, wurden MOIs zwischen 0,01 und 20 verwendet. Die Auswertung
erfolgte dabei anhand von an Tag 4 nach der Infektion erstellten Aufnahmen im YFP- und
Durchlichtkanal (siehe reprédsentative Aufnahmen in Abbildung 4.60). Es wurden fiir
jeden Datenpunkt zwei reprdsentative Stellen im Kulturgefa3 dokumentiert und das
Experiment dreimal wiederholt. Pro Bild wurden alle aufgenommenen und in der
Fokusebene liegenden Zellen ausgewertet. Damit konnten jeweils zwischen 50 und 300
Zellen ausgewertet werden. Von den auswertbaren Zellen wurde zudem der Anteil an
fluoreszierenden (im Folgenden als “infizierte Zellen“ bezeichnet) sowie an kristall-
tragenden Zellen bestimmt. Wie in Abbildung 4.60 zu erkennen ist, nimmt die Zelldichte
mit steigender MOI ab bei gleichzeitiger Zunahme des Anteils der infizierten und
kristalltragenden Zellen.
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Abbildung 4.59: Analyse der Gesamtproteinproduktion der in Abbildung 4.58 gezeigten
Zellpopulationen. Hierfiir wurde die Population infizierter Zellen analysiert, die durch eine
Intensitdt der mCherry-Fluoreszenz von > 107 gekenngeichnet ist. Zellen oberhalb dieses Wertes
wurden als positiv fiir eine Infektion angesehen. Dieser Wert ergibt sich aus dem oberen
Grengwert der Verteilung der nicht-infizierten Zellen bei einer Infektion mit MOI 0,01 (siehe
Abbildung 4.58). A Analyse der Gesamtproteinmenge des von den infizierten Zellen produzierten
mCherry. Diese wurde durch Summieren der Fluoreszengintensitdten aller gemessener Events
ermittelt. Die Gesamtproteinmenge steigt in Abhdngigkeit des Infektionstiters bis zu einer MOI
von 2 an und stagniert bei héherem Titer. Aufser bei SS-R und einer MOI oberhalb von 2 sind die
produgierten Proteinmengen im Bac- und EmBacY-Kontext sehr dhnlich. B Indirekter Vergleich
der Gesamtproteinmenge des von den infizierten Zellen produzierten mCherry mit der Menge an
produgiertem EYFP mittels der bestimmten Gesamtfluoreszenzintensitdt. Es wurden im EmBacY-
Kontext generierte Baculoviren verwendet. Es ist zu beachten, dass nicht die absolute
Proteinmenge verglichen werden kann, da die Proteinmenge indirekt iiber die Messung der
Fluoreszenz bestimmt wird, welche wiederum von den Gerdteeinstellungen abhdngig ist.
Erkennbar ist, dass sich die Produktion beider Proteine, unabhdngig vom Zielkompartiment in
welchem mCherry produgiert wird, nahezu identisch verhdlt.
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Abbildung 4.60: Mikroskopische Auswertung der Kristallbildung in High Five-Insektenzellen. Die
Zellen wurden mit der in der jeweiligen Teilabbildung angegebenen MOI des rBVs HEX-1 cyto
infiziert und 4 Tage inkubiert. Die Bildaufnahme erfolgte am Zeiss Observer.Z1 direkt in den fiir
die Infektion genutzten Multi-Well-Platten. Gezeigt ist jeweils eine Uberlagerung des Durchlicht-
und YFP-Kanals von einer der zwei reprdsentativ ausgewdhlten Aufnahmen aus einem Well der
jeweiligen Infektion. Erkennbar ist eine Abnahme der Zelldichte, sowie eine Zunahme infizierter
und kristalltragender Zellen mit steigender Infektionsmenge bis etwa MOI 2. Der Gréfsenbalken
gilt fiir alle Teilabbildungen.

Wie in Abbildung 4.61 A erkennbar ist, reicht eine MOI von 0,5 aus, um nahezu alle
Zellen in der Kultur zu infizieren. Bei einer MOI von 0,1 werden mindestens 50 und bis
zu 95 % der Zellen infiziert. Bei MOI 0,001 und 0,1 ist eine hohe Schwankungsbreite
erkennbar, insbesondere bei einer MOI von 0,01. Hier werden zwischen 1 und 50 % der
Zellen infiziert, wobei die Intensitét der Fluoreszenz im Vergleich zu den Infektionen mit
hoherer MOI schwécher ausfallt (siehe Abbildung 4.60). Bei Infektionen mit einer MOI
grof3er als 0,5 gibt es noch leichte Schwankungen, die aber vor allem darauf beruhen,
dass Zellen durch die lytischen Eigenschaften des Virus zerstort werden kénnen. Diese
Lyse fiihrt entsprechend zum Freisetzen des 16slichen EYFPs, wodurch die Zellen keine
Fluoreszenz mehr zeigen. Anhand der Bilder ist auch zu erkennen, dass eine Infektion mit
hoéherer MOI zu einer zeitigeren Inhibition der Mitose fiihrt, da mit zunehmender MOI
immer weniger Zellen bzw. Zellreste in den jeweiligen Bildausschnitten zu finden sind
(siehe Abbildung 4.60).
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Abbildung 4.61: Verdnderung der Anteile an infizierten und kristalltragenden Zellen in Abhdngigkeit
der eingesetzten MOI. High Five-Zellen wurden mit einer MOI zwischen 0,01 und 20 von
verschiedenen rekombinanten Baculoviren infiziert. 4 Tage nach Infektion wurden Aufnahmen
der Kulturen mittels Durchlicht- und Fluoreszenzgmikroskopie angefertigt. Dabei wurden fiir jede
Bedingung 2 Bilder aufgenommen. Das Experiment wurde in drei unabhdngigen Ansdtzen
wiederholt. A Analyse des Anteils der infizierten Zellen anhand der Fluoreszenz des EYFP-
Reporters. Dafiir wurden auf den Aufnahmen alle Zellen sowie die fluoreszierenden Zellen
ausgezdhlt. Eine vollstdndige Infektion der Kultur wird aufgrund der Zelllyse und dem damit
einhergehenden Freisetzen des Reporters nicht erreicht. B Analyse des Anteils der kristall-
tragenden Zellen. Dafiir wurden auf den Aufnahmen alle Zellen, sowie sichtbar kristalltragende
Zellen ausgezdhlt. Spdtestens mit einer MOI von 1 wird der maximale Anteil an kristalltragenden
Zellen erreicht. Eine weitere Erh6hung des initialen Infektionstiters fithrt zu keiner
erfolgreicheren Kristallbildung.

Die Auswertung des Anteils der kristalltragenden Zellen ergibt ein im Vergleich zum
Anteil der infizierten Zellen abweichendes Bild (siehe Abbildung 4.61B). Deutlich
erkennbar ist, dass sich fiir jeden rBV ein individuelles Plateau einstellt. Dieses kann
zwischen einem Anteil von ca. 10 und tiber 90 % an kristalltragenden Zellen liegen. Bei
Infektion der Zellen mit einer MOI von 0,01 zeigen nur HEX-1 cyto und CatB KDEL eine
relevante Menge an Kristallen, mit einem Anteil an kristalltragenden Zellen von bis zu
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40 %. Alle anderen untersuchten Systeme liegen bei MOI 0,01 deutlich unter 10 %. Bei
Infektion mit einer MOI von 0,1 wird diese Spanne noch grofler. HEX-1 cyto und
CatB KDEL weisen hier schon einen Anteil an kristalltragenden Zellen von 70 - 90 % auf,
die tibrigen Systeme liegen deutlich darunter mit einem Anteil zwischen 0 und 40 %. Bei
Infektionen mit MOI 0,01 und 0,1 zeigen alle untersuchten Systeme stirkere Schwan-
kungen, was auch mit der unvollstindigen Infektion der Zellkulturen einhergeht (vergl.
Abbildung 4.61 A).

Ab einer MOI von 0,5 erreichen die untersuchten Proteine ihr jeweiliges Maximum
der Kristallbildung. HEX-1 cyto und CatB KDEL zeigen in iiber 95 % aller Zellen ein
Kristallwachstum. Die Luciferase-Variante mit C-terminalem SKL in zytosolischer
Lokalisation kristallisiert in ca. 70 % aller Zellen, bei Deletion des SKL nur noch in 30 %
der Zellen. Die IMPDH-Variante mit N-terminalem His-Tag (IMPDH Y) weist ca. 60 %, die
Variante mit C-terminalem HA-Tag dagegen nur noch ca. 15 % kristalltragende Zellen
auf. Deutliche Unterschiede gibt es auch in der Reproduzierbarkeit dieser Anteile. Dabei
scheint das kristallisierende Protein einen grofderen Einfluss zu haben als die modi-
fizierenden Tags daran. HEX-1 cyto und CatB KDEL haben Standardabweichungen von
unter 5 Prozentpunkten. Luciferase hingegen weicht bis zu 15 Prozentpunkte vom
Mittelwert ab und IMPDH schwankt bis zu 25 Prozentpunkte um den Mittelwert.
Nichtsdestotrotz ist bemerkenswert, dass der Mittelwert trotz der insgesamt teilweise
stark schwankenden Einzelwerte im MOI-Bereich von 1 bis 20 bei allen untersuchten
Kristallen sehr stabil bleibt (siehe Abbildung 4.61 B).

Da Infektionstiter grof3er als MOI 1 den Anteil kristalltragender Zellen nicht nur nicht
erhohen, sondern auch gleichzeitig zu einer immer stdrkeren bzw. fritheren
Proliferationsinhibition fithren, wird das Optimum der Kristallbildung mit einer MOI von
1 erreicht. Entsprechend wird dies als Basis fiir eine weitergehende Anreicherung
kristalltragender Zellen mittels Durchflusszytometrie genutzt werden.

4.5.2 Kristallanreicherung mittels Durchflusszytometrie

Eine weitere Anreicherung kristalltragender Zellen konnte mittels Durchfluss-
zytometrie durch ein Herausfiltern derjenigen Zellen aus der infizierten Kultur erfolgen,
welche Kristalle gebildet haben. Allerdings miissen dafiir zundchst Sortierparameter
bestimmt werden, die eine Selektion kristalltragender Zellen erlauben. Boudes et al.
schlagen fiir diesen Zweck vor, die Streueigenschaften der Zellen auszunutzen (Boudes
et al., 2016). Die prinzipielle Nutzbarkeit der Methode wurde jedoch nur fiir Sf9-Zellen
in Kombination mit der Produktion von baculoviralen Polyhedrin-Kristallen gezeigt.
Inwieweit dies auch fiir die Produktion rekombinanter Proteine in den Insektenzellen gilt,
soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

4.5.2.1 Vorwairts- und Seitwirtsstreulicht als Sortierparameter

Bei der Analyse von Zellen in einem Durchflusszytometer konnen, neben den
Fluoreszenzkanilen, zwei Streuparameter aufgenommen werden. In der Regel werden
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Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC)
detektiert, wobei das im Folgenden benutzte Gerat (Sony SH800S) den SSC-Kanal nicht
im 90 °-Winkel, sondern als Riickwartsstreulicht (back scatter, BSC) gegen die Richtung
des Anregungslasers misst. Das Vorwartsstreulicht ist stark abhéngig von der Grol3e der
gemessenen Zellen, wohingegen das Seitwérts- bzw. Riickwartsstreulicht ein Mal} fiir die
Granularitit der Zellen darstellen (Shapiro, 2003).
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Abbildung 4.62: Vergleich der Streueigenschaften infizierter und nicht infizierter High Five-Zellen.
Fiir die Messungen wurden High Five-Zellen mit einer MOI von 1 mit verschiedenen rekombi-
nanten Baculoviren infizgiert. Dabei wurden Viren, welche lésliches Protein produgzieren (obere
Reihe) und solche, die Proteinkristalle bilden (mittlere und untere Reihe) verwendet. 4 Tage nach
Infektion wurden jeweils 100.000 Zellen mittels Durchflusszytometrie im Sony SH800S
analysiert. Aufgetragen ist jeweils die integrierte Fldche des Vorwdrtsstreulicht-Signals (als
Parameter fiir die Zellgréfse, FSC-A) gegen die integrierte Fldche des Riickwdrtsstreulicht-Signals
(als Parameter fiir die Granularitdt der Zelle, BSC-A). Erkennbar ist ein deutlicher Unterschied
gwischen nicht infizierten Zellen (Panel oben links) und den infizierten Zellen (restliche Panels)
durch eine Verschiebung insbesondere im BSC-Kanal. Infizierte Zellen weisen eine breite
Verteilung in beiden Parametern, Vorwdrts- und Riickwdrtsstreulicht, auf. Jedoch sind keine
charakteristischen Unterschiede zwischen nicht-kristallbildenden (obere Reihe) und kristall-
bildenden Zellen (mittlere und untere Reihe) erkennbar.
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Beim Vergleich der Streueigenschaften infizierter und nicht-infizierter High Five-
Zellen, welche 4 Tage nach Infektion mit einer MOI von 1 im Sony SH800S analysiert
wurden, sind Unterschiede in den Streudiagrammen zwischen den nicht-infizierten und
den restlichen Zellen erkennbar (Abbildung 4.62). Durch die Infektion nehmen Grofe
und Granularitdt der Zellen deutlich zu. Dies spiegelt sich entsprechend auch im BSC-
(Granularitat) und FSC-Kanal (Grof3e) wider. Insbesondere im BSC-Kanal ist eine
deutliche Verschiebung der Population erkennbar.
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Abbildung 4.63: Analyse der Streueigenschaften infizierter High Five-Zellen unter Ausnutzung der
EYFP-Fluoreszenz. Fiir die Messungen wurden High Five-Zellen mit einer MOI von 1 mit
verschiedenen rekombinanten Baculoviren infiziert. Dabei wurden Viren verwendet, welche ein
losliches (obere Reihe, mCherry SS-R Y) oder kristallisierendes (untere Reihe, CatB KDELY)
Protein codieren. 4 Tage nach Infektion wurden jeweils 100.000 Zellen mittels
Durchflusszytometrie im Sony SH800S analysiert. Aufgetragen ist in der linken Spalte jeweils die
integrierte Fldche des Vorwdrtsstreulicht-Signals (FSC-A, als Parameter fiir die Zellgréfse) gegen
die integrierte Fldche des Riickwdrtsstreulicht-Signals (BSC-A, als Parameter fiir die Granularitdt
der Zelle). Des Weiteren ist das EYFP-Fluoreszenzsignal gegen die Vorwdrtsstreuung (mittlere
Spalte) sowie gegen das Riickwdrtsstreulicht (rechte Spalte) aufgetragen. Der Vergleich der
Streueigenschaften erlaubt keine Selektion einer Population von kristalltragenden Zellen,
basierend auf dem Vorwdrts- oder Riickwdrtsstreulicht.

Um die Frage zu beantworten, ob diese Verschiebung im Zusammenhang mit der
Bildung intrazellularer Kristalle steht, wurden die Streudiagramme infizierter Zellen nach
Infektion mit rekombinanten Baculoviren, welche 16sliches Protein produzieren, mit
solchen verglichen, die ein kristallisierendes Protein erzeugen. In der oberen Reihe in
Abbildung 4.62 sind die Streudiagramme fiir mCherry-produzierende Zellen dargestellt,
welche keine intrazelluldren Kristalle bilden. Die Verteilung der Zellen gleicht sich dabei
weitestgehend und ist zudem vergleichbar mit den Streudiagrammen der Zellen, die mit
HEX-1-produzierenden rBVs infiziert wurden (die ersten drei Diagramme der mittleren
Reihe in Abbildung 4.62). Die Diagramme der Zellen, welche Kristalle produzieren, die
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iiber den Zelldurchmesser hinausragen (IMPDH, Luciferase) zeigen, wie aufgrund des
erhohten Partikeldurchmessers zu erwarten, eine zu hoheren FSC-Werten verschobene
Verteilung. Jedoch reicht dies nicht aus, um spezifische Populationen zu identifizieren
oder gar zu selektieren, um anhand dessen kristalltragende Zellen anreichern zu kénnen.

Als zusatzlichen Parameter fiir die Analyse des Streuverhaltens verschiedener Zellen
kann das Mal® der Proteinproduktion in Form der EYFP-Fluoreszenzintensitit genutzt
werden. In Abbildung 4.63 sind zwei reprasentative Infektionen mit den rBVs mCherry
SS-R Y und CatB KDEL Y dargestellt. Bei diesen wurde die EYFP-Fluoreszenzintensitat
jeweils gegen die beiden Streusignale aufgetragen. Sowohl bei Auftragung gegen FSC als
auch gegen BSC ist zu erkennen, dass im Bereich der hohen Proteinproduktion die
Streusignale beider Kandle iiber das gesamte Spektrum verteilt sind. Zellen mit einer
hohen Produktion des zu kristallisierenden Zielproteins konnen also sowohl schwache als
auch sehr starke Streusignale erzeugen. Damit erscheint es unwahrscheinlich, dass
anhand der beiden Streusignale eine Population kristalltragender Zellen identifizierbar
ist.

4.5.2.2 EYFP-Fluoreszenz als Sortierparameter

Die Nutzung des baculoviralen EmBacY-Genoms hat aufgrund der Produktion von
EYFP neben der Moglichkeit der sensitiven Titration der Virusstocks sowie der einfachen
Verfolgbarkeit der viralen Infektion auch Vorteile beziiglich der Anreicherung
kristalltragender Zellen. Die Fluoreszenz des produzierten EYFPs kann im Durchfluss-
zytometer als Analyseparameter und dementsprechend auch als Parameter fiir eine
Sortierung von Zellen genutzt werden. Daher soll in den folgenden Kapiteln analysiert
werden, ob einerseits eine stirkere EYFP-Proteinproduktion mit einer stdrkeren
Produktion des Zielproteins positiv korreliert und, ob die starkere Proteinproduktion des
Reporters mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir die Kristallisation des Zielproteins
einhergeht.

Wie in Abbildung 4.64 (linke Seite) zu sehen ist, weisen die Zellen einer Kultur eine
breite Verteilung in ihrer EYFP-Fluoreszenz iiber bis zu 5 Logio-Stufen auf. Dies
ermoglicht eine gute Differenzierung zwischen den Zellen und die Selektion von Zellen
mit einer sehr hohen Fluoreszenzintensitit fiir die anschlieende Sortierung.

Rontgenbeugungsdaten der Kristalle sollen im Rahmen der Pipeline ohne vorherige
Reinigung oder Isolation aus den Zellen, sondern direkt intrazelluldr aufgenommen
werden, um eine Schiddigung der Kristalle durch die Anderung der Umgebungs-
bedingungen zu vermeiden. Dafiir muss die Integritit der Zellmembranen bewahrt
werden. Bei der Sortierung in einem Durchflusszytometer werden die Zellen aus einer
Suspension in eine Mikrofluidik eingebracht und durch eine Messkammer geleitet, um
dann als Tropfen sortiert werden zu konnen. Die Tropfen werden aus einer elektrisch
aufladbaren Hiillfliissigkeit, zumeist PBS, erzeugt, in welche die Zellsuspension durch
Uberdruck hineingepresst wird. Die durch den Wechsel des Umgebungsdrucks erzeugten
Krifte fiihren, zusammen mit den beim Durchstromen des Gerdtes erzeugten
Scherkréften, zu einer Zerstorung vieler infizierter Insektenzellen. Diese sind durch den
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von der Infektion verursachten Zellstress deutlich empfindlicher als nicht-infizierte
Zellen, da die virale Infektion den metabolischen Status der Zellen und den
Zelldurchmesser stark erhoht, sowie zu einer gravierenden Reorganisation der
Zellorganellen und dem Zytoskelett fiihrt.
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Abbildung 4.64: Analyse der Uberlebensrate sortierter Zellen. High Five-Zellen wurden mit einer MOI
von 1 mit verschiedenen rekombinanten Baculoviren infiziert und 4 Tage inkubiert. Am Sony
SH800S wurden dann mit einem Chip mit 130 um-Diise 300.000 Events mit hoher Fluoreszenz
aus jeder Probe sortiert und in einem ROhrchen gesammelt. 50.000 dieser Zellen wurden
anschliefsend einer Re-Analyse unterzogen. Das linke Panel zeigt die Gate-Setzung im EYFP-Kanal
fiir die Sortierung (schwarger Balken). Das mittlere Panel zeigt nochmals die Gesamtpopulation
vor Sortierung, wobei hier fiir den Vergleich mit der Re-Analyse die Fluoreszenzintensitdt von
EYFP gegen das Riickwdrtsstreulicht (Granularitdt) aufgetragen ist. Im linken und mittleren
Panel ist die Analyse von 200.000 Events gezeigt. Das rechte Panel zeigt die Re-Analyse der
sortierten Population. Klar erkennbar ist die Verschiebung der zerstorten Zellen in Richtung
niedrigerer Fluoreszenzwerte. Eingezeichnet ist zudem das Gate fiir die Ermittlung des
prozentualen Anteils der intakten Zellen, welche sich rechts davon befinden. Der Zahlenwert am
jeweiligen Gate gibt den Anteil der Zellen an der gesamten Population an.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Uberlebensraten der Zellen in verschiedenen
Geratekonfigurationen untersucht. Damit moglichst viele Zellen die Prozedur iiberleben,
miissen die Stdrke der Druckwechsel sowie die auf die Zellen wirkenden Scherkréfte
minimiert werden. Dies ist durch die Nutzung einer grof3eren Diise, sowie der Reduktion
des Einsprithdrucks méglich. In der Regel werden fiir das Sortieren von Zellen Diisen
genutzt, die einen vier- bis fiinffachen Zelldurchmesser besitzen. Bei einem Zelldurch-
messer von ca. 30 um der infizierten High Five-Zellen wird daher eine 120 bis 150 um
weite Diise benotigt. Allerdings sind die meisten FACS-Gerdte nur mit 70 bis 100 um
weiten Diisen ausgeriistet. Die Nutzung derartiger Diisen resultiert in Uberlebensraten
der sortierten Insektenzellen von deutlich unter zehn Prozent (Daten nicht gezeigt).
Getestet wurden ein MoFlo Legacy mit 70, 100 und 150 um weiten Diisen, sowie ein
SH800S mit 70 und 130 um weiten Diisen. Am MoFlo Legacy konnten auch mit der
150 um-Diise keine Uberlebensraten oberhalb von 40 % erreicht werden. Am SH800S
tiberlebten mit der 130 um-Diise hingegen bis zu 87 % der sortierten Zellen (siehe
Abbildung 4.64 und Tabelle 4.8). Die Bestimmung des Anteils der tiberlebenden Zellen
erfolgte iiber eine direkte Re-Analyse der unmittelbar zuvor sortierten Zellen. In den
linken Panels in Abbildung 4.64 ist die Verteilung der EYFP-Fluoreszenzintensitit der
Ausgangspopulation dargestellt, von welcher die am intensivsten fluoreszierende Halfte
der Zellen sortiert wurde. Fiir die bessere Ubersichtlichkeit wurde im mittleren Panel die
Fluoreszenzintensitdt um die Stdrke des Riickwértsstreulicht-Signals erweitert. In den
rechten Panels ist deutlich zu sehen, wie ein Teil der sortierten Population in Richtung
niedrigerer Fluoreszenzwerte verschoben ist. Bei diesen Zellen hat die Integritdt der
Plasmamembran nachgelassen, wodurch das zytosolische EYFP entweichen konnte.

Die Zellen, deren Fluoreszenzsignal nicht abgenommen hat, werden als intakt und
iiberlebend betrachtet und sollten dementsprechend fiir die weitere Strukturaufklarung
der kristallisierten Proteine innerhalb der Pipeline geeignet sein. Wie in Tabelle 4.8 zu
erkennen ist, tiberleben im Schnitt 3 von 4 Zellen die Sortierung. Es sind keine
Unterschiede in Abhdngigkeit von der GréRe der gebildeten Proteinkristalle nachweisbar.

Tabelle 4.8: Ubersicht iiber die Uberlebensraten sortierter Zellen bei unterschiedlichen KristallgréfSen.
High Five-Zellen wurden mit einer MOI von 1 mit verschiedenen rekombinanten Baculoviren
infiziert und 4 Tage inkubiert. Am Sony SH800S wurden dann mit einem Chip mit 130 um-Diise
300.000 Events mit hoher Fluoreszenz aus jeder Probe sortiert und in einem ROhrchen
gesammelt. 50.000 von diesen Zellen wurden anschliefsend einer Re-Analyse unterzogen. Die
Gate-Setzung fiir iiberlebende Zellen erfolgte wie in Abbildung 4.64 gezeigt.

rekombinantes Virus Anteil iiberlebender Zellen
mCherry SS-RY 86,8 %
HEX-1 SS 72,3 %
HEX-1 cyto 73,3 %
CatB KDEL Y 70,5 %
IMPDH Y 68,4 %
IMPDH HA-C 78,1 %
Mittelwert 74,9 %

169



4. Ergebnisse | Anreicherung

4.5.2.3 Korrelation der Produktion von EYFP und Zielprotein

Da in der Regel die Menge des zu kristallisierenden Proteins in der lebenden Zelle
nicht direkt messbar ist, ist es notig, diese liber ein Reporterprotein zu bestimmen. Fiir
einen derartigen Riickschluss muss es allerdings eine starke positive Korrelation zwischen
der Produktion beider Proteine geben. Als Reporterprotein soll hier EYFP genutzt werden,
da dieses auf dem Bacmid codiert ist und einerseits parallel zum Zielprotein produziert
wird und andererseits dessen Menge iiber die Fluoreszenzintensitit direkt gemessen
werden kann. Eine Korrelation zwischen EYFP und Zielprotein sollte hier gegeben sein,
da beide Gene unter Kontrolle des gleichen Promotors stehen und damit im gleichen
Mal3e exprimiert werden sollten. Auf den Ebenen der Translation und Faltung sowie der
Halbwertszeit des Proteins kann es natiirlich deutliche Unterschiede geben. Da aber die
Korrelation zwischen dem Zielprotein und dem Reporter nicht vom exakten
Mengenverhaltnis zwischen beiden Proteinen abhéngig ist, hat dies keinen Einfluss auf
die Aussagekraft der folgenden Versuche.
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Abbildung 4.65: Untersuchung der Korrelation der Produktion des Zielproteins mit der Produktion
des Reporterproteins in High Five-Zellen. Die Zellen wurden dafiir mit unterschiedlichen
rekombinanten Baculoviren mit einer MOI von 4 infiziert und 4 Tage nach Infektion im LSR II
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurden fiir jede Probe 100.000 Zellen analysiert.
Aufgetragen ist auf der x-Achse die Fluoreszenzintensitdt des EYFP-Reporterproteins und auf der
y-Achse die Fluoreszenzintensitdt des jeweiligen, als Zielprotein genutzten Fluoreszengproteins.
Eingelne Zellpopulationen sind jeweils mit Ellipsen markiert. Der Anteil der markierten Sub-
Population an der gesamten Population ist in Prozent angegeben. A Infektion mit dem rBV
mCherry cyto Y. B Infektion mit dem rBV mCherry PTS1 Y. C Infektion mit dem rBV mCherry
SS-RY. D Infektion mit dem rBV mCer cyto Y. E Infektion mit dem rBV mCer SS-R Y.
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Um eine entsprechende Korrelation zu iiberpriifen, wurden verschiedene rekombi-
nante Baculoviren generiert, welche neben dem EYFP-Reporter ein fiir ein anderes
Fluoreszenzprotein codierendes Zielgen enthalten. Dafiir wurden mCerulean und
mCherry mit Lokalisationssequenzen jeweils fiir das Zytosol, das Peroxisom oder das ER
genutzt. Die mit den daraus resultierenden rBVs infizierten Zellen wurden anschlie3end
am LSRIT (Beckton Dickinson) analysiert. Wie in Abbildung 4.65 dargestellt, gibt es bei
infizierten High Five-Zellen eine starke, positive Korrelation zwischen der Produktion von
EYFP und dem Zielprotein. Dies ist erkennbar an der Verteilung der Zellen, die in einem
schmalen Band von links unten nach rechts oben verlduft. Eine absolute, positive
Korrelation mit gleichen Werten in den jeweiligen Fluoreszenzkandlen wiirde eine Linie
von links unten nach rechts oben ergeben. Insbesondere die zytosolisch produzierten
Zielproteine mCherry cyto und mCerulean cyto (siehe Abbildung 4.65 A und D) zeigen
eine sehr hohe Korrelation mit EYFP mit einem Pearson-Korrelations-Koeffizienten von
> 0,8 (siehe Tabelle 4.9). Auffillig sind hier, vor allem im Bereich der hohen
Fluoreszenzintensitit des Zielproteins, zwei Populationen mit jeweils sehr hoher
Korrelation (P1 und P2 in Abbildung 4.65 A und D), die in ihrer EYFP-Fluoreszenz leicht
gegeneinander verschoben sind. Die Ursache dieser Populationstrennung ist unklar.

Ahnlich sieht es fiir das peroxisomal lokalisierte mCherry PTS1 aus, wobei hier im
Bereich niedriger mCherry-Fluoreszenz die Populationen breiter verteilt sind und im
Bereich hoher Fluoreszenz weitestgehend nur noch eine Population erkennbar ist (siehe
Abbildung 4.65B). Bei dieser Infektion zeigt sich auch eine fiir die Sortierung
problematische Population mit einer hohen EYFP-Menge bei gleichzeitig geringer Menge
von mCherry (siehe P1 in Abbildung 4.65 B). Da der Anteil dieser Population jedoch nur
0,72 % der Gesamtpopulation betrdgt, sollte dies fiir eine Anreicherung nicht weiter
problematisch sein.

Die im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten Varianten mCherry SS-R und
mCerulean SS-R zeigen, abweichend von den hoch korrelierten Populationen (oben
rechts und unten links in Abbildung 4.65 C und E), eine Population mit hoher
Fluoreszenz des Zielgens bei niedriger Fluoreszenz von EYFP (siehe P1 in Abbildung 4.65
C und E). Diese stellen mit einem Anteil von 23 bzw. 37 % einen bedeutsamen Teil der
Gesamtpopulation dar. Eine mogliche Ursache dafiir konnte die Zerstérung der Plasma-
membran durch die virale Infektion und die Mikrofluidik des Durchflusszytometers
darstellen. Dies kann im Entweichen von EYFP aus dem Zytoplasma resultieren, wéhrend
das Zielprotein im ER zuriickgehalten wird. Fiir eine Sortierung der Zellen stellt dies kein
Problem dar, da nur solche mit hoher Reporterfluoreszenz sortiert werden und bei diesen
auch eine hohe Produktion des Zielproteins sichergestellt ist.
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Abbildung 4.66: Untersuchung der Korrelation der Produktion des Zielproteins mit der Produktion
des Reporterproteins in Sf9-Zellen. Zellen der Linie Sf9 (1) wurden mit unterschiedlichen
rekombinanten Baculoviren mit einer MOI von 4 infiziert und 4 Tage nach Infektion im LSR II
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurden fiir jede Probe 50.000 Zellen analysiert.
Aufgetragen ist auf der x-Achse die Fluoreszenzgintensitdt des EYFP-Reporterproteins und auf der
y-Achse die Fluoreszengintensitdt des jeweiligen Zielproteins. A Infektion mit dem rBV mCherry
cyto Y. B Infektion mit dem rBV mCherry PTS1 Y. C Infektion mit dem rBV mCherry SS-R Y.
D Infektion mit dem rBV mCer cyto Y. E Infektion mit dem rBV mCer SS-R Y.

