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1 Zusammenfassung

Die ersten Polyomaviren (PyV) wurden in den 1950er Jahren entdeckt. Seitdem sind im Laufe
der Jahre immer mehr Viren dieser Familie dazugekommen, deren Genomsequenzen zum Teil
schon entschliisselt wurden.

Das Merkelzell Polyomavirus (MCPyV) ist eines von 14 humanen Polyomaviren (HPyV) und
ist unter diesen das einzige tumorassoziierte Virus [1]. Die Sequenz des MCPyV wurde 2008
von Feng ef al. in einem Merkelzellkarzinom (MCC) nachgewiesen [2].

Bei dem MCC handelt es sich um einen sehr aggressiven, malignen neuroendokrinen Tumor
der Haut. In den meisten Féllen sind &ltere Personen und Menschen mit einer
Immunsuppression von diesem Tumorleiden betroffen. Im Fall der Ausbildung von Metastasen
liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebenschance bei nur etwa 50 % [3].

Nahezu 80 % der Bevolkerung haben Antikdrper gegen das MCPyV, womit das Virus
hochprivalent ist. Die Entstehung eines MCC allerdings sehr selten [4].

Charakteristisch fiir PyV ist die Expression des kleinen und groflen Tumorantigens (sT und LT
Antigen). Diese spielen eine zentrale Rolle in der Tumorgenese von MCC.

In MCPyV positiven MCC kommt es zu verschiedenen Mutationen in der frithen Region des
MCPyV Genoms, die eine Expression einer verkiirzten Form des LT, truncated LT (tLT),
hervorruft. Die zelluldren Interaktionen der T-Antigene des MCPyV sind essentiell fiir die
Transformation der Zelle und somit auch eine wichtige Grundlage fiir das Verstindnis der
Tumorgenese.

Zur Zeit gibt es nur ungeniigend wirksame Therapien gegen MCC [5]. Besonders die Struktur
der T-Antigene ist essentiell zur Entwicklung neuer gezielter Inhibitoren, da es im Gegensatz

zu anderen Tumorarten nur zu wenigen Anhdufungen von Mutationen im Wirtsgenom kommt

[6].

Ziel ist die Aufklarung der tLT Struktur, da diese eine gro3e Bedeutung fiir die Entwicklung
antiviraler Therapien hat. Aktuell ist lediglich die Original Binding Domain des LT Antigens
bekannt [7].

Die Kristallisation des LTs in vorangegangene Kristallisationsansétzen scheiterte aufgrund der
Aggregationseigenschaft des LT Antigens. Kiirzlich konnten verschiedene Bindungspartner
des LT Antigens identifiziert werden, von denen vor allem die Ubiquitin spezifische Protease 7

(Usp7) zu einer Stabilisierung des Antigens fiithren konnte [8].
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In dieser Arbeit wurde tLT mit den bekannten zelluldren Bindungspartnern Usp7 und
Retinoblastom (Rb) Protein in Insektenzellen exprimiert und eine Aufreinigung des Antigens
unternommen. Das Insektenzellexpressionssystem wurde aufgrund der zahlreich moglichen
Posttranslationalen Modifikationen gewdhlt, wobei Baculoviren fiir die Infektion dieser
eingesetzt wurden [9].

Es gelang eine Aufreinigung des tLT Antigens aus den aufgeschlossenen Zellen, mit den
Bindungspartnern, iiber Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) Affinitdtschromatographie
(IMAC).

Obgleich tLT mit Hilfe der Bindungspartner Rb und Usp7 aufgereinigt werden konnte, gelang
keine weitere Aufreinigung dieser Komplexe liber eine Gelfiltration. Grund dafiir waren

Aggregationsausbildungen des tLT Antigens mit den Bindungspartnern.
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2 Finleitung

2.1 Polyomaviren

PyV sind nicht-behiillte Viren mit einer Grof3e von 40 bis 45 nm und gehoren zur Familie der
Polyomaviridae. Sie besitzen ein etwa 5 kbp grof3es, zirkuldres doppelstringiges DNA Genom,
welches fiir die viralen Proteine codiert. Das Kapsid ist aus 72 Kapsomeren aufgebaut, die eine
ikosaedrische Form bilden [1]. Eingeschlossen in das Kapsid ist die mit Histonen besetzte virale

DNA [10].

Das International Committee on Taxonomy of Viruses hat die PyV in fiinf Gattungen, die
Alphapolyomaviren, Betapolyomaviren, Deltapolyomaviren, Gammapolyomaviren und eine
flinfte, nicht benannte Gattung, unterteilt.

Zu den Wirten dieser flinf doppelstringigen, zirkuliren DNA Viren gehdren neben den
Saugetieren auch Fische und Vogel [11].

Zusammengesetzt aus den griechischen Wortern poly (,,viele®) und oma (,,Tumor*), bezieht
sich der Name der Viren auf das erste entdeckte Polyomavirus, dem Murine Polyomavirus
(MPyV) [12]. Dieses Virus bewirkte die Entstehung von Tumoren in neugeborenen Miusen
[13].

Das Makakenvirus Simian Virus 40 (SV40), welches in den 1960er Jahren als zweites der
Familie der Polyomaviren zugeordnet wurde, dient heute als Modellsystem fiir viele molekulare

Zellprozesse in eukaryotischen Zellen und deren Transformation [14].

2.1.1 Humane Polyomaviren

Das JC Virus (JCV) und das BK Virus (BKV) waren die ersten zwei, der insgesamt heute 13
bekannten, humanen Polyomaviren (HPyV), welche 1971 erstmals beschrieben wurden [15],
[16].

In Abbildung 1 ist der phylogenetische Stammbaum der humanen und ihrer am néchsten
verwandten tierischen Polyomaviren an Hand der LT Antigene abgebildet. Serologische
Untersuchungen konnten zeigen, dass HPyV hochpriavalent in der Normalbevolkerung sind.
Bis zu 80 % der Erwachsenen sind infiziert, wobei die verschiedenen HPyV Spezies eine
unterschiedliche Seroprivalenz zeigen.

Die Primérinfektion der meisten humanen Polyomaviren findet in der frithen Kindheit statt und

verlduft ohne spezifische Symptome [10], [17].
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der humanen Polyomaviren mit ihren am néchsten
verwandten animalischen Polyomaviren, auf Grundlage der groflien LT-AG Aminosiuresequenz. In Blau
dargestellt sind die humanen Polyomaviren wihrend die nicht-humanen Polyomaviren in Schwarz abgebildet sind.
[18]

Menschen mit Immunsuppression sind am hdufigsten von Erkrankungen durch HPyV
betroffen.

Vier der HPyV, BKV, JCV, MCPyV und Trichodysplasia spinulosa (TS PyV), sind besonders
bei immunsuppressiven Patienten klinisch relevant.

Das MCPyV ist als einziges HPyV mit Tumoren assoziiert und ist an der Entstehung von MCC
beteiligt [19].

PyV assoziierte Erkrankungen sind generell eher seltene Erkrankungen, deren Haufigkeit

jedoch durch die Einnahme von Immunsuppressiva kontinuierlich ansteigt [20].

2.1.2 Das Genom der Polyomaviren

Die Familie der Polyomaviren zeichnet sich durch ein etwa 5 kbp grof3es Genom aus, welches
in drei funktionelle Bereiche eingeteilt ist. Dazu gehoren die frithe Region, die fiir
regulatorische Proteine codiert, die spate Region, welche die Codierung der Kapsidproteine zur
Aufgabe hat und die dritte Doméne, die nichtcodierende Kontrollregion (NCCR). Die NCCR
beinhaltet neben dem Replikationsursprung (ori), auch die fiir die virale Gentranskription
notwenigen Promotoren und Enhancer [10]. Abgebildet ist die Genomorganisation der PyV in

Abbildung 2.

15



Non-coding
region

Polyomavirus

Early region
uoibas a1e

Abbildung 2: Genomorganisation der PyV. Die Kapsidproteine VP1 bis VP4 (Dunkelrot, Orange, Griin und
Hellblau) werden in der spéten Region (Late region) codiert. Ebenso das Agno Protein (Hellrot), welches durch
einen alternativen Leserahmen entstehen kann. Die frithe Region (Early region) hingegen codiert die T-Antigene
sT (Braun) und LT (Dunkelblau) und zusitzlich eine microRNA in anitisense Richtung. Durch Mutation der frithen
Region kann es ebenfalls zur Expression eines verkiirzten LT Antigens kommen (LT"), hier in Gelb dargestellt.
Zusétzlich konnen alternative Spleiiprodukte entstehen. Die nichtkodierende Kontrollregion (Non-coding region)
enthélt den Replikationsursprung (Origin). [10]

Wihrend der Initiationsphase einer Infektion werden hauptsichlich die in der friihen Region
codierten T-Antigene transkribiert. Zusdtzlich konnen neben den T-Antigenen, sT und LT,
alternative Produkte durch Spleilen und anderer Leserahmen in den verschiedenen PyV
Spezies entstehen [2].

Ebenfalls in der frithen Region codiert ist die microRNA (miRNA), die nur in einigen PyV
Spezies enthalten ist [21]. Die zur codierenden DNA Sequenz komplementidre miRNA kann die
Expression der frithen Genprodukte regulieren und somit die Replikation der DNA begrenzen
[22].

Die Gene der spiten Region des PyV Genoms werden in der spdten Phase einer Infektion
transkribiert. Die Strukturproteine VP1 bis VP3 entstehen durch alternatives Spleilen wihrend
dieser Phase und bilden das Kapsid des PyV, wobei VP1 das Hauptkapsidprotein ist [10].

Fiir SV40 und BKYV konnte neben der Existenz eines weiteren Kapsidproteins, VP4, auch die
Transkription des Agnoproteins durch alternatives Spleiflen gezeigt werden [30]. Die Funktion
des Agnoproteins ist jedoch bisher nicht bekannt [10].

Im Falle des MCPyV wird das virale Strukturprotein VP3 nicht exprimiert [22], [24].
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2.2 Merkelzellkarzinom

Das MCC ist eine sehr maligne und aggressive Form des neuroendokrinen Hautkrebses [25].
Diese seltene Krebsform betrifft hauptsidchlich dltere Menschen und Personen mit einer
Immunsuppression [26]. In der Entstehung von MCC ist, neben MCPyV, auch ultraviolette
(UV) Strahlung eine Hauptursache [27].

Das MCC zeigt sich durch die Bildung von rot-violetten Knoten und Ausbuchtungen der Haut,
was in Abbildung 3 dargestellt ist [28]. Mit einer Mortalitétsrate, des stark metastasierenden

MCC, von etwa 33 %, liegt diese iiber der von Melanomen [29].

Abbildung 3: Merkelzellkarzinom hinter dem rechten Ohr [30]

Das virale Genom des MCPyV wurde in 60 bis 80 % aller MCC monoklonal integriert in das
Wirtsgenom gefunden, wobei das Verstidndnis liber die Tumorgenese MCPyV positiver und
negativer MCC noch nicht weitreichend ist [2].

Die Mutationslast in MCPyV positiven und MCPyV negativen Tumoren unterscheidet sich
stark. MCPyV negative MCC weisen eine deutlich hohere Mutationslast auf, wobei viele UV-
strahlentypische Mutationen prédsent sind. Eine Mutation des fiir p53 codierende
Tumorsuppressorgens tritt vermehrt auf [31], sowie Mutationen von NOTCH, NF1, FGF
Rezeptor 2 (FGFR2), und des PI3K/AKT Signalwegs [32]. MCPyV positive MCC hingegen
zeigen eine geringere Mutationslast, die meistens durch Zellalterungsprozesse hervorgerufen
werden.

Daraus lassen sich Unterschiede in den Entstehungsmechanismus von MCPyV positiven und
MCPyV negativen MCC schlieBBen [32], [33].

Bei den MCPyV positiven MCC wurde das virale Genom monoklonal integriert in die DNA
des Wirtsgenoms im Primértumor sowie den Metastasen gefunden [2]. Jedoch konnte ein
Unterschied der MCPyV Integrationsmuster in verschiedenen isolierten MCC Tumoren

festgestellt werden [34].
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Die aus MCC isolierten MCPyV Sequenzen zeigen alle Mutationen in der Gensequenz des LT
Antigens. Die Mutation des LT fiihrt zu einer verkiirzten Form des Antigens, zum tLT, bei der
der C-Terminus verloren geht. Der Verlust der ATPase und Helikase Funktion bewirkt eine

Replikationsunfédhigkeit des Virus [2], [25].

Die Behandlung eines MCC ist stark abhingig von dessen Tumorstadium. Dabei schlieB3t sich
nach der Entfernung des Primértumors hiufig eine Radiotherapie an. Der Einsatz von
Chemotherapeutika zeigte bisher keinen positiven Effekt bei der Behandlung von MCC [35].
Neue Therapieansatzpunkte beschiftigen sich mit der Verwendung von Immunotherapien, wie
zum Beispiel den Immun Checkpoint Inhibitoren PD-L1. Viele Therapieansitze sind jedoch
zur Zeit noch in der klinischen Testphase [36].