Tabelle 4.9: Pearson-Korrelations-Koeffizienten fiir die Infektion von High Five- und Sf9-Zellen.
Berechnet wurde die Korrelation zwischen der Fluoreszenzintensitdt von EYFP und dem jeweiligen
Zielprotein (mCherry bzw. mCerulean) ausgehend von den in Abbildung 4.65 und Abbildung

4.66 gezeigten Streudiagrammen.

rekombinantes Baculovirus High Five Zellen Sf9 Zellen
mCherry cyto Y 0,91 0,88
mCherry PTS1Y 0,83 0,75
mCherry SS-RY 0,73 0,64
mCerulean cyto Y 0,84 0,83
mCerulean SS-RY 0,58 0,57
Mittelwert 0,78 0,73

Die hohe Korrelation zwischen dem Ziel- und dem Reporterprotein ist weiterhin
nicht an die High Five-Zelllinie gebunden. Wie in Abbildung 4.66 ersichtlich wird, stellt
sich auch bei einer Infektion von Sf9-Zellen eine dhnliche Verteilung der Populationen
ein. Auch ein Vergleich der Pearson-Korrelations-Koeffizienten (siehe Tabelle 4.9) zeigt,
dass fiir alle Modellproteine eine hohe, positive Korrelation (> 0,5) mit der EYFP-
Produktion feststellbar ist. Dementsprechend kann die Fluoreszenz des EYFP-Reporter-
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proteins, als Mal} fiir die Produktion des Zielproteins genutzt werden. Sollte die Bildung
von intrazelluldren Proteinkristallen direkt mit der Produktion des kristallisierenden
Proteins korrelieren, kann eine Sortierung der Zellen anhand der EYFP-Fluoreszenz-
intensitat zu einer Anreicherung kristalltragender Zellen fithren.

4.5.2.4 Anreicherung von Kristallen durch Zellsortierung anhand der EYFP-
Fluoreszenz

Der finale Schritt fiir die Anreicherung der kristalltragenden Zellen in einer
infizierten Kultur ist die Sortierung der Zellen anhand ihrer EYFP-Fluoreszenz. Die
dahinterstehende Hypothese ist, dass die Wahrscheinlichkeit der Kristallisation des
Zielproteins mit steigender Proteinmenge in der jeweiligen Zelle zunimmt. Da zuvor
gezeigt werden konnte, dass die Menge an Reporterprotein (EYFP) mit der Menge an
Zielprotein stark positiv korreliert ist, kann im Folgenden dieser Reporter fiir die
Sortierung genutzt werden. Dafiir wurden High Five-Zellen mit vier verschiedenen
rekombinanten Baculoviren, IMPDH Y, HEX-1 PTS1, CatB Y und EGFP-uNS, infiziert,
deren jeweiliges Zielprotein intrazellular kristallisiert. Bei IMPDH Y, HEX-1 PTS1 sowie
CatB Y wurde eine MOI von 0,1, bei GFP uNS eine MOI von 0,025 genutzt, um einen
geringen Anteil kristalltragender Zellen in der zu sortierenden Ausgangspopulation zu
erreichen. Bei einem zu hohen Anteil an kristalltragenden Zellen in der
Ausgangspopulation ist anderenfalls keine verldssliche Aussage iiber eine Anreicherung
dieser Zellen moglich.

In Abbildung 4.67 A ist die verwendete Gating-Strategie dargestellt, die fiir die
Sortierung der infizierten Insektenzellen angewendet wurde. Es wurden insgesamt 6
Gates definiert, die jeweils eine Logio-Stufe der EYFP-Fluoreszenzintensitat abdecken. Die
Sortierung erfolgte im Sony SH800S, welches gleichzeitig zwei verschiedene Popu-
lationen sortieren kann. Um Uberschneidungen in den zu sortierenden Zellen zu
vermeiden, wurden jeweils nur zwei nicht direkt aneinander angrenzende Populationen
parallel sortiert. Wie in Abbildung 4.67 A zu erkennen ist, weisen die verschiedenen
Proben eine unterschiedliche Verteilung der gemessenen Werte in der EYFP-Fluoreszenz-
intensitdt auf. Da nur die mit dem rBV EGFP-uNS infizierten Zellen einen fiir die
Sortierung ausreichenden Anteil von Zellen im Intensitdtsbereich oberhalb von
10° aufwiesen, wurde nur fiir diese Probe auch Gate 6 sortiert. Bei allen anderen Proben
wurden die Gates 5 und 6 zusammengefasst. Die lichtmikroskopische Auswertung der
sortierten Zellen ergab fiir alle Proben eine Abhéngigkeit des Anteils der kristalltragenden
Zellen von der Fraktion der Sortierung und damit von der Menge an EYFP in den Zellen
(Abbildung 4.67 B). Je hoher die Fraktion und damit die EYFP-Fluoreszenzintensitat,
desto hoher ist der Anteil an kristalltragenden Zellen in der sortierten Population.
Dementsprechend gibt es in der Tat einen Zusammenhang zwischen der Menge an
produziertem Zielprotein und der Wahrscheinlichkeit fiir eine Bildung intrazelluldrer
Kristalle in den infizierten Insektenzellen. Dieses Ergebnis demonstriert eindrucksvoll die
Einsatzfahigkeit dieser Herangehensweise zur Anreicherung kristalltragender Zellen in
Vorbereitung auf die sich anschlie@ende Sammlung von Rontgendiffraktionsdatensitzen.
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Abbildung 4.67: Anreicherung kristalltragender Zellen mittels EYFP-Sortierung. High Five-Zellen
wurden mit verschiedenen rekombinanten Baculoviren mit einer MOI von 0,1 infiziert und 4
Tage inkubiert. Die Infektion mit dem rBV EGFP-uNS erfolgte mit einer MOI von 0,025. A Gating-
Strategie fiir die Sortierung der kristalltragenden Zellen. Am Sony SH800S wurden mit einer
130 um-Diise mit jedem Gate 50.000 Zellen sortiert und in einem R6hrchen gesammelt. Bei der
Infektion mit dem rBV EGFP-uNS wurde aufgrund der stdrkeren Fluoreszenz auch Gate 6 sortiert.
Fiir alle anderen wurden die Gates 5 und 6 vereinigt. B Vor und nach der Sortierung wurden
Zellen auf einen Objekttrdger transferiert und mittels DIC am Nikon Ti2-E dokumentiert. Anhand
dieser mikroskopischen Aufnahmen wurde der jeweilige Anteil kristalltragender Zellen ermittelt.
Die horizontalen Linien geben diesen Anteil jeweils vor der Sortierung an. Deutlich erkennbar ist
eine erfolgreiche Anreicherung von Zellen mit Kristallen bei hoherer EYFP-Produktion ab
Fraktion 4. In den Fraktionen mit niedriger EYFP-Produktion ist zudem eine Abreicherung
kristalltragender Zellen im Vergleich zur Gesamtpopulation vor der Sortierung zu erkennen. In
der hochsten Fraktion ergeben sich damit Anreicherungsfaktoren im Vergleich zu den
unsortierten Zellen von: HEX-1 PTS1 (2,7), CatBY (2,7), IMPDH Y (4,6) und EGFP-uNS (6,3).
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Fazit 5:

Eine Optimierung der Infektion basierend auf der fiir die Infektion von High Five-
Zellen verwendeten MOI ist moglich. Unabhédngig vom Zielprotein wird eine optimale
Kristallbildung bei einer MOI von mindestens 1 erreicht. Der Einsatz einer hoheren MOI
erscheint nicht sinnvoll, da es zu einer starken Wachstumsinhibition bzw. einem
verfrithten Zelltod kommt und damit die Gesamtausbeute an Kristallen reduziert wird.

Eine darauf aufbauende Anreicherung basierend auf der Sortierung infizierter Zellen
mit Hilfe eines FACS-Gerétes ist ebenfalls moglich. Jedoch sind dafiir allgemeine
Streuparameter, also Vorwarts und Seit- bzw. Riickwartsstreulicht nicht geeignet, da
keine auf dem Vorhandensein von Kristallen basierende Population von Zellen erkennbar
ist. Dank der stark positiven Korrelation der EYFP-Fluoreszenz mit der Menge an
Zielprotein, kann dieses als Marker auch fiir nicht-fluoreszierende Zielproteine eingesetzt
werden. Die Uberlebensrate im FACS ist bei Nutzung einer sehr groen Diise ausreichend
hoch fiir eine anschlie3ende Verwendung der sortierten Zellen in Rontgendiffraktions-
experimenten. Eine Anreicherung kristalltragender Zellen um den Faktor 6 ist moglich
und hohere Faktoren sind bei einer geringerer Ausgangsdichte an Kristallen zu erwarten.
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5 Diskussion

Verschiedene wissenschaftliche Arbeiten haben die Grundlage fiir die hier
prasentierte Arbeit gelegt. Zentrale Bedeutung hat dabei vor allem die Studie von Fan et
al. (1996), in welcher gezeigt werden konnte, dass die intrazellulédre Kristallisation nicht
auf native Prozesse beschrankt ist, sondern auch rekombinant hergestellte Proteine in
ihrem jeweiligen Expressionssystem kristallisieren konnen. Erst mehr als ein Jahrzehnt
spater war die Technik der Strahlungsquellen so weit fortgeschritten, dass intrazellulér
gewachsene Kristalle fiir die Strukturaufklarung genutzt werden konnten, wie mit den
Arbeiten von Coulibaly et al. (2007), Redecke et al. (2013), Tsutsui et al. (2015) und
Baskaran et al. (2015) eindrucksvoll gezeigt werden konnte. Allerdings basiert nur die
Arbeit von Tsutsui et al. auf einer systematischen Suche nach intrazelluldren Kristallen,
wobei hier das Protein so lange mutiert wurde, bis eine effiziente intrazellulédre
Kristallisation erreicht war. Die Arbeit von Coulibaly et al. nutzte das Wissen um die
Kristallisation von Polyhedrin im nativen Kontext und die anderen drei Studien basieren
auf zufélligen Funden intrazelluldrer Kristalle widhrend der Genexpression in den
jeweiligen Zellen. Bisher wurde keine intensive Suche nach der Kristallisation
rekombinant hergestellter Proteine durchgefiihrt. Zudem ist weder eine systematische
Analyse der Detektionsmoglichkeiten fiir intrazelluldre Kristalle erfolgt, noch wurden
Screening-Moglichkeiten fiir die Optimierung der intrazelluldren Kristallisation etabliert.
Auch Moglichkeiten der Anreicherung selten auftretender Kristalle wurden bisher nicht
systematisch untersucht und eine Analyse des Kristallwachstums ist bisher nur punktuell
vorhanden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nun eine optimierte Pipeline fiir die
Klonierung und Expression rekombinanter Gene etabliert werden, welche im optimalen
Fall die Diffraktionsdatenaufnahme von intrazelluliren Kristallen eines beliebigen
Zielproteins innerhalb eines Monats ermoglicht (siehe Abbildung 5.1). Diese Pipeline
umfasst:

e die Klonierung der codierenden Sequenz des Zielgens in die Vektoren des im
Rahmen dieser Arbeit erweiterten Klonierungssystems der ersten bzw. in die
Vektoren des neu konstruierten und etablierten Klonierungssystems der zweiten
Generation (Tag 1 bis 3),

¢ die Generation rekombinanter Bacmide im Bac-to-Bac-System unter Ausnutzung
des EYFP-Gen-tragenden EmBacY-Bacmids (Tag 3 bis 8),

e die Herstellung und Titration von rekombinanten Baculoviren (Tag 8 bis 20),
sowie

e die Detektion und Charakterisierung der intrazelluldren Proteinkristalle und die
Anreicherung kristalltragender Zellen (Tag 20 bis 28).

Daran schliet sich die Probenvorbereitung fiir und die Durchfiihrung von

Diffraktionsexperimenten an einer Mikrofokus-Strahlfiihrung einer geeigneten Rontgen-
strahlungsquelle an (Tag 20 bis 30).
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Abbildung 5.1: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Schritte
der in cellulo-Kristallisationspipeline. Zundchst erfolgt die Klonierung des Zielgens in modifizierte
pFastBacl-Vektoren der hier etablierten Vektorbibliotheken. Anschliefsend werden rekombinante
Baculoviren in einem optimierten Arbeitsablauf nach dem Bac-to-Bac-System hergestellt und der
Titer fluoreszenzbasiert bestimmt. Die Infektion von High Five-Zellen mit einer MOI von 1 kann
gur spontanen Kristallisation des Zielproteins fiihren, was mittels DIC-Mikroskopie detektiert
wird. Bei geringer Kristallisationseffizienz oder sehr geringen Kristallgréfsen konnen sich weitere
TEM- oder diffraktionsbasierte Nachweismethoden anschliefsen. Zudem kann eine Anreicherung
kristalltragender Zellen mittels Zellsortierung anhand der EYFP-Produktion erfolgen. Basierend
auf diesen Schritten der Pipeline kann dann die Aufnahme von Diffraktionsdaten an einer
Rontgenstrahlenquelle mit hoher Brillanz stattfinden, mit deren Hilfe die dreidimensionale
Struktur des Zielproteins errechnet werden kann.

Mittlerweile wurden durch zwei weitere Arbeitsgruppen Ansdtze einer
rationalisierten Pipeline fiir die Kristallisation rekombinanter Proteine in Insektenzellen
publiziert. Boudes et al. (2016) beschreiben in ihrer Arbeit einen dhnlichen Ansatz wie
den hier verfolgten. Sie nutzen Sf9-Zellen fiir die Uberexpression eines rekombinanten
Gens und {iiberpriifen den Erfolg der Kristallbildung mittels Durchlichtmikroskopie. Die
kristalltragenden Zellen werden anhand ihrer charakteristischen Eigenschaften im
Seitwértsstreulicht-Kanal eines Durchflusszytometers aus der Gesamtkultur heraus-
sortiert, mit dem Lebend-Tot-Farbstoff Trypanblau gefarbt und anschliefend fiir die
Diffraktionsdatenaufnahme an einer Synchrotron-Mikrofokus-Strahlfithrung eingesetzt.
Zudem wird ein Weg fiir die experimentelle Phasierung der Kristalle vorgestellt, indem
die Zellen nach der Sortierung fiir mehrere Tage in einer gesattigten Schwermetalllosung
durchtrankt werden. Die Funktionalitidt der Pipeline wird jedoch nur anhand von
Polyhedrin aus dem Cypovirus getestet.

Mit der von Boudes et al. vorgeschlagenen Pipeline gehen verschiedene Probleme
einher. So wird weder ein Ansatz fiir die notigen Klonierungen présentiert noch
Moglichkeiten der Modifikation von Proteinen, welche nicht unmittelbar durch ihre
Produktion in den Zellen kristallisieren. Zudem bleibt die Pipeline auf die Sf9-Zelllinie fiir
alle notigen Schritte beschriankt und fiir die Detektion der Kristalle wird ausschlief3lich

die Nutzung eines einfachen Durchlichtmikroskops empfohlen. Auch die Verwendung des
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Seitwértsstreulichtkanals fiir die Sortierung von Zellen in einem FACS-Gerét ist
angesichts der Beschriankung auf ein einzelnes Testprotein zumindest fraglich. Die
Farbung der Zellen nach der Sortierung mittels Trypanblau zeigt direkt, dass die
verwendete Methodik die Zellen totet und anschliefend nicht mehr von einer ,,in cellulo-
Diffraktionsdatensammlung“ gesprochen werden kann. Auch das Trédnken der Zellen in
einer gesattigten Schwermetalllosung ist nicht mit lebenden Zellen kompatibel, was
wiederum eine sehr hohe Stabilitit der erzeugten Proteinkristalle im umgebenden
Medium voraussetzt.

Der Ansatz von Tang et al. (2020) fokussiert sich im Gegensatz dazu auf die
Generation eines optimierten Klonierungssystems fiir einen hohen Durchsatz
verschiedener Proteine sowie der Etablierung einer Screening-Plattform fiir die
automatisierte Detektion von kristallproduzierenden Zellkulturen. Dafiir haben die
Autoren eine Vektorbibliothek generiert, welche das Gateway-Klonierungssystem der
Firma Invitrogen nutzt, auf dem pIEX-Vektor aufbaut und verschiedene Tags umfasst,
welche fiir nEGFP, ¢GFP-Avi-His, cHalo, nHis, cHis, nGST und nHA secretory sequence
(sq)-FLAG-His codieren. Aul3er bei nEGFP sind die Tags zudem mit einer Schnittstelle fiir
die TEV-Protease versehen und konnen so nach der Proteinreinigung abgetrennt werden.
Die Uberpriifung der erfolgreichen Proteinproduktion erfolgt durch die Analyse
Coomassie-gefarbter SDS-Polyacrylamidgele. Die Detektion intrazelluldrer Kristalle soll
anschlielfend mit Hilfe eines SONICC-Gerates (engl.: Second Order Nonlinear Imaging of
Chiral Crystals; Haupert & Simpson, 2011) auf Basis der durch die Kristalle erzeugten
SHG-Signale bewerkstelligt und durch TEM-Analysen verifiziert werden. Eine weiter-
gehende Methodik fiir die Strukturaufklarung der detektierten Kristalle wird in der Arbeit
von Tang et al. nicht beschrieben. Anhand der Auswahl der in die Vektorbibliothek
integrierten Tags ist erkennbar, dass der Fokus dieser Pipeline auf der Reinigung der
produzierten Proteine liegt. Die mogliche intrazelluldre Kristallisation der Zielproteine ist
hier nur ein positiver Nebeneffekt des gewihlten Expressionssystems. Ahnlich wie Boudes
et al. setzen auch Tang et al. auf Sf9-Insektenzellen als alleinige Zelllinie fiir die gesamte
Pipeline. Immerhin wurde die von Tangetal. etablierte Pipeline anhand von 156
Zielproteinen ausgiebig auf ihre Belastbarkeit getestet. Bis zu 16 % der Proteine zeigten
Anzeichen fiir eine erfolgreiche Kristallisation, wobei nur 56 der genutzten
Expressionsklone auf diesen Aspekt hin untersucht wurden. Die Kristallisation der
jeweiligen Proteine scheint auch durch TEM-Aufnahmen bestitigt zu werden.
Problematisch an dem von Tang et al. verwendeten Gateway-Klonierungssystem ist, dass
durch die 25 bp langen attB-Rekombinationsstellen zusétzlich zu den translatierten Tags
noch mindestens 9 weitere Aminosduren N- bzw. C-terminal an das Zielprotein angehéngt
werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Pipeline bietet fiir den Grof3teil
der beschriebenen Probleme Losungswege, welche im Folgenden im Detail erortert und
diskutiert werden sollen.
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5.1 Das Baculovirus-Expressionsvektorsystem eignet sich fiir die
intrazellulire Kristallisation

Grundsétzlich ist festzuhalten, dass sich Insektenzellen gut fiir die in cellulo-
Kristallisation eignen. Dies ist daran erkennbar, dass im Vergleich mit anderen
Expressionssystemen in Insektenzellen bisher die meisten rekombinanten Proteine
erfolgreich kristallisiert werden konnten (Schonherr, Rudolph & Redecke, 2018).
Vergleichbare Erfolge konnen nur Sdugerzellen vorweisen, in einigem Abstand gefolgt
von Pflanzenzellen, Bakterien und Hefen (siehe Tabelle 5.1).

Der relative Erfolg der Insektenzellen kann auf verschiedene Eigenschaften dieses
Expressionssystems zuriickgefithrt werden. So sind sie im Gegensatz zu Hefen und
Bakterien einerseits grols genug und andererseits mit einer ausreichend flexiblen Hiille
ausgestattet, um das Wachstum von Kristallen zu erlauben, die auch an modernen
Synchrotron-Strahlfiihrungen fiir die Strukturlésung eingesetzt werden kénnen. Dafiir
sind aktuell in der Regel Kristalle mit einem minimalen Diffraktionsvolumen von ca.
10 um® notig (pers. Kommunikation, Gleb Bourenkov), welche in Bakterien aufgrund
ihrer iiblicherweise geringen GroRe von ca. 0,5 um? nicht darstellbar und in Hefen noch
nicht aufgetreten sind. Weiterhin ist die praktische Handhabung der Insektenzellen im
Vergleich mit Sdugerzellen deutlich flexibler und weniger zeitaufwendig, da die Luft im
Inkubator nicht kontrolliert werden muss, sie sowohl einzellig in Suspension als auch
semi-adhérent kultivierbar sind und der Wechsel nahtlos erfolgen kann. Die Zellkultur
erfolgt zudem in proteinfreiem Medium, welchem kein fotales Kilberserum zugesetzt
werden muss. Damit ist es besser definierbar, langer haltbar und giinstiger im Einkauf.

Tabelle 5.1: Ubersicht iiber erfolgreich kristallisierte rekombinante Proteine, geordnet nach dem
jeweiligen Expressionssystem.

Expressionssystem kristallisiertes Protein Referenz
Insektenzellen Calcineurin (heteromerer (Fan et al., 1996; Meyer, 2019)
Proteinkomplex)
Cathepsin B diese Arbeit; (Redecke et al.,
2013)
EGFP-uNS (Fusionsprotein) diese Arbeit; (Brandariz-Nuilez
et al., 2010b; Schonherr et al.,
2015; Nagaratnam et al., 2020)
GMPR diese Arbeit
HEX-1 diese Arbeit; (Lahey-Rudolph et
al., 2020, 2021)
IMPDH diese Arbeit; (Nass et al., 2020)
Luciferase diese Arbeit; (Schonherr et al.,
2015)
Saugerzellen EGFP-uNS (Fusionsprotein) (Brandariz-Nuiiez et al., 2010b)
IgG2 (Hasegawa et al., 2011)
Neuraminidase (Gallat et al., 2014)
PAK4-Inkal (heteromerer (Baskaran et al., 2015)
Proteinkomplex)
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Xpa (Tsutsui et al., 2015)
Pflanzenzellen Cry2Aa2 Toxin (De Cosa et al., 2001)
Legumin A (Stoger et al., 2001)
Hefen HEX-1 (Wiirtz et al., 2008)
Bakterien BinAB (Colletier et al., 2016)
Cry3A Toxin (Sawaya et al., 2014)
Toxine aus B. turingiensis (Oeda et al., 1989)

Fiir Insektenzellen ist weiterhin ein effizientes Genshuttle in Form von genetisch
modifizierbaren Baculoviren verfiigbar, was die gleichzeitige Transduktion eines Gens in
praktisch alle Zellen einer Kultur und die Produktion grof3er Proteinmengen in sehr kurzer
Zeit erlaubt. Fiir Sdugerzellen sind ebenfalls effiziente Gentransfersysteme etabliert. Eine
transiente Genexpression ist nach der Transfektion der Zellen mit einem entsprechenden
Expressionsplasmid moglich, wobei die Effizienz der Proteinproduktion hierbei von der
Transfektionseffizienz abhangig ist, und diese einer aufwandigen Optimierung bedarf.
Weiterhin ist es moglich, das BacMam-System zu nutzen. Bei diesem wird die Fahigkeit
von Baculoviren ausgenutzt, auch Saugerzellen effizient infizieren zu konnen. Da die
Viren in diesen Zellen nicht replizieren konnen, erfolgt die Genexpression nur transient
unter der Kontrolle eines mit Sdugerzellen kompatiblen Promotors (Mansouri & Berger,
2018). Wird auf dem Bacmid eine Resistenzkassette codiert, konnen durch Selektion mit
einem entsprechenden Antibiotikum, vergleichbar zu Plasmid-basierten Ansétzen, semi-
stabile Zelllinien erzeugt werden (Haase et al., 2013). Nachteile dieses Systems sind, dass
auch Insektenzellen kultiviert werden miissen, um die rekombinanten Viren herzustellen
und die gentechnische Sicherheitseinstufung deutlich hoher sein kann als dies im reinen
Insektenzellsystem der Fall ist.

Auch eine stabile Genexpression kann in den Saugerzellen erreicht werden, sofern
das Zielgen in die DNA des Expressionssystems integriert wird. Der geldufigste Ansatz,
dies zu erreichen, stellt die Transduktion mit rekombinanten Lentiviren dar. Diese
Retroviren sind in der Lage, ihr Genom in die Wirts-DNA zu integrieren und so fiir eine
stabile Genexpression zu sorgen. Um eine hinreichende Biosicherheit zu gewahrleisten,
sind die genetischen Elemente in der dritten Generation der lentiviralen Vektoren auf
verschiedene Plasmide verteilt, sodass kein replikationskompetentes Virus erzeugt
werden kann (Shearer & Saunders, 2015). Nachteile lentiviraler Systeme sind neben den
erh6hten Anforderungen an die Biosicherheit vor allem off-target-Effekte, welche durch
die zuféllige Insertion des Zielgens in einen ORF oder in regulatorische Elemente
entstehen.

Der Vorteil des Baculovirus-Expressionsvektorsystems (BEVS) fiir die Protein-
produktion in Insektenzellen begriindet sich vor allem darin, dass weder eine aufwendige
Optimierung der Transfektion noch eine zeitintensive Selektion einer semistabilen oder
stabilen Zelllinie notwendig ist. Sobald ein Zellkulturiiberstand mit einem ausreichend
hohen Virentiter verfiigbar ist, kann eine zeitgleiche Infektion der gesamten Kultur
erfolgen. Allerdings ist die sich anschlielende Proteinproduktion aufgrund der lytischen
Eigenschaften der Baculoviren auf wenige Tage begrenzt. Dies stellt insofern eine
Limitation des Insektenzellsystems dar, dass viel Arbeit in eine Standardisierung der
Ablaufe mit dem Ziel einer zuverlédssigen Reproduzierbarkeit investiert werden muss, da
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die Kristallproduktion im Gegensatz zu stabilen Zelllinien immer wieder in frischen Zellen
wiederholt werden muss. Dies ist durch die vorliegende Arbeit gelungen. Zudem konnte
es dazu kommen, dass langsam wachsende Kristalle nicht detektiert werden kénnen, da
sie den verfiigbaren Zeitrahmen bis zum Tod der jeweiligen Zelle {iberschreiten wiirden
(siehe Kapitel 5.4).

Neben dem eingangs beschriebenen und im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Bac-to-Bac-System gibt es weitere BEVS, die sich vor allem durch die verwendeten
Methoden zur Erzeugung der rekombinanten Baculoviren sowie in der genetischen
Ausstattung der viralen Genome unterscheiden. Die vorwiegend verwendeten Systeme
sind BacPAK6 (Kitts & Possee, 1993), flashBac (Hitchman et al., 2011), BacMagic-3
(Novagen) und FlexiBac (Lemaitre et al., 2019). Wahrend im Bac-to-Bac-System die
Rekombination zwischen Donorvektor und Bacmid in Bakterien erfolgt und sich die
Transfektion der Insektenzellen mit dem rekombinanten Bacmid anschlief3t, werden bei
den anderen Systemen die Insektenzellen mit Bacmid und Donorvektor ko-transfiziert
und die Rekombination erfolgt direkt in den Insektenzellen. Die Selektion erfolgreich
rekombinierter Bacmide wird durch die teilweise Deletion des fiir die Replikation nétigen
Gens orf1629 erreicht, welches durch die Rekombination mit dem Donorplasmid wieder
hergestellt wird. Dies spart die im Bac-to-Bac-System notigen 4 Tage fiir die Generation
des rekombinanten Bacmids und beschleunigt damit die Klonierungsphase deutlich.
Allerdings wird die benétigte Bacmid-DNA dieser kommerzialisierten Systeme nur in
gereinigter Form verkauft, was die Generation einer grofseren Anzahl rekombinanter
Baculoviren stark verteuert. Erst durch die vor kurzem erfolgte Publikation des gemein-
freien, d. h., keinen Immaterialgiiterrechten wie Urheberrechten mehr unterliegenden,
FlexiBac-Systems (Lemaitre et al., 2019) konnte diese Barriere iiberwunden werden.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den verschiedenen BEVS besteht in den
genetischen Modifikationen der verwendeten, auf dem AcMNPV-Genom basierenden,
Bacmide. Insgesamt wurden in den moderneren Varianten mittlerweile fiinf verschiedene
virale Gene entfernt. Neben der Chitinase (chiA) und dem viralen Cathepsin (v-cath) sind
dies p10, p74 und p26 (Hitchman et al., 2011). Chitinase wird von den Baculoviren in
grolen Mengen fiir den Abbau der chitinhaltigen Stiitzstrukturen produziert und dient
neben dem viralen Cathepsin der Verfliissigung der infizierten Larven (Rohrmann, 2019).
Cathepsin wird zusammen mit Chitinase produziert, im ER gespeichert und mit dem
Zelltod freigesetzt (Rohrmann, 2019). Beide Proteine sind fiir die Erzeugung der Viren in
der Zellkultur nicht essenziell. Die Deletion der chiA- und v-cath-Gene fiihrt entsprechend
zu einer Entlastung des sekretorischen Weges, einer besseren Sekretion rekombinant
produzierter Proteine und der Reduktion lytischer Effekte der Viren in Zellkultur
(Trowitzsch et al., 2010; Hitchman et al., 2011). Die Deletion dieser Gene erfolgt in der
Regel gemeinsam, da sie im baculoviralen Genom direkt hintereinander liegen
(Rohrmann, 2019).

Der zweite Lokus, welcher in den moderneren Varianten des Genoms deletiert ist,
umfasst die Gene der viralen Proteine p26 (Ac136), p10 (Ac137) und p74 (Ac 138). P10
ist, neben Polyhedrin (Ac8), eines der zwei in der sehr spaten Phase der baculoviralen
Infektion stark exprimierten Gene und bildet, wie gezeigt, grof3e, filamentose Strukturen

181



5. Diskussion |

im Zellkern und dem Zytoplasma der infizierten Zellen. Die Deletion des p10-Gens fiihrt
zum Wegfall der Konkurrenz der, unter der Kontrolle des Polyhedrinpromotors
stehenden, rekombinanten Gene mit dem pl0-Gen. P74 wird fiir die Infektion von
Darmzellen der Insektenlarven benétigt. Seine Deletion verhindert die Ausbreitung der
Baculoviren bei Insekten, wahrend sie keinen Einfluss auf die Replikation in Zellkulturen
aufweist. P26 ist bisher nur schlecht charakterisiert. Die Deletion dieses Gens scheint im
Zellkultursystem aber keine negativen Auswirkung zu haben (Rohrmann, 2019). Eine
Deletion des gesamten Lokus verhindert in Wildtyp-Viren die Verpackung der Kapside in
die Polyhedrinmatrix und damit die Bildung von OVs (Wang et al., 2009)

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Nutzung des Bac-to-Bac-Systems, welches keine
der oben aufgefiihrten Deletionen tragt und damit Nachteile in Bezug auf die mogliche
Ausbeute an stabilem, rekombinantem Protein aufweist. Das auf diesem System
aufbauende EmBacY-Bacmid, welches fiir die Etablierung der Pipeline im Rahmen dieser
Arbeit genutzt wurde, ersetzt den Genlokus von chiA und v-cath durch ein EYFP-Gen
unter der Kontrolle eines weiteren Polyhedrinpromotors (Trowitzsch et al., 2010). Dies
bringt den Vorteil einer erhohten Stabilitdt von ins ER translatierten Proteinen mit sich,
aber auch eine deutlich vereinfachte Detektion infizierter Zellen und eine einfache
Titration der erzeugten Virenstocks. Zudem fiihrt die reduzierte Zelllyse zu einer
deutlichen Erh6hung der Kristallstabilitdt, wie aus der Analyse des zeitlichen Verlaufs der
Kristallbildung in Kapitel 4.2.4 ersichtlich ist. Ein Nachteil dieses Bacmids ist jedoch, dass
weiterhin p10 produziert wird und mit EYFP ein weiteres Gen unter Kontrolle eines der
starken Promotoren der sehr spaten Phase eingefiigt wird. Beide Gene stehen damit in
direkter Konkurrenz zu dem ebenfalls unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors
stehenden Zielgen. Dies konnte zu einer entsprechenden Reduktion des maximal
erreichbaren Levels an rekombinantem Protein filhren und damit auch zu einer
Verschlechterung der Kristallausbeute. Eine mogliche Losung wiére hier, den p10-Lokus
zu entfernen und das EYFP-Gen bzw. das Gen eines anderen Fluoreszenzproteins unter
die Kontrolle des plO-Promotors zu stellen. Eine Entfernung des fiir den
Fluoreszenzreporter codierenden Gens sollte zwar zu einer weiteren Erhohung der
Ausbeute an Zielprotein fiihren, ist allerdings aufgrund der oben beschriebenen Vorteile
in Bezug auf die Nachverfolgbarkeit der Infektion und der Proteinproduktion jedoch nicht
sinnvoll.