Avelumab gehort zu den PD-L1 Inhibitoren und wurde bereits 2017 zur Behandlung von MCC
zugelassen. Etwa 50 % der Patienten profitierten von dieser Behandlung [37].

Da es bisher keine genauen Aufkldrungen der Ursprungszellen von MCC, der
Tumorentwicklung und der Auswirkung von MCPyV auf die Metastasierung gibt, besteht ein

grofler Forschungsbedarf, um neue Ansatzpunkte zu finden [18].

2.3 Merkelzell Polyomavirus

Die Primirinfektion mit dem MCPyV findet, wie bei anderen PyV, bereits in der frithen
Kindheit statt und verlduft in den meisten Féallen ohne Symptome. Das Virus persistiert in der
Hautflora infizierter Personen lebenslanglich [38].

Es wurde von dem International Committee on Taxonomy of Viruses der

Alphapolyomavirusspezies des Humanen Polyomavirus 5 untergeordnet [39].

2.3.1 Genom des Merkelzell Polyomavirus

Das doppelstringige DNA Genom des MCPyV, mit einer GroB3e von 5,4 kbp, wird wie die
meisten Viren der Familie der Polyomaviridae in drei Bereichen aufgeteilt [ 18]. Dargestellt ist
die Genomorganisation in Abbildung 4. Die NCCR, die spite und friihe Region voneinander
teilt, enthalt den Ori, sowie die Promotorelemente fiir die virale Proteintranskription. Die frithe
Region codiert die viralen T-Antigene sT und LT, sowie das 57k Protein [2]. Zusétzlich kann
durch Verschiebung des Leserasters ein alternate frame of the large T open reading frame
(Alto) Protein entstehen, dessen Funktion, wie die des 57k Proteins, bisher nicht bekannt ist

[40]. Zusétzlich enthédlt die friihe Region in antisense Richtung eine zur DNA Sequenz
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komplementidre microRNA, die mcv-miR-M1 codiert. Die mcv-miR-M1 reguliert die
Expression von LT und kann iiber dessen Absenkung die Replikation des MCPyV Genoms
verringern [41], [42].

VP1

Abbildung 4: Genomorganisation des MCPyV. In Blau dargestellt ist die friithe Region mit den Gene fiir die
viralen T-Antigene sT, LT und 57k, sowie in antisense Richtung die zum Genom komplementére microRNA (mcv-
miR-M1). Die spite Region in Rot dargestellt, enthélt die Gene fiir die Kapsidproteine VP1 und VP2 sowie
moglicherweise VP3. Die nichtkodierende Kontrollregion (NCCR) unterteilt diese beiden Regionen und beinhaltet
den Replikationsursprung (Ori) und virale Promotorelemente. [18]

Die spite Region des MCPyV Genoms codiert das Hauptstrukturprotein VPI1. Durch
alternatives Spleilen oder einen ORF kann das Strukturprotein VP2 entstehen. Die
Strukturproteine bilden das Kapsid der MCPyV Vironen. Jedoch wurde die Proteinstruktur der
spaten Transkripte noch nicht vollstindig aufgeklart [18].

Die mogliche Sequenz fiir ein drittes Strukturprotein, VP3, konnte bisher iiber MCPyV
infizierte Zellen nicht belegt werden.

Die viralen Strukturproteine bilden ein unbehiilltes, ikosaedrisches Viruskapsid, welches das

Genom umschlief3t [24],[2].

2.3.2 Lebenszyklus des Merkelzell Polyomavirus

PyV zeichnen sich durch eine hohe Wirtsspezifitit aus, was auf eine gute Adaption an ihren
Wirt schlieBen ldsst [43]. Zusitzlich liegt bei PyV ein hoher Zelltropismus vor, wodurch in

vitro Versuche sowie das Arbeiten in Kleintiermodellen zu einer Herausforderung werden [44].

Bis heute ist die Wirtszelle von MCPyV noch nicht bekannt, weshalb noch kein permissives

Zellsystem entwickelt werden konnte. Es wird jedoch vermutet, dass humane dermale
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Fibroblasten zu den Wirtszellen von MCPyV gehoren [45]. Genaue Mechanismen der
Tumorgenese von MCPyV positiven MCC sind ebenfalls noch nicht vollstindig geklart, was
den Ort der Replikation der Viren ebenfalls offen lésst.

Bisher besteht kein permissives Zellkultursystem zur Untersuchung der viralen Infektion,
Replikation und Genexpression.

Der virale Eintritt des MCPyV in die Wirtszelle gelingt iiber eine Anheftung des Virus an die
Wirtszelle iiber Glykosaminoglykane, wie Heparan- und Chondroitinsulfate [46].

Vermutlich unterzieht sich das MCPyV einem zweistufigen Anheftungs- und Eintrittsvorgang,
bei dem es zunichst zu einer Bindung des Virons an einen Glykosaminoglykan-Rezeptoren
kommt, gefolgt von einer Bindung des Virons iiber die Neu5Ac-a2,3-Ga Bindungsdoméne des
VP1 an einen Neu5Ac-Rezeptor [46], [47].

Uber Endozytose gelangt das MCPyV in die Wirtszelle und wird iiber nicht endosomale
zytosolische Zellorganellen zum endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, wo eine
Kapsidfreisetzung ins Zytoplasma stattfindet. Es kann ein Transport des Genoms zum Nucleus
iiber Importine stattfinden, wo die Replikation des viralen Genoms ablauft [48].

Die Transkription und Replikation des viralen Genoms ist stark abhdngig von
Wirtszellfaktoren. In der frithen Phase der Infektion, direkt nach Eintritt des Genoms in den
Nukleus, werden die Gene der friihen Region exprimiert. Die Expression von sT und LT
bewirkt den Eintritt in die Synthese-Phase (S-Phase) der Zellen, wodurch die virale Replikation
ermoglicht wird [46].

Die Interaktion des LT Antigens mit dem Rb bewirkt den Eintritt in die S-Phase [49]. Das LT
Antigen ist hauptsdchlich fiir die virale Replikation zusténdig.

Sobald ein ausreichendes Level der T-Antigene sT und LT besteht, ist eine Transkription der
mcv-miR-M1 moglich. Diese reguliert in der spiten Phase der Infektion die Transkription des
LT Antigens und initiiert die spite Transkription, sodass es zur viralen Replikation kommt [41].
Im Zellkern werden die MCPyV-Partikel zusammengesetzt, wobei der Freisetzungsprozess

dieser MCPyV-Partikel bisher nicht bekannt ist [48].
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2.3.3 Tumorantigene des Merkelzell Polyomavirus

In der Tumorgenese von MCC tragen die T-Antigene des MCPyV eine entscheidende Rolle.
Die Proliferation der MCC Tumorzellen ist abhidngig von den T-Antigenen, den viralen
Onkopproteinen [50].

Neben dem LT Antigen ist das sT Antigen ein weiteres Onkogene des MCPyV. Es konnte
gezeigt werden, dass 92 % aller MCC Tumorproben sT positiv waren. Hingegen wiesen nur
etwa 75 % eine Expression von LT auf [1], [2].

Dies ldsst vermuten, dass sT eine entscheidende Rolle bei der Tumorgenese, insbesondere
wihrend der Zelltransformation spielt [46].

Versuche ergaben, dass die Arbeit mit dem sT Antigen durch eine schlechte Expression und
Instabilitdten, die zum Ausfall des Antigens fiihren, erschwert wird [52].

Aus diesen Griinden lag der Fokus dieser Arbeit auf dem LT Antigen.

2.3.3.1 LT Antigen

Das LT Antigen des MCPyV ist aus 816 Aminosduren aufgebaut [46]. Der GroBteil der Struktur
des MCPyV LT Antigens ist bisher noch unbekannt [53]. In Abschnitt 2.3.5 wird néher auf den
bisher bekannten Strukturteil, der OBD, des LT Antigens eingegangen.

Das LT Antigen enthdlt verschiedene Bindemotive und -doménen, die fiir den viralen
Lebenszyklus des MCPyV essentiell sind. Abgebildet ist der Aufbau des LT Antigens mit

seinen funktionellen Motiven und Doménen (Abbildung 5).

Dna)] MUR NLS OBD ZN LZ Helicase
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Truncating |

mutations

RB binding motif * Viral replication
l * DNA damage response

* Cell growth inhibition
RB inhibition

|

Cell cycle progression

Abbildung 5: Aufbau und zellulére Funktion des MCPyV LT Antigens. Die N-terminale Struktur (Grau) des
LT Antigens enthdlt die Dnal Domine (Dunkelrot), die eine wichtige Funktion in der viralen Replikation
{ibernimmt. Die MCPyV unique region (MUR) (Gelb) beinhaltet die Rb Bindedoméne (Orange). Uber die Bindung
von Rb kann eine Zellzyklus Progression hervorgerufen werden. Der C-Terminus (Griin) setzt sich aus Origin
binding domain (OBD) (Hellgelb), Zinkfinger Motiv (ZN) (Beige), Leucin-Zipper Doméne (LZ) (Hellblau) und
Helikase Doméne (Griin) zusammen. Die Helikase Doméne ist fiir die virale Replikation notwendig, kann jedoch
auch eine DNA damage response (DDR) hervorrufen und das Zellwachstum inhibieren. Mutationen des LT
Antigens treten im Bereich zwischen der Rb Bindedoméne und der OBD (Rot) auf. [54]
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Die N-terminale DnaJ Domine des LT Antigens, welche die Hsc70 Bindedomine beinhaltet,
ist fiir die Replikation des MCPyV notwendig [55].

Im Gegensatz zum SV40 LT Antigen, ist das LT Antigen des MCPyV nicht so stark in die
Transformation der Wirtszelle involviert, wie das sT Antigen [51].

In der MCPyV unique region (MUR) ist ein Rb Bindemotiv (LxCXE Motiv) enthalten. Die
Bindung des LT Antigens an Rb iiber das LxCXE Motiv bewirkt eine Deregulation der E2F-
abhingigen Transkription, sodass der Eintritt in die S-Phase ablaufen kann [49].

Houben ef al. konnte zeigen, dass die Interaktion zwischen LT und Rb essentiell fiir das
Wachstum von MCPyV positiven Zellen ist [56].

Die MUR ist eine von mehreren unstrukturierten Domédnen des LT Antigens, welche die
Kristallisation zur Herausforderung macht [57].

Das sT Antigen stabilisiert das LT Antigen, wodurch die virale DNA Replikation verstéarkt
wird. Es interagiert tiber die LT stabilisierenden Doméne (LSD) mit dem E3-Ubiquitinligase-
Komplex SCFFbw7, wodurch das LT Antigen vor dem proteasomalen Abbau geschiitzt wird.
Der C-Terminus des LT Antigens enthdlt verschiedene, zur viralen Replikation notwendige
Elemente. Die Origin binding domain (OBD) ermdglicht wéihrend der Initiation der viralen
Replikation eine Bindung an die NCCR [53]. Die OBD des MCPyV zeigt eine etwa 8-fach
schwichere Bindungsaffinitit zur GAGGC DNA Sequenz der NCCR, als die ebenfalls
aufgeklarte Struktur der OBD des SV40. Das LT Antigen kann tiber das pentamerisch GAGGC
Bindemotive sich an die OBD anlagern, sodass es zur Initiation der Replikation kommt [53].
In der C-terminalen Sequenz ist zudem das Zinkfinger Motiv (ZN) und die Leucin-Zipper
Doméne (LZ) enthalten. Aullerdem wird der C-Terminus durch die Helikase und ATPase
Doméne erginzt. Diese ermdglichen die LT Oligomerisierung und die Initiation der Replikation
[58].

Die zur Replikationsinkompetenz fithrenden Mutationen des LT Antigens in MCCs liegen
immer im Bereich nach der Rb Bindedoméne bis zum Anfang der OBD vor. Helikase und
ATPase werden nicht mehr exprimiert [49].

Im Gegensatz zu dem LT Antigen des SV40 PyV zeigt das MCPyV LT Antigen keine direkte
Interaktion mit dem Tumorsuppressor p53 [59]. Die Inhibition von p53 erfolgt iiber einen
bislang ungekldrten Mechanismus [59]. Der C-Terminus kann {iber unbekannte Mechanismen
DNA Schiden hervorrufen, die zu einer DNA damage response (DDR) und einem Zelltod
fiihren konnen [49].

Das in dieser Arbeit betrachtete tLT Antigen mit einer Lange von 244 Aminosduren, stellt den

N-Terminus des MCPyV LT Antigens dar. Uber das Programm ProtParam von ExPASy lassen
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sich Vorhersagen iiber das Molekulargewicht und den isoelektrischen Punkt (pl) von
Aminosduresequenzen treffen. Fiir tLT wird ein Molekulargewicht von 26,7 kDa vorhergesagt

und ein pl von 6,19 [60].

2.3.4 Bekannte Bindungspartner des LT Antigens

Das LT Antigen des MCPyV besitzt viele verschiedene Bindungspartner. Ein Teil dieser
Bindungspartner ist bereits in Abschnitt 2.3.3.1 aufgefiihrt.

2.3.4.1 Ubiquitin spezifische Protease 7

Die Ubiquitin spezifische Protease 7 (Usp7), die auch als Herpesvirus assoziierte Ubiquitin
spezifische Protease (HAUSP) bekannt ist, konnte als Bindungspartner von MCPyV LT
identifiziert werden [61].

Usp7 ist ein 1997 entdecktes deubiquitinierendes Enzym, welches das Substrat durch
Deubiquitinierung vor dem Abbau durch das Proteasom schiitzt [62], [63].

Das Molekulargewicht des Volllingen Usp7 mit einer Aminosduresequenz von
1102 Aminoséduren wird auf ca. 135 kDa geschitzt [64], [65].

Die Struktur des deubiquitinierenden Enzyms ist in Abbildung 6 zu erkennen. Die Ubiquitin
like domains Ubl1 bis UblS5 libernehmen regulatorische Funktionen und kénnen die katalytische
Aktivitdt des Proteins steigern. Das C-terminale Ende kann an die Aktivierungsdoméne der
katalytischen Einheit binden und somit die Stabilitidt der katalytisch aktiven Konformation
erhalten [66]. Proteine, die an die Ubl Einheit gebunden sind, konnen ebenfalls den Erhalt der
katalytisch aktiven Form des Enzyms regulieren [65]. Verbunden ist die regulatorische Einheit
iiber eine a-Helix mit der katalytischen Einheit.

Die Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktoren (TRAF) Doméne ist fiir die
Substratbindung zustdndig. Dabei werden die Substrate iiber ein P/A-x-x-S Motiv gebunden

[67], [68]. Die Struktur des USP Fingers ist N-terminal gelegen.
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Abbildung 6: Kristallstruktur von Usp7. Die finf Ubiquitin like domains (Ubl) von Usp7, Ubl1 bis Ubl5,
liegen am C-Terminus des Proteins und iibernehmen regulatorische Funktionen. Die Connector a-Helix
verbindet die katalytische Doméne mit Ubl1l. N-terminal gelegen sind die TRAF (Tumornekrosefaktor -
Rezeptor-assoziierter Faktoren) Doméne und der USP Finger. [69]

Zu den zelluldren Interaktionspartnern von Usp7 gehdren unter anderem der Tumorsuppressor
p53 und das Maus-Doppel-Minute-2-Homolog (Mdm?2), einem negativem Regulator des p53
Tumorsuppressors [70]. Diese konnen durch die Bindung an das P/A-x-x-S Motiv der TRAF
Domine gebunden und somit stabilisiert werden [71].

Usp7 zeigt ebenfalls Wechselwirkungen mit viralen Interaktionspartnern.

Es konnte gezeigt werden, dass Usp7 mit seiner Ubl2 Untereinheit an das K-x-x-x-K Motiv von
ICPO des Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) bindet [62].

Auch das Protein E1B-55k des Adenovirus Typ 5 (AdV5) [72], das Latency-associated nuclear
antigen 1 (LANA) des Karposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV) [73], sowie das Epstein-Barr
nuclear antigen I (EBNAI) des Epstein-Barr-Virus (EBV) [74] gehoren zu den viralen
Interaktionspartnern von Usp7.

Auch das LT Antigen des MCPyV ist ein viraler Bindungspartner von Usp7. Czech-Sioli et al.
konnten zeigen, dass in der MUR sowohl das Bindemotiv P/A-x-x-S, welches fiir die Bindung
der TRAF Doméne notwendig ist, als auch das E-x-x-S Motiv enthalten sind [8]. Letzteres
dhnelt dem E-G-P-S Motiv des EBNALI, iiber das die Usp7 Bindung zustande kommt [71].
Das LT Antigen enthélt insgesamt 16 P/A-x-x-S, neun E-x-x-S und sieben K-x-x-x-K Motive.
Die meisten dieser Bindemotive sind auch in der verkiirzten Form des LT, dem tLT enthalten.
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl LT als auch tLT mit der N-terminalen TRAF-Domine
von Usp7 interagieren, da die beiden Motive P/A-x-x-S und E-x-x-S innerhalb dieser Doméne

liegen.
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Durch die zahlreichen Usp7 Bindemotive innerhalb der MUR ist Usp7 ein idealer

Bindungspartner zur Koaufreinigung und Kokristallisation des LT Antigens.

2.3.4.2 Retinoblastom Protein

Rb ist ein wichtiger Tumorsuppressor innerhalb des Zellzyklus. Uber die Interaktion mit dem
E2F Transkriptionsfaktor kann die Rekrutierung der Promotoren von Koaktivatoren fiir die
Transkription verhindert oder die Rekrutierung von Korepressoren zur Transkription aktiviert
werden. Der Ubergang der Zelle in die S-Phase wird somit reguliert [75].

Das zur Familie der pocket-Proteine gehdrende Protein mit einem Molekulargewicht von etwa
100 bis 110kDa ist in Abbildung 7 abgebildet [76]. Das Protein besitzt zwei
Bindungsdoménen, die E2F Transaktivierungsdoméne und die LxCxE Bindedoméne. Die E2F
Transaktivierungsdoméne liegt zwischen den Subdoménen Cyclin Box A und Cyclin Box B.
Die LxCxE Bindedomine hingegen ist C-terminal hinter der Cyclin Box B gelegen. Die

Subdoménen A und B sind iiber einen ungeordneten Pocket Linker verbunden [77].

E2F' Site

LxCxE Site
Cyclin Box A Cyclin Box B

Abbildung 7: Struktur des ungebundenen Rb. Die E2F Transaktivierungsdoméne liegt zwischen den
Subdoménen Cyclin Box A und Cyclin Box B. Die Bindedoméne fiir das LxCxE Motiv ist hingegen C-terminal
gelegen. Die Subdominen A und B werden von dem ungeordneten Pocket Linker zusammengehalten. [77]

Das LT Antigen des MCPyV =zeigt eine starke Erhaltung des in Exon 2 codierten LxCxE
Motivs, auch in den mutierten Formen des Antigens, welche eine hoch affine Bindung von Rb
zuldsst.

Die Mutationen des LT Antigens, welche zum tLT fiihrt, fiihren zu einer Herunterregulation
des LxCxE Motivs. Diese Regulationserscheinung ldsst vermuten, dass die Inaktivierung von
Rb durch tLT eine wichtige Rolle in der MCC Pathogenese spielt [59].

Mit Hilfe einer ortsspezifische Mutagenese des LxCxE Motivs konnte gezeigt werden, dass

kein Rb an das mutierte LxCXE Motiv bindet. Es handelt sich somit um eine hochspezifische
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Bindung von Rb an das LxCxE Motiv. Es konnte gezeigt werden, dass das LxCxE Motiv von
LT oder tLT zur Rb Bindung benétigt wird [49].

2.3.5 Strukturanalyse der Tumorantigene

Die Struktur der T-Antigene ist, wie bereits erwdhnt, ein wichtiger Ansatzpunkt zur
Entwicklung neuer antiviraler Therapien.

Die Herstellung von Proteinkristallen zur Rontgenstrukturanalyse ist von vielen Faktoren
abhéngig, die einen Einfluss auf dessen Erfolg haben kénnen [78].

Fiir die Entstehung von Proteinkristallen sind physische, chemische und biochemische
Faktoren, wie zum Beispiel der pH Wert, die Temperatur, Kofaktoren, Inhibitoren,
posttranslationale ~ Proteinmodifikationen (PTM) und Aggregationsneigungen von
Makromolekiilen entscheidend [79].

Die Wahl eines geeigneten Expressionssystems ist demnach grundlegend fiir die Analyse von
Proteinen. Je nach Zielprotein ist die Ausbildung einer funktionsfahigen Proteinstruktur nur
durch PTM moglich. Viele eukaryotische Expressionssysteme unterstiitzen PTM [9], [80],
wohingegen nicht, beziehungsweise nur zum Teil mdgliche PTM von Proteinen eine grof3e
Limitierung von bakteriellen Expressionssystemen darstellen [81].

Fiir die T-Antigene von SV40 als auch MCPyV sind PTM wie Phosphorylierungen [82],
Acetylierungen [83] und Methylierungen [84] wichtig zur Regulation der Proteinfunktionen.

Aktuell ist ausschlielich die Struktur der OBD des MCPyV LT Antigens bekannt [7]. Diese
konnte im Komplex mit einem DNA Fragment des MCPyV Ori aufgeklért werden [53].
Abbildung 8 zeigt eine Vorhersage der LT Antigen Struktur basierend auf bekannten Strukturen
anderer Proteine.

Allerdings bestehen fiir die Antigene LT und sT des MCPyV keine starke Verwandtschaft zu
anderen LT und sT Antigenen [85]. Die Aminosduresequenz des MCPyV LT Antigens zeigt
nur etwa eine 30 %ige Ubereinstimmung zu SV40 LT, BKV LT oder JCV LT.

Die fehlende Ubereinstimmung macht die Strukturvorhersage duBerst schwierig. Zeitgleich
macht die Tatsache der fehlenden Strukturiibereinstimmung auch die Analyse des MCPyV

interessant, da daraus die Fahigkeit zur Tumorgenese beim Menschen hervorgeht [86].
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Abbildung 8: Vorhersage der MCPyV LT Struktur. Als Pfeile dargestellt sind B-Faltblatter und als Spiralen
dargestellt sind a-Helices. Die als Linie abgebildeten Bereiche stellen unstrukturierte Bereiche dar. Der N-
Terminus ist in Blau dargestellt, wihrend der C-Terminus Rot gezeigt wird. Erstellt wurde die Vorhersage mit
Phyre2. [87]

Die Kristallstruktur des N-Terminus des SV40 LT Antigens konnte iiber die Bindung mit Rb
entschliisselt werden [88, p. 40]. Die erfolgreiche Verwendung von Rb zur Strukturaufklarung
des N-terminalen SV40 LT Antigens dient als Grundlage dieser Arbeit.

MCPyV LT zeigt, wie erwdhnt, keine nennenswerte Homologie in Bezug auf das gesamte
Protein zu LT Antigenen anderer Polyomaviren. Die fehlende Homologie erschwert die
Strukturanalyse, aber erhoht auch deren Relevanz. Durch andere Aminosiuresequenzen geht

wahrscheinlich eine andere Struktur hervor, die andere Funktionen mit sich bringen kénnte.
Im Gegensatz zum LT Antigen konnte bisher keine Struktur des sT Antigens oder Teilbereichen

davon aufgeklirt werden [85]. Durch die mangelnde Ubereinstimmung zu anderen sT

Antigenen ist die Strukturvorhersage schwer.
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3 Ziel dieser Arbeit

Das LT Antigen des MCPyV ist einer der Hauptfaktoren in der Tumorgenese von MCC. Um
bisher ungeklarte Mechanismen der Tumorgenese des MCPyV genauer verstehen zu konnen,
ist die Strukturanalyse des LT Antigens notwendig.

Fiir die Aufklarung der Struktur des MCPyV LT Antigens iiber Rontgenstrukturanalysen ist
dessen Expression in einer hohen Konzentration und Aufreinigung gefolgt von einem
Kristallisationsansatz notwendig.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Expressions- und Aufreinigungsverfahrens von
MCPyV tLT als Grundlage fiir spétere Kristallisationsansétze. Die Strukturaufklarung des LT

Antigens bietet moglicherweise einen Ansatzpunkt zur Entwicklung antiviraler Therapien.

Dafiir wurde hier eine verkiirzte Form des LT Antigens, tLT mit einer Aminosdurekettenlédnge
von 244 in Kombination mit Doménen der beiden bekannten Bindungspartnern Rb und Usp?7
verwendet. Die Expression mit den Bindungspartnern sollte der Stabilisierung von tLT dienen.
Das tLT Konstrukt besitzt neben der Dnal Doméne auch die MUR Domaéne, welche die Rb

Bindedoméne, sowie diverse Usp7 Bindemotive einschlief3t.

Zunichst sollte iiber eine Gibson Klonierung [89] die tLT Sequenz in FastBac Dual
Expressionsvektoren, die eine Expression in Insektenzellen iiber das Baculovirussystem
erlauben, eingebracht werden. Die Vektoren enthalten neben einem dualen Promotorsystem,
einem 6x His-Tag und die Sequenz fiir den jeweiligen Bindungspartner Rb oder Usp7 (tLT-Rb
AB Box und tLT-USP7 TRAF). Die Bindungspartner und tLT werden auf demselben Vektor
codiert, wobei es sich dabei nicht um Fusionsproteine handelt, da die Expression von
verschiedenen Promotoren kontrolliert wird.

Die Identifikation der optimalen Baculoviruskonzentration zu Infektion von Insektenzellen
erfolgt iiber eine Testexpression in Sf9 Zellen.