Ein nicht zu unterschédtzender Faktor fiir den Erfolg von BEVS bei der in cellulo-
Kristallisation, ist die Fahigkeit, in der sehr spdten Phase der Infektion enorme Mengen
an Protein von nur wenigen Genen produzieren zu koénnen. Dafiir sind einerseits die
speziellen Promotoren der polh und p10 Gene verantwortlich, aber auch der virale
Kontext der Genexpression (siehe Tabelle 5.2). Polyhedrin wird von den Viren fiir die
Verpackung neuer Kapside in einen kristallinen Hiillcoat genutzt. Dieser schiitzt die
Kapside vor Umwelteinfliissen und sorgt dafiir, dass das Virus iiber Jahre hinweg in der
Umwelt iiberdauern kann (Evans, 1986). Die Bildung dieser kristallinen Hiille benétigt
sehr groRe Mengen an Protein. Dies wird auch daran deutlich, dass Polyhedrin zusammen
mit p10 in der Spitze bis zu 50 % des gesamten Proteins der infizierten Zelle ausmachen
kann (Min & Bishop, 1991). Wie anhand der prasentierten FACS-Versuche deutlich wird,
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korreliert eine hohere Proteinmenge in den Zellen mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
fiir die Bildung von Kristallen. Der Ersatz des BEVS durch beispielsweise eine transiente
Expression des Zielgens nach Transfektion eines Vektors, welcher mit einem fiir
Insektenzellen geeigneten Promotor versehen ist, wird daher kaum vergleichbare
Proteinmengen in den Zellen erreichen und sollte zu einer geringeren Ausbeute an
Kristallen fiihren. Dies konnte in der Arbeitsgruppe durch Versuche der transienten
Expression der Cathepsin B- und Luciferase-Gene mit Hilfe des pIEX4-Vektors bestatigt
werden (nicht publizierte Ergebnisse). Hinzu kommt, dass selbst eine sehr effiziente
Transfektion von Insektenzellen niemals alle Zellen einer Kultur umfassen wird. Im
Gegensatz dazu fiihrt die eigenstdndige Ausbreitung der Viren in der Kultur dazu, dass
bei ausreichender Zeit nahezu alle Zellen das Zielprotein produzieren.

Tabelle 5.2: Hauptfaktoren, welche fiir die hohe Genexpression der sehr spdten Gene bei Baculoviren
verantwortlich sind. Modifiziert nach (Rohrmann, 2019).

Faktor Effekt

Abschalten der Transkription von friihen Biosynthese-Systeme der Zelle stehen fiir die
baculoviralen und von Wirtsgenen Expression viraler Gene zur Verfiigung
Abschalten der Genexpression der virale RNA-Polymerase steht fiir die Expres-
baculoviralen Gene der spiaten Phase sion der sehr spaten Gene zur Verfiigung
DNA-Replikation und eine hohe Konzen- Verfiigbarkeit vieler Kopien der sehr spaten
tration von unverpackter viraler DNA Gene fiir die Transkription

Hohe Effizienz der viralen RNA Polymerase Produktion und das capping grofer Mengen
an mRNA werden ermoglicht

Biosynthetische Kapazitit der starke Expression der Gene der sehr spéten
Insektenzellen Phase

Ein in den von Tang et al. (2020) und Boudes et al. (2016) publizierten Ansatzen fiir
die in cellulo-Kristallisation nicht angesprochener Aspekt, ist die Abhéngigkeit der
Kristallisation von der genutzten Insektenzelllinie. Diese wurde erstmals von Fan et al.
(1996) anhand der Kristallisation von Calcineurin beschrieben. Die Autoren verglichen
die Kristallbildung in den Zelllinien Sf9, Sf21 und High Five miteinander und stellten fest,
dass es zwar in allen Linien zur Bildung von Kristallen kommt, High Five-Zellen allerdings
deutlich gro3ere Kristalle bilden als die beiden Spodoptera-Zelllinien. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die FEigenschaften verschiedener Zelllinien und ihre Eignung fiir
verschiedene Aspekte der Pipeline genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
produzierten Kristalle in High Five-Zellen durchgehend grof3er werden, als dies in Sf9-
Zellen der Fall ist. Die Beobachtung von Fan et al. konnte in der vorliegenden Arbeit
bestatigt werden und scheint in der Biologie der Zelllinie begriindet zu sein, wobei
mehrere Faktoren als Erklarung fiir dieses Phdnomen in Frage kommen. Wie in Kapitel
4.2.4 gezeigt, weisen infizierte High Five-Zellen im Mittel ein fiinffach grof3eres Volumen
als Sf9-Zellen auf. Allerdings geht dies nicht mit einer entsprechend hoheren
Proteinproduktion, bezogen sowohl auf individuelle Zellen als auch auf die gesamte
Kultur, einher, wie anhand der FACS-Versuche im selben Kapitel gezeigt werden konnte.
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Dennoch produziert die High Five-Zelllinie nicht nur grof3ere Kristalle, sondern in den
meisten Fallen auch einen grof3eren Anteil kristalltragender Zellen. Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass die aus Trichoplusia ni stammende Zelllinie eine stérkere
Proteinproduktion pro mL Kultur aufweist als die aus Spodoptera frugiperda stammenden
Zelllinien (Davis et al., 1993; Taticek et al., 2001; Wilde et al., 2014). Eine mogliche
Erklarung fiir diese Diskrepanz konnte sein, dass sich die Proteinproduktion pro Milliliter
Kultur von der Proteinproduktion pro Zelle unterscheidet. Insbesondere die
GroRenunterschiede der Zellen konnen in unterschiedlichen Zelldichte-Optima
resultieren und damit hohere Proteinausbeuten in den High Five-Zellen erzeugen. Die
Fahigkeit zur Bildung grof3erer Kristalle scheint auch insofern nicht durch die
Proteinproduktion bestimmt zu sein, da eigene Versuche mit supplementiertem Medium,
welchem fotales Kélberserum zugesetzt ist, zwar zu einer Zunahme von kristalltragenden
Zellen, nicht aber zu grof3eren Kristallen fiihrten (Daten nicht gezeigt).

Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten Sf9-Zelllinien sind im Vergleich zu den
verwendeten High Five-Zellen deutlich bessere Virenproduzenten, wohingegen die
High Five-Zellen eine hohere Sensitivitat fiir die baculovirale Infektion aufweisen. Daher
bietet sich der Einsatz der Sf9-Zellen fiir die Produktion der rekombinanten Baculoviren
an, wahrend die Titration und Kristallproduktion sinnvollerweise in High Five-Zellen
durchgefiihrt werden sollten. Diese Ergebnisse werden auch von der Arbeit von Wilde et
al. (2014) gestiitzt, die eine 100fach stérkere Virenproduktion von Sf9-Zellen verglichen
mit High Five-Zellen dokumentieren konnten. Die hier untersuchten Sf9-Zellen weisen
sogar eine bis zu 10.000fach hohere Virenproduktion auf. Die den unterschiedlichen
Eigenschaften der Zelllinien, in Bezug auf Virenproduktion, Sensitivitét fiir die Infektion,
Protein- und Kristallproduktion, zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher unbekannt
und bediirfen einer eingehenden Untersuchung, welche die Moglichkeiten dieser Arbeit
iiberstiegen.

Wie weiterhin anhand verschiedener Sf9-Zellklone gezeigt werden konnte, konnen
die Eigenschaften der Zelllinien auch bei Klonen der gleichen Linie aus verschiedenen
Quellen voneinander abweichen. Dies stellt insbesondere ein Problem in Bezug auf die
Reproduktion von Kristallisationsversuchen durch verschiedene Arbeitsgruppen dar. Die
aufgetretenen Abweichungen scheinen vor allem im Zusammenhang mit dem BEVS zu
stehen, da insbesondere die Virenproduktion und die Sensitivitit fiir die Infektion
betroffen sind, was letztlich in einer stark unterschiedlichen Kristallausbeute resultiert. In
der Arbeitsgruppe wurde zudem auch die TriEX-Zelllinie (Novagen) untersucht, welche
genau wie die Sf9-Linie durch klonale Selektion aus Sf21-Zellen erzeugt wurde. Diese
Zelllinie wies ausgesprochen schlechte Eigenschaften hinsichtlich der Virus- und
Kristallausbeute auf (Meyer, 2016). Eine mogliche Ursache der beschriebenen
Unterschiede konnten auftretende Mutationen in den Zellklonen sein, wie sie auch bei
Experimenten im Rahmen dieser Arbeit aufgetreten sind. Bei Infektionsexperimenten mit
High Five-Zellen, welche ldnger als neun Tage dauerten, konnten regelmafRig klonal
anwachsende Zellhaufen beobachtet werden, die offensichtlich resistent gegen die virale
Infektion waren. Derartige Beobachtungen wurden bisher allerdings noch nicht in der
Literatur beschrieben. Eine Resistenz gegen die virale Infektion konnte bisher nur
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artifiziell mittels RNA-Interferenz gegen einzelne virale Gene erzeugt werden
(Kanginakudru et al., 2007; Subbaiah et al., 2013). Da genetische Verdnderungen der
Zellen nur iiber viele Passagen in Zellkultur zu erwarten sind, erscheint es sinnvoll,
weitere Zelllinien bzw. Klone aus anderen Laboren auf ihre Fahigkeit zur Bildung
intrazellularer Kristalle hin zu untersuchen, um den optimalen Kristallisationsklon
ausfindig zu machen.

Als weiteres Problem wird von Tang et al. (2020) bei rekombinanten Baculoviren
der Verlust des Zielgens nach serieller Passage in Zellkultur aufgeworfen, wofiir
insbesondere die Arbeit von Pijlman, van Schinjindel & Vlak (2003) herangezogen wird.
Die Autoren zeigen darin, dass die in das artifizielle Bacmid eingebrachten bakteriellen
Sequenzen eine genetische Instabilitit aufweisen und bei serieller Passage deletiert
werden konnen. Allerdings treten diese Effekte erst nach mindestens 10, eher 20
Viruspassagen in den Insektenzellen auf, was vor allem ein Problem fiir die
kontinuierliche Proteinproduktion in Bioreaktoren und weniger fiir die transiente
Proteinproduktion durch wiederholte Infektionen darstellt. Fiir die hier prasentierte
in cellulo-Kristallisationspipeline stellt dies insofern kein Problem dar, dass ein
ausreichend hoher Virentiter bereits mit der dritten Passage erreicht wird und
anschlielfend mit dem produzierten Virenstock wiederholt Experimente durchgefiihrt
werden konnen. Mehr als 4 Passagen sind daher fiir die wenigsten rBVs notig, wahrend
bis Passage 9 keine Unterschiede in der Kristallbildung nachweisbar waren. Nichts-
destotrotz konnte eine Optimierung der Virenproduktion durch die Verbesserung der
Praparation der rekombinanten Bacmide und eine Produktion des P2-Stocks in
Schiittelkultur zu einem ausreichend hohen Titer in der zweiten Passage fiihren, sodass
weitere Passagen unnoétig werden. Dies wiirde einerseits die fiir die Pipeline benétigte
Zeit um weitere 4 Tage verkiirzen und andererseits die Wahrscheinlichkeit fiir die
Produktion defekter Viren minimieren.

5.2 Die Kristallisationsbedingungen verschiedener zellularer
Kompartimente konnen die Variabilitit der
Kristallmorphologien erhohen

Die fiir die Kristallisation eines bestimmten Proteins benoétigten Bedingungen sind
auch nach Jahrzehnten an kristallografischen Erfahrungen noch immer nicht hinreichend
gut vorhersagbar. Zwar gibt es mittlerweile eine Reihe von Ansdtzen fiir initiale
Vorhersagen basierend auf der Priméarstruktur des Proteins, allerdings hat es noch keiner
dieser Ansétze in die breite Anwendung geschafft (Kantardjieff & Rupp, 2004; Mizianty
& Kurgan, 2011; Lee et al., 2019). Daher ist es fiir die Maximierung des Kristallisations-
erfolges sinnvoll, verschiedene Umgebungsbedingungen zu testen. Dies ist in der Zelle
allerdings nur schwer umsetzbar, da der pH-Wert und die Konzentration der
verschiedenen Salze in einem engen Bereich konstant gehalten werden, um die Funktion
zelluldrer Prozesse zu gewdahrleisten. Allerdings unterscheiden sich die Bedingungen in
den verschiedenen Kompartimenten teilweise deutlich, sodass diese fiir ein
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Kristallisationsscreening sinnvoll erscheinen. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, fiihrt das Anfiigen der jeweiligen Lokalisationssequenz an die
rekombinanten Proteine zur erwarteten Translokation in die verschiedenen
Kompartimente der Insektenzellen.

Eine artifizielle Lokalisation verschiedener Proteine in die Peroxisomen der
Insektenzellen ist durch das Anfiigen eines SKL-Motivs als PTS1-Signal gelungen.
Allerdings konnte bisher noch keine Kristallisation eines rekombinanten Proteins in
diesem Kompartiment nachgewiesen werden, welches darin nicht nativ lokalisiert ist.
Dies liegt moglicherweise daran, dass der Transport in die Peroxisomen erst nach der
Faltung des jeweiligen Proteins erfolgt (Walter & Erdmann, 2019), und daher die
Transportmoglichkeiten dieses Systems sowohl von der Zuginglichkeit des PTS1-Signals
abhéngig sind als auch von der enormen Proteinproduktion iiberfordert werden konnen.
Dadurch konnten Proteine mit einer hohen intrinsischen Neigung zur Kristallisation
bereits im Zytoplasma Kristallkeime bilden, wodurch dann einerseits der Transport in die
Peroxisomen verhindert und andererseits die weitere Kristallisation gefordert wird, wie
hier beispielsweise fiir IMPDH und HEX-1 gezeigt werden konnte.

Die im Klonierungssystem der ersten Generation verwendete Signalsequenz von
Cathepsin B aus Trypanosoma brucei fiir die Lokalisation von Proteinen ins ER weist bei
rekombinanten Proteinen eine zu geringe Effizienz auf. Eine unvollstindige Erkennung
der Sequenz fiihrt zu Proteinen, welche entweder ins ER oder ins Zytoplasma translatiert
werden. Dort kann aber die stark hydrophobe Signalsequenz nicht abgespalten werden,
wodurch es zur Aggregation der Proteine oder einer fehlerhaften Faltung kommen kann.
Die Signalsequenz des humanen BiP, welche im Klonierungssystem der zweiten
Generation verwendet wurde, weist hingegen eine deutlich hohere Effizienz auf und kann
verschiedene rekombinante Proteine vollstdndig ins ER dirigieren. Das aus Saugerzellen
stammende C-terminale Retentionssignal KDEL, welches den Riicktransport loslicher
Proteine vom Golgi-Apparat ins ER verursacht, funktioniert in den Insektenzellen sehr
zuverlassig und fiihrt zudem zu Unterschieden in der Lokalisation und im Kristallisations-
verhalten, wie bei Cathepsin B, HEX-1 und EGFP-uNS beobachtet werden konnte.

Die im weiteren Verlauf des sekretorischen Weges auftretenden Kompartimente
bieten weitere Variationen des pH-Wertes sowie der Konzentrationen von Salzen und
Proteinen (Kellokumpu, 2019). Diese Umgebungen stellen dementsprechend bisher nicht
untersuchte Kristallisationsbedingungen dar, die zu einer weiteren Optimierung der
Pipeline beitragen konnten. Neben dem Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-
Apparat, welcher wiederum mit dem cis- und trans-Golgi-Netzwerk in Verbindung steht,
sind auch Lysosomen und Endosomen erreichbar. Lysosomen sind aufgrund ihres stark
sauren Charakters und der Anwesenheit von Proteasen fiir die meisten Proteine nicht als
Kristallisationskompartiment geeignet und sollten daher nicht in das Screeningsystem
aufgenommen werden. Das endosomale Membransystem fungiert als Verbindungsglied
zwischen dem Trans-Golgi-Netzwerk, den Lysosomen und der Plasmamembran (Elkin,
Lakoduk & Schmid, 2016). Vom Endoplasmatischen Retikulum bis zu den sekretorischen
Granula verlauft ein Gradient des pH-Werts von pH 7,2 nach pH 5,5 (Paroutis, Touret &
Grinstein, 2004). Zudem unterscheiden sich die osmotischen Bedingungen durch die
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unterschiedliche Zusammensetzung an Proteinen und kleinen Molekiilen im jeweiligen
Lumen, was wiederum Einfluss auf das Kristallisationsverhalten hat. Allerdings ist die
zielgerichtete Lokalisation von Iluminalen Proteinen in die unterschiedlichen
Kompartimente des sekretorischen Weges schwer zu erreichen, da bisher keine jeweils
spezifischen Lokalisationssequenzen etabliert sind und diese Kompartimente lediglich
Durchgangsstationen fiir 10sliche Proteine darstellen. Eine Mdéglichkeit fiir ein gezieltes
Targeting ist damit auf absehbare Zeit nicht gegeben.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten, artifiziellen Lokalisationssequenzen
MTS1 und MTS2 erfiillen beide ihre Funktion. Es wird einerseits ein erfolgreicher
Transport rekombinanter Fluoreszenzproteine in Mitochondrien-artige Strukturen
erreicht (Nachtschatt, 2020), und andererseits konnten neue Kristallformen von EGFP-
uNS und HEX-1 erzeugt werden. Die so erzeugten Kristalle beider Proteine sind erheblich
kleiner als die zytosolischen Varianten und daher mittels Durchlichtmikroskopie kaum
mehr detektierbar. Da zu erwarten ist, dass der begrenzte Raum der mitochondrialen
Matrix zu einer Grol3enlimitierung des Kristallwachstums fiihrt, sprechen die Ergebnisse
fiir eine erfolgreiche Kristallisation innerhalb der Matrix. Dies muss allerdings noch durch
weitergehende Untersuchungen mittels TEM bestatigt werden. Beide MTS fiihren zudem
zu leicht unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich der Verteilung sowie der Kristallisation
des Zielproteins, wie insbesondere anhand von EGFP-uNS zu erkennen ist. Gerade die
unterschiedlichen Kristallmorphologien sind hierbei interessant, da die finale
Aminosduresequenz nach proteolytischer Abspaltung des Translokationssignals identisch
sein sollte. Die Unterschiede in der Verteilung des Zielproteins und der Kristall-
morphologie konnten auf eine unterschiedliche Effizienz der Lokalisationssequenzen im
Hinblick auf ihre Erkennung und damit ihre Prozessierung zuriickzufiihren sein.

Eine zusitzliche Erweiterung der Screening-Moglichkeiten der Pipeline stellt der
Intermembranraum der Mitochondrien (engl.: intermembrane space; IMS) dar. Einerseits
finden sich in der Literatur bereits mehrere Beispiele einer nativen Proteinkristallisation
in diesem Sub-Kompartiment (Ward, 1962; Massover, 1971). Andererseits besteht iiber
grofle Poren in der &dulleren Mitochondrienmembran eine Kontinuitdt der
Konzentrationen von Ionen und Metaboliten zum Zytoplasma, wahrend gleichzeitig aber
iber residente Proteine, insbesondere Mia40, oxidierende Bedingungen hergestellt
werden, was die Bildung von Disulfidbriicken ermoglicht (Mesecke et al., 2005). Dies
konnte die Faltung von nativ ins ER translatierten Proteinen verbessern, wobei
gleichzeitig die Glykosylierung der Proteine verhindert wird. Da die Glykosylierung
Kristallkontakte auf der Proteinoberfliche maskieren konnte, besteht hier die Moglichkeit
einer verbesserten Kristallisierbarkeit, ohne die Sequenz des Proteins verdndern zu
miissen. Allerdings ist der Intermembranraum nur sehr schwierig artifiziell zu erreichen.
Native IMS-Proteine sind in der Regel klein und werden erst durch Disulfidbriicken in
einem gefalteten Zustand fixiert. Dadurch konnen sie ungefaltet durch den TOM-Komplex
in der dueren Mitochondrien-Membran diffundieren und werden anschlielend durch
Bindung an Mia40 gefaltet und oxidiert (Backes & Herrmann, 2017). Da die Substrate
von Mia40 konsistent eine einfache Helix-Loop-Helix-Struktur mit zwei parallelen
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Disulfidbriicken aufweisen, wire dieser Mechanismus im Kontext der intrazelluldren
Kristallisation jedoch kaum sinnvoll nutzbar.

Die Kernlokalisationssequenz des humanen C-myc Proteins erfiillt in den
Insektenzellen als C-terminaler Tag grundlegend seine Funktion und kann rekombinante
Proteine in den Zellkern dirigieren. Allerdings ist die Effizienz des Imports vom jeweiligen
Zielprotein abhangig. Die Kristalle von EGFP-uNS NLS v2 wachsen entsprechend
ausschlief3lich im Zellkern, wohingegen HEX-1 NLS v2 auch im Zytoplasma kristallisiert.
Auch das 16sliche Fluoreszenzprotein mCerulean wird von der C-myc NLS nur teilweise
in den Zellkern dirigiert (Nachtschatt, 2020). Dies konnte in der Zuganglichkeit der
Sequenz begriindet liegen. Sollte diese in einer Tasche versteckt sein oder durch
Wechselwirkungen auf der Oberfldche des Proteins aufliegen, konnte die Zuganglichkeit
fiir Importine eingeschrankt sein, und somit der Kerntransport behindert werden. Im Falle
von HEX-1 NLS v2, welches Kristalle sowohl im Zellkern wie auch im Zytoplasma bildet,
konnte ein weiterer Faktor sein, dass das Protein sehr schnell nach der Faltung zur
Kristallkeimbildung neigt und die Zugénglichkeit der NLS dadurch stark eingeschrankt
wird.

Bei den im Rahmen der Pipeline untersuchten Proteinen IMPDH und Luciferase
konnte eine Verbesserung der Kristallisation durch die Direktion des rekombinanten
Proteins in ein fiir das Protein nicht-natives Kompartiment bestétigt werden. So wird
insbesondere die Effizienz der Kristallbildung, charakterisiert durch den Anteil der
kristalltragenden Zellen in der infizierten Kultur, durch die Inaktivierung des PTS1-
Signals positiv beeinflusst. Die Verhinderung des Transportes in die Peroxisomen scheint
hier eine Anreicherung des Proteins im Zytoplasma zu bewirken und damit eine
effizientere Kristallisation. Dies wird auch an der GMPR aus Trypanosoma brucei deutlich,
welche in ihrer unveridnderten Form in den Insektenzellen keine Kristalle bildet,
wohingegen die mittels beider Klonierungssysteme erstellten, zytosolischen Varianten
sehr effizient kristallisieren (Freise, 2020; Nachtschatt, 2020). Durch das Anfiigen jeweils
einer bzw. zwei artifiziellen Aminosduren N- und C-terminal wird auch hier das native
PTS1-Signal inaktiviert.

Die besten Kristallisationsbedingungen bietet ansonsten bisher immer das
Kompartiment, in welchem das Protein auch nativ lokalisiert ist. Dies ist fiir zytosolisch
lokalisierte Proteine bei Translation ins ER insofern nicht verwunderlich, da eine
artifizielle Glykosylierung die Faltung stark beeintrdchtigen kann. Auch der Wechsel
zwischen reduzierenden und oxidierenden Umgebungsbedingungen kann durch die
Bildung oder Auflésung von Disulfidbriicken zu einer Missfaltung und Aggregation des
rekombinanten Proteins beitragen. Es erscheint daher zielfithrend, bei der Klonierung von
neuen Genen die Aminosduresequenz des Zielproteins zundchst auf versteckte
Glykosylierungsstellen und Cysteine zu untersuchen und die Vektoren anschlie3end auf
eine sinnvolle Auswahl der Zielkompartimente zu beschranken. Weiterhin sollte immer
auch das native Protein auf die intrazelluldre Kristallisation hin getestet werden, da jede
Veranderung der Aminosduresequenz auch eine Verdnderung der Proteinstruktur und der
Bindung von Interaktionspartnern bewirken kann, wodurch die Kristallbildung ebenfalls
beeinflusst werden kann. Dies ist z. B. deutlich an HEX-1 erkennbar, bei welchem selbst
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die Addition von je einer Aminosdure N- und C-terminal aus dem Klonierungssystem der
ersten Generation eine Verdnderung der Kristallform von dicken Blocken mit sechseckiger
Grundflache hin zu spindelférmigen Kristallen bewirkt.

Die fiir einzelne Proteine beobachteten unterschiedlichen Kristallformen, die unter
den jeweiligen Kristallisationsbedingungen der verschiedenen Kompartimente entstehen,
konnen jedoch auch einen nutzbaren Vorteil darstellen. So konnten die unterschiedlichen
Kristalle fiir spezifische Anwendungen im Hinblick auf die Diffraktionsdatenaufnahme
dienen. Die groRten Kristalle konnten beispielsweise fiir Einzelkristallanalysen an einer
Synchrotron-Mikrofokus-Strahlfithrung (Tsutsui et al., 2015) oder SSX (Gati et al., 2014)
genutzt werden. Daten von kleineren Kristallen konnen mittels SFX entweder auf einem
festen Probentrager in den Zellen (Lahey-Rudolph et al., 2021), nach der Extraktion aus
den Zellen mittels liquid jet (Redecke et al., 2013) oder durch die Injektion ganzer Zellen
in den Strahl des Rontgen-Lasers (Sawaya et al., 2014) aufgenommen werden. Letzteres
ist bisher allerdings nur mit Bakterienzellen gelungen. Dariiber hinaus koénnen
Diffraktionsdaten von Sub-Mikrometer-Kristallen auch mittels Elektronendiffraktion
(microED) gesammelt werden (Biicker et al., 2020). Bei dieser erst in den letzten Jahren
etablierten Methodik wird der Diffraktionsmodus eines Elektronenmikroskops genutzt.
Die dabei generierten Daten konnen aufgrund der gleichen Prinzipien mit der fiir die
Rontgendiffraktion etablierten Software ausgewertet werden. Aufgrund der starken
Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Protein, ist die Kristalldicke hierbei auf einige
hundert Nanometer begrenzt (Nannenga et al., 2014).

5.3 Beschleunigung und Validierung der Detektion
intrazellularer Kristalle durch eine optimierte
Detektionsmethodik

Die vergleichende Analyse, der im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden fiir
die Detektion von intrazelluliren Kristallen, ldsst den Schluss =zu, dass die
Lichtmikroskopie mit DIC und einem hochauflésenden Objektiv am besten als
grundlegende Routinemethode im Labor geeignet ist. Sie bietet eine sehr gute Detektion,
mit der Moglichkeit, Strukturen auch im Sub-Mikrometer-Bereich darzustellen, bei
gleichzeitig guter Verfiigbarkeit des nétigen Equipments sowie einem geringen Aufwand
fiir die Probenvorbereitung und die Bildaufnahme. Der Nachteil dieser Methodik besteht
darin, dass keine Kunststoffteile im Strahlengang sein diirfen und eine Beobachtung der
Zellen direkt im jeweiligen Kulturgefa® daher nicht moglich ist. Dementsprechend sind
der Phasenkontrast und Methoden mit Schréglichtbeleuchtung, wie z. B. IMC (Leica) oder
Emboss-Kontrast (Nikon) fiir die Kontrolle der Zellen in den Kunststoff-Kulturgefaf3en
besser geeignet. Boudes et al. (2016) verlassen sich in der von ihnen vorgeschlagenen
Pipeline fiir die Detektion von Kristallen ausschlieBlich auf die Hellfeldmikroskopie. Diese
kann, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, fiir die Detektion von Kristallen mit
Kantenldngen von mehr als 10 um ausreichen. Bei sehr kleinen Kristallen oder solchen,
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die sich in ihren optischen Eigenschaften kaum vom umgebenden Zellmaterial
unterscheiden, sind allerdings die hier etablierten, fortschrittlicheren Methoden notig.

Die Fluoreszenzmikroskopie ist bei Zielproteinen, welche mit einem Fluoreszenz-
protein fusioniert sind, oder sogar selbst fluoreszieren, am besten geeignet. Aufgrund
ihrer hohen Sensitivitdit und Selektivitit werden ausgezeichnete Kontraste erreicht,
wodurch bereits Kristallkeime deutlich sichtbar gemacht werden konnen. Sofern ein
Fluoreszenzprotein kristallisiert, kann dies auch im Rahmen der Pipeline genutzt werden.
Beispiele fiir kristallisierende Fluoreszenzproteine sind das in dieser Arbeit genutzte
EGFP-uNS, aber auch das von Tsutsui et al. in Sdugerzellen kristallisierte Xpa (Tsutsui et
al., 2015). Durch eine vektorseitige Codierung von Fluoreszenzproteinen als N- oder C-
terminales Fusionsprotein kann die direkte Detektion des Zielproteins in Zukunft zudem
schon im Screeningsystem verankert werden.

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie ist bisher nur bedingt einsetzbar. Zwar erzeugen die
Luciferase- und IMPDH-Kristalle SHG-Signale, allerdings ist die Signalstirke stark
abhéngig von der Orientierung der Kristalle relativ zur optischen Achse. Dies konnte auch
schon fiir in vitro kristallisierte GFP- und Lysozym-Kristalle gezeigt werden und resultiert
aus der koharenten Natur des SHG-Phdnomens (Wampler et al., 2008). Weiterhin wird
die Methodik insofern in ihrer Wirksamkeit eingeschrénkt, dass die SHG-Signalstarke mit
steigender Symmetrie der Kristalle abnimmt und insbesondere in Systemen mit D4 (422)-
und D¢ (622)-Symmetrie sehr schwach ist (Haupert & Simpson, 2011). Da die bisher
untersuchten Kristalle jeweils eine vier- (Cathepsin B, Luciferase, IMPDH, GMPR) bzw.
sechszdhlige (EGFP-uNS, HEX-1) Symmetrie aufweisen, sind entsprechend geringe
Signalintensitdten zu erwarten (Redecke et al., 2013; Nagaratnam et al., 2020; Nass et
al., 2020; Lahey-Rudolph et al., 2021). Zudem wirken zwei weitere Effekte einschrankend
auf die Anwendbarkeit dieser Methodik. Einerseits erzeugen die infizierten Insektenzellen
bei Verwendung des Bacmids aus dem Bac-to-Bac-System ein starkes Hintergrundsignal,
welches wahrscheinlich von den mittels TEM detektierten Nanokristallen eines viralen
Proteins erzeugt wird. Beim Ausweichen auf das hier ebenfalls verwendete EmBacY-
Bacmid wird aber deutlich, dass eine Kombination mit dem Fluoreszenzprotein EYFP
nicht moglich ist. Die Zwei-Photonen-Anregung des EYFP fiihrt dazu, dass das SHG-Signal
durch die Fluoreszenz vollstédndig iiberstrahlt wird. Dies widerspricht allerdings einer
extensiven Studie von Drobizhev et al. (2011), in welcher gezeigt wurde, dass das Zwei-
Photonen-Anregungsspektrum von EYFP eher eine leichte Verschiebung zu kiirzeren
Wellenldngen im Vergleich zum verdoppelten Ein-Photonen-Anregungsspektrum
aufweist und weder im Bereich um 730 nm noch oberhalb von 1050 nm eine Anregung
der Fluoreszenz stattfindet. Hier stellt sich dementsprechend die Frage, ob die
Einstellungen des Anregungslasers am in dieser Arbeit verwendeten Zwei-Photonen-
Mikroskop korrekt justiert waren oder andere Effekte fiir die Anregung der Fluoreszenz
verantwortlich sind. Vergleichsversuche mit einem SONICC-Gerat (Formulatrix; engl.:
Second Order Nonlinear Imaging of Chiral Crystals), welches bei einer Wellenldnge von
1064 nm anregt, ergaben allerdings, dass auch hier die Fluoreszenz von EGFP und EYFP
angeregt werden kann (Ergebnisse nicht gezeigt). Fiir eine sinnvolle Anwendung der
SHG-Signale fiir die Detektion von intrazelluldren Kristallen miissen daher weitere
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Versuche erfolgen. Insbesondere bleibt zu testen, ob die Verwendung eines im blauen
oder roten Bereich des sichtbaren Spektrums fluoreszierenden Proteins das EYFP ersetzen
kann.