Die in High Five (H5) Insektenzellen exprimierten Proteinkomplexe werden mit einem
Ultraschallaufschluss aufgeschlossen und iiber den His-Tag der Bindungspartner Rb und Usp7
mit einer Nickel Affinitdtschromatographie (Ni-NTA IMAC) aufgereinigt.

Nach erfolgter Pufferoptimierung der Ni-NTA IMAC werden die Proteinansitze
aufkonzentriert, umgepuffert und einer Gelfiltrationen unterzogen.

Zusitzlich sollte ein Versuch der Expression und Aufreinigung einer Koexpression von tLT-

Rb AB Box und einem FastBac Vektor, der alleine fiir RB codierte, unternommen werden.
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Ziel war es moglichst reine Proteinkomplex Fraktionen mit einer hohen Ausbeute zu erhalten,

die fiir spitere Kristallisationsansdtze eingesetzt werden konnen.
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4 Material

4.1 Gerite

Tabelle 1: Verwendete Geriite

Gerit Hersteller
Accu-jet®pro Brand (Wertheim)
Agarose-Elektrophoresekammer PeqLab (Erlangen)

AKTAprime plus

GE Healthcare (Freiburg)

AKTApurifier 100

GE Healthcare (Freiburg)

Axiovert 25 Mikroskop

Zeiss (Jena)

Branson Digital Sonifier 450

Emerson (Missouri, USA)

Brutschrank Heraeus (Hanau)
Curix 60 Rontgenfilmentwickler Agta (Koln)
Eclipse ts 100 Mikroskop Nikon Metrology Europe

Electrophoresis power supply EPS301

Pharmacia Biotec Inc. (Piscataway, NJ,
USA)

Electrophoresis power supply EPS3500 XL

Pharmacia Biotec Inc. (Piscataway, NJ,
USA)

Electrophoresis power supply EPS600

Pharmacia Biotec Inc. (Piscataway, NJ,
USA)

Electrophoresis power supply peqlab EV231  PeqlLab (Erlangen)
Elektrophoresekammer Mini Protean® Tetra BioRad (Miinchen)

System

Eppendorf Research® plus, Einkanal, 0,1 —

2,5uL,0,5-10puL, 2-20 uL, 10—100 uL,  Eppendorf (Hamburg)

20 —200 uL, 100 — 1000 uL

lf{)pendorf Zentrifuge 5417R, Rotor F 45-30- Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Zentrifuge 5810R, Rotor A-4-81 Eppendorf (Hamburg)

Gel Doc ™ XR System BioRad (Miinchen)
Gelschneidetisch Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Hera Freeze -80°C

Heraeus (Hanau)

Hera Safe Zellkulturbank Class I1

Heraeus (Hanau)

Heraeus™ Fresco™ 17 Centrifuge

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

HI2211 Basic pH / Redox / °C Meter

Hanna Instruments (Vo6hringen)

Horizontal Elektrophoresekammer aus
Plexiglas (PMMA)

A. Hartenstein (Wiirzburg)

Kiihlschrinke, Tiefkiihler -20°C

Liebherr (Hamburg)

Longlife Gastight 500 uL

Hamilton Bonaduz AG (Bonaduz,
Schweiz)
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Multitron Pro

Infors HAT (Bottmingen, Schweiz)

Nanodrop ND-1000

PeqLab (Erlangen)

Neubauer-improved (Tiefe 0,1 mm)

Paul Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

PCR-Bank

LTF Labortechnik (Wasserburg)

Photometer Untrospec® 3100 Pro

Amersham Biosciences (Freiburg)

Pipetman P2G, P10G, P100G, P200G,
P1000G

Gilson (Middleton, WI, USA)

Powersupply Power Pac Universal

BioRad (Miinchen)

Préazisionswaage PCB 1000-2

Kern & Sohn (Balingen-Frommern)

Prézisionswage 440-47N

Kern & Sohn (Balingen-Frommern)

RCT basic Magnetriihrer

IKA ® (Staufen im Breisgau)

Rotilabo®-Blockthermostat Modell H 250

Carl Roth (Karlsruhe)

Rotor-Gene Q

Qiagen (Hilden)

Sanyo™ MIR-154 gekiihlter Inkubator

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Schiittelinkubator Certomat® BS-1

Sartorius (Gottingen)

Semi-dry Transferblot Kammer Typ SD18

A. Hartenstein (Wiirzburg)

Sigama 3-18K Zentrifuge, Rotor 19776-H

Bram Biotech International

Thermomixer 5436

Eppendorf (Hamburg)

Thermomixer compact

Eppendorf (Hamburg)

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein AG (Ziirich, Schweiz)

Wasserbad

4.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Name

GFL (Burgwedel)

Hersteller

12-Well Zellkulturplatte

Sarstedt (Niirnbrecht)

Amicon® Ultra 4, 30K MWCO

Merck Millipore (Darmstadt)

BD Discardit™ II Spritze (10 mL und 20 mL)

Becton Dickinson (New Jersey, USA)

CryoPure Tubes 1,6 mL, violet

Sarstedt (Niirnbrecht)

Disposable Columns (1 mL, 10 mL)

Qiagen (Hilden)

Nunc™ Cryo Color Coders

ThermoFisher Scientific (Waltham, MA,

USA)
Pipettenspitzen (10 puL, 100 puL, 200 pL und 1000 pL)  Sarstedt (Niirnbrecht)
Proteus X-Spinner, 20 kDa MWCO Generon (Slough, UK)
Reaktionsgefiaie (0,5 mL, 1,5 mL und 2 mL) Eppendorf (Hambrug)
Reaktionsréhrchen (15 mL und 50 mL) Sarstedt (Niirnbrecht)
Rontgenfilme Fuji-Film Europe (Diisseldorf)
Roti®-PVDF-Membran Porengrof3e 0,45 um Roth (Karlsruhe)

Serologische Pipetten (2 mL, 5 mL, 10 mL und 25 mL) Sarstedt (Niirnbrecht)

Sterilfilter Millex-GP 0,22 pum

Merck Millipore (Darmstadt)




Whatman Filter Paper 3SMM A. Hartenstein (Wiirzburg)

Zellkulturflasche (T75, T175) Sarstedt (Niirnbrecht)
Zellschaber mit 2-Positionen-Klinge Sarstedt (Niirnbrecht)
4.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Acryl-Bisacrylamid Roth (Karlsruhe)
Aminohexansdure Merck (Darmstadt)
Bromphenolblau Serva (Heidelberg)

Bovine Serum Albumin (BSA)

GE Healthcare (Freiburg)

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPOj4) Roth (Karlsruhe)
Essigsdure 99,9 % Roth (Karlsruhe)
Ethanol Merck (Darmstadt)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Roth (Karlsruhe)
Eienghot e N AN e
Glycerin Roth (Karlsruhe)
Glycerol (86 %) Roth (Karlsruhe)
Imidazol Fluka (Neu-Ulm)

Isopropanol (2-Propanol)

Th. Geyer (Renningen)

Kaliumchlorid (KCI) Merck (Darmstadt)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Roth (Karlsruhe)
Methanol Roth (Karlsruhe)
Natriumcarbonat (Na2COs3) Merck (Darmstadt)

Natriumchlorid (NaCl) J.T. Baker (Waltham, MA, USA)
Natriumfluorid (NaF) Roth (Karlsruhe)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck (Darmstadt)
Natriumorthovanadat (Naz;VOs) Sigma (Miinchen)
Natriumthiosulfat (Na;S203) Merck (Darmstadt)
Neutralred Merck (Darmstadt)
Nonidet™ P 40 (NP-40) Sigma (Miinchen)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Merck (Darmstadt)
Silbernitrat (AgNO3) Merck (Darmstadt)
Sodium Deoxycholat (DOC) Merck (Darmstadt)
Tris-HCI Sigma (Miinchen)
Triton X-100 Roth (Karlsruhe)
Tween 20 Merck (Darmstadt)
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B-Mercaptoethanol

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien

Reagenz

Sigma (Miinchen)

Hersteller

10x FastDigest Buffer

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

10x FastDigest Green Buffer

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

6x DNA Loading Dye

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

AccuStart™ [l PCR SuperMix (2x)

Quanta Biosciences (Utha, USA)

Ampicillin Sodium Salt

Sigma (Miinchen)

Aqua B. Braun (Melsungen)
Benzonase® Nuclease Sigma (Miinchen)

Biozym Plaque GeneticPure Agarose ](SI;ZZE:QE (S)clziieellllt(iif;l:ﬂGmbH
Color Prestained Protein Standard Broad Range ?ﬁ:ﬂg%grlta:i ]li/il(;iil))s GmbH
Color Protein Standard Broad Range ?ﬁ:ﬂg%grlta:i ]li/il(;iil))s GmbH

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Mini

Roche Diagnostics (Mannheim)

Deoxynucleotide (ANTP)

New England Biolabs GmbH

(Frankfurt am Main)
. . New England Biolabs GmbH
0
Dimethylsulfoxid (DMSO) (100%) (Frankfurt am Main)
Dithiothreitol (DTT) Sigma (Miinchen)

GeneRuler 1 kb DNA-Ladder

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Gentamycin

Sigma (Miinchen)

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Kanamycin Fluka (Neu-Ulm)
LB-Agar Roth (Karlsruhe)
LB-Medium Roth (Karlsruhe)
Milchpulver Roth (Karlsruhe)

. - . New England Biolabs GmbH
NEBuilder HiFi DNA Assembly Mix (Frankfurt am Main)

OptiMEM™ Reduced Serum Medium

Gibco® by Life Technologies
(Waltham, MA, USA)
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Electron Microscopy Sciences

Paraformaldehyd (PFA) (16 %) (Hatfield, PA, USA)

ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

Roti®-GelStain Roth (Karlsruhe)

Gibco®by Life Technologies
(Waltham, MA, USA)

Penicillin/Streoptomycin (10.000 U/mL)

Sodium Pyruvate 100 mM (100x)

Tetracyclin Hydrochlorid Roth (Karlsruhe)
UltraPure™ Agarose Invitrogen (Darmstadt)
X-tremeGENE™ Transfection Reagent Roche (Basel, Schweiz)
4.4 Puffer und Losungen

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Losungen

Verwendung Name Zusammnsetzung
0,3 M Tris
Blot-Puffer A, pH 10,4 10 % (v/v) Methanol
0,025 M Tris
Western Blot Blot-Puffer B, pH 10,4 10 % (v/v) Methanol
0,025 M Tris
Blot-Puffer C, pH 9,4 0,025 M Aminohaxansaure
10 % (v/v) Methanol
12 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerol (86 %)
4 x Protein Ladepuffer 0,2 M Tris HCI, pH 7,0
0,004 % (w/v) Bromphenolblau
SDS-PAGE 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
25 mM Tris
Elektrophoresepuffer (1x) 192 mM Glycin
3,5 mM SDS
Agarose- TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA- 0 MM Tris HCI
Gelelektrophorese Puffer), pH 7,8 20 mM Essigsaure
P uHen, pE o 1 mM EDTA
50 % (v/v) H2O0
Fixierlosung 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsdure
) . N 70 % (v/v) H20
Silberfarbung Waschlosung 30 % (v/v) Ethanol
Sensitizer-Losung 0,02 % (w/w) NaxS203
0
Silberlosung 0,1 % (w/v) AgNO;

0,02 % (v/v) Formaldehyd
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Entwicklerlosung

2 % (w/w) Nax2COs
0,04 % (v/v) Formaldehyd

Coomassiefarbung

Coomassie Féarbelosung

2,5 g Coomassie Brilliant Blue
R-250 in

450 mL Methanol

100 mL Essigsaure (100 %)
450 mL H,O

Coomassie Entfarbelosung

450 mL Methanol
100 mL Essigsaure (100 %)
450 mL H,O

Allgemein

PBS (phosphate buffered saline),
pH7,5

140 mM NacCl

25 mM KCl

0,5 mM MgCl,

1 mM CaCl,

10 mM Na,HPO4

PBS-Tween

1x PBS
0,05 % (v/v) Tween 20

RIPA (Radioimmunoprecipitation
assay buffer)

50 mM Tris HCI pH 7,5

150 mM NaCl

1 % (v/v) NP-40

0,5 % (v/v) DOC

0,1 % (v/v) SDS

2 mM B-Glycerolphosphat

1 mM NazVOq4

0,4 mM PMSF

1 mM NaF

1 mM EGTA

cOmplete™ Protease Inhibitor
Cocktail Mini (1 Tablette auf 50
ml)

Gelchromatographie

Gelchromatographiepuffer pH 7,5
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Tabelle 6: Verwendete Puffer der Ni-NTA IMAC

Versuch

Puffer

Zusammensetzung

Pufferoptimierung

Imidazolkonzentration

Lysepuffer, pH 7,5

50 mM TRIS

250 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol

1 mM DTT

0,1 % Triton X-100

8 U/mL Benzonase

10 mM Imidazol

Complete Protease Inhibitor
(1 Tablette aut 50 ml)

Waschpuffer I, pH 7,5

50 mM Tris

500 mM NacCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
15 mM Imidazol

Waschpuffer I1, pH 7,5

50 mM Tris

500 mM NacCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
20 mM Imidazol

Waschpuffer 111, pH 7,5

50 mM Tris

500 mM NacCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Elutionspuffer, pH 7,5

50 mM Tris

250 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

250 mM Imidazol
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Pufferoptimierung

Natriumchlorid Konzentration

Lysepuffer, pH 7,5

50 mM TRIS

75 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol

1 mM DTT

0,1 % Triton X-100

8 U/mL Benzonase

10 mM Imidazol

Complete Protease Inhibitor
(1 Tablette aut 50 ml)

Waschpuffer I, pH 7,5

50 mM Tris

50 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Waschpufter 11, pH 7,5

50 mM Tris

100 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Waschpuffer 111, pH 7,5

50 mM Tris

200 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Waschpuffer IV, pH 7,5

50 mM Tris

500 mM NacCl

5% (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Elutionspuffer, pH 7,5

50 mM Tris

75 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

250 mM Imidazol
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Lysepuffer, pH 7,5

50 mM TRIS

250 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol

1 mM DTT

0,1 % Triton X-100

8 U/mL Benzonase

10 mM Imidazol

Complete Protease Inhibitor
(1 Tablette aut 50 ml)

Scale up 1

Waschpuffer, pH 7,5

50 mM Tris

500 mM NacCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Elutionspuffer, pH 7,5

50 mM Tris

250 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

250 mM Imidazol

Lysepuffer, pH 7,5

50 mM TRIS

75 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol

1 mM DTT

0,1 % Triton X-100

8 U/mL Benzonase

10 mM Imidazol

Complete Protease Inhibitor
(1 Tablette aut 50 ml)

Scale up II und Koexpression

Waschpuffer, pH 7,5

50 mM Tris

100 mM NaCl

5 % (v/v) Glycerol
1 mM DTT

0,1 % Triton X-100
30 mM Imidazol

Elutionspuffer, pH 7,5
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4.5 Reagenzsysteme

Tabelle 7: Verwendete Reagenzsysteme

System Hersteller

Biorad Protein Assay Biorad (Miinchen)

DNA Plasmid Purification Kit NucleoBond® PC100 Macherey & Nagel (Diiren)

NucleoSpin® Gel & PCR Clean-Up Macherey & Nagel (Diiren)

Phusion® High-Fidelity PCR Kit New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Plasmid Miniprep Kit I PEQLAB (Erlangen)

Western Lightning® Plus ECL Perkin Elmer (Massachusetts, USA)

4.6 Bakterienstimme und Bakterienkulturmedien

Antibiotika zur Selektion wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 50 mg/L

Kanamycin, 7 mg/mL Gentamycin, 10 mg/mL Tetramycin und 100 mg/L Ampicillin.

Tabelle 8: Verwendete E. coli Stimme

Bakterienstamm Hersteller
DH10Bac™ E. coli Invitrogen (Karlsruhe)
Top 10 E. coli Invitrogen (Karlsruhe)

Tabelle 9: Verwendete Medien fiir die Bakterienkultur

Name Hersteller

SOC Outgrowth Medium New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)

Luria/ Miller (Roth, Karlsruhe)
Einwaage von 25 g/L

Luria-Broth-Medium (LB-Medium)
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4.7 Zelllinien und Zellkulturmedien

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Kulturmedium Beschreibung

Insektenzelllinie, Ovar-Zellen
aus Trichoplusia ni,

High Five (H5) ESF 921 Suspensionszellen, jedoch
adhdrent wachsend in

Zellkulturflaschen

Insektenzelllinie, Ovar-Zellen

aus Spodoptera frugiperda,

St-9 EX-Cell 420 Suspensionszellen, jedoch
adhérent wachsend in
Zellkulturflaschen
Tabelle 11: Verwendete Zellkulturmedien
Name Hersteller und Zusammensetzung

Insect cell cultur medium, Protein free (Expression
ESF 921 Systems (Kalifornien, USA)
1 U/mL Penicillin/Streptomycin

Insect cell cultur medium + L-Glutamin, Serum free
EX-Cell 420 (Sigma Life Science (Miinchen))
0,25 % Penicillin/Streptomycin

Insect cell culture medium + L-Glutamin, Serum free

- T™M
SE-900™ 1,3x (Gibco BRL (Eggstein))
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4.9 Plasmide und Primer

Tabelle 12: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Vektor

Insert

Beschreibung

p676.M

pFastBac Dual

His Rb AB Box: tLTaa244

pFastBac Dual
Vektor mit MCPyV
tLT mit einer Lange
von 244
Aminosduren und Rb
AB Box mit His Tag.
Enthélt eine Amp
Resistenz, einem
Polyhedrin- und P10-
Promotor

p750

pFastBac Dual

His USP7 TRAF: tLTaa344

pFastBac Dual
Vektor mit MCPyV
tLT mit einer Lénge
von 244
Aminoséduren und
USP7 TRAF Doméne
mit His Tag. Enthalt
eine Amp Resistenz,
einem Polyhedrin-
und P10-Promotor

p773

pFastBac I

His Rb AB Box

pFastBac I Vektor
mit Rb AB Box und
His Tag. Enthélt eine
Amp Resistenz und
einen
Polyhedrinpromotor

p490

pcDNA

Myc_USP7

pcDNA Vektor mit
USP7 Doméne und
Myc Tag. Entilt eine
Amp Resistenz

p661

pFastBac Dual

His Rb AB Box
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Tabelle 13: Verwendete Primer

Name

Sequenz 5 — 3¢

Verwendung

FastBac-for

TACTGTTTTCGTAACAGTTTTG

Sanger Sequenzierung

FastBac-rev

CATTTTATGTTTCAGGTTCAGG

Sanger Sequenzierung

p676

CAGGGCGCCAGCTGGATCCGGAATTC

Ortsspezifische Mutagenese

forward

po676
GAATTCCGGATCCAGCTGGCGCCCTG  Ortsspezifische Mutagenese

reverse

p750 CAGGGCGCCAGCTGGATCCGGAACC PCR

forward ACCAGCAGCAGCAGCAG

p750 GTCGACGTAGGCCTTTGAATTTCAGC PCR

reverse CTGTGTGCTTCTTTGAATC

pUC/M13 Kontroll-PCR der
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

forward Bacmidproduktion

pUC/M13 Kontroll-PCR der
AGCGGATAACAATTTCACACAGG

reverse Bacmidproduktion

4.10 Enzyme

Tabelle 14: Verwendete Enzyme

Name Hersteller
Dpnl ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)
EcoRI ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

4.11 Standardmarker

Tabelle 15: Verwendete Standardmarker

Marker Einsatz Hersteller
. New England Biolabs
Color Protein Standard, Broad Range Wl% Protein- GmbH (Frankfurt am
GroBenstandard Main)

GeneRuler™ 1kb PlusDNALadder ~ /Agarose-

Gelelektrophorese
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4.12 Antikorper

Tabelle 16: Verwendete Priméirantikorper

Name

Beschreibung

Anwendung

Hersteller

Maus monoklonaler Antikdrper

WB

Chemicon (Billerica,

Anti-a-Aktin Verdiinnung
IgG, gerichtet gegen Aktin MA, USA)
1:10000
MCPyV large T-antigen
Antikdrper, Maus monoklonaler WB Santa Cruz Bio-
CM2B4 Antikorper, gerichtet gegen das  Verdiinnung technology
LT sowie das 57k T-Antigen des 1:1000 (Kalifornien, USA)
MCPyV
Maus monoklonaler Antikrper WB ‘
‘ BioLegend
Anti-His Tag  IgG, gerichtet gegen 6x bis 8x Verdiinnung ‘
(Kalifornien, USA)
His 1:10000
Tabelle 17: Verwendeter Sekundiirantikérper
Name Beschreibung Anwendung Hersteller
Maus monoklonaler WB Santa Cruz Bio-
mouse-anit- ‘ o
Sekundérantikorper konjugiert Verdiinnung technology
rabbit IgG-HRP o
mit Meerettichperoxidase (HRP) 1:10000 (Kalifornien, USA)
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5 Methoden

5.1 Mikrobielle Methoden

5.1.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli auf LB-Agarplatten mit dem entsprechendem Antibiotikazusatz
fand bei 37 °C im Brutschrank {iber Nacht statt.

Bei Fliissigkulturen wurde ein Volumen von 2 mL LB-Medium mit dem jeweiligen
Antibiotikum versetzt und mit einer Bakterienkolonie angeimpft. Die Fliissigkultur wurde im
Schiittelinkubator bei 37 °C mit einer Schiittelfrequenz von 250 rpm iiber Nacht inkubiert.
Der Antibiotikazusatz wurde nach den Resistenzgenen der transformierten Vektoren (Abschnitt

5.3.1) ausgewdhlt. Die verwendeten Bakterien sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

5.1.2 Blau-Weil3 Selektion

Die Blau-Weil} Selektion ist eine Methode zur Identifikation rekombinanter Bakterien. Dabei
werden Plasmide als Vektoren eingesetzt, die in der Multiple Cloning Site (MCS) das lacZ Gen
fiir das Enzym B-Galactosidase tragen. Uber die Klonierung eines Inserts in die MCS des
Vektors, entsteht eine Verschiebung des Leserasters des Plasmids, wodurch die Expression der
3-Galactosidase verhindert wird. Die intakte 3-Galactosidase kann 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
B-D-Galactopyranosid (Xgal), welches ein farbloses Substrat ist, zu einem blauen Produkt
umwandeln. Rekombinante E. coli erscheinen weill, wihrend Zellen, die nicht das
rekombinante Plasmid enthalten eine blaue Kolonie bilden. Zusétzlich zu Xgal wird Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid (IPTQG) als artifizieller Induktor des /ac-Operons eingesetzt, sodass
das lacZ Gen transkribiert wird [90].

Fiir die Identifikation der erfolgreich transformierten E. coli DH10Bac Zellen mit dem
rekombinanten Plasmid, wurden 100 uL des Transformationsansatzes auf vorbereitete LB-
Agarplatten ausgestrichen. Die LB-Agarplatten enthielten 50 ug/mL Kanamycin (Kana),
10 pg/mL Tetramycin (Tetra) und 7 pg/mL Gentamycin (Genta). Des Weiteren wurden 50 puL
IPTG (0,1 M) und 50 uL Xgal (40 mg/mL) eine Stunde vor Ausplattierung der Zellen, auf der
LB-Agarplatte ausgestrichen.

Die ausplattierten Zellen wurden bei 37 °C fiir 48 h im Brutschrank inkubiert.
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5.1.3 Produktion von Baculoviren

Das gewlinschte Insert wurde iiber eine Gibson Klonierung (Abschnitt 5.3.7) in einen
pFastBac™ Vektor eingebracht. Die durch Sanger Sequenzierung (Abschnitt 5.3.8) bestdtigte
Sequenz wurde iiber eine Transformation in chemisch kompetente E. co/i DH10Bac Zellen
eingebracht (Abschnitt 5.3.1.1).

Bei dieser Methode wird das Zielgen aus einem Spender-Plasmid auf ein kloniertes Bacmid
iiber homologe Rekombination {ibertragen. Bei dem Bacmid handelt es sich um rekombinante
baculovirale DNA, die ein mini-F-Replikon, einen Antibiotika-Resistenzmarker und die
Zielnukleinsduresequenz attTn7 des Transposons Tn7 enthilt. Die Transposition geschieht
innerhalb der E. coli DH10Bac Zellen durch ein Helfer-Plasmid, welches die Tn7 in trans
Transpositionsfunktion zur Verfiigung stellt. Das auf dem Spender-Plasmid enthaltene Gen mit
dem notwenigen Promotor, beziechungsweise den notwendigen Promotoren, ist an beiden Seiten
von je einem Tn7 Transposon umschlossen. Uber die Tn7 Transposons kann das Gen inklusive
Promotor/en in die attTn7 Zielnukleinséduresequenz transponiert werden. Das Bacmid ist in der
Lage eine Plasmid Replikation in E. coli durchzufiihren und Sf9 Zellen zu infizieren [91].

Die Bacmid enthaltenden Bakterienzellen wurden einer Blau-Weil3 Selektion unterzogen
(Abschnitt 5.1.2). Mit vier positiven Klonen wurde jeweils eine 2 mL Fliissigkultur angeimpft
(Abschnitt 5.1.1). Die gleichen Klone wurden einer erneuten Blau-Weil3-Selektion unterzogen
(Abschnitt 5.1.2). Die Plasmide der vier Fliissigkulturen wurden iiber eine préparative
Plasmidaufreinigung durch alkalische Lyse isoliert (Abschnitt 5.3.2.2) und anschlieBend einer
Kontroll PCR unterzogen (Abschnitt 5.3.9.1). Die amplifizierten DNA Produkte wurden iiber
eine Agarose-Gelelektrophorese analysiert (Abschnitt 5.3.4). Die zu erwartenden PCR
Produkte sind in Tabelle 18 abgebildet.