Die von Tang et al. (2020) publizierte Pipeline nutzt, wie zuvor beschrieben, als
zentrale Detektionsmethode die in einem SONICC-Gerat erzeugten SHG-Signale. Die
Autoren verwenden fiir die Etablierung dieser Methodik als Positivkontrolle Sf9-Zellen,
welche mit einem EGFP-uNS produzierenden rBV infiziert wurden und uninfizierte Zellen
als Negativkontrolle. Beide sind jedoch denkbar ungeeignet, da bei der Positivkontrolle
nicht zwischen dem SHG-Signal der Kristalle und einer Anregung der Fluoreszenz
unterschieden werden kann und mit der Negativkontrolle weder die Erzeugung von SHG-
Signalen durch virale Strukturen noch die Fluoreszenz von EGFP ausgeschlossen werden
konnen. Da positive SONICC-Ergebnisse ausschlielich fiir Proteine mit N-terminaler
EGFP-Fusion erreicht werden, kann es sich hierbei auch vollstdndig um falsch-positive
Signale handeln. Dies wird auch dadurch gestiitzt, dass die SONICC-Signale schon 48 h
nach Infektion detektiert werden, zu welchem Zeitpunkt die in dieser Arbeit
beschriebenen Proteine, inklusive EGFP-uNS, nur in einem sehr geringen Teil der Zellen
schon eine Kristallbildung aufweisen. Dass die Autoren nicht fiir alle untersuchten EGFP-
Fusionsproteine positive Signale detektieren konnten, liegt demnach mit hoher
Wabhrscheinlichkeit daran, dass keine Titration der produzierten Virenstocks erfolgte und
die pauschale Infektion mit der gleichen Menge an virushaltigem Zelliiberstand
insbesondere in den ersten beiden Tagen zu stark schwankenden Expressionsleveln
fiihren diirfte. Derartigen Problemen konnte im Rahmen dieser Arbeit durch die
Standardisierung der Virusstock-Titration und die Analyse der Wachstumsdynamik
verschiedener Kristalle eine valide Grundlage entgegengesetzt werden. Damit ist es fiir
zukiinftige Arbeiten moglich, gesicherte Aussagen iiber das Vorhandensein intrazellulédrer
Kristalle auch mit neuen Detektionsmethoden treffen zu kénnen.

Die Transmissionselektronenmikroskopie bietet die hochste Auflosung unter den
bildgebenden Verfahren. Wie gezeigt, ist es damit moglich, Kristallgitter aufzulésen und
somit eine Verifikation des kristallinen Zustandes der mittels Lichtmikroskopie
detektierten Strukturen zu erreichen. Zudem ist eine genaue Analyse der Kristallgro3e
und der Lokalisation moglich, wobei letzteres insbesondere durch die Abbildung
charakteristischer Membranstrukturen der Zellen gelingt. Dadurch ist auch der
Ausschluss von falsch-positiven Detektionsergebnissen moglich, falls in den Zellen ein
anderes als das Zielprotein in einem getrennten Zellkompartiment kristallisiert. Dies
konnte im Rahmen dieser Arbeit anhand von Nanokristallen gezeigt werden, die im Falle
der Nutzung des Bac-to-Bac-Bacmids gehauft im endoplasmatischen Retikulum auftreten.
Dies fiihrt auch zu einem weiteren Kritikpunkt an der Arbeit von Tang et al. (2020), in
welcher zwar TEM-Aufnahmen aller Zellen gezeigt werden, die SHG-Signale erzeugt
haben, eine Analyse der Lokalisation der produzierten Kristalle jedoch ausbleibt. Alle
erzeugten Kristalle sollten sich theoretisch im Zytoplasma der Zellen befinden, jedoch ist
auf den Aufnahmen von Tang et al. zu erkennen, dass die Kristalle von einer deutlich mit
Ribosomen besetzten ER-Membran umgeben sind. Damit bleibt in der Arbeit von Tang et
al. das im Rahmen der hier der vorliegenden Arbeit aufgezeigte Potential der TEM nicht

191



5. Diskussion |

vollstdndig ausgeschopft. Von der Lokalisation und Grofe der Kristalle ausgehend ist es
wahrscheinlich, dass die Autoren hier nicht mit Kristallen des jeweiligen Zielproteins,
sondern mit den in dieser Arbeit beschriebenen Nanokristallen konfrontiert wurden.

Ein grol3er Nachteil der TEM-Methodik ist allerdings der hohe Arbeitsaufwand fiir
die Probenvorbereitung und die Datenaufnahme. Dies erschwert eine routineméfige
Integration in eine, wie in dieser Arbeit etablierte, Pipeline, weshalb sich die TEM vor
allem fiir die Verifikation von positiven Ergebnissen anderer Methoden oder den
Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse eignet. Die routineméfRige Anwendung koénnte
jedoch durch eine Automatisierung zumindest der Datenaufnahme und -auswertung
erleichtert werden. Die Probenprédparation kann bislang nicht automatisiert werden, da
halb-automatisierte Systeme nur fiir Materialwissenschaften verfiigbar sind, bei denen
mittels fokussierter Ionenstrahlen Lamellen aus dem Praparat gefrést werden (Dai et al.,
2001). Eine teilweise Automatisierung kann hingegen durch einen Wechsel der Methodik
von der TEM zur serial block-face scanning electron microscopy (SBFSEM) erreicht werden
(Denk & Horstmann, 2004). Bei dieser konnen die Zellen wie bisher fixiert, kontrastiert
und eingebettet werden. AnschlieRend wird nur ein grober Block zurechtgeschnitten und
in die Probenkammer eines Rasterelektronenmikroskops eingebracht. Dann erfolgt die
Aufnahme der Oberflache des Blocks mittels SEM und anschliel3end wird die Oberflache
automatisiert durch ein in der Probenkammer befindliches Ultramikrotom abgetragen.
Die neu freigelegte Oberfliche kann dann wiederum automatisiert aufgenommen
werden. Die so generierten 3D-Datensdtze umfassen Terabytes an Daten, welche
automatisiert ausgerichtet und segmentiert werden kénnen (Wanner, Kirschmann &
Genoud, 2015). So konnte bereits an Kristallen von baculoviralem Polyhedrin gezeigt
werden, dass es moglich ist, in den infizierten Insektenzellen Proteinkristalle zusammen
mit anderen zelluldren Strukturen automatisiert zu segmentieren und in 3D zu
rekonstruieren (Graves et al., 2019).

Mittels diffraktionsbasierter Methoden, wie die vorgestellte Pulverdiffraktometrie
und die Rontgenkleinwinkelbeugung, kénnen die am besten gesicherten Aussagen iiber
das Vorhandensein von Proteinkristallen in den Insektenzellen getroffen werden. Die
Pulverdiffraktion an einer Synchrotron-Mikrofokus-Strahlfiihrung in 3,5 mm-Kapillaren
fiihrt allerdings zu einem sehr starken Hintergrundsignal auf dem Detektor. Dieser
resultiert aus der Streuung der Rontgenstrahlung an dem Zellmaterial, welches die
Kristalle umschliel3t, dem umgebenden Medium, dem Material der Kapillare und den
Luftmolekiilen zwischen Probe und Detektor. Insbesondere die Limitierung der
erreichbaren Kristalldichte fithrt hier zu einem schlechten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
und damit zu einer Limitierung der Detektion nur auf sehr haufig vorkommende und stark
beugende Kristalle. Bei derartigen Kristallen kann die Methodik jedoch genutzt werden,
um unter anderem Parameter der Einheitszelle der Kristalle zu ermitteln (Karavassilia &
Margiolaki, 2016; Spiliopoulou et al., 2020), und ermoglicht damit eine weitergehende
Charakterisierung, die mit anderen Detektionsmethoden nicht gegeben ist. Allerdings ist
die Probenvorbereitung mit einem erhohten Arbeitsaufwand verbunden, da die
Zellsuspension von Hand in die Kapillare eingebracht werden muss, und diese
anschliefend zentrifugiert, zurechtgeschnitten und sodann manuell auf einem
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Probentriager befestigt werden muss. Insbesondere die letzten beiden Schritte sind
fehleranfillig, was den Aufwand fiir die Probenvorbereitung weiter erhoht. Eine
Optimierung dieser Methodik erlaubt die Nutzung einer SAXS-Strahlfithrung. Wie in
dieser Arbeit gezeigt, konnen durch das insgesamt reduzierte Hintergrundrauschen und
die verbesserte Analyse aufgrund einer radialen Mittelung der Signale auch sehr kleine
oder seltener auftretende intrazelluldre Kristalle sicher detektiert werden. Dies wird auch
durch die schonende Probenvorbereitung bedingt, die aufder einem Pufferwechsel ohne
Zentrifugationsschritte keinen weiteren Stress fiir die Zellen beinhaltet. Damit bleibt der
Grof3teil der Zellen bis zur Messung intakt und die Kristalle entsprechend geschiitzt
(Lahey-Rudolph et al., 2020). Zudem erreicht der auf einen minimalen Hintergrund
optimierte Versuchsaufbau einer SAXS-Strahlfiihrung eine hohe Sensitivitit, was eine
Reduktion der Belichtungszeit auf 1,8s, im Vergleich zu den fiir die Pulverdiffraktion
genutzten 200 s, ermoglicht. Dies ist umso beachtlicher, da die im Rahmen dieser Arbeit
genutzten Kapillaren mit 1,8 mm einen nur halb so grofen Durchmesser besal’en, und
zudem eine nicht zentrifugierte Zellsuspension beinhalteten. Zusammen mit dem hohen
Automatisierungsgrad der bioSAXS-Strahlfiihrung P12 kann ein Probendurchsatz von 20
Proben/h erreicht werden, was ein effizientes Screening vieler Proben wahrend einer
Messzeit erlaubt und diese Detektionsmethode zum aktuellen Goldstandard fiir die
Kristalldetektion in den infizierten Insektenzellen, wenn nicht sogar in lebenden Zellen
generell macht (Bergfors & Majumdar, 2020).

Fiir Proben, bei denen ein Kristallsignal detektiert wird, in denen aber keine
entsprechend geordneten Strukturen mittels Lichtmikroskopie nachgewiesen werden
konnen, bietet es sich an, die notige Verifikation mittels TEM durchzufiihren.

5.4 Analyse der erzeugten intrazellularen Kristalle

Als morphologische Auffilligkeit, der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Kristalle, kann die nadelférmige Struktur angesehen werden, welche vom iiberwiegenden
Teil der Proteine gebildet wird. Dies gilt fiir IMPDH, GMPR, CatB, Luciferase und EGFP-
uNS. Von diesen weisen mit Ausnahme von EGFP-uNS alle eine rechteckige Grundfldache
auf. EGFP-uNS zeigt hingegen einen sechseckigen Querschnitt. Dieser tritt auch bei HEX-
1 auf, welches keine nadelférmigen, sondern blockartige Kristalle bildet, die eine zur in
Bakterien produzierten und invitro kristallisierten Variante vergleichbare Morphologie
aufweisen (Yuan et al., 2003). Ein Vergleich der Morphologien aller bisher publizierter
intrazelluldrer Proteinkristalle zeigt, dass die nadelférmige Morphologie mit 40 % den
iiberwiegenden Anteil der auftretenden Kristallformen stellt (sieche Tabelle 5.3),
wohingegen nur je 15 % der Proteine bipyramidale oder kubische Kristalle bilden. Die
restlichen 35 % verteilen sich {iber weitere 8 Kristallformen. Es ist bisher jedoch unklar,
warum vorwiegend nadel-formige Kristalle gebildet bzw. aufgefunden werden. In der
vorhandenen Literatur gibt es keine vergleichbare Statistik iiber die Morphologie in vitro
erzeugter Proteinkristalle. Es ist jedoch klar, dass Proteine je nach Umgebungsbedingung
in unterschiedlichen Morphologien kristallisieren konnen (Miiller, 2007). Eine mogliche
Erklairung wire daher, dass die intrazelluliren Umgebungsbedingungen eine

193



5. Diskussion |

nadelférmige Morphologie bevorzugt zulassen. Ebenso konnte eine einfachere Detektion
nadelférmiger Kristalle in Frage kommen, da andere physische Morphologien bei einer
vergleichbaren Gréf3e der Einheitszelle und gleichem Volumen und damit gleicher
Proteinmenge geringere Ausmafle annehmen und damit schwieriger zu erkennen sein
diirften.

Tabelle 5.3: Ubersicht iiber die Morphologie aller bisher publizierten intrazellulciren Proteinkristalle.
Modifiziert nach (Schonherr, Rudolph & Redecke, 2018).

produzierende

Morphologie Protein Zelle Referenz
Calcineurin Insekt (Fan et al., 1996)
CLC-Protein / Saugetier (Weller, Bach & Austen, 1984)
Galectin-10
Fusolin Insekt (Chiu et al., 2015)
bipyramidal HEX-1 Insekt (Lahey-Rudolph et al., 2021)
Tobacco-Seed- Pflanze (Crowfoot & Fankuchen, 1938)
Protein
unbekanntes Insekt (Strunk, 1959)
Protein
. Granulin Insekt (Gati et al., 2017; Oberthuer et
eiférmig
al., 2017)
hexagonale HEX-1 Pilz (Markham & Collinge, 1987;
Platten Yuan et al., 2003)
Dps + DNA Bakterie (Wolf et al., 1999)
) . Uricase Saugetier (Tsukada, Mochizuki &
irregulére .
Kristallkeime - Fu]1.\/v.ara, 1966)
Vitellin Insekt (Snigirevskaya, Hays &
Raikhel, 1997)
Alkoholoxidase Hefe (Vonck & van Bruggen, 1992)
Cry2Aa2 Pflanze (De Cosa et al., 2001)
Katalase Pflanze (Heinze et al., 2000)
Methanoloxidase Hefe (Jakobi et al., 2016)
. Neuraminidase Saugetier (Gallat et al., 2014)
kubisch ) )
Polyhedrin Insekt (Coulibaly et al., 2007, 2009;
Jietal., 2010, 2015; Axford et
al., 2014; Ginn et al., 2015;
Boudes et al., 2016; Roedig et
al., 2017)
Cathepsin B Insekt (Redecke et al., 2013)
EGFP-uNS Insekt, Sdugetier (Brandariz-Nuilez et al.,
2010b; Schonherr et al., 2015;
Nagaratnam et al., 2020)
. GMPR Insekt diese Arbeit
nadelformig R . . .
Hamoglobin C Saugetier (Lawrence, Fabry & Nagel,
1991)
humane IgGs Saugetier (Hasegawa et al., 2011, 2014)
IMPDH Insekt (Nass, 2013)
Insulin Saugetier (Raska et al., 1978)
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Luciferase Insekt (Schonherr et al., 2015)
Major Basic Saugetier (Soragni et al., 2015)
Protein
Matrixproteine Wimperntierchen (Vayssié et al., 2000)
der Trichozysten
mitochondriale Saugetier (Farrants, Fil & Stadhouders,
Kreatinkinase 1988)
PAK4 + Inkal Saugetier (Baskaran et al., 2015)
unbekanntes Saugetier (Niirnberger et al., 2017)
Protein
unbekanntes Saugetier (Kozina et al., 2011)
Protein
Vitellin Saugetier (Ward, 1962; Massover, 1971)
yD Crystallin Saugetier (Héon et al., 1999)
] Cry-Proteine Bakterie (Oeda et al., 1989; Evdokimov
rechteckige
Platten et al., 2014; Sawaya et al.,
2014)
rhomboedrisch Erbsenlegumin A P{lanze‘ (St('jger.et al., 2001)
Xpa Saugetier (Tsutsui et al., 2015)
sphiroid Spheroidin Insekt (Takemoto et al., 2008)
HEX-1 Insekt (Lahey-Rudolph et al., 2020,
indelformi 2021)
spincetormig P-Protein Pflanze (Knoblauch et al., 2001; van
Bel, 2003)
2D-Hiillschicht  S-Layer Proteine Bakterie (Sleytr et al., 2014)

Die Translokation der Zielproteine in die verschiedenen Zellkompartimente bzw. die
Fusion mit den entsprechenden Lokalisationssequenzen kann die Morphologie der daraus
produzierten Kristalle deutlich beeinflussen. HEX-1 bildet bei zytosolischer Produktion
und bei Translation ins ER spindelférmige Kristalle, wobei die Kristalle im ER deutlich
kleiner und im Zytosol deutlich groer werden als bei der nativen Variante. In allen
anderen Varianten bildet HEX-1 vorrangig bipyramidale Kristalle mit unterschiedlicher
Lokalisation und Grofde aus. Im Fall von EGFP-uNS scheint sich die Morphologie in den
unterschiedlichen Zellkompartimenten vor allem in Bezug auf die Kristallgrof3e zu
unterscheiden. Zwar bildet die zytosolische Variante Kristalle mit ausgefaserten Enden
aus, der sechseckige Querschnitt und die nadelartige Form bleiben aber erhalten. Die
untersuchten Varianten von IMPDH bilden ebenfalls alle eine dhnliche Morphologie mit
rechteckiger Grundflache und einem nadelférmigen Wachstum, wobei sich die Ordnung
der Kristalle teilweise unterscheidet. IMPDH HA-N bildet hierbei ein Extrem aus, mit
langen, sehr stark zerfaserten Nadeln. Die N-terminale Fusion eines Zinkfingers vom
MYND-Typ fithrt hingegen vorwiegend zu kubischen Kristallen, die nur in seltenen Féllen
nadelférmig verlangert sind (Freise, 2020).

Die Analyse der Wachstumsdynamik der intrazelluldren Kristalle zeigt, dass das
Kristallwachstum in der Regel innerhalb von mehreren Stunden erfolgt. Nach der
Nukleation kommt es offenbar zu einem weitgehend linearen Kristallwachstum bis ein
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bestimmtes, fiir jedes Protein spezifisches, Limit der Kristallausmalde erreicht ist.
Anschliel3end bleiben die Kristalle stabil, bis der Zelltod eintritt. Es ist dabei nur wenig
Dynamik, also ein stetiges Auf- und Abbauen, zu erkennen. Die Zelllyse fiihrt zu einem
Kontakt der Kristalle mit dem umgebenden Zellkulturmedium, in welchem die Kristalle
stabil erhalten bleiben konnen oder sich auflosen. Letzteres kann sich iiber Sekunden bis
Stunden hinziehen. Eine Ausnahme in Bezug auf die Dynamik des Wachstums stellt
Luciferase dar (Schonherr et al., 2015). Diese zeigt, offenbar in Abhédngigkeit von duf3eren
Einfliissen, wie z. B. einem Temperatursprung beim Wechsel vom Zellkulturinkubator auf
den Objekttisch des Mikroskops, einen dynamischen Wechsel zwischen Wachstum und
Degradation. Eine dhnliche Dynamik wurde bisher fiir kein anderes, intrazelluldr oder
in vitro kristallisierendes Protein beschrieben.

Die Wachstumsgeschwindigkeit von Proteinkristallen kann in der konventionellen
Kristallisation in einem sich iiber viele Grof3enordnungen erstreckenden Bereich liegen.
Beispielweise werden fiir Lysozym Wachstumsraten von 0,00001 bis 1000 nm/s erwartet
(Schmit & Dill, 2012), was bei einem 10 um grof3en Kristall Wachstumszeiten zwischen
10s und 32 Jahren entspriche. Die hier untersuchten Kristalle weisen Wachstums-
geschwindigkeiten im Bereich von 0,25 bis 2nm/s auf und liegen damit im oberen
Bereich der erreichbaren Geschwindigkeiten. Das Wachstum von anderen intrazelluldren
Kristallen wurde bisher nur in S&ugerzellen untersucht. Xpa-Kristalle erreichen
Kantenldngen von bis zu 10um innerhalb einer Wachstumsphase von 20 min und
wachsen daher mit ca. 8 nm/s (Tsutsui et al., 2015). Die Kristalle von PAK4 in Komplex
mit dem GFP-Inkal-Fusionsprotein wachsen im Schnitt mit 4,2 um/h, was einem
Wachstum von 1,2 nm/s entspricht (Baskaran et al., 2015). Das Wachstumsverhalten von
Kristallen in Saugerzellen liegt daher in einem &hnlichen Bereich wie die hier
untersuchten Kristalle in Insektenzellen. Die gemessenen Wachstumsgeschwindigkeiten
konnen allerdings, bedingt durch das BEVS insofern voreingenommen sein, dass
langsamer wachsende Kristalle durch den nach wenigen Tagen eintretenden Zelltod in
den Insektenzellen nicht darstellbar sind.

Das schnelle Wachstum der hier beschriebenen Kristalle konnte insbesondere von
der andauernden Proteinproduktion getrieben sein, was ein Alleinstellungsmerkmal der
in cellulo- gegeniiber der in vitro-Kristallisation darstellt. Hier stellen sich allerdings die
Fragen, warum das Wachstum tiiberhaupt zu einem Stillstand kommt, teilweise sogar
Tage bevor die Zelle stirbt und die Kristalle charakteristische, offenbar vom Zellsystem
und dem Zielprotein bedingte Grofen annehmen. Um diese Fragen zu beantworten,
braucht es ein tiefgreifenderes Verstdndnis der intrazelluldren Kristallisation, welches den
Rahmen dieser Arbeit jedoch deutlich iiberschreitet.

Die Analyse der Insektenzellen mittels TEM hat ebenfalls zu neuen Erkenntnissen
gefithrt, von denen zwei von besonderer Bedeutung sind. Einerseits konnte eine
Interaktion zwischen den Elementen der viralen Polyhedronhiille und im Kern
lokalisierten HEX-1 Kristallen dokumentiert werden. Die Polyhedronhiille bzw. Kalyx
besteht aus Zuckern und mindestens einem Phosphoprotein (Ac131) und ist im
baculoviralen Lebenszyklus fiir den Verschluss der Oberfldche der Polyhedra und zur
Verbesserung ihrer Stabilitdt notwendig (Whitt & Manning, 1988; Rohrmann, 2019).
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Diese Hiille ist mit fibrilliren p10-Strukturen assoziiert, welche fiir die korrekte
Assemblierung der Polyhedra notwendig ist. Die Deletion des p10- oder Ac131-Gens
bewirkt hingegen eine Verdnderung der Polyhedra, welche dadurch nur noch eine in
Teilen vorhandene Polyhedronhiille und eine raue und von Loéchern durchzogene
Oberfliche aufweisen (Rohrmann, 2019). Der Mechanismus der Bildung dieser
Polyhedronhiille, der Ablauf der Interaktion mit Polyhedrin, sowie insbesondere die
Gewdhrleistung des Wachstums des Polyhedrinkristalls, wédhrend die Oberflache mit einer
Hiille umgeben ist, sind bisher nicht verstanden. Die Interaktion der viralen Faktoren im
Zellkern mit einem strukturell nicht verwandten Protein weist darauf hin, dass diese
Interaktion moglicherweise von der regelméldigen Anordnung der kristallisierenden
Proteine begiinstigt wird und nicht durch eine spezifische Interaktion zwischen p10 und
Ac131. Um das Verstdndnis dieses Prozesses zu vertiefen ist allerdings die Untersuchung
weiterer, im Zellkern kristallisierender Proteine nétig, was mit der im Klonierungssystem
der zweiten Generation, welches im Rahmen dieser Arbeit erzeugt wurde, enthaltenen
NLS ermoglicht wird.

Das zweite wichtige FErgebnis der TEM-Analysen ist die Entdeckung von
Nanokristallen mit einer Kantenldnge von ca. 100 nm im ER infizierter Insektenzellen.
Diese werden nicht von dem jeweiligen Zielprotein gebildet, da sie auch in infizierten
Zellen auftraten, in denen das Zielprotein zytoplasmatisch produziert wurde. Da diese
Kristalle nicht in uninfizierten Zellen nachgewiesen werden konnten, ist anzunehmen,
dass hier ein baculovirales Protein kristallisiert. Dies wird gestiitzt durch die Arbeit von
Fan et al. (1996), die bei der Produktion von zytoplasmatischem Calcineurin ebenfalls
vergleichbare, membranumschlossene Kristalle nachweisen konnten. Zu der Zeit wurde
aufgrund des begrenzten Wissens um die intrazelluldre Kristallisation vermutet, dass es
sich dabei um Calcineurinkristalle handelt, welche von einer Membran eingeschlossen
werden und diese mit zunehmendem Wachstum verlieren. Die aus heutiger Sicht
wahrscheinlichere Hypothese ist allerdings, dass von Fan und Kollegen Kristalle von zwei
unterschiedlichen Proteinen nachgewiesen wurden. Auch in dem kiirzlich von Tang et al.
publizierten Artikel werden zahlreiche TEM-Aufnahmen von kristalltragenden Insekten-
zellen gezeigt, deren jeweiliges Zielprotein zwar zytoplasmatisch produziert wird (Tang
et al., 2020), alle gezeigten Kristalle jedoch vergleichbare Ausmalde wie die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Nanokristalle aufweisen und zudem von einer mit
Ribosomen besetzten Membran umgeben sind. Dementsprechend ist davon auszugehen,
dass es auch in dem Artikel von Tang et al. zu einer félschlichen Zuordnung dieser
Kristalle eines vermutlich viralen Proteins als Kristalle des jeweiligen Zielproteins
gekommen ist. Dies ist insofern erstaunlich, da alle von Tang et al. produzierten
Zielproteine mit EGFP fusioniert vorliegen, welches mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie einfach zu detektieren ware, und somit die Kristalle eindeutig
als Kristalle des Zielproteins oder nicht identifizierbar gewesen wéren.

Die Identitit des im ER kristallisierenden Proteins mit vermutlich viralem Ursprung
ist bisher nicht bekannt, da es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Berichte iiber die
intrazelluldre Kristallisation eines baculoviralen Proteins gibt. Aufgrund des gehauften
Auftretens dieser Nanokristalle nach Infektionen von Zellen mit Viren, die aus dem Bac-
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to-Bac-Bacmid hergestellt wurden, wéren die viralen Proteine Chitinase und Cathepsin
die naheliegendsten Ziele. Allerdings kamen die Kristalle zwar seltener, aber dennoch
auch in mehreren Proben infizierter Zellen von mit dem EmBacY-Bacmid hergestellten
Viren vor. In diesem wurden jedoch die beiden genannten Gene deletiert (Trowitzsch et
al., 2010). Zudem wurde in der Arbeit von Tang et al. (2020) das BacMagic-3-System
genutzt, in welchem ebenfalls diese beiden Gene zusammen mit den Genen fiir p10, p26
und p74 deletiert wurden. Wie oben beschrieben, stimmen die meisten der im Artikel von
Tang et al. mittels TEM detektierten Kristalle morphologisch mit den in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Nanokristallen iiberein. Es ist daher naheliegend, dass ein anderes
virales Protein in den Insektenzellen kristallisiert. Weiterhin ist auch unklar, wieso die
Haufigkeit des Auftretens der Nanokristalle so stark von den verwendeten Viren sowie
vom exprimierten Zielgen abhingt.

Eine Moglichkeit, die Identitit des als Nanokristall auftretenden Proteins zu
bestimmen, stellt die Strukturaufklarung mittels Diffraktionsdatenaufnahme an einem
XFEL dar. Fiir eine hinreichende Beugung an einer Synchrotron-Strahlungsquelle weisen
die Kristalle ein zu geringes Diffraktionsvolumen auf. Dies lief3e sich mit einer Reinigung
der Kristalle beheben, um sie dann mittels liquid jet in den Rontgenstrahl einzubringen
und experimentell mittels Schwermetallmarkierung phasieren zu konnen. Die Reinigung
ist allerdings schwierig umsetzbar, da die Kristalle mittels durchlichtmikroskopischer
Methoden aufgrund ihrer geringen Grofe in einem Zellextrakt kaum detektierbar sind.
Sollten diese Kristalle fiir die in dieser Arbeit festgestellten starken SHG-Hintergrund-
signale verantwortlich sein, konnte der Nachweis der Kristalle wahrend der Reinigung
jedoch mit einem Zwei-Photonen-Mikroskop erfolgen. In Abhéngigkeit der erreichbaren
Reinheit der Kristalle wéare auch eine Untersuchung mittels Massenspektrometrie
denkbar, die nach einem proteolytischen Verdau ebenfalls das Protein identifizieren
konnte (Noor et al., 2020).

5.5 Kristalltragende Zellen konnen mittels FACS in einer Kultur
angereichert werden

Fiir eine optimale Nutzung der Strahlzeit an einem Synchrotron oder XFEL ist es
notig, einen moglichst hohen Anteil an kristalltragenden Zellen in einer Kultur zu
erreichen und gleichzeitig moglichst gut beugende Kristalle zu erzeugen. Dies konnte im
Rahmen dieser Arbeit mit verschiedenen Strategien erreicht werden.

Zunéchst fiihrte die Wahl der High Five-Zellen im Vergleich zu den verwendeten Sf9-
Zellen in den meisten Fallen zu einem deutlich hoheren Anteil an kristalltragenden Zellen,
und in keinem Fall zu einer geringeren Kristallausbeute. Zudem werden die Kristalle in
allen Féllen deutlich grofler, was bei einer identischen Einheitszelle bedeutet, dass die
Kristalle aus mehr Einheitszellen aufgebaut sind und daher ein stérkeres Beugungssignal
erzeugen sollten. Einschridnkend wirkt hier allerdings, dass die stirkere Protein-
produktion in den High Five-Zellen auch zu einer geringeren Ordnung der Kristalle und
somit zu einer geringeren Auflosung der Beugungsdaten fithren kann, wie dies fiir
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EGFP-uNS der Fall war. Um eine bestmogliche Qualitdt der zu lésenden Struktur zu
gewabhrleisten, sollten bei einer sehr hohen Ausbeute an kristalltragenden Zellen daher
auch die Sf9-Zellen fiir die Kristallproduktion in Betracht gezogen werden.

Eine weitere Optimierung der Kristallproduktion konnte durch die hier etablierte
fluoreszenzbasierte Titration der Virenstocks erreicht werden. Unter den gewahlten Para-
metern ist ab einer MOI von 1 keine weitere signifikante Steigerung der Kristallausbeute
erreichbar. Wichtig ist hierbei vor allem, dass die Titration der Virenstocks nicht nur eine
Optimierung erlaubt, sondern auch die Reproduzierbarkeit der Versuche deutlich
verbessert. Wie an der Arbeit von Tang et al. (2020) deutlich wird und oben schon
diskutiert wurde, sind sonst verlédssliche und nachpriifbare Aussagen iiber die Effizienz
einer solchen Pipeline nicht zu treffen. Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit ein
deutlicher Fortschritt im Vergleich zu den bisher publizierten Ansétzen erreicht werden.

Zuletzt konnte im Rahmen dieser Arbeit mittels fluoreszenzbasierter Zellsortierung
eine weitere Anreicherung kristalltragender Zellen realisiert werden. Der von Boudes et
al. (2016) vorgeschlagene Sortierparameter des Seitwartsstreulichts, welcher tiblicher-
weise als Parameter fiir die Granularitit der Zellen genutzt wird (Shapiro, 2003),
funktioniert fiir die hier untersuchten Zellen mit Kristallen rekombinanter Proteine nicht.
Zwar sind Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen erkennbar, wie
auch von Boudes et al. gezeigt, allerdings ist das Streuverhalten der Zellen nicht von den
enthaltenen Kristallen abhingig. Im Gegensatz dazu kann bei Verwendung des EmBacY-
Bacmids die EYFP-Fluoreszenzintensitat universell als Marker fiir kristalltragende Zellen,
unabhingig von der Art des kristallisierenden Proteins, genutzt werden. Eine hohere,
integrierte EYFP-Fluoreszenzintensitiat einer Zelle korreliert dabei mit einer hoheren
Wahrscheinlich, dass die Zelle einen Proteinkristall enthilt. Daraus lassen sich
verschiedene Schliisse ziehen:

» Die Nutzung des gleichen Promotors fiir Ziel- und Markerprotein fiihrt zu
einer stochiometrischen Proteinproduktion, was anhand l6slicher Fluores-
zenzproteine gezeigt werden konnte.

> Eine hohere Proteinmenge fiihrt zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir die
Kristallisation des Zielproteins.