Tabelle 18: Zu erwartende PCR Produkte bei der Agarose-Gelelektrophorese nach Klonierung in
pFastBac™ Bacimdvektor

PCR Produkt Grofle [bp]
Bacmid ~300
Bacmid mit pFastBac™ Dual ~2560
Bacmid mit pFastBac™ Dual und p750 ~4300
p750 ~1740

Nach erfolgreicher Bacmidproduktion wurde eine Transfektion von Sf9 Zellen mit dem

klonierten Konstrukt vorgenommen (Abschnitt 5.2.2).
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Der P1 Virusiiberstand wurde anschlieBend zur Infektion (Abschnitt 5.2.3.1) ebenfalls von Sf9

Zellen zur Produktion des P2 Virusiiberstandes eingesetzt und lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

5.2 Zellkulturtechniken

5.2.1 Kultivierung Insektenzellen

In den hier beschriebenen Versuchen wurde ausschlieBlich mit den Insektenzelllinien HS und
S19 gearbeitet (siche Tabelle 10).

H5 Zellen wurden in ESF 921 Medium mit 1% (v/v) PenStrep bei 27 °C im Inkubator
(100 rpm) oder im Brutschrank kultiviert. Sf9 Zellen wurden hingegen in EX-Cell 420 Medium
mit 0,25 % PenStrep unter gleichen Bedingungen kultiviert.

Adhérent wachsende Kulturen wurden durch Abkratzen der Zellen mit einem Zellschaber, einer
Zentrifugation bei 200 xg fiir 5 min. und eine Aufnahme in frisches Medium passagiert.

Bei den Suspensionskulturen hingegen wurde die Zellzahl iiber eine Neubauer Zéhlkammer
ermittelt und anhand der Zellzahl die Zellen in frisches Medium passagiert.

Zur Ernte von Zellkulturen, adhirente Kulturen, sowie Suspensionskulturen, wurde die
Zellkultur in ein Zentrifugationsgefall tiberfiihrt und bei 200 xg fiir 5 min. zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand verworfen und das Zellpellet bei -20 °C bis zur

Weiterverwendung gelagert.

5.2.2 Transfektion von Insektenzellen

Eine Transfektion ist die Einbringung von DNA oder RNA in eine eukaryotische Zelle. Dabei
unterscheidet man physikalische, biologische und chemische Transfektionsmethoden. In den
beschriebenen Versuchen kamen lediglich chemische Transfektionsreagenzien zum Einsatz.

In den meisten Fillen wird DNA in Form eines zirkuldren Plasmids in die eukaryotische Zelle

eingebracht [92].

5.2.2.1 X-tremeGENE™ Transfektion

Das Transfektionsreagenz X-tremeGENE™ Transfection wurde in der Produktion von
Baculovirusiiberstinden zur Infektion von Sf9 Zellen eingesetzt. Das Transfektionsreagenz
bildet mit der negativ geladenen DNA einen Komplex und wird wahrscheinlich durch

Endozytose von der Zelle aufgenommen [93].
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X-tremeGENE™ Transfection Reagenz wurde zur Transfektion von 5:10% Zellen/mL in
einem Volumen von 1 mL verwendet. Die Zellen wurden 1 h vor Transfektion in einer 12-Well
Platte ausgesit und bei 27 °C im Brutschrank inkubiert, bis sie adhdrent waren.

Der Transfektionsansatz, bestehend aus 100 pL. OptiMEM™, 1,5 ug Bacmid DNA und 8 puL
X-tremeGENE™ Transfection Reagenz, wurde invertiert und 30 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben und diese fiir mindestens

72 h bei 27 °C inkubiert. Der Zustand der Zellmorphologie wurde téglich begutachtet.

5.2.3 Infektion von Insektenzellen mit Baculovirusiiberstianden

Eine Infektion beschreibt den Prozess des Einbringens von viraler DNA in eine Wirtszelle. Das
Baculosystem wird zur Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen verwendet und

ermdglicht oft eine sehr hohe Proteinausbeute [94].

5.2.3.1 Infektion zur P2 Virusiiberstandproduktion

Fiir die Produktion des P2 Virusiiberstandes wurden 20 mL Sf9 Zellkultur mit einer
Konzentration von 1 - 10® Zellen/mL in eine T175 Zellkulturflasche ausgesit und eine Stunde
bei 27 °C im Brutschrank zur Adhésion inkubiert. Transduziert wurde mit einem P1
Virusiiberstandvolumen von 500 pL. Die adhdrent wachsende Zellkultur wurde fiir drei bis
sechs Tage bei 27 °C inkubiert.

Geerntet wurde der P2 Virusiiberstand durch abkratzen der Zellen und Uberfithren der
Zellkultur in ein 50 mL Zentrifugationsgefdl3, gefolgt von einer Zentrifugation bei 500 xg fiir
5 min. (RT).

5.2.3.2 Infektion von Suspensionskulturen

Die Infektion von Suspensionskulturen fand sowohl bei Sf9, als auch bei HS Zellen jeweils mit
einer Konzentration von 7-10° Zellen/mL statt. Es fand jeweils eine Infektion mit P2
Virusiiberstand in einer Konzentration von 0,2 %, 0,5 %, 0,7 % oder 0,8 % (v/v) statt.

Die infizierten Suspensionskulturen wurden bei 27 °C im Schiittelinkubator inkubiert.
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5.2.4 Viral Plaque Assay

Das Viral Plaque Assay bietet eine Moglichkeit der Titerbestimmung von infektidsen
Virusiiberstinden mit einem cytopathischem Effekt. Der Titer entspricht der
Viruspartikelanzahl pro Milliliter Virusiiberstand [95].

Bei diesem Assay wird eine Monolayerschicht der Wirtszellen mit unterschiedlichen
Verdiinnungsstufen des  Virusiiberstandes infiziert und anschlieBend mit einer
immobilisierenden (festen oder halbfesten) Uberschichtung beaufschlagt. Die infizierten Zellen
lysieren, das heiflt die Viren werden innerhalb der Wirtszellen repliziert und hinterlassen
Plaques. Anhand der ausgebildeten Plaques kann der Titer des Virusiiberstandes bestimmt
werden [96].

Zur Durchfiihrung eines solchen Assays wurden 2 mL einer Zellkultur mit einer Konzentration
von 5+ 10° Sf9 Zellen/mL pro Well in zwei 6-Well Platten ausgesiit und eine Stunde bei 27 °C
inkubiert.

Fiir die Titerbestimmung des Virusiiberstandes wurde eine Verdiinnungsreihe mit den
Verdiinnungsstufen von 10~ bis 1078 erstellt. Nach Inkubationszeit der Sf9 Zellen wurde das
Medium abgenommen und die Zellen mit 1 mL der Verdiinnungsstufen 10~* bis 1078 jeweils
in Doppelbestimmung infiziert. Des Weiteren wurde ein Well der 6-Well Platte mit der
Verdiinnungsstufe 10~ als Positivkontrolle infiziert und ein weiteres Well mit Medium als
Negativkontrolle. Die Inkubation der Sf9 Zellen mit den Virusverdiinnungen erfolgte bei 27 °C
fiir eine Stunde.

AnschlieBend wurde der Virusiiberstand abgenommen und die Wells mit 2 mL Plaquing
Medium, bestehend aus 19,5 mL Sf-900™ 1,3x und 6,5 mL 4 %iger Biozym Plaque Agarose,
bedeckt. Zur Aushértung der Agarose wurden die 6-Well Platten eine Stunde bei RT stehen
gelassen.

Im Anschluss wurden diese fiir sieben bis zehn Tage bei 27 °C im Brutschrank inkubiert.

Eine Farbung der Plaques wurde nur durchgefiihrt, wenn diese nicht eindeutig sichtbar waren.
Dazu wurde eine Firbelosung aus 8,9 mL EX-Cell 420 Medium, 3,25 mL erhitzter 4 %iger
Biozym Plaque Agarose und 813 pL Neutral Red Losung (1 mg/mL) hergestellt und die Wells
mit 1 mL dieser Losung bedeckt.

Es fand eine erneute Inkubation bei 27 °C fiir zwei bis drei Tage statt.

Zur Bestimmung des Titers in Plaque forming units (pfu) pro Milliliter wurde die folgende

Formel verwendet:

1
Volumen der Virusverdiinnung/Well

fu
Titer (%) = Anzahl der Plaques - Verdiinnungsfaktor -
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5.3 DNA Techniken

5.3.1 Hitzeschock-Transformation

Transformation ist die Aufnahme von DNA durch Bakterienzellen. Dies wird héufig iiber
kiinstlich Prozesse hervorgerufen, jedoch geschieht dies auch selten unter natiirlichen
Bedingungen. Die Bakterienzellen miissen bei einem solchen Prozess die elektrische oder

chemische Kompetenz besitzen, DNA aus ihrer Umgebung aufzunehmen [97].

5.3.1.1 E. coli Topl0 und E. coli DH10Bac

Chemisch kompetente E. coli Topl0 Zellen wurden zur Transformation von Plasmiden
verwendet. Dazu wurden 10 pg bis 100 pug Plasmid DNA zu 100 pL. Topl0 E. coli gegeben
und fiir 30 min. auf Eis inkubiert.

Die Transformation der E. coli DH10Bac Zellen wurde zur Produktion des rekombinanten
Bacmids eingesetzt, auf die im Anschluss eine Blau-Weil3 Selektion (Abschnitt 5.1.2) folgte.
Dazu wurden 100 ng des klonierten Plasmids mit 100 pL. chemisch kompetenten DH10Bac
E. coli Zellen vorsichtig gemischt und ebenfalls fiir 30 min. auf Eis inkubiert.

Der darauffolgende Hitzeschock wurde jeweils bei 42 °C fiir 45 sec. durchgefiihrt, bei dem die
Plasmide tiber Poren durch Fusion der inneren und dufleren Bakterienzellmembran in die Zelle
gelangten [98].

Darauf folgte eine Inkubation auf Eis fiir 2 bis 5 min.

Dem E. coli Topl10 Transformationsansatz wurden 500 uL. LB-Medium zugefiihrt und dieser
unter schiitteln bei 37 °C im Heizblock fiir 1 h bis 1,5 h inkubiert. 100 pL der transformierten
Topl0 E. coli wurden auf einer LB-Agarplatte mit Zusatz des entsprechenden
Selektionsantibiotikas bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

Der Zusatz des Selektionsantibiotikums lasst nur das Wachstum von transformierten E. coli zu,
die das Plasmid mit der entsprechenden Resistenz tragen. Zur Kontrolle des transformierten
Plasmids wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt (Abschnitt 5.3.5).

Der Transformationsansatz der E. coli DH10Bac Zellen wurde hingegen nach Komplettierung
mit 900 uL. SOC Medium fiir 4 h bei 37 °C im Heizblock schiittelnd inkubiert.

50 pL des Ansatzes wurde zur Blau-Weif3 Selektion ausgestrichen (Abschnitt 5.1.2).
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5.3.2 Priparative Plasmidaufreinigung

Grundlage fiir die Plasmidisolierung aus Bakterienansidtzen ist die alkalische Lyse der
Bakterienzellen. Bei diesem Schritt wird sowohl die chromosomaler DNA als auch die Plasmid
DNA denaturiert. Die anschlieBende Verschiebung des pH Wertes vom alkalischen Bereich in
den sauren Bereich ermdoglicht eine Renaturierung der Plasmid DNA, wihrend die
chromosomale DNA denaturiert bleibt. Uber Siulen oder verschiedene Zentrifugationsschritte

kann die Plasmid DNA im Anschluss gebunden, gewaschen und isoliert werden [99].

5.3.2.1 Miniprep Kit

Fiir die Plasmidisolierung und -aufreinigung von Plasmiden aus Klonierungen wurden 2 mL
LB-Fliissigkulturen mit entsprechendem Antibiotikazusatz mit einer transformierten
Bakterienkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert (Abschnitt 5.1.1). Am néichsten
Tag erfolgte die Plasmidaufreinigung aus der Fliissigkultur nach Herstellerangaben mit dem
Plasmid Miniprep Kit I (PeqLab). Die DNA Konzentration wurde anschlieend mit dem
NanoDrop gemessen (Abschnitt 5.3.3).