Daraus lie3e sich wiederum der Schluss ziehen, dass eine hohere Proteinkonzen-
tration ausschlaggebend fiir die Kristallisation ist, was aus Sicht der konventionellen
Kristallisation anhand des Phasendiagramms nachvollziehbar erscheint (Rupp, 2015).
Dies lief3 sich anhand der Vergleiche der Proteinmenge in Sf9- und High Five-Zellen
basierend auf einer Einzelzellanalyse mittels FACS allerdings nicht bestétigen. Da die Sf9-
Zellen vergleichbare Proteinmengen wie die High Five-Zellen produzieren, wahrend ihr
Volumen im Schnitt nur ein Viertel des Volumens der High Five-Zellen ausmacht, sollte
in den Sf9-Zellen eine hohere Proteinkonzentration erreicht werden. Dennoch weisen sie
eine schlechtere Kristallausbeute und kleinere Kristalle auf. Dies konnte auf eine zu
schnelle Ubersittigung des Lumens des jeweiligen Kompartiments mit anschlieRender
Prazipitation des Proteins hindeuten, was allerdings nicht die insgesamt kleineren
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Kristalle erklart. Dementsprechend miissen hier noch weitere zelluldre Faktoren eine
entscheidende Rolle spielen, welche aber bisher nicht erforscht worden sind.

Ein Problem, welches die Sortierung mittels FACS mit sich bringt, ist, dass die Zellen
aus ihrem Kulturmedium in PBS iiberfiihrt werden und dass sie wahrend des Sortierens
einem hohen Scherstress ausgesetzt sind. Letzteres konnte durch die Verwendung einer
sehr grofden Diise fiir die Sortierung stark reduziert werden. Dennoch sterben ca. 25 %
der Zellen bei der Sortierung, und eine ldngere Lagerung in PBS diirfte diesen Anteil
weiter erhohen. Eine Anreicherung der kristalltragenden Zellen ist daher nur direkt vor
dem jeweiligen Beugungsexperiment sinnvoll, sofern bei Raumtemperatur gemessen
wird. Wird das Experiment im Stickstoffstrom bei 100 K durchgefiihrt, konnen die Zellen
direkt nach der Sortierung auf einem entsprechenden Probentréger in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Aufnahme der Diffraktionsdaten konserviert werden.

5.6 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine optimierte Pipeline fiir die Kristallisation
loslicher Proteine in Insektenzellen etabliert werden. Die entwickelten Klonierungs-
systeme erlauben die effiziente Translokation des Zielproteins in verschiedene zellulidre
Kompartimente, wodurch erstmals ein einfaches Screening von Proteinen im Hinblick auf
die intrazelluldre Kristallisation ermoglicht wird. Fiir die GMPR aus Trypanosoma brucei
zeigte sich zudem, dass mit Hilfe dieses Screenings Bedingungen gefunden werden
konnten, unter denen Kristalle im Zytoplasma der Insektenzellen wachsen, wahrend das
native, ein PTS1-Signal enthaltende Protein nicht kristallisiert. Damit erscheint die
gewahlte Herangehensweise grundsétzlich als erfolgversprechend. Weiterhin wurde die
Effizienz der Kristallisationspipeline in Bezug auf die Herstellung der rekombinanten
Baculoviren sowie die Infektionsbedingungen so weit modifiziert, dass nahezu optimale
Bedingungen fiir die intrazelluldre Kristallisation geschaffen wurden, was eine effiziente
Detektion der Kristalle erlaubt. Bestehende lichtmikroskopische Methoden wurden zu
diesem Zweck auf ihre Nutzbarkeit hin untersucht, und neue Methoden im Bereich der
Elektronenmikroskopie sowie der Rontgendiffraktion etabliert (siehe auch Lahey-
Rudolph et al.,, 2020). Auch die SHG-Methodik wurde hinsichtlich der Detektion
intrazelluldrer Kristalle vorangebracht, wobei hier auch deutliche Defizite bestehen
bleiben.

Die Ergebnisse von Fan et al. (1996) beziiglich der Eigenschaften unterschiedlicher
Insektenzelllinien konnten anhand einer breiten Palette verschiedener Zielproteine
bestitigt und ihnen somit Allgemeingiiltigkeit bescheinigt werden. High Five-Zellen
bilden mit hoherer Effizienz grof3ere Kristalle als Sf9-Zellen, wohingegen diese wiederum
eine deutlich bessere Leistungsfdhigkeit in der Virenproduktion aufweisen. Eine
entsprechende funktionelle Aufteilung der Insektenzelllinien auf die verschiedenen
Schritte der Pipeline wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt.

Eine Anreicherung kristalltragender Zellen wurde auf zwei verschiedenen Wegen
erreicht. Einerseits konnte die Infektion insofern standardisiert und optimiert werden,

200



| 5. Diskussion

dass reproduzierbar der maximal mogliche Anteil kristalltragender Zellen in der
jeweiligen Kultur erreicht wird. Andererseits wurde eine Durchflusszytometrie-basierte
Anreicherung realisiert, welche auf der Basis der Expression eines Markergens die
spezifische Selektion von Zellen erlaubt, die mit einer deutlich erhohten
Wahrscheinlichkeit einen oder mehrere Kristalle des Zielproteins enthalten. Dies geht
erheblich iiber die Arbeiten von Boudes et al. (2016) hinaus, die eine Selektion {iber nicht
verallgemeinerbare Streueigenschaften der infizierten Zellen durchgefiihrt haben.

Dariiber hinaus konnte auch der Wissenstand in Hinblick auf die Dynamik der
Kristallisation in den Insektenzellen, sowie die Morphologie und Lokalisation der Kristalle
anhand verschiedener kristallisierender Proteine deutlich erweitert werden. Daraus wird
ersichtlich, dass sich die Detektion vorwiegend auf nadelférmige Kristalle fokussieren
kann, ohne die Moglichkeit anderer Morphologien aufder Acht zu lassen. Zudem lasst sich
das neue Wissen um die Wachstumsdynamik der intrazelluldren Kristalle nutzen, um die
Kristallernte fiir die sich anschlieBenden Diffraktionsexperimente zu optimieren. Die
zahlreichen beschriebenen Optimierungen der in cellulo-Kristallisationsplattform
erlauben nun eine breitere Anwendung dieses innovativen Ansatzes der Protein-
kristallografie durch verschiedene Forschungsgruppen.
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6 Ausblick

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit lassen sich verschiedene Abschnitte der
Pipeline identifizieren, in welchen eine weitere Optimierung sinnvoll erscheint.

Expressionssystem

Da schon die verschiedenen Insektenzelllinien grof’e Unterschiede in ihren
Fahigkeiten zur Kristallproduktion aufweisen, sollte eine vergleichende Evaluierung
verschiedener Siugerzelllinien beziiglich der Effizienz der Kristallproduktion erfolgen.
Hierfiir bietet sich das BacMam-System (Mansouri & Berger, 2018) fiir den Gentransfer
an, da dafiir die bisher etablierten Methoden weitgehend {ibernommen werden kénnen.
Einzig der Polyhedrinpromotor in den modifizierten pFactBacl-Vektoren miisste mit
einem in Saugerzellen hoch effizienten Promotor ersetzt werden. Da auch das
Markerprotein EYFP unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors steht, bietet sich in diesem
Zuge an, verschiedene Modifikationen am baculoviralen Genom durchzufiihren.
Einerseits sollten die beiden oben beschriebenen, nicht benétigten Genloci mit den Genen
chiA und v-cath sowie p10, p26 und p74 entfernt werden (Lemaitre et al., 2019). Als
neuer Marker konnte ein schnell maturierendes, mit hoher Quantenausbeute rot
fluoreszierendes Protein, wie z. B. mScarlet-I (Bindels et al., 2017), eingesetzt werden,
um eine Uberlagerung der SHG- und Fluoreszenzsignale zu vermeiden. Zudem wire ein
dualer Promotor fiir den dann genutzten Marker sinnvoll, um sowohl in Insekten- als auch
Saugerzellen einsatzfahig zu sein (Mansouri et al., 2016).

Klonierungssystem

Eine sinnvolle Erweiterung der Vektorbibliothek besteht darin, Fluoreszenzproteine
als Tags zu integrieren. Damit konnten verschiedene Ziele erreicht werden. Das
Zielprotein wéare mittels Fluoreszenzmikroskopie detektierbar, wodurch die Lokalisation
des Proteins untersucht, aber auch Kristallkeime deutlich einfacher als mit anderen
Methoden visualisiert werden konnen. Sofern die von Tang et al. publizierten Daten
stimmen (siehe Kapitel 5.3), scheint zumindest EGFP als Fusionspartner die Kristallisation
verschiedener 16slicher Proteine positiv zu beeinflussen (Kobe, Ve & Williams, 2015; Tang
et al., 2020). Eine weitere sinnvolle Ergdnzung wére ein GST-Tag, um die Loslichkeit des
Zielproteins zu verbessern und die Moglichkeiten zur Reinigung nicht kristallisierender
Proteine zu diversifizieren.

Eine Moglichkeit, die Selektion kristalltragender Zellen zu verbessern, besteht darin,
die Produktion des Fluoreszenzmarkerproteins direkt an die Produktion des Zielproteins
zu koppeln. Dies kann durch die Verwendung eines selbst-schneidenden Peptids
ermoglicht werden, wie z.B. virale 2A-Peptide. Diese sorgen durch ein konserviertes
Aminosiuremotiv fiir eine Unterbrechung der Translation und ein ,,Uberspringen“ einer
Peptidbindung durch das Ribosom, was zur Unterbrechung der Aminosiurekette
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zwischen den Fusionsproteinen fiihrt (Atkins et al., 2007). Sinnvoll wire hier eine N-
terminale Fusion des FPs, sodass am N-Terminus des Zielproteins nur ein zuséatzliches
Prolin verbleibt. Da das Aussetzen der Translation jedoch nicht immer zuverlassig
funktioniert, sinkt die Produktion des freien Zielproteins um bis zu 70 % im Vergleich zur
Nutzung eines einfachen ORFs (Liu et al., 2017), was sich teilweise durch Modifikationen
des Bacmids auffangen lassen konnte. Wird die Produktion des EYFP-Markerproteins und
des baculoviralen p10 zugunsten dieses Fusionskonstruktes eingestellt, kann die Menge
an freiem Zielprotein fiir die intrazelluldre Kristallisation ausreichen. Zudem kann eine
Optimierung der Gensequenz durch das Einfiigen einer Kozak-Sequenz die Expression des
zweiten Gens deutlich verbessern (Wang et al., 2019).

Detektionsmethodik

Die Fahigkeiten der verschiedenen, im Rahmen dieser Arbeit angewendeten
Detektionsmethoden wurden weitgehend ausgereizt. Dennoch wiére es sinnvoll, den
Bereich der Elektronenmikroskopie, wie oben beschrieben, um die 3D-SEM-Methodik
SBFSEM zu erweitern (Denk & Horstmann, 2004; Graves et al., 2019). Mit dieser
Methode konnten zwei Ziele erreicht werden. Einerseits reicht die Auflosung der SEM-
Methodik aus, um auch sehr kleine Kristalle im Sub-Mikrometer-Bereich aufzufinden,
andererseits kann die Datenaufnahme und -auswertung weitgehend automatisiert
werden. So konnten auch lichtmikroskopisch nicht darstellbare Kristalle, die an einer
Synchrotron-Strahlfiihrung keine ausreichende Diffraktion aufweisen, zuverléssig
detektiert werden.

Strukturdatenaufnahme

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Teil der Pipeline umfasst weder die
Aufnahme von Diffraktionsdaten der in cellulo-Kristalle noch die Auswertung dieser oder
die Strukturmodellierung, da dies den Umfang einer einzelnen Dissertation deutlich
iibersteigen wiirde. Der Grof3teil der fiir diese Schritte notigen Methoden wurde in der
Arbeitsgruppe allerdings mittlerweile entwickelt. Insbesondere die Sammlung von
seriellen Diffraktionsdaten von Kristallen direkt in den Insektenzellen bei Raum-
temperatur oder unter Kryobedingungen an Synchrotron- und XFEL-Strahlungsquellen
konnte erfolgreich etabliert werden. Eine an dieser Stelle sinnvolle Erweiterung des
Methodenspektrums wére die Nutzung der Diffraktion von Elektronen an den
intrazelluldren Kristallen in einem Kryoelektronenmikroskop. Die fiir die
Strukturaufklarung notige Methodik wurde erst in den letzten Jahren durch das
Aufkommen besserer Detektoren in aktuellen Mikroskopen méglich und wird als microED
(engl.: micro electron diffraction) bezeichnet (Nannenga et al., 2014; Biicker et al., 2020).
Diese Methodik konnte insbesondere in Kombination mit dem ion beam milling
(Martynowycz et al., 2019) zur Strukturaufkldrung aus groferen intrazelluldren
Kristallen, welche fiir die Rontgendiffraktion nicht ausreichend geordnet sind, beitragen.
Dafiir wird in einem Elektronenmikroskop mit Hilfe eines Ionenstrahls eine diinne
Lamelle aus einem noch in der Zelle befindlichen Kristall geschnitten, welche dann fiir
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die microED-Methodik eingesetzt werden kann. Durch die Selektion einer diinnen Schicht
des Kristalls kann eine hoher geordnete Kristalldomédne zur Verbesserung der
erreichbaren Auflosung des finalen Modells des Zielproteins beitragen. Zudem sollte diese
Methodik auch die Strukturaufklarung aus den hier dokumentierten Nanokristallen
erlauben, sofern diese eine ausreichend hohe Ordnung aufweisen.

Phasierung

Der in das Klonierungssystem der zweiten Generation integrierte Ansatz der
Phasierung mittels Bindung von Terbium an den LBT-tag funktioniert in der Praxis
zumindest fiir die Diffraktionsdatensammlung aus Kristallen in lebenden Zellen nicht, da
diese selbst niedrige Konzentrationen des Schwermetalls nicht tolerieren (Riekehr, 2017;
Henkel, 2018). Daher muss ein alternativer Ansatz fiir die experimentelle Phasierung der
Diffraktionsdaten von Kristallen strukturell unbekannter Proteine gefunden werden.
Hierfiir bietet sich die Verwendung von Zinkfingerdoménen an. Diese kleinen Protein-
Strukturmotive sind durch die Koordination eines oder mehrerer Zink-lonen
charakterisiert und decken ein breites Spektrum an verschiedenen Grof3en und Faltungen
ab (Laity, Lee & Wright, 2001). Derartige Motive bieten verschiedene Vorteile fiir die
Verwendung in der in cellulo-Kristallografie. Sie konnen mit einer Linge von nur 14
Aminosdauren sehr klein sein (Jeong, Kim & Jang, 2010). Auflerdem ist Zink als
Spurenelement bereits im Zellkulturmedium und in den Zellen selbst vorhanden, wird
daher toleriert und muss nicht supplementiert werden. Zudem konnte bereits fiir Proteine
mit und ohne Zinkfingerdoméne gezeigt werden, dass sich Zink fiir das experimentelle
Phasieren eignet (Cha et al., 2012). Initiale Versuche in dieser Richtung wurden in der
Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrt (Freise, 2020), eine Validierung der Methodik steht
jedoch noch aus.
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Sacll
BstXI

Mscl +1

Nael
pFastBac1

4776 bp Al

Sapl
BspQl

pFB1 fwd Seq v1 pFB1 fwd Seq v2
ATCATGGAGATAATTAAAATGATAACCATCTCGCAAATAAATAAGTATTTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAATAAAAAAACCTATAAATATTCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGG
TAGTACCTCTATTAATTTTACTATTGGTAGAGCGTTTATTTATTCATAAAATGACAAAAGCATTGTCAAAACATTATTTTTTTGGATATTTATAAGGCCTAATAAGTATGGCAGGGTGGTAGCCC

polyhedrin promoter

T T T T T T

20 4@ 60 80 100 120
Bcul
Sall Spel Eagl XhoI Pael HindIII
BamHI EcoRI Eco1471 Sacl NotI Xbal Pst SphT  Kphl

CGCGGATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAAAGGCCTACGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCGCTTTCGAATCTAGAGCCTGCAGTCTCGAGGCATGCGGTACCAAGCTTGTCGAGAAGTA
GCGCCTAGGGCCAGGCTTCGCGCGCCTTAAGTTTCCGGATGCAGCTGCTCGAGTGATCAGCGCCGGCGAAAGCTTAGATCTCGGACGTCAGAGCTCCGTACGCCATGGTTCGAACAGCTCTTCAT
[ Multi Cloning Site

T T T T T
140 160 188 200 220 240

CTAGAGGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTG
GATCTCCTAGTATTAGTCGGTATGGTGTAAACATCTCCAAAATGAACGAAATTTTTTGGAGGGTGTGGAGGGGGACTTGGACTTTGTATTTTACTTACGTTAACAACAACAATTGAACAAATAAC
pFB1 rev Seq vi

260 280 300 320 340 360

CAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATC
GTCGAATATTACCAATGTTTATTTCGTTATCGTAGTGTTTAAAGTGTTTATTTCGTAAAAAAAGTGACGTAAGATCAACACCAAACAGGTTTGAGTAGTTACATAGAATAGTACAGACCTAG
pFB1 rev Seq v2

SV40 poly(A) signal

1 T T T T T
280 400 420 440 460 480

Abbildung 8.1: Vektorkarte des nicht-modifizierten pFastBacl-Vektors. Der Vektor trdgt einen
Polyhedrinpromotor sowie eine multi cloning site (MCS) und ein SV40 poly(A) Signal fiir die
Expression des Zielgens. Weiterhin sind Resistenzgene fiir Ampicillin und Gentamycin enthalten.
Die Tn7R- und Tn7L-Sequenzen dienen der Transposition in das baculovirale Genom. Die
Vektormodifikationen der Screening-Systeme der ersten und zweiten Generation wurden
gwischen die BamHI- und HindIII-Schnittstellen der MCS eingefiigt. Angegeben sind weiterhin die
Bindestellen der Sequengzierprimer, welche fiir die Sequenzierung der klonierten Gene verwendet
wurden.
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D
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GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCggcgccAAAGATGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGccgecgg TTTCTACTTGACATTTTCGAA
.2 3.4.5 6 4 8 9-190 71 12 13 14 15 16 17 18 19 20 .21 22 23 1 2 3. 4 &5 6
MDY JEAD c DT X c EVA s T JANEERAER N TAD ¢ TANKEENENE
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DpnT - pFB1 Cyto HA-C Tru1IMxndm BanHI pFB1 CytO HA-N Ehel Hind1IT
GGATCCATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCTggcgccTAAAAGCTT

CCTAGGTACATGGGGATGCTGCACGGGCTGATGCGAccgcggATTTTCGAA
1. 2 i3 4 &5 6 7 18 9 10 11 1T 2

GGATCCATGggc‘gccTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCTTAAAAGCTT
CCTAGGTACccgcggATGGGGATGCTGCACGGGCTGATGCGAATTTTCGAA

1 .2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
M G A ND P NEDEVS P DENDA - 4 P P MDD G TAD «
[ T HA-Tag > [ HA=Tag A )
ZIB 4'@ ;0 4'9

G
o pFB1 SS-R HA-C - —

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCEECgccTACCCCTACGACGTGCCCGACTACECCAAAGATGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCcgcggATGGGGATGCTGCACGGGCTGATGeggTTTCTACTTGACATTTTCGAA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 141516 17 1819 2021 2223 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15
MIHIRM RAY c BB T XD C BEAD s T ANENSANSN TAD ¢ JATND P HEDEYD © BN IKNERE «

- ER signal sequence > [ HA-Tag [ KDEL

T T T T T T
2e e 60 80 100 120

H
" pFB1 SS-R HA-N - -

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCggcTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCTggcgccAAAGATGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCcgATGGGGATGCTGCACGGGCTGATGCGACcgcggTTTCTACTTGACATTTTCGAA

1 4. 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 1 2 3 4 5 6
M H-M-A C-T-C-k s T ANENNATND N TAD ¢ N P NENDEND IR ¢ AT NKEDNENND
=X ER signal sequence > | FA-Tag [ KDEL

T T T T T T
20 4@ 60 80 100 120

Abbildung 8.2: Sequenzen der in die MCS des pFastBacl-Vektors integrierten Modifikationen fiir das
Screening-System der ersten Generation (Teil 1). Fiir die Klonierung wurden BamHI und HindIIl
genutzt (hervorgehoben). Die Insertion des Zielgens erfolgt in der Ehel-Schnittstelle.
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ATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGCCATGGGATCCATGggcgccTAAAAGCTT
TACAGCATGATGGTAGTGGTAGTGGTAGTGCTAATGCTATAGGGTTGCTGGCTTTTGGACATAAAAGTCCCTCGGTACCCTAGGTACccgcggATTTTCGAA

17 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 1 2
M SINEWOH H H H H HIDIWEDIIOP T TJIEON ILUWIENQ G A M G S M G A =

! His-Tag [ TEV-Spaltstelle
T T T T T
20 4 60 80 100
B
Eco32I . Dpnl HindIII
Ecorv pFB1 N-His HA-C Bankl Ehe Treit |

ATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGCCATGGGATCCATGggcgccTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCTTAQAAGCTT
TACAGCATGATGGTAGTGGTAGTGGTAGTGCTAATGCTATAGGGTTGCTGGCTTTTGGACATAAAAGTCCCTCGGTACCCTAGGTACCccgcggATGGGGATGCTGCACGGGCTGATGCGAATETTCGAA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 36 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
M SINBNBH H H H H HIDIVEDWNIDP T 7 JEDN JINWVAERQ G A'M G S M G ANDP NNDNVD P JDIND A *

[ Tev spaltstelle I FASTaE

T T T T T T
20 40 60 80 100 120

(ot D

Ncol Ncol
Bankil Ehet pFB1 CytO LBT-C HindIIT Bank pFB1 Cyto LBT-N ERel  windIx
'
GGATCCATGggcgccGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGECcTAAAAGCTT GGATCCATGggcGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGggcgccTAAAAGCTT
CCTAGGTACCcgcggCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGAchgATTTTCGAA CCTAGGTACccgCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGACCCgCcggATTTTCGAA
2 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 1 2
MGA-TNN-G W I E GDELA * M GIPT N NJDPG WIIWEDG JDWENLDN G A *
(=3 =

T T T T T T
20 @ 60 2 40 )

BanHI pFB 1SS LBT-C Ehel HindITI

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCggcgccGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGECCTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCcgcggCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGACCEEATTTTCGAA
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 2223 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
M HILMR A CII'TIFICII A ST ANVVANVMNAGADTNNIDGWIEGIDEL A *

i ER signal sequence > ! Lanthanide Binding Tag >
T T T T T T
20 40 60 80 100 120

F
Banil pFB1 SS LBT-N el windn

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCggcGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGggcgccTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCchTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGACccgcggATTTTCGAA

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 1 2
MH-M-A CHDTIDCMNA S T AVEVEAISN A GIBT N NJIDDG ‘W IINED G JDMENLD G ‘A *
X ER signal sequenice | Caithanide Binding Teg >
2'6 -’IB SID EID |;B ||26

G
BamHI pFB1 SS-R LBT-C Ehel HindI11

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCEECECCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGECCAAAGATGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCcgcggCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGACCEg TTTCTACTTGACATTTTCGAA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 192021 2223 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
M HIEDMIRTA CHDTJERC JIDA S T AJVIVOAVON A G AJDDT N NJDDG W IIWED G JDIENLY A TKIDIENLD *

i ER signal sequence > 0 Lanthanide Binding Tag KDEL
T T T T T T T
2 £l ) £ 100 120 140

H
BamHI pFB1 SS R LBT-N Ehel il

GGATCCATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCEECGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAGGGTGACGAGCTGEgCgCCAAAGATGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCchTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTCCCACTGCTCGACccgcggTTTCTACTTGACATTTTCGAA
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 1 2 3 4 5 6
M HIEDM JRUA CJIDT JEDC JINA S T AIVEVIAVON A GJDOHT N NJDDG ‘W ITWED G JDIENLED G ‘A TKIDIWENLD

[ ER signal sequence I Lenthanide Binding Tsg >

T T T T T T T
2 0 ) £ 100 120 140

Abbildung 8.3: Sequenzen der in die MCS des pFastBacl-Vektors integrierten Modifikationen fiir das
Screening-System der ersten Generation (Teil 2). Fiir die Klonierung wurden BamHI und HindIIl
genutzt (hervorgehoben). Die Insertion des Zielgens erfolgt in der Ehel-Schnittstelle.
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CCTAGGTACCCATGGGCAGCAGTTCCTTGTTAGAAACGACCGATCGGGACGACGATTCTCTCAGTTCGACCTGATTTTCGAA
2345678 9101112
%

GGATCCATGGGTACCATTGTAGAGGATATTCCCGCCGACAGCTAGCTAAAAGCTT
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T
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2.3 4.5 1.2 3
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GGATCCATGGCTACCGCC ATCAGACTGCTCGGTAGACGTGTCTCTTCCTGGAGACTCAGACCTTCTCCCTCCCCTCTGGCTGTCCCTCGTAGAGCTTCTCACTCTGGTACCACTTCGTCGCATTGTGTAGGCCAAAGCTAGCTAAAAGCTT
1 2 3

CCTAGGTACCGATGGCGGTAGTCTGACGAGCCATCTGCACAGAGAAGGACCTCTGAGTCTGGAAGAGGGAGGGGAGACCGACAGGGAGCATCTCGAAGAGTGAGACCATGGTGAAGCAGCGTAACACATCCGGTTTCGATCGATTTTCGAA
2627282930 1 2 3 4 5 1
RS *
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T
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T
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GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTGGTACCTCCCCTATGAACGATGTGTCGTGAAGCTAGCTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGTGGAAGACGTAGCGAAGATGGCGACAGCAGCGACAGT TGCGACCATGGAGGGGATACTTGCTACACAGCACTTCGATCGATTTTCGAA
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GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTGGTACCTTCGATGGCTCTAATTGCAACAGGGGCTAGCAAGGACGAACTGTAAAAGCTT
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1
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GGATCCATGGGTACCGAAGCTACTTAGCTGAGATT TGCCCGCTAGCAAGCTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGCTTCGATGAATCGACTCTAAACGGGCGATCGTTCGACATTTTCGAA
1 2 3 1 2 3 45
M GT A s T -
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T T T
40 60

Abbildung 8.4: Sequenzen der in die MCS des pFastBacl-Vektors integrierten Modifikationen fiir das
Screening-System der zweiten Generation (Teil 1). Fiir die Klonierung werden BamHI und HindIII

genutzt (hervorgehoben). Die Insertion des Zielgens erfolgt mittels Kpnl und Nhel
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A

pnl

pFB1 v2 N-His Cyto Kpnl Nhel HindITT

GGATCCATGTCTTACTACCACCATCACCACCATCACGACTACGACTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTATCCCTACCACCGAAAACCTGTACTTCCAGTCTGGTACCTTGTCTAAGCCGAACGTATCGCATGGCTAGCTAAAAGCTT
CCTAGGTACAGAATGATGGTGGTAGTGGTGGTAGTGCTGATGCTGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGATAGGGATGGTGGCTTTTGGACATGAAGGTCAGACCATGGAACAGATTCGGCTTGCATAGCGTACCGATCGA CGAA

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 1 2 3 1 2 3
M s NENBH H H H H H IDIYNDUYD P WEDNV) P DNNBA JIDP T 7 JEDN JLONMERQ S G T AVS =
» [ His-tag > [ HA-tag [__TEV site Dl Spacer

T T T T T T T

20 40 60 8e 100 120 140

pFB1 VZ N-HiS SS Kpnl HindIIT

GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCT TCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTTCTTACTACCACCATCACCACCATCACGACTACGACTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTATCCCTACCACCGAAAACCTGTACTTCCAGTCTGGTACCGCGTTCTAAATGTACCCGTCAGGATGCTAGCTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGT GGAAGACGTAGCGAAGAT GGCGACAGCAGCGACAGTTGCGAAGAATGATGGTGGTAGTGGTGGTAGTGCTGATGCTGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGATAGGGATGGTGGCTTTTGGACATGAAGGTCAGACCATGGCGCAAGATT TACATGGGCAGTCCTACGATCGATTTTCGAA

o
Kl

12 34 56 7 8 91011121314151617 1819202122 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 293031 1 2 3 1203
M HIEDHMRIA CHEDTIERCINA S 7T AWIVOA WON A s NEWDH H H H H H IDIVNDIYS P WEDNV) P NN A JIDP T T JEDN JLIVEERQ S G T Als *
[ ER signal sequence [— T — | E— T E— TEV site i Spacer

T T T T T T T T T T

2 ) L 50 100 120 140 160 180 200

Dpnl HindIII

GGATCCATGTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTGGTACCGTTTCTTACGCAGGCCACGTAAGTAGCTAGCTAAAAGCTT
CCTAGGTACATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGACCATGGCAAAGAATGCGTCCGGTGCATTCATCGATCGATTTTCGAA

D FB1 v2 Cyto HA-N
©_PFB1V2Cyto HA-C e p y

HindIII

GGATCCATGGGTACCTATGCTTGGAGTCCTAACCCAGTAGGCTAGCTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCCTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGATACGAACCTCAGGATTGGGTCATCCGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGGATTTTCGAA

4 56 7 8 9101112 1234567 89101 2 12 3
MGT A S NBP NEDIVD P DINDA < v NB P NNDNVD P DINBA G T AlS =
OO spacer | HA-tag OO ey T spacer ]
T T T T T T T T
20 40 60 80 20 40 6e 8e
Ncol

pFB1 v2 MTS1 HA-C KenT _ HindIT

GGATCCATGGCTGCTAGACTGCTGCTGCGTTCTCTGAGAGTCCTGTCTGCTAGATCCGCTCCTAGACCTCTGCCTTCTGCTAGATGCTCTCACTCTGGTACCGTAACGTTGGGTTCTCTAAGCGTCCGCTAGCTACCCTTACGACGT! GCCTGACTACGCCTAAAAGC'IT
CCTAGGTACCGACGATCTGACGACGACGCAAGAGACTCTCAGGACAGACGATCTAGGCGAGGATCTGGAGACGGAAGACGATCTACGAGAGTGAGACCATGGCAT TGCAACCCAAGAGATTCGCAGGCGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGGATTTTCGAA

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314156 17 18 19 2021 2223 24252627 1 2 3 4 5 1 2 3 456 7 8 9101112
M A A RELULULNRD s IEURINAIL) S A TRDS A P RIP IOP S ARIC S H S G T A S VD P NEDIVD P DIVIA
[ ial matrix-targeting D I Spacer HA-tag
T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160
F Ncol
DpnI

pFB1 v2 MTS2 HA-C KenT Nhel HindIIT

GGATCCATGGCTACCGCCATCAGACTGCTCGGTAGACGTGTCTCTTCCTGGAGACTCAGACCTTCTCCCTCCCCTCTGGCTGTCCCTCGTAGAGCTTCTCACTCTGGTACCGCCTCAAGGAGAGTTTGGTCCTAATGCTAGCTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCCTAAAAGCTT

CCTAGGTACCGATGGCGGTAGTCTGACGAGCCATCTGCACAG CTCTGAGTCTGG G CGACAGGGAGCATCTCGAAGAGTGAGACCATGGCGGAGTTCCTCTCAAACCAGGATTACGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGGATTTTCGAA

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24252627 282930 1 2 3 4 5 123456 7 8 9101112

M AT A JINRNENED 6 RERIVE s s WIRNINRDP s P s PIMANDP RERDA S H s 6 T A s B NEIDNVD P DNND A <

! i ial matrix-targeting sequence A Spacer I I HA-tag
T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Ncol
Kpnl Nhel HindIIT

U
GGATCCATGGGTACCCGAGATAGGATCTCGCTTCACGTTAGCTAGCTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTCCTGCTGCTAAGAGAGTCAAGCTGGACTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGGCTCTATCCTAGAGCGAAGTGCAATCGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGAGGACGACGATTCTCTCAGTTCGACCTGATTTTCGAA

1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21
i —— 1 .- % R 7] | | K13 | W
Pl Spacer. | I HA-tag NLS
T T T T T
20 40 e 80 100
Ncol
DpnI
KpnI Nhel HindIIT
GGATCCATGGGTACCCAGACTTATGCGTGGTTACGACTCAGCTAGCTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTTCTAAGCTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGGTCTGAATACGCACCAATGCTGAGTCGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGAAGATTCGACATTTTCGAA
12 3 123456759101112131415
neT ATS P NRORRT mEEATs WS nFB{ y2 PTS1 HA-C
= Spacer HA-tag. PTST > p
T T T T
DpnI

pFB1 v2 SS-R HA-C KpnI _ Kind1I1

GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTGGTACCTATCCGTAAGTTCGTAAGCACCTGGGCTAGCTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTAAGGACGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGTGGAAGACGTAGCGAAGATGGCGACAGCAGCGACAGT TGCGACCATGGATAGGCATTCAAGCATTCGTGGACCCGATCGATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGATTCCTGCTTGACATTTTCGAA

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415 16 17 18 1920 21 22 1 2 1 21 2 3 45 6 7 8 9 1011121314
M HIEDMRIA C BT JERC JIBA S T ANIVEA WON A G T A s B P NEIDNVD P JDNND A KUDWENLD «
[ ER signal A Spacer | | HA-tag A >

T T T T T T T

20 40 60 8e 100 120 140

DpnI
pFB1 v2 SS-R HA-N _ Nhel HindI11
GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTTACCCTTACGACGTGCCTGACTACGCTGGTACCAT CGGGAGATTCGCAAACGTTTCTCGCTAGCAAGGACGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGTGGAAGACGTAGCGAAGATGGCGACAGCAGCGACAGTTGCGAATGGGAATGCTGCACGGACTGATGCGACCATGGTAGCCCTCTAAGCGTTTGCAAAGAGCGATCGTTCCTGCTTGACATTTTCGAA

1 2 3 45 6 7 8 910111213141516171819202122 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1234567
M HIEDMRIA CHEDTJERCJINA S T ANIVOAWON A NDP WEDNVDP DINBA G T A'S
[ ER signal A HA-tag A Spacer [ I

T T T T T T T

20 40 60 80 100 120 140

Abbildung 8.5: Sequenzen der in die MCS des pFastBacl-Vektors integrierten Modifikationen fiir das
Screening-System der zweiten Generation (Teil 2). Fiir die Klonierung werden BamHI und HindIII
genutzt (hervorgehoben). Die Insertion des Zielgens erfolgt mittels Kpnl und Nhel.
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A pFB1 v2 Cyto LBT-C B pFB1 v2 Cyto LBT-N
‘BanHI NheT

HindIII BanHI Kenl INheI HindIII
T
GGATCCATGGGTACCATGCGTGGCATTACTTGCATAAAGGGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGTAAAAGCTT GGATCCATGGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGGGTACCGACGTAATGATGTCTGCTTCCCAAGGCTAGCTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGTACGCACCGTAATGAACGTATTTCCCGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACAT CGAA CCTAGGTACCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACCCATGGCTGCATTACTACAGACGAAGGGTTCCGATCGATTTTCGAA
12 3 1 2 3 456 7 8 910111213141516 1 23 45 6 7 8 9101112131415 16 1 2 3
MGT A sIDBT N NIDDG W IINED G JDMENED « MIDBT N NJDDG W ITWED G DNENING T Als x
[ I Spacer I T Lanthanide Binding Tag Lanthanide Bindi Spacer

20 40 60 80 20 40 60 80

NeoT
pFB 1v2 MTS1 LBT-C KpnI Hindriz

GGATCCATGGCTGCTAGACTGCTGCTGCGTTCTCTGAGAGTCCTGTCTGCTAGATCCGCTCCTAGACCTCTGECTTCTGCT AGATGCTCTCACTCTGGTACCTGCACAT AGETCAATTCGGCGACT TGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGTAAAGCTT
CCTAGGTACCGACGATCTGACGACGACGCAAGAGACTCTCAGGACAGACGATCTAGGCGAGGATC TGGAGACGGAAGACGATCTACGAGAGTGAGACCATGGACG TG TATCCAGT TAAGCCGCTGAACGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACATTTTCGAA

1 2 3 456 7 8 910111213141516 17 181920212223 24252627 1 2 3 4 5 1 2 3 456 7 8 9101112131415 16

M A A RUCVEVENRY s JIWRIVIEY s ARYS A PROPIENP S ARIC S H S G T A SIDBT N NJDDG W ITWED G JDNENL) »

I i ial matri sequence A Spacer I | L ide Binding Tag
T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

-NCO! pFB1 v2 MTS2 LBT-C KpnI Nhel HindIII

GGATCCATGGCTACCGCCATCAGACTGCTCGGTAGACGTGTCTCTTCCTGGAGACTCAGACCTTCTCCCTCCCCTCTGGCTGTCCCTCGTAGAGCTTCTCACTCTGGTACCGGACGAATGTCCTGGTCTAACACTTGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGTAAAAGCTT

CCTAGGTACCGATGGCGGTAGTCTGACGAGCCATCTGCACA CTCTGAGTCT( CGACAGGGAGCATCTCGAAGAGTGAGACCATGGCCTGCTTACAGGACCAGATTGTGAACGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACATTTTCGAA
1234567E91%111213141515171819202122232425262726293012345 12345676910111113141516
M AT A JINRUCND ¢ RURIVE s s WIRNENRIP s P s PIDAWDP RERFA S H S G T A SIDRT N NIDBG W G
I i ial matrix-targeting sequence p | Spacer L i Binding Tag
T T T T T T T T T
2 0 6 80 100 120 150 150 18
Ncol

KpnI Nhel pFB1 v2 NLS LBT-C HindI11

GGATCCATGGGTACCCGTATCTGCGATGCGACTAATATAGGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGCCTGCTGCTAAGAGAGTCAAGCTGGACTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGGCATAGACGCTACGCTGATTATATCCGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACGGACGACGATTCTCTCAGTTCGACCTGATTTTCGAA

12 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25
MG T A SIDOT N NJDVG W ITUEN G DUENLIP A A KURIVIKILTDD *
| — Spacer. Lanthanide Binding Tag Dl NLS
T T T T T T
F 20 40 60 8e 100 120
Ncol

Kpn Nhel pFB1 v2 PTS1 LBT-C HindIII

GGATCCATGGGTACCCCTATCCGTATCAAGGTGTAGCATGGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGAGCAAGCTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACCCATGGGGATAGGCATAGTTCCACATCGTACCGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACTCGTTCGACATTTTCGAA

12 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19
MG T A SIDOT N NIDDG W ITUED G JDNENLY s JKILD *
o Spacer [ [ Lanthanide Binding Tag o PTS1
T T T T T
20 40 6e 8e 100

G
BanHI pFB1 v2 SS-R LBT-C KpnI HindIt

GGATCCATGCACCTGATGAGAGCT[GCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTGGTACCAGCGTCATTACGCAATTCATCGGTGGCTAGCGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTCAAGGACGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGTGGAAGACGTAGCGAAGATGGCGACAGCAGCGACAGT TGCGACCATGGTCGCAGTAATGCGTTAAGTAGCCACCGATCGCTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGAGTTCCTGCTTGACATTTTCGAA

12 3 4 5 6 7 8 9101112131415 161718192021 22 1 2 12 3 45 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20
M HIEOM REA CJENT JERCJINA S T AWIVIA WEN A G T A SIDIT N NG W TUE G DIEL KDEL *
S Spacer Lanthanide Binding T:
T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

H
BanHT pFB1 v2 SS-R LBT-N Nhel HindI1T

GGATCCATGCACCTGATGAGAGCTTGCATCACCTTCTGCATCGCTTCTACCGCTGTCGTCGCTGTCAACGCTGACACCAACAACGACGGTTGGATCGAAGGTGACGAACTGGGTACCACACGTGACCCCTGATTGAGTTATGGCTAGCAAGGACGAACTGTAAAAGCTT
CCTAGGTACGTGGACTACTCTCGAACGTAGTGGAAGACGTAGCGAAGATGGCGACAGCAGCGACAGTTGCGACTGTGGTTGTTGCTGCCAACCTAGCTTCCACTGCTTGACCCATGGTGTGCACTGGGGACTAACTCAATACCGATCGTTCCTGCTTGACATTTTCGAA

12 3456 7 8 91011121314151617 18192021221 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 1234567
M HIEMRIA CIDT JERC JIDA S T ANVIVIA WON AJDRT N NJDDG W JTNEDG DNENLNG T A S KDUETL
ence X Lanthanide Binding Tag b Spacer [ I >

T T T T T T T T

20 40 60 80 100 120 140 160

Abbildung 8.6: Sequenzen der in die MCS des pFastBacl-Vektors integrierten Modifikationen fiir das
Screening-System der zweiten Generation (Teil 3). Fiir die Klonierung werden BamHI und HindIII
genutzt (hervorgehoben). Die Insertion des Zielgens erfolgt mittels Kpnl und Nhel.
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ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACT
TACCACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCGCTGCATTTGCCGGTGT TCAAGTCGCACAGGCCGCTCCCGCTCCCGCTACGGTGGATGCCGTTCGACTGGGACTTCAAGTAGACGTGGTGGCCGTTCGACGGGCACGGGACCGGGTGG

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
v B s KB c ENENENED T ¢ NN P Hhs ¢ B JERc IFA T NBc KED T IENKEEREDc T T ¢ KEEDP NBP WOP T

[ ECFP »

T T 1 T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

CTCGTGACCACCCTGACCTGGGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTG
GAGCACTGGTGGGACTGGACCCCGCACGTCACGAAGTCGGCGATGGGGCTGGTGTACTTCGTCGTGCTGAAGAAGT TCAGGCGGTACGGGCTTCCGATGCAGGTCCTCGCGTGGTAGAAGAAGTTCCTGCTGCCGTTGATGTTCTGGGCGCGGCTCCACTTCAAGCTCCCGCTGTGGGAC

62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 95 98 100 102 104 106108 110 112 114 116 118 120
EEST TIHT W c Mo c XD s IREED P BB v B Q HDNENENG s A0 v p JED ¢ NEND o JENRD T HMEENENENDEDD c N NEED v RIVA JERVEKEENED ¢ 1D T

2 ECFP =

T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

GTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACT TCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACATCAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCC
CACTTGGCGTAGCTCGACTTCCCGTAGCTGAAGTTCCTCCTGCCGTTGTAGGACCCCGTGTTCGACCTCATGTTGATGTAGTCGGTGTTGCAGATATAGTGGCGGCTGTTCGTCTTCTTGCCGTAGT TCCGGTTGAAGT TCTAGGCGGTGTTGTAGCTCCTGCCGTCGCACGTCGAGCGG
122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180

N G DUk BN H H NIERKIIR H N

N I ¢ v KEED N B s v N D T A KD Q XN s Nl o IR

% ECFP. %
T T T T T T T T T

380 400 420 440 460 480 560 520 540

GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA
CTGGTGATGGTCGTCTTGTGGGGGTAGCCGCTGCCGGGGCACGACGACGGGCTGTTGGTGATGGACTCGTGGGTCAGGCGGGACTCGTTTCTGGGGTTGCTCTTCGCGCTAGTGTACCAGGACGACCTCAAGCACTGGCGGCGGCCCTAGTGAGAGCCGTACCTGCTCGACATGTTCATT

T tdTomatorev |

182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 218 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240
M

IBHERe o N T PEDG ERG P NEENED BBN HEENS T Q s AN s KEDD - N JENKEREDDH TANA c BT DG~ NENENED <

» ECFP.

T T T T T T T T
560 580 600 620 640 660 680 700 720

B Dpnl
[ eaTomate fud
[

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCC
TACCACTCGTTCCCGCTCCTCCTATTGTACCGGTAGTAGTTCCTCAAGTACGCGAAGTTCCACGTGTACCTCCCGAGGCACTTGCCGGTGCTCAAGCTCTAGCTCCCGCTCCCGCTCCCGGCGGGGATGCTCCCGTGGGTCTGGCGGTTCGACTTCCACTGGT TCCCACCGGGGGACGGG
10 12 14 16 18 20 22 38 44 46 48 50 52 54 56 58 60

2 4 6 8 2 32 34 36 40 42
v D s XD c NENED N v A NS ¢ R 1 D c BB c I B B T o T AN T BB ¢ P EBP
. - < —

T T T T T T T T T
20 20 60 80 100 120 140 160 180

Eco1471 PstI

|
TTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGAC

AAGCGGACCCTGTAGGACAGGGGAGTCAAGTACATGCCGAGGTTCCGGATGCACT TCGTGGGGCGGCTGTAGGGGCTGATGAACTTCGACAGGAAGGGGCTCCCGAAGT TCACCCTCGCGCACTACTTGAAGCTCCTGCCGCCGCACCACTGGCACTGGGTCCTGAGGAGGGACGTCCTG

62 64 66 68 70 72 74 86 88 90 92 94 95 98 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120
S P QER EBG S M N EED ¢ ¢ NS i s 1B

82 84
P A P DN s X - 1 QMBS
p————— o4

T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

NcoI Van91I Ecol471 Ehel Dpnl
GGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCT
CCGCTCAAGTAGATGTTCCACTTCGACGCGCCGTGGTTGAAGGGGAGGCTGCCGGGGCATTACGTCTTCTTCTGGTACCCGACCCTCCGGAGGAGGCTCGCCTACATGGGGCTCCTGCCGCGGGACTTCCCGCTCTAGTTCGTCTCCGACTTCGACTTCCTGCCGCCGGTGATGCTGCGA

122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180
¢ EESTERK VK LTRIG T MG WIERA s 6

NERP sHBG PNV o NENNDT s ENED ¢ 1D P ENED ¢ A NNED ¢ ENINED o SN ¢ ]
> ther~ %

T T T T T T T T T
380 400 420 440 460 480 500 520 540

PvuIl Ehel XemI

|
GAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGT TGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAG
CTCCAGTTCTGGTGGATGTTCCGGTTCTTCGGGCACGTCGACGGGCCGCGGATGTTGCAGTTGTAGTTCAACCTGTAGTGGAGGGTGTTGCTCCTGATGTGGTAGCACCTTGTCATGCTTGCGCGGCTCCCGGCGGTGAGGTGGCCGCCGTACCTGCTCGACATGTTCATC

"\ xdTomato rev |

182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236
gEaTp SR

HoIBr ¢ ANDN NN NN 1 s W N ENEEND T EENEED o MNENRNAJED ¢ 1 G G M IDMENMENNENKD
> ey

T T T T T T T T
560 580 600 620 640 660 680 700

Abbildung 8.7: Gen- und Aminosduresequenzen von mCerulean (A) und mCherry (B). Fiir die
Amplifikation der Gene wurden die jeweils angegebenen Primer verwendet. Die Ligation der
Amplifikate erfolgte in die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors.
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Eco32I
coRV

ATGGGCTACTACGACGACGACGCTCACGGCCACGTTGAGGCTGATGCCGCGCCCCGTGCCACCACCGGCACTGGCACCGGCTCTGCTTCCCAGACTGTCACCATCCCCTGCCACCACATCCGCCTCGGCGATATCCTCATCCTCCAGGGCCGCCCTTGCCAGGTCATCCGCATCTCC
TACCCGATGATGCTGCTGCTGCGAGTGCCGGTGCAACTCCGACTACGGCGCGGGGCACGGTGGTGGCCGTGACCGTGGCCGAGACGAAGGGTCTGACAGTGGTAGGGGACGGTGGTGTAGGCGGAGCCGCTATAGGAGTAGGAGGTCCCGGCGGGAACGGTCCAGTAGGCGTAGAGG

2 4 6 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58
G b PEBAIT T G T ¢ T G SHENSQTERTERP C ¢ DNINCEINED Q G RBP C Q WELNRED) S
w Fex] =3
3 T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Sall
ACCTCCGCTGCCACTGGCCAGCACCGTTACCTCGGTGTCGACCTCTTCACCAAGCAGCTCCATGAGGAGTCCAGCTTCGTCTCCAACCCTGCCCCCAGCGTCGTCGTCCAGACCATGCTCGGCCCCGTCTTCAAGCAGTACCGTGTCCTCGACATGCAGGATGGCTCCATCGTCGCC
TGGAGGCGACGGTGACCGGTCGTGGCAATGGAGCCACAGCTGGAGAAGTGGTTCGTCGAGGTACTCCTCAGGTCGAAGCAGAGGTTGGGACGGGGGTCGCAGCAGCAGGTCTGGTACGAGCCGGGGCAGAAGT TCGTCATGGCACAGGAGCTGTACGTCCTACCGAGGTAGCAGCGG
60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118

s HEEDA

T S AEANT G o HIRENEESc NEUNESEDT B O S SIEEVAS N P AP SVEVEVAQ T MIENG P VIERKS Q NEREVAENDY M Q IO G

= 5
T ) T T T T T T T

182 200 220 240 260 280 300 320 340

anl cfr421
Sacl dmI SacIl Sall

ATGACCGAGACTGGCGATGTCAAGCAGAACCTCCCCGTCATTGACCAGAGCTCTCTCTGGAACCGTCTCCAGAAGGCTTTCGAGTCTGGCCGCGGCTCCGTCCGTGTCCTCGTCGTCTCCGACCACGGTCGCGAGATGGCCGTCGACATGAAGGTCGTCCACGGTTCCCGCCTCTAA
TACTGGCTCTGACCGCTACAGTTCGTCTTGGAGGGGCAGTAACTGGTCTCGAGAGAGACCTTGGCAGAGGTCTTCCGAAAGCTCAGACCGGCGCCGAGGCAGGCACAGGAGCAGCAGAGGCTGGTGCCAGCGCTCTACCGGCAGCTGTACTTCCAGCAGGTGCCAAGGGCGGAGATT

et

120122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168_ 170 172 174 176
TERT ¢ DENNESQ N ED- NEINDDQ s s W N REEDo ENANEE s c B¢ s NS s BYH ¢ JRNED ¢ ANEDD v G s RN

= Hex1 4

*

T T T T T T
360 380 400 428 448 450 480 500 520

B
[ Lysozye rev .

ATGGCTCGTGTACAGTTTAAACAACGTGAATCTACTGACGCAATCTTTGTTCACTGCTCGGCTACCAAGCCAAGT CAGAATGTTGGTGTCCGTGAGATTCGCCAGTGGCACAAAGAGCAGGGTTGGCTCGATGTGGGATACCACTTTATCATC
TACCGAGCACATGTCAAATTTGTTGCACTTAGATGACTGCGTTAGAAACAAGTGACGAGCCGATGGTTCGGTTCAGTCTTACAACCACAGGCACTCTAAGCGGTCACCGTGTTTCTCGTCCCAACCGAGCTACACCCTATGGTGAAATAGTAG

2 4 6 8 10 1214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
v KRN o JNED o HNED s T ERATEENDH c s AT EBP s o N D NERNENENRD G )

[ T7 Lysozym %

T T T T T T T
20 40 60 80 1ee 120 140

AAGCGAGACGGTACTGTGGAGGCAGGACGAGATGAGATGGCTGTAGGCTCTCACGCTAAGGGT TACAACCACAACTCTATCGGCGTCTGCCTTGTTGGTGGTATCGACGATAAAGGTAAGT TCGACGCTAACT TTACGCCAGCCCAAATGCAA
TTCGCTCTGCCATGACACCTCCGTCCTGCTCTACTCTACCGACATCCGAGAGTGCGATTCCCAATGTTGGTGT TGAGATAGCCGCAGACGGAACAACCACCATAGCTGC TATTTCCATTCAAGCTGCGATTGAAATGCGGTCGGGTTTACGTT
52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 8 82 84 8 88 90 92 94 96 98 100 102
KEREDD ¢ T NEENA ¢ REDNED v TG s HIANED ¢ BN HIN s N c NI c IR c c NENDNBNED  KEENENAY N ERT P JARQ M Q

» T7 Lysozym w2

T T
16e 18e 200 220 240 260 280 300

TCCCTTCGCTCACTGCTTGTCACACTGCTGGCTAAGTACGAAGGCGCTGGTCTTCGCGCCCATCATGAGGTGGCGCCGAAGGCTTGCCCTTCGTTCGACCTTAAGCGTTGGTGGGAGAAGAACGAACTGGTCACTTCTGACCGTGGATAA
AGGGAAGCGAGTGACGAACAGTGTGACGACCGATTCATGCTTCCGCGACCAGAAGCGCGGGTAGTACTCCACCGCGGCTTCCGAACGGGAAGCAAGCTGGAATTCGCAACCACCCTCTTCTTGCTTGACCAGTGAAGACTGGCACCTATT

L yseryme fud

104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152
s JTHNED s THEEED 1 A H P IBNED ¢ P s NENDEINEREREWIVIENE v ENEED T s BERc -
> T7 Lysozym >

T T T T T T T
320 340 360 380 400 420 440

Abbildung 8.8: Gen- und Aminosduresequenzen von HEX-1 aus Neurospora crassa (A) und Lysozym
aus dem Phagen T7 (B). Fiir die Amplifikation der Gene wurden die jeweils angegebenen Primer
verwendet. Die Ligation der Amplifikate erfolgte in die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des
jeweiligen pFastBacl-Vektors.
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Xbal

ATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCECCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGAACATCACGTACGCGGAATACTTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGA
TACCTTCTGCGGTTTTTGTATTTCTTTCCGEGCCGaGGTAAGATAGGAGATCTCCTACCTTGGCGACCTCTCGTTGACGTATTCCGATACTTCTCTATGCGGGACCAAGGACCTTGTTAACGAAAATGTCTACGTGTATAGCTCCACTTGTAGTGCATGCGCCTTATGAAGCTTTACAGGCAAGCCAACCGTCTTCGATACTTTGCT

12 4 5 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
M JENDD A KO N JINKIKD G P A P JENIND P JENENDIG T A G JEDQ JEDH KIA M KURINDA JEIVOP G TIINAJERT DDA H JINENVO N JID T ¥ A JENVIENED v S WARILDA JEDA M

68

TATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATT TATCGGAGTTGCAGT TGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAAAAGGGGTTGCAAAAAATTTTGAAC

ATACCCGACT[ATGTT[AGTG[CITAGCAGCATACGTCACTI‘WGAGAGM(TWAAGAMTACGGCCACAACCCGCGCAATAAATAGCUCAACGI'CAACGCGGGCGCWGCTGTAAATAT[ACWGCACITAACGAG[TGTCATACTFGTMAGCGTCGGATGGCATCACAAACAAAGGTITITCCCCMCGW‘ITWAMACITG
70 74 80 82 84 86 88 9 92 94 96 98 100 102 1864 106 18 116 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136

-c-n1u_cs-us o ENER P A JDENID G WRA WD A N JENRUENDNEDN s v NJIDS Q P T VANMERVD s JKIKD G JID Q

T T T T T T
220 240 260 280 00 220 340 60 80 100

EcoRI
GTGCAAAAAAAATTACCAATAATCCAGAAAATTATTATCATGGAT TCTAAAACGGATTACCAGGGAT TTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTT TGATCGTGACAAAACAATTGCACTGATAATGAATTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGT
CACGTTTTTTTTAATGGTTATTAGGTCTTTTAATAATAGTACCTAAGATTTTGCCTAATGGTCCCTAAAGTCAGCTACATGTGCAAGCAGTGTAGAGTAGATGGAGGGCCAAAATTACTTATGCTAAAACATGGTCTCAGGAAACTAGCACTGTTTTGTTAACGTGACTATTACTTAAGGAGACCTAGATGACCCAATGGATTCCCA

138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 186 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206
s P KD G

T T T
220 140 60 480 500 520 540 560 580 600 620

Sphi
Pael XemT Ecos7T

GTGGCCCTTCCGCATAGAACTGCCTGCGTCAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGAT TTTAAGTGTTGTTCCATTCCATCACGGT TTTGGAATGT TTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGAT TTCGAGTCGTCTTAATGTATAGAT TTGAAGAAGAGCTGTTTTTACGATCC
CACCGGGAAGGCGTATCTTGACGGACGCAGTCTAAGAGCGTACGGTCTCTAGGATAAAAACCGTTAGTTTAGTAAGGCC TATGACGC TAAAATTCACAACAAGGTAAGGTAGTGCCAAAACCTTACAAATGATGTGAGCCTATAAACTATACACCTAAAGCTCAGCAGAAT TACATATCTAAACTTCTTCTCGACAAAAATGCTAGG
208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274
NMIANDP HIRDT A c NERUEDS H A JRNDDP JINERG N Q MININP OB T A JINID s WANVDP JEBH H c JERG M JERT TG NEIND c ¢ JENRIVAVALD v NERIENENENENDUENINRD s

T T T T
640 660 680 700 720 740 760 780 800 820

CTTCAGGATTACAAAATTCAAAGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCAAAAGCACTCTGAT TGACAAATACGAT TTATCTAATT TACACGAAATTGCTTCTGGEGGCGCACCTCTTTCGAAAGAAGTCGGGGAAGCGGTTGCAAAACGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACAAGGATATGGGCTCACTGAGACT
GAAGTCCTAATGTTTTAAGTTTCACGCAACGATCATGGTTGGGATAAAAGTAAGAAGCGGTTTTCGTGAGACTAACTGTTTATGCTAAATAGATTAAATGTGCTTTAACGAAGACCCCCGCGTGGAGAAAGCTTTCTTCAGCCCCTTCGCCAACGTTTTGCGAAGGTAGAAGGTCCCTATGCTGTTCCTATACCCGAGTGACTCTGA
276 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 326 328 330 332 334 336 338 340 342 344
JB o DENEKNINQ s A JNDNVAP T JNNEDs JENEDA KD s T JNNINDNKIVEDNES s N JBHENINA S G G A PIBS _G_P GHNRNQ ¢ NBGINTIERT

T T T T
840 860 880 900 920 240 960 980 1,000 1,020

ACATCAGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATAAACCGGGCGCGGTCRGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCGAAGGT TGTGGATCTGGATACCGGGAAAACGCTGGGCGTT AATCAGAGAGGCGAAT TATGTGTCAGAGGACC TATGATTATGTCCGGT TATGTAAACAATCCGGAAGCGACCAACGCCTTGATTGACAAG
TGTAGTCGATAAGACTAATGTGGGCTCCCCCTACTATTTGECCCGCGCCAGCCAT TTCAACAAGGTAAAAAACT TCGCTTCCAACACCTAGACCTATGGCCCTTTTGCGACCCGCAAT TAGTCTCTCCGCTTAATACACAGTCTCCTGGATACTAATACAGGCCAATACATTTGT TAGGCC TTCGCTGGTTGCGGAACTAACTGTTC
346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384 386 388 390 392 394 396 398 400 402 404 406 408 410 412

TAJINENID T P JED G JDNIDNKD P G ANV G JKEVEVD P JENIENED A JKEVAVEDNINDS T G KB T MG WON Q JRDG JENIN C WERDG P MM s c NEWAN N PJERA T N

-
©

T
1,040 1,060 1,080 1,100 1,120 1,140 1,160 1,180 1,200 1,220 1,240

Eco321 Bsul51
EcorV lal

GATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCTTCATAGTTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTAAATACAAAGGAT ATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGGAATCGATATTGT TACAACACCCCAACAT CTTCGACGCGGGCGTGGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCE
CTACCTACCGATGTAAGACCTCTGT) ATCGAATGAcccTGCITcTGCTTGTGAAGAA(HATCAAcTGGCGAAc1'rcAGAAATrAATrTATG1'|'rcCrATAGTccAccGGGGGcGACrrAAccTTAGcTATAACAATGTrGrGGGGTTGTAGMGcTGCGCccGcAccGTcCAGAAGGGGGCTACTGCGGCCACWGMGGGCGGCGG
414 416 418 420 422 424 426 428 430 432 434 436 438 440 442 444 446 448 450 452 458 460 462 464 466 468 470 472 474 476 478 480 482

A A

G—S—G-O-P_ _ H P

T T T T T T T T
1,260 1,280 1,300 1,320 1,340 1,360 1,420 1,440

H
§

XemL

GTTGTTGTTTTGGAGCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGAT TACGTCGCCAGT CAAGTAACAACCGCGAAAAAGT TGCGCGGAGGAGT TGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAAT CAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGTAA
CAACAACAAAACCTCGTGCCTTTCTGCTACTGCCTTTTTCTCTAGCACCTAATGCAGCGGTCAGTTCATTGTTGGCGCTTTTTCAACGCGCCTCCTCAACACAAACACCTGCTTCATGGCTTTCCAGAATGGCCTTTTGAGCTGCGTTCTTTTTAGTCTCTCTAGGAGTATTTCCGGTTCTTCCCGCCTTTCAGGTTTAACATT

484 486 488 490 492 494 498 502 504 506 508 512 514 516 520 522 524 526 528 530 532 534 536 538 540 542 544 546 548 1
NEAVEVEINERH G KB T M T_S QwiT T—G G—P-G-T GKLDARKIRETLILTIKAKEKSG GEGKSKL *

T T T T T T T
1,460 1,480 1,500 1,520 1,540 1,560 1,580 1,600 1,620 1,640

Abbildung 8.9: Gen- und Aminosduresequenzen von Luciferase aus Photinus pyralis. Fiir die
Amplifikation des Gens wurden die angegebenen Primer verwendet. Die Ligation der Amplifikate
erfolgte in die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors. Weiterhin
sind die Bindestellen der QC-Primer fiir eine zielgerichtete G39T-Mutagenese angegeben, welche
genutzt wurden, um eine vorhandene Ehel-Schnittstelle zu entfernen. Die F96L-Mutanten
enthalten zudem eine T292C-Mutation, welche im Laufe der Klonierung entstanden ist.
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ATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCAACGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGAaGCCATGGGATCCATGGAAAACACCAACCTACGCACCAAAACGCTGCGGGACGGTACCACCGCCGAGGAGCTCTTTTCCCAGGATGGACTATCATTCAATGATTTTATAATTTTACCCGGTTTTATTGACTTTG
TACAGCATGATGGTAGTGGTAGTGGTAGTGCTAATGCTATAGGGTTGCTGGCTTTTGGACATAAAAGTCCC tCGGTACCCTAGGTACCTTTTGTGGTTGGATGCGTGGTTTTGCGACGCCCTGCCATGGTGGCGGCTCCTCGAGAAAAGGGTCCTACCTGATAGTAAGT TACTAAAATATTAAAATGGGCCAAAATAACTGAAAC

e Tag e

12 3456 7 8 910111213141516171819202122232425262728 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
M SNENBH H H HHHDINNDNIP T 7TEINDNEERQ G A M GsS MIEDIN T NJINRIT JKDT JENRNDDG T T A JENENINEDS o 0BG I s & P ¢ HNENDNE
[ IMPDH N-Terminus
B (0 — >
T T T T T T T T T T
2 0 50 s0 100 120 140 160 180 200
THPDH fud N

ACTCTTCGAAGGTAAATGTCTCCGGACAGTTTACCAAAAATATTCTTCTTCACCTTCCACTGGTGTCTTCCCCTATGGACACAGTGACGGAGAGCAGCATGGCCCGTGCCATGGCAC TAATGGGGGGCATCGGTGTCATTCACAACAACTGCACTGTGGAGCAGCAGGCACGGATGGTGCGAAGTGTGAAACTGTACCGCAACGG
TGAGAAGCTTCCATTTACAGAGGCCTGTCAAATGGTTTTTAT, CACAGAAGGGGATACCTGTGTCACTGCCTCTCGTCGTACCGGGCACGGTACCGTGATTACCCCCCGTAGCCACAGTAAGTGTTGTTGACGTGACACCTCGTCGTCCGTGCCTACCACGCTTCACACTTTGACATGGCGTTGCC

42 44 45 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 8 82 84 8 88 9 92 94 95 98 100 102 104 106 108
Bs sKIVAN MBS ¢ QJERT KON JINENEDH B e JNVEs s P MIDBT VAT IERS s M AJRBA M ANBM G G JBG WMIRH N N C TVEENQ Q AJRDM WERD s WAKNENVERD N

IMPDH N-Terminus

T T T T T T T T T

220 20 260 280 300 320 340 360 380 00
GTTTATCATGAAGCCAAAGTCTGTCTCCCCCGACGTGCCTGTCTCGACCATTAGGAATATAAAATCGGAGAAGGGTATCAGCGGCAT TCTTGTCACAGAAGGGGGTAAATACGACGGTAAATTGCTGGGTATTGTATGCACCAAGGATATAGACT TCGTAAAGGATGCCAGTGCTCCGGTGTCGCAATACATGACACGGCGTGAA
CAAATAGTACTTCGGTTTCAGACAGAGGGGGCTGCACGGACAGAGCTGGTAATCCTTATATTTTAGCCTCTTCCCATAGTCGCCGTAAGAACAGTGTCTTCCCCCATTTATGCTGCCAT TTAACGACCCATAACATACGTGGT TCCTATATCTGAAGCATT TCCTACGGTCACGAGGCCACAGCGTTATGTACTGTGCCGCACTT
110 112 114 116 118 120 122 124 126 128130 132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176
D v KD P KD s WBs P DNV P WBs T JENRDN JENKD s JENKD G M s G JINDNVD T JER G G JKNNEIDD G JKNDNED ¢ JINWD ¢ T JKNDNINDNERVEKNDIA s A P Vs o MM T JRERNEN

5 THPOH >

T

T T T T T T T T T
420 440 460 50 500 520 540 560 580 60

AATATGACAGTGGAGCGGTACCCTATCAAGT TGGAGGAGGCGATGGATGTACTGAACCGCAGCCGTCACGGATACCTCCCCGTGCTCAATGACAAGGACGAGGTGGTATGCCTCTGTTCCCTCGTGATGCCGTCCGCGCGAGGGACTATCCARACAGTTCTTTGGACCGCAATGGGCAT TTGCTTTGTGCGGCGECCACCTCCA
TTATACTGTCACCTCGCCATGGGATAGTTCAACCTCCTCCGCTACCTACATGACTTGGCGTCGGCAGTGCC \GGGGCACGAGTTACTGTTCCTGCTCCACCATACGGAGACAAGGGCAGCACTACGGCAGGCGCGCTCCCTGATAGGTTTGTCAAGAAACC TGGCGTTACCCGTAAACGAAACACGCCGCCGGTGGAGGT
178 180 182 184 186 188 190 192 194 195 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244
NoMT JINKNINENER A M NIRDS IREH G NINED P VAL N JDNKUDNENVEVD ¢ JID ¢ s JRERWDD A VAR A RUDINDP N s s DNRON ¢ HIENINC A A AT S
b IMPDH.