5.3.2.2 Plasmidpraparation durch alkalische Lyse

Die Plasmidpriparation fiir die Produktion von Baculovirusiiberstinden (Abschnitt 5.1.3)
erfolgte ohne kommerziell erhéltliches Priparationskit, jedoch unter der Verwendung der
Miniprep Kit I Puffer (PeqLab). Das Miniprep Kit konnte hier nicht verwendet werden, da die
Aufreinigung liber eine Sdule des Priparationskits die groe Bacmid-DNA zerstoren wiirde.
Dazu wurde hier ebenfalls eine 2 mL LB-Fliissigkultur (mit Antibiotikazusatz) mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und schiittelnd tiber Nacht bei 37 °C inkubiert (Abschnitt 5.1.1).
Am darauffolgenden Tag wurde die Bakteriensuspension fiir 10 min. bei 6000 xg (4 °C)
zentrifugiert. Der Uberstand (US) wurde verworfen, wihrend das Zellpellet in 300 pL S1
Losung resuspendiert wurde. AnschlieBend wurden 300 uL S2 Lésung hinzugegeben und der
Losungsansatz sechs bis acht mal invertiert. Darauf erfolgte eine Zugabe von ebenfalls 300 puL
S3 Losung und eine erneute Invertierung fiir sechs bis acht Mal und eine Inkubation fiir 5 min.
auf Eis.

AnschlieBend wurde der Ansatz bei 11000 xg fiir 10 min. (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Mikroreaktionsgefdl} iiberfiihrt und erneut fiir 5 min. bei 11000 xg (4 °C)

zentrifugiert.
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Im nichsten Schritt wurde der US erneut in ein neues Mikroreaktionsgefif iiberfiihrt und mit
700 pL Isopropanol (100 %) invertiert, sodass eine Féllung der Plasmid DNA erfolgte. Es
wurde erneut bei 11000 xg fiir 10 min. zentrifugiert (4 °C).

Der US wurde verworfen, wihrend das Pellet in 200 uL Ethanol (70 %) resuspendiert wurde.
Dieser Schritte diente dem Waschen der Plasmid DNA.

Der Ansatz wurde erneut bei 11000 xg fiir 10 min. (4°C) zentrifugiert. Das Ethanol wurde
abgenommen und das Pellet in 50 uL AE Puffer resuspendiert.

Auch hier erfolgte im Anschluss eine Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten Plasmids

mittels NanoDrop (Abschnitt 5.3.3).

5.3.3 Bestimmung der Nukleinsduren-Konzentration

Die Bestimmung der DNA Konzentration in einer Probe ist durch eine photometrische Messung
moglich. DNA zeigt ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlédnge von 260 nm, wohingegen
Proteine bei 280 nm vermessen werden. Uber den Quotienten von 260 nm zu 280 nm ist es
moglich eine Aussage tiber die Reinheit der DNA zu erheben. Ein Wert zwischen 1,8 und 2,0
spiegelt eine reine DNA in der Probe wieder [100].

Gemessen wurde die DNA Konzentration von Plasmidpriparationen in einem Volumen von

1 uLL am NanoDrop (PegLab).

5.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Trennung unterschiedlich groBer DNA Fragmente
verwendet. Mit dieser Methode konnen Nukleinsdure-Stringe aufgrund ihrer GréB3e und somit
ithrer unterschiedlichen Ladung iiber die Poren des Agarosegels in einem elektrischen Feld
getrennt werden. GroBe DNA Fragmente wandern langsamer durch das Gel, als kleine. Uber
einen GroBenstandard konnen Riickschliisse auf die jeweilige GroB3e der aufgetrennten DNA
Fragmente gezogen werden [101].

Eingesetzt wurden 1 %ige (w/v) Agarosegele mit 0,05 % (v/v) Roti®-GelStain in TAE-Puffer.
Das Roti®-GelStain Reagenz enthélt ein Fluorophor als Farbstoff, der an die DNA bindet und
bei Anregung durch UV-Licht griin emittiert [102].

Somit konnten die Banden der mit 6x DNA-Ladepuffer versetzten Proben sichtbar gemacht
werden.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in TAE-Puffer bei 90 V fiir etwa 1 h durchgefiihrt. Die
Zusammensetzung des TAE-Puffers ist in Tabelle 5 abgebildet. Bildhaft festgehalten werden
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konnten die detektierten Banden mit der Gel Doc™ (BioRad). Eine Priparation der DNA

Banden aus dem Agarosegel war mit dem Gelschneidetisch (Vilber Lourmat) moglich.

5.3.5 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde zur Kontrolle von Klonierungen, zu deren Sduberung und zur
Herstellung von geschnittenen Vektoren fiir Klonierungen eingesetzt. Ein Verdau durch
Restriktionsendonukleasen in Kombination mit einer Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht
eine Kontrolle der Richtigkeit und Reinheit der Plasmide. Restriktionsendonukleasen sind
Enzyme, die spezifische Schnittstellen in der DNA erkennen und diese dort schneiden [103].
Der Ansatz fiir den Restriktionsverdau der Vektoren fiir die Klonierung bestand aus 5 uLL 10x
FastDigest Green Buffer, 2,5 pg Plasmid DNA, 2,5 uL Restriktionsenzym und 50 uL dH>O.
Dieser Ansatz wurde fiir 30 min. bei 37 °C und 400 rpm inkubiert.

Der Restriktionsverdau wurde im Anschluss liber eine Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt

5.3.4) analysiert.

Zur Sauberung der ortsspezifischen Mutagenese (Abschnitt 5.3.10) wurden 15 uL des zuvor
erstellten PCR Ansatzes mit 4 pLL 10x FastDigest Buffer, 2 uL Dpnl und 19 pL dH2O fiir
30 min. bei 37 °C und 400 rpm inkubiert. Das Restriktionsenzym Dpnl erkennt methylierte
DNA und schneidet somit lediglich noch vorhandene E. coli DNA, wihrend das PCR Produkt

nicht verdaut wird.

5.3.6 Aufreinigung von DNA aus PCR Reaktionen und Agarose-Gelen

Fiir enzymatische Reaktionen ist es in vielen Fillen notwendig die DNA, die fiir diese Reaktion
notwendig ist, in moglichst reiner Form vorliegen zu haben. Reste von vorherigen
enzymatischen Reaktion, zum Beispiel Restriktionsverdauen, oder Puffer konnen diese
Reaktion storen.

Zur Aufreinigung der DNA aus Agarose-Gelen oder PCR Reaktionen wurde das NucleoSpin®
Gel & PCR Clean-Up von Macherey & Nagel nach Herstellerangaben verwendet.
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5.3.7 Gibson Klonierung

Die Klonierung der verwendeten DNA-Konstrukte wurde iiber eine Gibson Klonierung
durchgefiihrt. Die in der isothermal verlaufenden Klonierung assemblierten Inserts und
Vektoren miissen eine passende DNA-Sequenz Uberlappung aufweisen. Dies sollte beim
Primerdesign der vorangehenden PCR zur Amplifizierung des Inserts beachtet werden. Eine
solche Uberlappung sollte 15 bis 25 Nukleotide umfassen. Durch die iiberlappenden DNA-
Sequenzen ist ein zusitzlicher Ligationsschritt zur Verbindung von Insert und Vektor nicht
notwendig [104].

Fiir die Klonierung wurde ein 20 uLL Ansatz aus 100 ng Vektor, 200 ng Insert, 10 uL. NEBuilder
HiFi DNA Assembly Master Mix in Millipore Wasser fiir 30 min. im Heizblock bei 50 °C
inkubiert. Wéhrend der Inkubation bei 50°C werden die zwei DNA Fragmente
zusammengefiigt.

AnschlieBend wurde eine Transformation von Top10 E. coli mit 2 pL. des Klonierungsansatzes

iiber einen Hitzeschock durchgefiihrt (Abschnitt 5.3.1.1).

5.3.8 Sanger Sequenzierung

Die Kontrolle der klonierten pFBac Plasmide mittels Gibson Klonierung (Abschnitt 5.3.7)
erfolgte iiber eine Sanger Sequenzierung, die von der Firma Microsynth (Seqlab, Gottingen)
durchgefiihrt wurde.

Als Probe wurden ca. 1,5 pg Plasmid DNA mit dH>O auf 12 uL aufgefiillt. Zur Sequenzierung
wurde der FastBac-for Primer aus der Liste der Standardprimer ausgewahlt.

Bei der Sanger Sequenzierung handelt es sich um ein Kettenabbruchverfahren. Dafiir muss die
Plasmid DNA zunidchst als Einzelstrang vorliegen. Die Hybridisierung des
Sequenzierungsprimers sorgt fiir die Synthese des komplementdren DNA Strangs durch die
DNA-Polymerase, bei der der DNA Einzelstrang als Matrix dient.

Die fiir die Synthese benétigten Disoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs) und
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTPs) liegen in dem Sequenzierungsansatz vor.
Durch den Einbau eines ddNTPs kommt es zum Abbruch der Synthese des komplementiren
DNA Strangs. Den vier ddNTPs fehlt die 3‘-Hydroxygruppe, wodurch das Anfiigen von neuen
Nukleotiden nicht mdoglich ist. Die vier ddNTPs sind zusétzlich mit unterschiedlichen
Fluorophoren markiert. Dies ermoglicht die Detektion der Kettenabbruchprodukte nach einer
Auftrennung iiber ein Polyacrylamidgel mittels laseroptischen Systems und der damit

verbundenen Analyse der Basenabfolge [105].
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5.3.9 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung von spezifischen
Basenabfolgen einer DNA Matrize. Dabei werden DNA Polymerasen zur Synthese eines
komplementidren DNA Strangs zur Matrize eingesetzt. Passend zum DNA Template muss der
PCR Ansatz Primer enthalten, sodass durch die DNA Polymerase die passenden Nukleotide
anfiigt werden konnen. Wéhrend der PCR werden die Schritte Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation durchlaufen.

Wiéhrend der Denaturierung bei 94 bis 96 °C wird der DNA Doppelstrang in zwei
Einzelstringe, durch Trennung der Wasserstoffbriickenbindungen, getrennt. Im Anschluss
erfolgt die Primerhybridisierung. Die spezifische Anlagerung der Primer an die DNA
Einzelstringe erfolgt 5 bis 10 °C unterhalb der Schmelztemperatur der Primer. Wéahrend der
Elongation fiigt die DNA-Polymerase, beginnend beim 3’-Ende des angelagerten Primer,
komplementdr Nukleotide zur Matrize an. Die Temperatur ist hierbei abhidngig vom
Arbeitsoptimum der eingesetzten Polymerase.

Mit der PCR ist iiber eine Wiederholung dieser Schritte eine exponentielle Amplifizierung des
DNA Templates moglich [106].

Die PCR wurde zur Amplifizierung von Klonierungsvektoren und -inserts verwendet, sowie

zur Kontrolle von Klonierungsprodukten.

5.3.9.1 Phusion Polymerase und Accustart Polymerase

Zur Amplifizierung von Vektoren und Inserts fiir die Klonierung neuer Plasmide wurde die
Phusion DNA Polymerase des Phusion® High-Fidelity PCR Kits (New England Biolabs)
verwendet. Die Phusion Polymerase besitzt eine Proofreading Funktion, sodass mogliche
Fehler eingeschrankt werden.

Der PCR Ansatz, bestehend aus 1,5 uL DMSO, 0,5 uL 5x Phusion HF Buffer, 10 uL dNTPs,
1 pL Primer forward, 1 pL. Primer reverse, < 250 ng DNA Template und wurde mit DNase/
RNase freiem H»0 auf ein Gesamtvolumen von 50 uLL gebracht. Der verwendete Puffer und die
dNTPs wurden aus dem Phusion® High-Fidelity PCR Kit verwendet. Das in Tabelle 19
aufgefiihrte Programm wurde fiir 35 Zyklen durchlaufen. Die amplifizierten PCR Produkte
wurden im Anschluss iiber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und analysiert

(Abschnitt 5.3.4 und 5.3.6).
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Tabelle 19: PCR-Programm der Phusion Polymerase

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 98 30 sec.
Denaturierung 98 10 sec.
Primerhybridisierung 53 30 sec.
Elongation 72 45 sec.
Finale Elongation 72 10 min.
Lagerung 4 0

PCR Produkte, die fiir Klonierungen eingesetzt werden sollten, wurden zundchst durch
Restriktionsendonukleasen (Abschnitt 5.3.5) verdaut und anschlieBend {iber ein Agarosegel

aufgereinigt und isoliert (Abschnitt 5.3.6).

Die Kontrolle der aus der Blau-Wei3-Selektion (Abschnitt 5.1.2) aufgereinigten (klonierten)
Plasmide fiir die Produktion von Baculovirus Expressionssystemen (Abschnitt 5.1.3) erfolgte
mit der Tag-Polymerase und einer Kolonie-PCR. Es wurden daher keine aufgereinigte Plasmid-
DNA verwendet, sondern einzelne Bakterienkolonien wurden direkt in den PCR-Ansatz
gegeben.

Dazu wurden vier Ansitze mit einem Gesamtvolumen von je 25 uL, bestehend aus 12,5 uL
AccuStart™ I PCR SuperMix (2x), 1 uL pFastBac Primer forward, 1 pL pFastBac Primer
reverse und H»0, je ein Klon der zweiten Blau-Weil3-Selektion (Abschnitt 5.1.2) hinzugefiigt.
Der PCR-Ansatz durchlief 30 Zyklen des in Tabelle 20 aufgefiihrten Programms. Eine Analyse
der PCR Produkte fand durch Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 5.3.4) statt.