T T T T T T T T
620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820

CTCGGGAGGCCGACAAAGGACGTGTGGCAGCTCTGTCAGAGGCGGGTATCGATGTTCTGGTACTTGACAGCTCGCAAGGCAACACAAT TTATCAGGTGTCTTTCATACGCTGGGTGAAGAAGACATACCCCCACCTCGAGGT TGTGGCCGGTAACGTCGTAACGCAGGACCAGGCGAAGAACCTGATAGATGCCGGGGCAGATAG
GAGCCCTCCGRCTGT TTCCTGCACACCGTCGAGACAGTCTCCGCCCATAGCTACAAGACCATGAACTGTCGAGCGTTCCGTTGTGTTAAATAGTCCACAGAAAGT ATGCGACCCACT TCTTCTGTATGGGGGTGGAGC TCCAACACCGGCCATTGCAGCATTGCGTCCTGGTCCGCTTCTTGGACTATCTACGGCCCCGTCTATC
26 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288 290 202 294 295 298 300 302 304 306 308 310 312 314
TIRUED A JDUKD G JREVEA A JED S JERA G JTNDNVILIVILEDDS s Q G N T JENNDQ VO s JENIURY W VIKIK) T WB P H LUENVIVE A G LT A G

T T T T T T T T
840 860 880 900 920 940 960 980 1,000

CCTGCGGATCGGGATGGGAAGTGGGAGCATTTGCATCACACAGGAGGTTCTTGCATGCGGTCGGCCCCAGGCAACAGCAAT TTATAAAGT TGCCCGCTACGCTGCTTCTCGTGGGGT TCCGTGTGTTGCCGATGGTGGCCTGAGGAATGTTGGTGACGT TTGCAAGGCGCTGGCGGTTGGaGCCAACGTGGCGATGCTGGGTTCG
GGACGCCTAGCCCTACCCTTCACCCTCGTAAACGTAGTGTGTCCTCCAAGAACGTACGCCAGCCGGGGTCCGTTGTCGT TAAATATT TCAACGGGCGATGCGACGAAGAGCACCCCAAGGCACACAACGGCTACCACCGGACTCCTTACAACCACTGCAAACGTTCCGCGACCGCCAACCCGGT TGCACCGCTACGACCCAAGC

316 318 320 322 324 326 328330 332 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376378 380 382
JNREING M G S ¢ SHRCHBT QENVEINA C GRIP Q AT ANNNEKEVIA RINDA A’ S RIG WBP C MIAIDDG G JENRDN WD G JDNVE C KA TNA WD G AT G
= THPOH E>
T T T T T T T T T T
1,040 1,060 1,880 1,100 1,120 1,140 1,160 1,180 1,200 1,220
ATGATTGCGGGTACCTCCGAAACGCCTGGGGAGTATTTCTTCAAGGATGGCATGCGGCTCAAGGGCTACCGTGGAATGGGGAGCATTGATGC TATGCTGCAGGGACGGGAGTCAGGCAAGCGGTACC TGTCGGAAAATGAAACCCTGCAAGTGGCAC AGGGGCTGTGCTTGACAAGGGCTCCGTTCTGAAACTTC

TACTAACGCCCATGGAGGCTTTGCGGACCCCTCATAAAGAAGTTCCTACCGTACGCCGAGTTCCCGATGGCACCTTACCCCTCGTAACTACGATACGACGTCCCTGCCCTCAGTCCGTTCGCCATGGACAGCCTTTTACTTTGGGACGTTCACCGTGTCCCACACCGTCCCCGACACGAACTGTTCCCGAGGCAAGACTTTGAAG

384 386 388 390 392 394 396 398 400 402 404 406 408 410 412 414 416 418 420 422 424 426 428 430 432 434 436 438 440 442 444 446 448 450
MIENA' G T SIERT P G JENVEENENKND) c M JRNENKD c NERIG M ¢ s JINDRA M JEQ ¢ JRNEDS G KURNNNDD s ENN JERT I Q WBA Q ¢ WMBA G's
= TMPOH >
T T T T T T T T T T
1,240 1,260 1,280 1,300 1,320 1,340 1,360 1,380 1,400 1,420
TGGCGTACATCCATAAGGGTTTGCAGCAGTCGGCTCAAGATAT TTTGATGCCAT; TGTACGAAGGTCAAGTTCTCTTTAACCGGCGCAGCCTGACGGCGCAGTCAGAGGGTGCTGTTCACTCGT TGCACCACTACGAGAGGAAACTCTTTGCCTCGAAGCTCTAA
ACCGCATGTAGGTATTCCCAAACGTCGTCAGCCGAGTTCTATAACCCCTCCACTCAAAACTACGGTATTCCCTCTTCCACATGCTTCCAGT TCAAGAGAAATTGGCCGCGTCGGACTGCCGCGTCAGTCTCCCACGACAAGTGAGCAACGTGGTGATGCTCTCCTTTGAGAAACGGAGCTTCGAGATT
452 454 456 458 460 462 464 466 468 470 472 474 476 478 480 482 484 486 488 490 492 494 496 498 500 502 504 506 508 510 512
JEANEIDH K)G JEDQ Q S A Q JDIED G JENVD s JENDD A JENRUENK IVIVIED ¢ Q VILWEDN RURDS DT A Q SJEDG ANDH SILOH H NEENRUKILUEDA S KL«
o IMPDH
T T T T T T T T T T
1,442 1,460 1,480 1,500 1,520 1,540 1,560 1,580 1,600 1,620

Abbildung 8.10: Gen- und Aminosduresequenz der IMPDH aus Trypanosoma brucei. Fiir die
Amplifikation des Gens wurde der Primer ,IMPDH fwd noTag“ zusammen mit einem der
angegebenen Riickwdrtsprimer verwendet. Die Ligation der Amplifikate erfolgte in die glatten
Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors. Weiterhin sind die Bindestellen
der QC-Primer fiir eine gzielgerichtete Mutagenese (C72A und C1206A) angegeben, welche
genutzt wurden, um vorhandene Ehel-Schnittstellen zu entfernen.
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ATGGTGCTGTTGGCAGCAGCGGTCTGCACAAAAGCAGGAAAGGCTATTGTTTCTCGACAGT TTGTGGAAATGACCCGAACT CGGATTGAGGGCTTATTAGCAGCTTTTCCAAAGCTCATGAACACTGGAAAACAACATACGTTTGTTGAAACAGAGAGTGTAAGATATGTCTACCAGCCTATGGAGAAACTG
TACCACGACAACCGTCGTCGCCAGACGTGTTTTCGTCCTTTCCGATAACAAAGAGCTGTCAAACACCTTTACTGGGCTTGAGCCTAACTCCCGAATAATCGTCGAAAAGGT TTCGAGTACTTGTGACCTTTTGTTGTATGCAAACAACTTTGTCTCTCACATTCTATACAGATGGTCGGATACCTCTTTGAC
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 32 34 36 38 40 42 44 46

2 28 30 4 48 50 52 54 56 58 60 62 64
1 EEEEYAVATATED ¢ T XA ¢ KNATED s 1R o EEVEED v T IR T REENED ¢ MDA P KBy N T ¢ KB H) T ENEED T BB s NERINNVND . P v ENEED

! ARCN1 CDS (coatomer subunit delta isoform 1) >

T T T T T T T T T
20 40 6 80 100 120 140 160 180

TATATGGTACTGATCACTACCAAAAACAGCAACATTTTAGAAGATTTGGAGACCCTAAGGCTCTTCTCAAGAGTGATCCCTGAATATTGCCGAGCCTTAGAAGAGAATGAAATATCTGAGCACTGTTTTGATTTGATTTTTGL GATGAAATTGTCGCACTGGGATACCGGGAGAATGTTAACTTGGCA
ATATACCATGACTAGTGATGG! GTCGTTGTAAAATCTTCTAAACCTCTGGGATTCCGAGAAGAGT TCTCACTAGGGACT TATAACGGCTCGGAATCTTCTCTTACTTTATAGACTCGTGACAAAACTAAACTAAAAACGAAAACTACTTTAACAGCGTGACCCTATGGCCCTCTTACAATTGAACCGT

66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 8 88 90 92 94 96 98 100 102 104 106108 110 112 114 116 118 120122 124 126 128
v NEEESDT T BN S T RS s REVEDS P JENND c JRDA INENE) v JENID s BB+ ¢ ENDNENTEED \ IENDNENTEVS A 1D ¢ NREED N NN XA
5 ARCN1 CDS (coatomer subunit delta isoform 1) £
T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

CAGATCAGAACCTTCACAGAAATGGATTCTCATGAGGAGAAGGTGTTCAGAGCCGTCAGAGAGACTCAAGAACGTGAAGCTAAGGCTGAGATGCGTCGTAAAGCAAAGGAAT TACAACAGGCCCGAAGAGATGCAGAGAGACAGGGCAAAAAAGCACCAGGATTTGGCGGATTTGGCAGCTCTGCAGTATCT

GTCTAGTCTTGGAAGTGTCTTTACCTAAGAGTACTCCTCTTCCACAAGTCTCGGCAGTCTCTCTGAGTTCTTGCACTTCGATTCCGACTCTACGCAGCATTTCGTTTCCTTAATGTTGTCCGGGCTTCTCTACGTCTCTCTGTCCCG! CGTGGTCCTAAACCGCCTAAACCGTCGAGACGTCATAGA

30 132 134 136138 140 142 144 146 148 15 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192
I M

QNIRRT XD T DM N S Q' ¢ KERNAY e ¢ NG ¢ NBc s s ANDS

5 >

T T T T
400 420 440 460 480 500 520 540 560

(GGAGGCAGCACAGCTGCCATGATCACAGAGACCATCATTGAAACTGATAAACCAAAAGT GGCACCTGCACCAGCCAGGCCTTCAGGCCCCAGCAAGGCTTTAAAACT TGGAGCCAAAGGAAAGGAAGTAGATAACT TTGTGGACAAATTAAAATCTGAAGGTGAAACCATCATGTCCTCTAGTATGGGCAAG

CCTCCGTCGTGTCGACGGTACTAGTGTCTCTGGTAGTAACTTTGACTATTTGGTTTTCACCGTGGACGTGGTCGGTCCGGAAGTCCGGGGTCGTTCCGAAATTTTGAACCTCGGT TTCCTTTCCTTCATCTATTGAAACACCTGT TTAATTTTAGACTTCCACTTTGGTAGTACAGGAGATCATACCCGTTC

194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256
1B 7 I 7 KD P KA ‘ : s S

G G S TIAUAIM HB Pkl AIERP s ¢ P s HKIENKEE c AU ¢ EENNEDD N ENIEDECNINED s B BT I s s s M ¢ J@
2 ARCN1 CDS (coatomer subunit delta isoform 1) »;
T T T T T T T T T T
580 660 620 640 660 680 700 720 740 760

[ B

CGTACTTCTGAAGCAACCAAAATGCATGCTCCACCCATTAATATGGAAAGTGTACATATGAAGATTGAAGAAAAGATAACATTAACCTGTGGACGAGACGGAGGATTACAGAATATGGAGT TGCATGGCATGATCATGCTTAGGATCTCAGATGACAAGTATGGCCGAATTCGTCTTCATGTGGAAAATGAA
GCATGAAGACTTCGTTGG 'ACGTACGAGGTGGGTAATTATACCTTTCACATGTATACTTCTAACTTC CTATTGTAATTGGACACCTGCTCTGCCTCCTAATGTCTTATACCTCAACGTACCGTACTAGTACGAATCCTAGAGTCTACTGTTCATACCGGCTTAAGCAGAAGTACACC ACTT
258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320

E ) <1 51 G B

P PHEBN MIEDS MIH M KEINENENKNIN T BT c ¢ REDRG G JEQ N M ENINH G M MB“ JENRNID S
- delts COP u homology domein

> ARCN1 CDS (coatomer subunit delta isoform 1) >
T T T T T T T T T T
780 800 820 840 860 880 900 920 940 960

GATAAGAAAGGGGTGCAGCTACAGACCECTCCAAATGTGGATAAAAAACTTTTCACTGCAGAGTCTCTAATTGGCCTGAAGAATCCAGAGAAGTCATTTCCAGTCAACAGTGACGTAGGGGTGCTAAE t TGGAGACTACAAACCACAGAGGAATC ATTCCACTGACAATTAATTGCTGGCCCTCGGAG
CTATTCTTTCCCCACGTCGATGTCTGGCgAGGT TTACACCTATTTTTTGAAAAGTGACGTCTCAGAGAT TAACCGGACTTCTTAGGTCTCTTCAGTAAAGGTCAGTTGTCACTGCATCCCCACGATTcaACCTCTGATGTTTGGTGTCTCCTTAGAAAATAAGGTGACTGT TAATTAACGACCGGGAGCCTC

322 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384
T TR S ) G P IENED s EBr EBN S [ s i s HERe X THEBN c WiP S

T T T T
980 1,000 1,020 1,040 1,060 1,080 1,100 1,120 1,140

AGTGGAAATGGCTGTGATGTCAACATAGAATATGAGCTACAAGAAGATAATTTAGAACTGAATGATGTGGT TATCACCATCCCACTCCCGTCTGGTGTCGGCGCGCCTGTTATCGGTGAGATCGATGGGGAGTATCGACATGACAGT CGACGAAATACCCTGGAGTGGTGCCTGCCTGTGATTGATGCCAAA
TCACCTTTACCGACACTACAGTTGTATCTTATACTCGATGTTCTTCTATTAAATCTTGACTTACTACACCAATAGTGGT/ AGACCACAGCCGCGCGGACAATAGCCACTCTAGCTACCCCTCATAGCTGTACTGTCAGCTGCTTTATGGGACCTCACCACGGACGGACACTAACTACGGTTT
386 388 399 392 394 396 398 400 402 404 406 408 410 412 414 416 418 420 422 424 426 428 430 432 434 436 438 440 442 444 446 448
SGINGC N Q L THEBP EBP s ¢ NBG JAD P NI o JENENDD  JENNIERDH 0D s REED N T NEEERW) c XD P

= ARCN1_CDS (coatomer subunit delta isoform 1) »%
T T T T T T T T T T
1,160 1,180 1,200 1,220 1,240 1,260 1,280 1,300 1,320 1,340

AATAAGAGTGGCAGCCTGGAGTTTAGCATTGCTGGGCAGCCCAATGACTTCTTCCCTGTTCAAGTTTCCTTTGTCTCCAAGAAAAATTACTGTAACATACAGGT TACCAAAGT GACCCAGGTAGATGGAAACAGCCCCGTCAGGTTTTCCACAGAGACCACTTTCCTAGTGGATAAGTATGAAATTCTGTAA
TTATTCTCACCGTCGGACCTCAAATCGTAACGACCCGTCGGGT TACTGAAGAAGGGACAAGT TCAAAGGAAACAGAGGT TCTTTTTAATGACATTGTATGTCCAATGGTTTCACTGGGTCCATCTACCTTTGTCGGGGCAGTCC/ TC TCACCTATTCATACTTTAAGACATT

T deopcTorev ]

470 472 474 476 478 480 482 434 486 488 490 492 494 495 498 500 502 504 506 508 510 512
D s JND s KEKDN BB C NEDQ NS T KIS T QNEERG N s P NERNERS TERT T x

450 452 454 456 458 460 462 464 466
NIKBS G s JNNENEDS MBAI G Q P

(coatomer si delta isoform

T T T T T T
1,360 1,380 1,400 1,420 1,440 1,460 1,480 1,500 1,520

Abbildung 8.11: Gen- und Aminosduresequenz von humanem JSCOP. Fiir die Amplifikation der C-
terminalen Domdne wurden die angegebenen Primer verwendet. Die Ligation der Amplifikate
erfolgte in die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors.
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ATGGCTACK TCTGGGGCTGACCCGGGA TCCTTCGCCTTCTGTCTTTCTGCGTCCTACTAGCAGGTTTGT AACTC TATATATCCCCTTAAATAAAACAGCTCCCTGTGTTCGCCTGCTCAACGCCACTCATCAGATTGGCTGCCAGTCTTCAATTAGTGGAGACACAGGG
TACCGATGCCGTCCCCCACCRAGACCCCGACTGGGCCCT TCAGCCCCAGAGGAAGCGGAAGACAGAAAGACGCAGGATGAT CGTCCARACACGTCCCCTTTGAGTCACCTCTCCTTCTATATATAGGGGAATTTATT TTGTCGAGGGACACAAGCGGACGAGTTGCGGTGAGTAGTCTAACCGACGGTCAGAAGTTAATCACCTCTGTGTCCC
2 4 6 8 10 12 14 1618 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 __70
MATAGGG S GAMIP G sIRHG JENENRNENDD s JE) ¢ MENENERA G BB C RIG N s VEENRNKNINNVNI P 1D TAP C MERNENEIN A'T H QMBG C Q s SIS GIBT G
- NTsignalpeptiee Nicastrin Ectodonain E?

T T T T T T T T T T
2 ® £ 50 100 120 140 150 180 200
GTTATCCACGT/ CTACAGTGGGTATTGACTGATGGCCCCAACCCCCCTTACATGGTTCTGCTGGAGAGCAAGCAT TTTACCAGGGAT TTAATGGAGAAGCTGAAAGGGAGAACCAGCCGAATTGCTGGTCTTGCAGTGTCCTTGACCAAGCCCAGTCCTGCCTCAGGCTTCTCTCCTAGTGTACAGTGCCCAAAT

CAATAGGTGCATCATCTCTTTCTCCTCCTGGATGTCACCCATAACTGACTACCGGGGTTGGEGEGAATGTACCAAGACGACCTCTCGTTCGTAAAATGGTCCCTAAATTACCTCTTCGACTTTCCCTCTTGGTCRGCTTAACGACCAGAACGTCACAGGAACTGGT TCGGGTCAGGACGGAGTCCGAAGAGAGGATCACATGTCACGGGTTTA

72 74 76 78 80 82 84 8 88 99 92 94 96 98 100 102164 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142
NANED H VEVEENKUENENDNDS o W VAN T BBG P N P P NBM VIENENED s T JREDNED v JENKUENKD G ROT S RIENA G WA NBS BT KBP s P A's GJBS P sNBQ C P N
23 Nicastrin Ectodomain >

T T T T T T T T T T T
220 210 260 280 300 320 340 E EE 100 120

GATGGGTTTGGTGTTTACTCCAATTCCTATGGGCCAGAGTTTGCTCACTGCAGAGAAATACAGTGGAATTCGCTGGGCAATGGTTTGGCTTATGAAGACTTTAGT TTCCCCATCTTTCTTCTTGAAGATGAAAATGAAACCAAAGT CATCAAGCAGTGCTATCAAGATCACAACCTGAGTCAGAATGGCTCAGCACCAACCTTCCCACTATGT

CTACCCAAACCACAAATGAGGTTAAGGATACCCGGTCTCAAACGAGTGACGTCTCTTTATGTCACCTTAAGCGACCCGT TACCAAACCGAATACT TCTGAAATCAAAGGGGTAGAAAGAAGAACTTCTACTTTTACTTTGGTTTCAGTAGT TCGTCACGATAGTTCTAGTGTTGGACTCAGTCTTACCGAGTCGTGGTTGGAAGGGTGATACA

144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 2062 204 206 208 210 212
G NANBs N s NBG PIENERA H C REENINQ W N

ohc SHBG N G DA NNENDNED s JED P ITUENCNENENDNED N JED T KIVAINKI Q C MBQIDRH NIBS Q N G S A P TIEP D
23 Nicastrin Ectodomain E
T T T T T T T T T T
40 60 8 se0 20 st s6e sse 600 620
GCCATGCAGCTCTTTTCACACATGCATGCTGTCATCAGCACTGCCACCTGCATGCGGCGCAGCTCCATCCARAGCACC T TCAGCATCAACCCAGAAATCGTCTGTGACCCCCTGTCTGATTACAA TGCTAAAGCCTATARATACAACTGGGACATTAAAGCCTGACGACAGGGTTGTGGTTGCTGCCACCCGGCTGRATAGT

CGGTACGTCGAGAAAAGTGTGTACGTACGACAGTAGTCGTGACGGTGGACGTACGCCGCGTCGAGGTAGGT TTCGTGGAAGTCGTAGTTGGGTCTTTAGCAGACACTGGGGGACAGACTAATGTTACACACCTCGTACGATTTCGGATATTTATGTTGACCCTGTAATTTCGGACTGCTGTCCCAACACCAACGACGGTGGGCCGACCTATCA
214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 244246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284
M Q JINER D - I JEUKO P IDIDIR VIVIVI A A T RILIDDS

2
WM HIANEERs TANT c v EERDS sHBQ s TIRs EBN P JENNEND c 1B e I s DN NBW) S M PN T TG T T

T T T T T T
640 60 680 700 720 760 780 800 820 840

CGTTCCTTTTTCTGRAATGTGGCCCCAGGEGCTGAAAGCGCAGTGGCTTCCTTTGTCACCCAGCTGGCTGC TGCTGAAGCT TTGCAAAAGGCACCTGATGTGACCACCCTGCCCCGCAATGTCATGTTTGTCTTCTTTCAAGGGGAAACT TTTGACTACATTGGCAGCTCGAGGATGGTCTACGATATGGAGAAGGGCAAGTTTCCCGTGCAG
GCAAGGAAAAAGACCTTACACCGGGGTCCCCGACTTTCGCGTCACCGAAGGAAACAGTGEGTCGACCGACGACGACTTCGAAACGTTTTCCGTGGACTACACTGGTGGGACGGGGCGTTACAGTACAAACAGAAGAAAGTTCCCCTTTGAAAACTGATGTAACCGTCGAGCTCCTACCAGATGCTATACCTCTTCCCGTTCAAAGGGCACGTC

286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354
RIS JEREOW N VAA P G AJEDS ANEA SIENVAT QLUA A AJEDA L Q K'A PIDRVOT TIEDP JRDN VB M IERVIEREIQ G JED T 6's s IR) M VANEDD M JENKS G IKIED P VD
> Nicastrin Ectodosain >
. T T T T : . T . . T
s a0 ES ES oo B ES oo o 0w 1o
TTAGAGAATGTTGACTCATTTGTGGAGCTGGGACAGGTGGCCTTAAGAACT TCATTAGAGCTTTGGATGCACACAGATCCTGTTTCTCAGAAAAA TGTACGGAACC TCCTGGCCACAT TGGTGTCCCTGCTGTCATCCTCAGGAGGCCAAATCAGTCCCAGCCTCTCCCACCATCTTCC
AATCTCTTACAACTGAGTAAACACCTCGACCCTGTCCACCGGAATTCTTGAAGTAATCTCGAAACCTACGTGTGTCTAGGACAAAGAGTCT "ACTCAGACATGCCTTGGTCCACCTCCTAGAGGACCGGTGTAACCTCTTCTCACCACGACCACAGGGACGACAGT! CTCCGGTTTAGTCAGGGTC

356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384 386 388 390 392 394 396 395 400 402 404 406 408 410 412 414 416 418 420 422 424 426
JENED N JVAIDD s JERVIENID ¢ Q MR A MNRD T s MMENIIW M H TIBBP NBs QKON JED S WERDN o WHENDNININ A T JMNENKDS G A G VAP A NVNININRERIP N Q S Q PP P S S

> Nicastrin Ectodosain >

T T T T T T T T T T
1,080 1,180 1,120 1,140 1,168 1,180 1,200 1,220 1,240 1,260

CTGCAGCGATTTCTTCGAGCTCGAAACATCTCTGGCGTTGTTCTGGCTGACCACTCTGGTGCCTTCCATAACAAATATTACCAGAGT ATTTACGACACTGC TGAGAACATTAATGTGAGCTATCCCGAATGGC TGAGCCCTGAAGAGGACCTGAACT TTGTAACAGACACTGCCAAGGCCC TGGCAGATGTGGCCACGGTGCTGGGACGTGCT
GACGTCGCTAAAGAAGCTCGAGCTTTGTAGAGACCGCAACAAGACCGACTGGTGAGACCACGGAAGGTATTGTTTATAATGGTCTCATAAATGCTGTGACGACTCTTGTAATTACACTCGATAGGGCTTACCGACTCGGGACTTCTCC TGGACTTGAAACATTGTCTGTGACGGT TCCGGGACCGTCTACACCGGTGCCACGACCCTGEACE

428 430 432 434 435 438 440 442 444 446 448 450 452 454 456 458 460 462 464 466 468 470 472 474 476 478 480 482 484 486 488 490 492 494 4%
JED Q JRUENCNRI A IRON JID s G WAWAERAJORH s G AJERH N KIOVENDQ s JIUNNDD T A JEDN JIDN WO s NBP JEDW JEDs P JENENDNCD N JERVO T J0D T A JKDA JEDA JDEVO A T WVEID G

> Nicastrin Ectodomain >

T T T T T T T T
1,280 1,300 1,320 1,340 1,360 1,38 1,400 1,420 1,440 1,450 1,480

CTGTATGAGCTTGCAGGAGGAACCAACTTCAGCGACACAGTTCAGGCTGATCCCCAAACGGTTACCCGCCTGCTCTATGEGTTCCTGATTAAAGCCAACAACT CATGGT TCCAGTCTATCCTCAGGCAGGACCTAAGGTCCTACTTGGGTGACGGGCCTCTTCAACATTACATCGCTGTCTCCAGCCCCACCAACACCACTTATGTTGTACAG
GACATACTCGAACGTCCTCCTTGGTTGAAGTCGCTGTGTCAAGTCCGACTAGGGGT TTGCCAATGGGCGGACGAGATACCCAAGGACTAATTTCGGTTGTTGAGTACCAAGGTCAGATAGGAGTCCGTCCTGGATTCCAGGATGAACCCACTGCCCGGAGAAGTTGTAATGTAGCGACAGAGG TCGGGGTGGTTGTGGTGAATACAACATGTC
498 500 502 504 506 508 510 512 514 516 518 520 522 524 526 528 530 532 534 536 538 540 542 544 546 548 550 552 554 556 558 560 562 564 566 568

GG T NERSIONTWAQ AJDRP Q T VAT JRULNINND ¢ JFNENINKIA N N s WIERQ s JININRD Q IDNENR) s NN c 0Rc P JQ HNIMINAWAS s P T N T T NEVAVEQ

>

T T T T T T T T T
1,500 1,52 1,54 1,560 1,580 1,600 1,620 1,640 1,660 1,680 1,700

TATGCCTTGGCAAAT TTGACTGGCACAGTGGTCAACCTCACCCGAGAGCAGTGCCAGGATCC cce CAAGGATC TCATGGGTCCAGGGCCCTTTGCATTCTAATGAGACGGACCGACTCCCCCGGTGTGTGCGTTCTACTGCACGAT TAGCCAGGGCCTTGTCTCCTGCCTTTGAACTGAGTCAG
ATACGGAACCGTTTARACTGACCGTGTCACCAGTTGGAGTGGGCTCTCGTCACGGTCCTAGGT TCATTTCAGGGTTCACTTTTGT TCCTAGACATACTCATGAGTACCCAGGTCCCGGGAAACGTAAGAT TACTCTGCCTGGC TGAGGGGGCCACACACGCAAGATGACGTGCTAATCGGTCCCGGAACAGAGGACGGARACTTGACTCAGTC
570 572 574 576 578 580 582 584 586 588 500 592 504 596 598 600 602 604 606 608 610 612 614 616 618 620 622 624 626 628 630 632 634 636 638

JKUDNIINNENYS s W VB Q G N JED T JDNRULD P JRD C WERDS T A JRUEDA RDA T

JHT ¢ TIVAVENJDTREENQ C QMOBP s KEVBP s JEBN PIH s s P IANENENE s

T T T T T T
1,720 1,740 1,760 1,780 1,800 1,820 1,840 1,860 1,880 1,900

TGGAGCTCTACTGAATACTCTACATGGACTGAGAGCCGCTGGAAAGATATCCGTGCCCGGATATTTCTCATCGCCAGCAAAGAGC TTGAGT TGATCACCCTGACAGTGGGCTTCGGCATCCTCATCTTCTCCCTCATCGTCACCTACTGCATCAATGCCAAAGCTGATGTCCTTTTCAT TGCTCCCCGGGAGCCAGGAGCTGTGTCATACTGA
ACCTCGAGATGACTT, CTGACTCTCGGCGACCTTTCTATAGGCACGGGCCTATAAAGAGTAGCGGTCGTTTCTCGAACTCAACTAGTGGGACTGTCACCCGAAGCCGTAGGAGTAGAAGAGGGAGT AGCAGTGGATGACGTAGTTACGGTTTCGACTACAGGAAAAGTAACGAGGGGCCCTCGGTCCTCGACACAGTATGACT

< NCTECDrev.

640 642 644 646 648 650 652 654 656 658 660 662 664 666 668 670 672 674 676 678 680 682 684 686 688 690 692 694 696 698 700 702 704 706 708 710
MW.s s TIENNBS T W TJEDS JRDW KUDNINR) A RETNENENIS A s KUENCNENGNID T D T VO ¢ JED ¢ MINENINED s JENINVS T N C D P REEDP G ANNDS ND -

T T T T T T T T
1,920 1,940 1,960 1,980 2,000 2,020 2,040 2,060 2,080 2,100 2,120

Abbildung 8.12: Gen- und Aminosduresequenz von humanem Nicastrin. Fiir die Amplifikation der
Ektodomdne wurden die angegebenen Primer verwendet. Die Ligation der Amplifikate erfolgte in
die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors.
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ATGCATCTCATGCGTGCCTGCATCACATTTTGTATCGCTTCGACGGCTGTAGTCGCCGTAAACGCCGCCCTCGTTGCTGAAGACGCGCCCGTCCTCTCCAAGGCTTTCGTCGACCGCGTGAACCGCCTCAACCGCGGGATTTGGAAG
TACGTAGAGTACGCACGGACGTAGTGTAAAACATAGCGAAGCTGCCGACATCAGCGGCATTTGCGGCGGGAGCAACGACTTCTGCGCGGGCAGGAGAGGTTCCGAAAGCAGCTGGCGCACTTGGCGGAGTTGGCGCCCTAAACCTTC

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
M JHID M JRNAD c M T c BlNADS T P NEED s XA JENVEDNEEND N BN N B ¢ XDV IED

GCGAAGTACGATGGCGTCATGCAAAACATAACATTGCGCGAGGCGAAGCGGCTCAACGGTGTTATTAAAAAGAATAATAACGCCAGCATCCTTCCGAAGAGGCGATTCACCGAGGAAGAGGCACGTGCCCCGCTTCCCAGCAGCTTC
CGCTTCATGCTACCGCAGTACG 'GTATTGTAACGCGCTCCGCTTCGCCGAGTTGCCACAATAA CTTATTATTGCGGTCGTAGGAAGGCTTCTCCGCTAAGTGGCTCCTTCTCCGTGCACGGGGCGAAGGGTCGTCGAAG

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 78 80 82 84 88 90 92 94 95 98
IR c BB v o N BB T IRNENAJGEREE N ¢ s NS r NEREREED 1 ENENEDARNA e JBr s s I

T T T T T T
160 180 200 220 240 260 280

GATTCCGCTGAAGCTTGGCCCAACTGCCCCACCATCCCACAAATTGCAGATCAGTCCGCCTGTGGCTCCTGCTGGGCAGTCGCTGCGGCCTCAGCCATGTCCGACCGATTTTGTACGATGGGGGGTGTGCAGGACGTCCATATCTCA
CTAAGGCGACTTCGAACCGGGTTGACGGGGTGGTAGGGTGTTTAACGTCTAGT CAGGCGGACACCGAGGACGACCCGTCAGCGACGCCGGAGTCGGTACAGGCTGGCTAAAACATGCTACCCCCCACACGTCCTGCAGGTATAGAGT

100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146
s TANEFANWR P NOC P i ST c ¢ IS) c NEAENANANAYS KM STHEREERC TM G

T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440

GCAGGTGACTTGCTTGCGTGCTGCAGTGATTGTGGCGATGGCTGTAATGGTGGCGATCCGGATAGGGCGTGGGCGTACTTTAGCTCAACAGGCCTCGTTTCGGACTACTGCCAACCCTACCCATTTCCCCATTGCTCACACCACAGC
CGTCCACTGAACGAACGCACGACGTCACTAACACCGCTACCGACATTACCACCGCTAGGCCTATCCCGCACCCGCATGAAATCGAGT TGTCCGGAGCAAAGCCTGATGACGGT TGGGATGGGTAAAGGGGTAACGAGTGTGGTGTCG
148 150 152 154 156 158 1680 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 19

T c EEENAD c c sHRc ¢ ¢ c v ¢ e BNRNANFANEEDs s T c DS R c o c EBe BB H)C s HUHDS
e CathepsinB

T T T T T T T
460 480 500 520 540 560 580

AAAAGCAAAAATGGGTACCCTCCCTGTTCTCAGTTCAACTTTGACACGCCCAAGTGCAATTACACGTGCGATGACCCGACAATCCCCGTTGTCAACTACCGTTCCTGGACGAGCTATGCGCTTCAAGGAGAGGATGACTACATGCGT
TTTTCGT ACCCATGGGAGGGACAAGAGTCAAGT TGAAACTGTGCGGGTTCACGTTAATGTGCACGCTACTGGGCTGT TAGGGGCAACAGT TGATGGCAAGGACCTGCTCGATACGCGAAGTTCCTCTCCTACTGATGTACGCA

8 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 242 244
N c Hie P c s ONEDNIENERT P XS C ) P THBP STHTS v RS

T T T T T T
600 620 640 660 680 700 720

GAGTTGTTCTTCCGCGGTCCATTTGAGGTGGCGTTTGATGTCTACGAAGACTTCATCGCCTACAACAGCGGCGTCTACCACCACGTTTCAGGACAATATCTCGGAGGACATGCGGTGAGGCTCGT TGGGTGGGGCACATCAAACGGA
CTCAACAAGAAGGCGCCAGGTAAACTCCACCGCAAACTACAGATGCTTCTGAAGTAGCGGATGTTGTCGCCGCAGATGGTGGTGCAAAGTCCTGTTATAGAGCCTCCTGTACGCCACTCCGAGCAACCCACCCCGTGTAGTTTGCCT
246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 78 280 282 284 286 288 290 292 294

s ¢ MR HEDS ¢ S NG

GTGCCGTACTGGAAGATTGCCAACAGCTGGAACACCGAGTGGGGAATGGACGGTTACTTTCTCATCCGCCGCGGAAGTAGCGAATGCGGCATCGAGGATGGCGGTTCTGCTGGCATTCCTCTTGCACCCAACACGGCGTAG
CACGGCATGACCTTCTAACGGTTGTCGACCTTGTGGCTCACCCCTTACCTGCCAATGAAAGAGTAGGCGGCGCCTTCATCGCTTACGCCGTAGCTCCTACCGCCAAGACGACCGTAAGGAGAACGTGGGTTGTGCCGCATC

206 208 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 338 340
D ERVIEAY N s HEN T ERWDc ¢ N c NEENNNNENED c s s c c EEENEDG ¢ s ERr IARP NI T JAD

T T T T T T T
see 920 940 960 980 1,000 1,020

Abbildung 8.13: Gen- und Aminosduresequenz von Cathepsin B aus Trypanosoma brucei. Fiir die
Amplifikation des Gens wurden die angegebenen Primer verwendet. Die Ligation der Amplifikate
erfolgte in die glatten Enden der Ehel-Schnittstelle des jeweiligen pFastBacl-Vektors.
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BamHI Ncol

GCGGATCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG

CGCCTAGGTGGTACCACTCGTTCCCGCTCCTCGACAAGTGGCCCCACCACGGGTAGGACCAGCTCGACCTGCCGCTGCATTTGCCGGTGTTCAAGTCGCACAGGCCGCTCCCGCTCCCGCTACGGTGGATGCCGTTCGACTGGGAC
14 16 18 20 22
M 'Ill s }IID G lIIIIIIIIIIIl T G lIIIIl»P TR lIIIII N G H lIIIIIl s llll'S G lIIvG 'Ill G n A T llll G lIIIII»T lll>

EGFP.

T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGT
TTCAAGTAGACGTGGTGGCCGTTCGACGGGCACGGGACCGGGTGGGAGCACTGGTGGGACTGGATGCCGCACGTCACGAAGTCGGCGATGGGGCTGGTGTACTTCGTCGTGCTGAAGAAGTTCAGGCGGTACGGGCTTCCGATGCA

46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
KA Cc T 7T ¢ XEr EBF WP TIHENEDT TIDT HBG BRQ lIID s JREED P JFHD M KB o "HIDNENENKS s A0 v P JE ¢ NI
> EGFP
T T T T L T T
160 180 200 220 240 260 280

CCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGG
GGTCCTCGCGTGGTAGAAGAAGTTCCTGCTGCCGTTGATGTTCTGGGCGCGGCTCCACTTCAAGCTCCCGCTGTGGGACCACTTGGCGTAGCTCGACTTCCCGTAGCTGAAGTTCCTCCTGCCGTTGTAGGACCCCGTGTTCGACC

96 98 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142
3 JENRD 7T MEENENKEDEDD ¢ N NEED T DA JEEVSKEENED ¢ 0D T D N ¢ HEPEEFKEENDD H K

EGFP

300 320 340 360 380 400 420

AGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGAC
TCATGTTGATGTTGTCGGTGTTGCAGATATAGTACCGGCTGTTCGTCTTCTTGCCGTAGTTCCACTTGAAGTTCTAGGCGGTGTTGTAGCTCCTGCCGTCGCACGTCGAGCGGCTGGTGATGGTCGTCTTGTGGGGGTAGCCGCTG
144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190
ENDNEBN s H N NENETS v ATEED o XS N ¢ NEKEND N ENKETNRSH N HMEENDD ¢ s BB o INANRHERC o N T P HBG ID

EGFP.

T T T T T
440 460 ag0 500 520 540 560 580

GGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTC
CCGGGGCACGACGACGGGCTGTTGGTGATGGACTCGTGGGTCAGGCGGGACTCGTTTCTGGGGTTGCTCTTCGCGCTAGTGTACCAGGACGACCTCAAGCACTGGCGGCGGCCCTAGTGAGAGCCGTACCTGCTCGACATGTTCAG
192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240
¢ P HNNNESP BBN H Q s NS NP N ENKEREDSH v NNEEEENENTD 7 ANAY c JB T IBG M S

EGFP.

T
600 620 640 660 680 700 720

XhoI HindIII
BglII Sacl EcoRT
CGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTCCAGCCGTACTGCTGTCTAAAATTGCTGACCTTCAGCGTGCTAATAGAGAACTGTCACTGAAACTGGTTGATGTTCAACCTGCTCGGGAAGATCACTTGTTGGCTTATCTCA
GCCTGAGTCTAGAGCTCGAGTTCGAAGCTTAAGAGGTCGGCATGACGACAGATTTTAACGACTGGAAGTCGCACGATTATCTCTTGACAGTGACTTTGACCAACTACAAGT TGGACGAGCCCTTCTAGTGAACAACCGAATAGAGT

242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288
G JNNRD s IRBAT Q AR s N s P AN s JKEED AN o JRIAT N REEEDND s INCNNEVNDEYS o P ATIREENDS H NN A NN

[ NS 448-605 B

T T T T T T T
740 760 780 800 820 sde 860

ATGAACACGTGTGTGTAAATGCTAAAGATCATGAAAAGGGCCTGCTCGCTCGTTGTAACGTATCTGGTGATTCAATCTCCTCTATCCTTGGCCAGCGCATGAAGAATCGGGAAAGGT TTGAAACTCGACTGCGTCATGAGGCTAGT
TACTTGTGCACACACATTTACGATTTCTAGTACTTTTCCCGGACGAGCGAGCAACATTGCATAGACCACTAAGTTAGAGGAGATAGGAACCGGTCGCGTACTTCTTAGCCCTTTCCAAACTTTGAGCTGACGCAGTACTCCGATCA
290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336
NEDHND c WD N "AUKEDD H SN c IR c NEDs ¢ JBs s s HEIG o JEDv XKD N EEENREENED T IREINRD H JENAD S

& NS 448605 3

T T T T T T T T
880 900 920 940 960 980 1,000 1,020

Trull Van911 Van911 Trull

|
GCTGAGTGGGAACCCCGTGTGGAAGCGTTAAACCAAGAATTGGCTAAAGCTCGTGTCGAACAGCAGGACATGATGACTCAATCCCTACAGTACCTGAACGAGCGTGATGAACTACTCCAGGAAGTGGATGAGCTTAAGCGTGAGCT
CGACTCACCCTTGGGGCACACCTTCGCAATTTGGTTCTTAACCGATTTCGAGCACAGCTTGTCGTCCTGTACTACTGAGTTAGGGATGTCATGGACTTGCTCGCACTACTTGATGAGGTCCTTCACCTACTCGAATTCGCACTCGA
338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384 386
A BB A Q IENAKAREVEEDQ QBN M T Q s EBQ NJETRDUEIL L)QENV DUEL K REL

b NS 448-605 3

T T T T T T
1,040 1,060 1,080 1,100 1,120 1,140 1,150

Xbal

GACTACCCTGCGTTCCGCTAACGTACGATTGTAATCTAGA
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Abbildung 8.14: Gen- und Aminosduresequenz des Fusionsproteins EGFP-uNS aus dem avianen
Reovirus. Fiir die Amplifikation der Nukleotidsequenz wurden die angegebenen Primer
verwendet. Die Insertion der Amplifikate erfolgte mittels Ligation iiberlappender Enden in die
Kpnl-/Nhel-Schnittstellen des jeweiligen pFastBacl v2-Vektors.
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Abbildung 8.15: Gen- und Aminosduresequenz der GMPR aus Trypanosoma brucei. Fiir die
Amplifikation der Nukleotidsequenz wurden die angegebenen Primer verwendet. Die Insertion
der Amplifikate erfolgte mittels Ligation iiberlappender Enden in die Kpnl-/Nhel-Schnittstellen
des jeweiligen pFastBacl v2-Vektors.
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8.5 Videoverzeichnis

Film 1: Wachstum eines Cathepsin B-Kristalls in einer Zelle der Linie Sf9 (3). Infiziert wurde mit dem
rBV CatB. Die Bildaufnahme beginnt 3 Tage nach Infektion (= 0 h). Gezeigt sind DIC-Bilder,
welche im Abstand von einer Minute mit dem Nikon Ti-E aufgenommen wurden. Siehe
korrespondierende Abbildung 4.40 G. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/
Jy7jzT6p_YE

Film 2: Wachstum eines CatB SKL-Kristalls in einer Sf9-Zelle. Infiziert wurden die Zellen der Linie
Sf9 (3) mit dem rBV CatB SKL. Die Bildaufnahme beginnt 3 Tage nach Infektion (= 0 h). Gezeigt
sind DIC-Bilder, welche im Abstand von einer Minute mit dem Nikon Ti-E aufgenommen wurden.
Siehe korrespondierende Abbildung 4.40 H. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/
bZSZjELnrr4

Film 3: Wachstum von EGFP-uNS Kristallen. Beginn der Aufnahme 3 Tage nach Infektion von Zellen
der Linie Sf9 (3) mit dem rBV EGFP-uNS. Das Kristallwachstum erfolgt gleichmdyfsig iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum hinweg. Gezeigt sind Uberlagerungen von konfokalen DIC- und
GFP-Fluoreszengbildern, welche im Abstand von 2 Minuten mit dem Nikon Ti-E aufgenommen
wurden. Siehe korrespondierende Abbildung 4.41 B. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/OvjZ6 BuVznU

Film 4: Dynamik von IMPDH-Kristallen. Zellen der Linie Sf9 (3) wurden mit dem rBV IMPDH infigiert
und 6 Tage nach Infektion untersucht. DIC-Aufnahmen wurden im Abstand von 3 Minuten mit
dem Nikon Ti-E angefertigt. Die IMPDH-Kristalle konnen entlang ihrer langen Achse rotieren. Im
Kristallschaft kann es zudem zur Degradation kommen. An diesen Stellen kann es zum Bruch
der Kristalle kommen. Siehe korrespondierende Abbildung 4.43 D. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/IGRdAQrk0J34

Film 5: Der Wachstumsprozess von IMPDH-Kristallen kann auch an Bruchstellen fortgesetzt werden.
Zellen der Linie Sf9 (3) wurden mit dem rBV IMPDH infiziert und 5 Tage nach Infektion
untersucht. DIC-Aufnahmen wurden im Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti-E angefertigt.
Die IMPDH-Kristalle kénnen an schmalen Stellen entlang ihrer langen Achse brechen. Das
Kristallwachstum kann an diesen dann freigelegten Enden fortgesetzt werden. Die entsprechende
Zelle ist zu Beginn mit einem weifsen Pfeil markiert. Siehe Kapitel 4.4.2.3. Das Video findet sich
hier: https://youtu.be/WqlaC1Ginlg

Film 6: Wachstum von IMPDH-Kristallen in Sf9-Zellen. Zellen der Linie Sf9 (3) wurden mit dem rBV
IMPDH infiziert und 6 Tage nach Infektion untersucht (= 0h). DIC-Aufnahmen wurden im
Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti-E angefertigt. Die Kristalle kénnen innerhalb von
wenigen Stunden gur vollen Ldnge heranwachsen und den Zelldurchmesser dabei deutlich
iiberschreiten. Siehe korrespondierende Abbildung 4.43 E. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/2SsuOZ_KbqM

Film 7: Wachstum von Kristallen der IMPDH mit N-terminalem HA-Tag. Zellen der Linie High Five
wurden mit dem rBV IMPDH HA-N infiziert und drei Tage nach Infektion untersucht. DIC-
Aufnahmen wurden im Abstand von zwei Minuten mit dem Nikon Ti2-E angefertigt Auch in
High Five-Zellen wachsen die Kristalle innerhalb von wenigen Stunden. Bei der zu Beginn mit
einem weifsen Pfeil markierten Zelle ist im Anschluss an das Kristallwachstum auch eine Rotation
des Kristalls entlang seiner langen Achse zu erkennen. Siehe korrespondierende Abbildung
4.43 F. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/2300KM-km2A
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Film 8: Interaktion von baculoviralem p10 mit HEX-1 im Zellkern infizierter Insektenzellen. Gezeigt
ist eine High Five-Zelle 5 Tage nach Infektion mit dem rBV HEX-1 HA-C. Aufgenommen wurde
der konfokale Z-Stapel der EYFP-Fluoreszenz am Nikon Ti-E mit einer Tiefe von 20 um in einem
Abstand von 0,5 um. EYFP wird, genau wie HEX-1 gytosolisch produziert und kann frei in den
Zellkern diffundieren. Die unterschiedlichen zelluldren Strukturen lassen sich somit in einer Art
Negativ-Fdarbung darstellen. Zu erkennen ist, wie die bipyramidalen HEX-1 Kristalle im Zellkern
von einer Art Wolke umgeben sind, die den p10-Strukturen in der elektronenmikroskopischen
Aufnahme dhnelt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.49 D. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/770gM8Hxv8c

Film 9: Wachstum spindelférmiger HEX-1-Kristalle in High Five-Zellen. DIC-Aufnahmen der Zellen
wurden ab 2 Tage nach der Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus HEX-1 cyto (= 0 h)
im Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti2-E angefertigt. Das Wachstum der spindelférmigen
Kristalle erfolgt zu Beginn sehr schnell. Innerhalb weniger Minuten entstehen mehrere
Mikrometer messende Kristalle. Anschliefsend erfolgt iiber mehrere Stunden hinweg ein
kontinuierliches, wenn auch verlangsamtes Wachstum. Siehe korrespondierende Abbildung
4.50 A. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/g4cc7e8MkIQ

Film 10: Wachstum bipyramidaler HEX-1-Kristalle in High Five-Zellen. DIC-Aufnahmen der Zellen
wurden ab 2 Tage nach der Infektion mit dem rekombinanten Baculovirus HEX-1 cyto (= O h)
im Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti2-E angefertigt. Das Wachstum der bipyramidalen
Kristalle erfolgt vergleichbar zu den spindelformigen Kristallen. Es beginnt mit einer sehr
schnellen Phase, die wenige Minuten dauert, an welche sich eine mehrere Stunden andauernde,
langsamere Wachstumsphase anschliefSt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.50 B. Das Video
findet sich hier: https://youtu.be/WPK1DAzeqfY

Film 11: Wachstum von Luciferase-Kristallen in High Five-Zellen. Die Zellen wurden mit dem rBV
Luciferase™ cyto infiziert und ab 2 Tage nach der Infektion untersucht (= 0 h). DIC-Aufnahmen
wurden im Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti2-E angefertigt. Das Ldngenwachstum der
nadelformigen Kristalle erfolgt innerhalb weniger Stunden. Bemerkenswert ist, dass zundchst ein
sehr diinner, stark gebogener Kristall wachsen kann, welcher mit dem spdt erfolgenden
Dickenwachstum eine Aussteifung erfdhrt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.52 A. Das
Video findet sich hier: https://youtu.be/KjZ78ReGc6M

Film 12: Die Kristalle der Luciferase sind im Zellkulturmedium nicht stabil. DIC-Aufnahmen wurden
im Abstand von 10 min, beginnend 4 Tage nach Infektion von Sf9 (3)-Zellen mit dem rBV
Luciferase (= 0h), am Nikon Ti-E angefertigt. Die Kristalle sind im Zellkulturmedium nicht
stabil und daher auf die Integritdt der Zelle angewiesen. Mit dem Zelltod durch die virale
Infektion wird die Membranintegritdt gestért und die Auflosung der Kristalle beginnt. Je nach
Grad der Bedeckung mit Zellmembran kann der Abbau an einigen Stellen schneller oder
langsamer voranschreiten. Dies kann schliefSlich zum Auseinanderbrechen des Kristalls fiihren.
Siehe korrespondierende Abbildung 4.52 B. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/
iIlVyvIhNV1s

Film 13: Dynamik von Luciferase-Kristallen. High Five-Zellen wurden mit dem rBV Luciferase* cyto
infiziert und ab 2 Tage nach der Infektion untersucht (= O h). DIC-Aufnahmen wurden im
Abstand von 3 Minuten mit dem Nikon Ti2-E angefertigt. Die Luciferase-Kristalle zeigen ein
dynamisches Verhalten in ithrem Wachstum. Sie kénnen durch eine teilweise wieder abgebaut
werden und anschliefsend weiterwachsen. Siehe korrespondierende Abbildung 4.52 C. Das Video
findet sich hier: https://youtu.be/1CAed1L_cyg
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Film 14: Die Aktivierung der Enzymaktivitdt der Luciferase fiithrt zum schnellen Abbau der Kristalle.
Innerhalb von Sekunden nach Zugabe von Luciferin wird fiir ca. 2 min Chemilumineszenz
erzeugt. Wihrenddessen losen sich die Kristalle auf. Gezeigt sind Aufnahmen des DIC- sowie des
Chemilumineszenz-Kanals, aufgenommen mit den Nikon Ti-E. Die Chemilumineszenz wird durch
den Umsatz von Luciferin erzeugt, wobei der Detektor fiir jedes Bild 10 s belichtet wurde. Die
Zugabe von Luciferin erfolgte vier Tage nach Infektion der Sf9 (3)-Zellen mit dem rBV Luciferase.
Siehe korrespondierende Abbildung 4.52 D. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/
qnDUZxqmI1w

Film 15: Der Abbau der Luciferase-Kristalle erfolgt innerhalb von Sekunden nach der
Engymaktivierung. DIC-Aufnahmen infizierter Zellen der Linie Sf9 (3) wurden vier Tage nach
Infektion mit dem rBV Luciferase mit dem Nikon Ti-E angefertigt. Nach der Zugabe von
membrangdngigem Luciferin l0sen sich die Luciferase-Kristalle auf der gesamten Lddnge des
Kristalls gleichzeitig auf. Siehe korrespondierende Abbildung 4.52 E. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/VoHU04XpZ14

Film 16: IMPDH-Kristalle sind zytoplasmatisch lokalisiert. Sf9-Zellen der Linie Sf9 (3), 8 Tage nach
Ko-Infektion mit den rBVs IMPDH und GFP-SKL. Die Zugabe von hypotonem Puffer (bei +0's)
ergeugt einen osmotischen Schock, der zwar zur Zerstérung der Plasmamembran fiihrt, die
Peroxisomen jedoch intakt ldsst. Der Kristall wird von hineindiffundiertem EGFP markiert. Die
Zerstorung der Plasmamembran fiihrt zu einem schnellen Verlust von EGFP aus dem Zytoplasma,
nicht jedoch aus den Peroxisomen. Der Kristall verliert dabei auch seine sichtbare Markierung,
er muss daher zytosolisch lokalisiert gewesen sein. Aufnahmen im DIC- und GFP-Kanal wurden
mit dem Nikon Ti-E angefertigt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.55 D. Das Video findet
sich hier: https://youtu.be/n2C53696LkU

Film 17: Luciferase-Kristalle konnen von einer Pex3-positiven Membran umgeben sein. Zellen der Linie
Sf9 (3), 4 Tage nach Ko-Infektion mit den rBVs Pex3-mCherry und Luciferase. Die Luciferase-
Kristalle werden von einer Membran umschlossen, die positiv fiir Pex3 ist, was fiir eine
peroxisomale Lokalisation der Kristalle spricht. Erkennbar ist die Membranfdrbung insbesondere
innerhalb des Zellkérpers. Gezeigt sind Aufnahmen eines konfokalen Z-Stapels als konsekutive
Schnitte durch die gesamte Zelle. Die Aufnahmen der mCherry-Fluoreszenz wurden am Nikon
Ti-E angefertigt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.57 A. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/1ErZVjw1ilc

Film 18: Luciferase-Kristalle konnen von einer Pex26-positiven Membran umgeben sein. Zellen der
Linie Sf9 (3), 4 Tage nach Ko-Infektion mit den rBVs Pex26-mCherry und Luciferase. Auch hier
zeigt sich eine Anreicherung des mit mCherry fusionierten Pex26 um den Kristall herum, was auf
eine Umhiillung des Kristalls mit einer Membran peroxisomalen Ursprungs hindeutet. Gezeigt
sind Aufnahmen eines konfokalen Z-Stapels als konsekutive Schnitte durch die gesamte Zelle. Die
Aufnahmen der mCherry-Fluoreszenz wurden am Nikon Ti-E angefertigt. Siehe korrespon-
dierende Abbildung 4.57 C. Das Video findet sich hier: https://youtu.be/pZYQ3yoOSEs

Film 19: Die unspezifische Fdrbung zelluldrer Membranen deutet auf den Einschluss der Luciferase-
Kristalle in einem Kompartiment hin. Sf9-Zellen der Linie Sf9 (3), 4 Tage nach Infektion mit dem
rBV Luciferase. Zelluldre Membranen wurden mit dem Lipidfarbstoff BODIPY 558/568 markiert.
Erkennbar ist, dass der gesamte Kristall von einer Membran umgeben zu sein scheint. Gezeigt
sind Aufnahmen eines konfokalen Z-Stapels als konsekutive Schnitte durch die gesamte Zelle. Die
konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden 10 min nach Zugabe von BODIPY 558/568 am
Nikon Ti-E angefertigt. Siehe korrespondierende Abbildung 4.57 E. Das Video findet sich hier:
https://youtu.be/3G26D_RzN2M
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8.7 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung  Bedeutung Abkiirzung  Bedeutung
2PEF two-photon excitation ECFP enhanced cyan fluorescent
fluorescence protein
A Angstrom EDTA Ethylendiamin-
AcMNPV Autographa californica tetraessigsaure
multiple nucleopolyhedro- EGFP enhar?ced green fluorescent
. protein
virus . .
AF Autofluoreszenz EM Elektronenmlkroskopl.e
AS Aminosiure EMBL European Molecular Biology
o Laboratory
ATP Adenosintriphosphat ER endoplasmatisches
Avi artifizieller Tag, mit der AS- Retikulum
Abfolge GLNDIFEAQKIE EYFP enhanced yellow fluorescent
WHE protein
BEVS Baculovirus- FACS fluorescence-activated cell
Expressionsvektorsystem sorting
BN behiilltes Nukleocapsid FLAG artifizieller Tag, mit der AS-
Bp Basenpaare Abfolge DYKDDDDK
BSC back scatter, FP Fluoreszenzprotein
Riickwiértsstreulicht FS fibrilldre Struktur
BSC-A integrierte Flache des BSC- FSC forward scatter,
Signals Forwaértstreulicht
BV budded virion FSC-A integrierte Flache des FSC-
BV behiilltes Virus Signals
CatB Cathepsin B fwd forward
¢GFP C-terminales GFP FWHM full width-half maximum
cHalo C-terminaler, selbst- gER glattes ER
markierender Protein-Tag GeV Gigaelektronenvolt
cHis C-terminaler His-Tag GFP green fluorescent protein
CpGV Cydia pomonella GMP Guanosinmonophosphat
Granulovirus
) ) GMPR GMP-Reduktase
CPV cytoplasmic polyhedrovirus
. GST Glutathion-S-Transferase
CTD C-terminale Doméne
i . . HA Tag aus den AS 98-106 des
d.p.i. days post infection Hamagglutinins
DIC differential interference HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
contrast piperazinyl)-
dKM dilatierte Kernmembran ethansulfonsédure
DMSO Dimethylsulfoxid His Tag, bestehend aus 6
DNA Desoxyribonukleinséure Histidinen o
ANTP Desoxynukleotid- HIV hl‘lmanes Immundeffizienz-
. Virus
Triphosphat ) . .
JdsDNA d Istrineize DNA Icp55 intermediate cleaving
S oppeistrangise peptidase 55
dsRNA doppelstrangige RNA IF Immunfluoreszenz
ECD extrazelluldre Doméne
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Abkiirzung  Bedeutung Abkiirzung  Bedeutung
IgG Immunoglobulin G MVK multivesikulires Kérperchen
IMC integrated modulation N Nucleolus
contrast NA Numerische Apertur
IMP Inosinmonophosphat NC Nukleocapsid
IMPDH IMP-Dehydrogenase nEGFP N-terminales EGFP
IMS Intermembranraum der .
Mitochondrien nGST N-terminaler GST-Tag
IPTG Isopropyl-B-D- nHA N-terminaler HA-Tag
thiogalactopyranosid nHis N-terminaler His-Tag
IR infrarot NK Nanokristall
K Kalyx NLS Kernlokalisationssignal
KA kristallines Aggregat Octl octapeptidyl aminopeptidase
kBp kilo-Basenpaare 1
KDa Kilodalton ODeoo optische" Dichte bei 600 nm
Wellenlénge
KM Kernmembran oDV occlusion derived virion
kNC knospendes Nukleocapsid ORF open reading frame
KP Kernpore p p10-Korperchen
L Lysosom PA Proteinaggregat
LB bysogeny broth PBS phosphate buffered saline
LBT lanthanide binding tag PCR Polymerase Kettenreaktion
LCLS Linac Coherent Light Source PDB Protein Data Bank
LED Licht-emittierende Diode PFA paraformaldehyd
LT Lipidtropfen PK Proteinkristall
LT Lipidtropfen PM Plasmamembran
Luci Luciferase PMT photomultiplier tube
M Mitochondrium PP Polypropylen
MC mitochondriale Cristae PR periphere Region
mCer mCerulean (FP) PTS1 peroxisomal targeting
mCh mCherry (FP) signal 1
MDa Megadalton QC quick change
microED micro electron diffraction R Ribosom
MLK multilamellares Kérperchen BV rekombinantes Baculovirus
MOI Multiplizitédt der Infektion rcf relative centrifugal force
MPP mitochondrial processing rER raues ER
peptidase rERM Membran des rauen ERs
mRNA messenger RNA rev reverse
mRNA messenger RNA RNA Ribonukleinsdure
MTS mitochondrial matrix- .
targeting sequence rpm rounds per minute
mTurq mTurqoise (FP) S elektronendichter Spacer
MV Mikrovesikel SASE self-amplified spontaneous

emission
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Abkiirzung  Bedeutung

SAXS small angle X-ray scattering

SBFSEM serial block-face scanning
electron microscopy

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM scanning electron microscopy

SFX serielle Femtosekunden-
Kristallografie

SHG second harmonic generation

SONICC Second Order Nonlinear
Imaging of Chiral Crystals

SS Signalsequenz

SSC side scatter,
Seitwértsstreulicht

SS-R Signalsequenz und
Retentionssignal

SSX serielle Synchrotron-
Kristallografie

SW Kompartimentraum des
sekretorischen Weges

TAE Tris-Acetat EDTA

TBS tris buffered saline

TC tissue culture

TCID tissue culture infectious dose

TE Tris-EDTA

TEM Transmissions-
Elektronenmikroskopie

TEV Tobacco Etch Virus

THG third harmonic generation

TOM translocase of the outer
membrane

TPM two photon microscopy

Tris Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

tRNA transfer-RNA

\Y Virion

VS virogenes Stroma

XFEL X-ray free-electron laser

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl--
D-Galactosid

XMP Xanthosinmonophosphat

ZIKV Zika-Virus

ZK Zellkern

7Zp Zytoplasma
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Insektenzellen

Josephine Franke, Bachelorarbeit

Modifikation eines baculoviralen Genoms mithilfe des CRISPR/Cas9
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Insektenzellen
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des Glykoproteins 130 in lebenden Insektenzellen

Romina Fernandez, Bachelorarbeit

Optimierung der in cellulo-Kristallisation des NS2/3-Proteins des
Hepatitis C-Virus

Sara Comdiihr, Blockpraktikum (Master)
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von Cathepsin B in baculoviral infizierten Insektenzellen
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