Tabelle 20: PCR-Programm der Accustart Polymerase

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [sec.]
Initiale Denaturierung 93 10 min.
Denaturierung 94 45 sec.
Primerhybridisierung 55 45 sec.
Elongation 72 4 min.
Finale Flongation 72 7 min.
Lagerung 4 0
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5.3.10 Ortsspezifische Mutagenese

Die ortsspezifische Mutagenese ist eine molekularbiologische Methode zur spezifischen
Anderung der Basenabfolge einer DNA-Sequenz. Dabei konnen iiber Primer, die die
spezifische Zielmutations-Sequenz enthalten, neue Plasmide in der PCR synthetisiert werden.
Die neu synthetisierten Plasmide enthalten die mutierte DNA-Sequenz. Uber einen
anschliefenden Restriktionsverdau konnen die Ursprungsplasmide mit der nicht mutierten
Sequenz verdaut werden [107].

Die ortsspezifische Mutagenese wurde zur Mutagenese von rekombinanten Plasmiden, die eine
ungewollte Verschiebung des Leserasters in Protein codierenden Abschnitten hatten,
eingesetzt. Uber die Mutagenese konnte das gewollte Leseraster wieder hergestellt werden,
sodass spéter das Protein in Zellen exprimiert werden konnte.

Fiir die PCR Reaktion (Abschnitt 5.3.9) wurde das Phusion® High-Fidelity PCR Kit (New
England Biolabs) mit einer Temperatur von 60 °C zur Primerhybridisierung eingesetzt.

Der PCR Ansatz wurde im Anschluss einem Dpnl Verdau (Abschnitt 5.3.5) unterzogen, um
noch vorhandenes Ursprungsplasmid, fiir eine weitere Transformation (Abschnitt 5.3.1.1) zu
verdauen.

Nach dem Verdau erfolgte eine Plasmidaufreinigung mit dem NucleoSpin® Gel & PCR Clean-
Up Kit von Macherey & Nagel (Abschnitt 5.3.6).

5.4 Protein-Techniken

5.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Fiir die Analyse von Proteinen aus eukaryotischen Zellen tiber SDS-PAGE (Abschnitt 5.4.4)
und Western Blot (Abschnitt 5.4.6) wurden die Zellen lysiert.

Dazu wurden die geernteten Zellpellets in RIPA Puffer aufgenommen. Dieses Puffersystem
enthélt neben Tensiden als chaotrope Reagenzien, die die Solubilitdt der Proteine verbessern,
auch Proteaseinhibitoren und Reduktionsmittel. Durch die Proteaseinhibitoren wird der
Proteinabbau verhindert, wihrend die Reduktionsmittel oxidativen Stress, der wihrend der
Zelllyse an Proteinen entsteht, reduzieren [108].

Das Volumen an RIPA Puffer richtete sich dabei nach der Grof3e des Zellpellets und betrug fiir
1-10° Zellen 200 uL. Die Zusammensetzung des RIPA-Puffers ist in Tabelle 5 dargestellt.
Das resuspendierte Zellpellet wurde fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Die anschlieBende
Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 30 min. bei 4 °C diente zur Abtrennung von Zelltriimmern.

Der Uberstand wurde in ein neues MikroreaktionsgefiB iiberfiihrt und bei 4 °C gelagert.
56



Fiir den Fall, dass das Zellpellet ebentalls analysiert werden sollte, wurde dieses in der gleichen
Menge an RIPA Puffer aufgenommen und ebenfalls bei 4 °C gelagert.

Die Proteinkonzentration in Pellet und Lysat konnte {iber ein Bradford-Assay (Abschnitt 5.4.3)
bestimmt werden. Fiir die SDS-PAGE (Abschnitt 5.4.4) wurden je nach Protein und

Anforderung 10 pg bis 100 pg Protein eingesetzt.

5.4.2 Zellaufschluss

Die zur Ni-NTA IMAC verwendeten Zellkulturen wurden zunéchst geerntet und die Zellpellets
im Anschluss aufgeschlossen. Der Aufschluss sollte einer moglichst hohen Proteinausbeute im
Lysat dienen.

Verwendet wurde dazu ein Lysepuffer in Kombination mit einem Ultraschallaufschluss.

Das Zellpellet wurde dazu in Lysepuffer resuspendiert und fiir 10 min. auf Eis inkubiert. Fiir
das Pellet einer 50 mL Zellkultur wurden 8 mL Lysepuffer verwendet, wohingegen das Pellet
einer 300 mL Kultur in 30 mL resuspendiert wurde.

AnschlieBend wurde der Ultraschallaufschluss bei einer Amplitude von 30 % fiir dreimal
10 sec. auf Eis durchgefiihrt. Zwischen der Einwirkung des Ultraschalls wurde die
Zellsuspension fiir 30 sec. auf Eis gelagert.

Der Ultraschallaufschluss ist eine physikalische Aufschlussmethode, bei der durch die
Entstehung von Kavitationsblasen und deren Zusammenfall, Scherkrifte auf die Zellen
einwirken und fiir deren mechanische Zerstérung sorgen [109].

Die Zellsuspension wurde anschlieBend fiir 10 min bei 10000 xg (4 °C) zentrifugiert, um
Zelltrimmer aus der Losung zu entfernen.

Das Lysat wurde steril filtriert und iiber eine Ni-NTA IMAC (Abschnitt 5.5.1) aufgereinigt.
Das Pellet wurde im gleichen Volumen, wie das urspriingliche Zellpellet, an Lysepuffer

aufgenommen und ebenfalls iiber eine SDS-PAGE (Abschnitt 5.4.4) analysiert.

5.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten erfolgte iiber ein Bradford-Assay. Zur
Herstellung des Bradford-Reagenzes wurde Protein Assay Losung (Biorad) in einer
Verdiinnung von 1:5 in dH>O verwendet.

Das Bradford-Reagenz enthédlt Coomassie Brilliant Blue G-250, welches unspezifisch
kationische, nichtpolare und hydrophobe Seitenketten von Proteinen in Losung bindet und

somit fiir eine Verschiebung des Absorptionsspektrums sorgt. Das Absorptionsmaximum des
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Farbstoffes wird von 465 nm zu 595 nm verschoben [110]. Uber eine ebenfalls bei 595 nm
vermessene BSA Standardreihe kann die Proteinkonzentration der Probe bestimmt werden.
Fiir die Standardreihe wurden je 1 mL des Bradford-Reagenzes mit 1, 5, 10 und 25 pg BSA in
Kiivetten versetzt und gemischt. Die Probe wurde ebenfalls in einem Volumen von 1 mL
Bradford-Reagenz in einer Kiivette vermessen, wobei 2 pl. Probe eingesetzt wurden. Auch
diese wurde gut vermischt.

Die Absorption der Standardreihe und der Probe wurde bei 595 nm im Photometer (Amersham
Biosciences ) gemessen und der Nullwert, in Form von reinem Bradford-Reagenz, von diesen
Werten abgezogen.

Uber eine lineare Regression der Absorptionswerte der BSA Standardreihe konnte die

Proteinkonzentration der Probe berechnet werden.

5.4.4 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld. Die
Proteinprobe wird dazu mit SDS versetzt.

SDS bewirkt eine Denaturierung der Proteine und lagert sich an die linearisierten Proteine an
und verleiht ihnen somit eine negative Nettoladung, die proportional zu ihrem
Molekulargewicht ist.

Im elektrischen Feld bewegen sich grole Proteine langsamer durch die Poren des
Polyacrylamidgels als kleinere, in Richtung der Anode.

Die Verwendung eines Grofenstandards, der ebenfalls auf das Polyacrylamidgel aufgetragen

wurde, ist ein Riickschluss auf die Molekiilmasse der aufgetrennten Proteine moglich [111].

Fiir die Auftrennung von Proteinproben wurden hier ausschlieSlich Polyacrylamidgele mit
einer Acrylamidkonzentration von 12 % verwendet. Dazu wurde zunichst das Trenngel
angefertigt und nach dessen Aushértung das Sammelgel darauf gegossen.

Vor der Auftragung der Proteinproben auf das Gel wurden diese mit 4x Proteinladepuffer
versetzt und fiir 10 min. bei 95 °C denaturiert.

Die SDS-PAGE fand in einer Gelelektrophoresekammer in 1x Elektrophoresepuffer bei 180 V
statt. Die Proben wurden so lange iiber das Polyacrylamidgel aufgetrennt, bis die Lauffront das

Ende des Trenngels erreichte (ca. 50 min.).
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Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Gele liber eine Coomassie Farbung (Abschnitt
5.4.5.1) oder eine Silberfarbung (Abschnitt 5.4.5.2) eingeféarbt oder fiir eine weitere Analyse
iiber einen Western Blot (Abschnitt 5.4.6) verwendet.

Fiir die SDS-PAGE eingesetzten Puffer sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

5.4.5 Farbung von SDS-Gelen
5.4.5.1 Coomassie Blue Fiarbung

Eine Féarbung von SDS-Gelen mit Coomassie Blue ermoglicht es die aufgetrennten
Proteinbanden sichtbar zu machen. Das Prinzip ist dabei das gleiche wie beim Bradford-Assay
(Abschnitt 5.4.3).

Hier wurde Coomassie Brilliant Blue R-250 als Farbstoff eingesetzt. Die Nachweisgrenze liegt
bei ca. 0,1 pg [112].

Fiir diese Farbemethode wurde das SDS-Gel in Coomassie Farbelosung kurz in der Mikrowelle
erhitzt (etwa 1 min. bei 400 W) und anschlieBend fiir 15 min. schiittelnd bei RT inkubiert.

Zur Entfarbung wurden zwei Schritte mit der Coomassie Entfarbelosung durchgefiihrt, wobei
auch hier zu Beginn das Gel kurz erhitzt wurde. Die Zusammensetzung der Firbe- und
Entfarbelosung lasst sich in Tabelle 5 finden.

Im Anschluss erfolgte eine Entfarbung mit H>0 bis zur gewiinschten Farbintensitidt des

Polyacrylamidgels, bei der das Wasser regelmifig ausgetauscht wurde.

5.4.5.2 Silberfarbung

Eine weitere Farbemethode von SDS-Gelen ist die Silberfarbung. Diese zeichnet sich durch
ihre besonders hohe Sensitivitdt aus. Es ist moglich Proteinmengen in einem Polyacrylamidgel
in Hohe von 0,1 ng nachzuweisen [113].

Diese Methode basiert auf der Bindung von positiv geladenen Silberionen an die negativen
Seitenketten von Proteinen. Die gebundenen Silberionen kénnen mit Formaldehyd reduziert
werden, sodass diese als elementares Silber ausfallen. Die Proteinbanden des
Polyacrylamidgels erscheinen so gefarbt [114].

Das SDS-Gel wurde 30 min. in Fixierlosung geschwenkt, wobei nach 20 min. ein Wechsel der
Losung stattfand. Anschlieend folgten zwei Waschschritte mit Waschlosung fiir jeweils
20 min ebenfalls unter Schwenken des Gels.

Danach wurde das Gel in dH,O fiir 30 min. geschwenkt. Das Wasser wurde nach 10 min
gewechselt.
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Das Gel wurde im Anschluss fiir 1 min. in Sensitzer-Losung geschwenkt, gefolgt von zwei
Waschschritten mit dH,O fiir jeweils 30 sec.. Es erfolgte eine Inkubation des Gels mit
Silberlosung fiir 30 min. unter Schwenken. Die Silberlosung wurde vollstdndig entfernt fiir drei
Waschschritte in dH>O fiir jeweils 15 sec.. Die Entwicklung mit der Entwicklerldsung fand bis
zur gewiinschten Farbintensitit statt. Die Reaktion wurde mit 96 %iger Essigsdure abgestoppt.
Das Gel wurde in dH>O gelagert.

Verwendete Losungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

5.4.6 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Ubertragung von Proteinen aus einer SDS-PAGE
(Abschnitt 5.4.4) auf eine Membran. Genutzt wird dafiir die Auftrennung von Proteinen einer
Losung nach ihrem Molekulargewicht durch die SDS-PAGE. Die auf die Membran
transferierten Zielproteine konnen iiber spezifische Antikorper detektiert werden [115].

Fiir die hier beschriebenen Versuche wurde das halb-trockene Western Blot Verfahren
angewendet. Dabei wurde zum Transfer der Proteine aus den SDS-Gelen -eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran eingesetzt. Die Proteine werden wihrend des Transfers
unter anderem iiber hydrophobe Wechselwirkungen an die PVDF-Membran gebunden [116].
Zur Durchfiihrung des Western Blots wurden die Filterpapiere in den in Tabelle 5
beschriebenen Puffern getriankt. In der Blotkammer (A. Hartenstein) wurden zwei Filterpapiere
mit Blot-Puffer A, ein Filterpapier mit Blot-Puffer B, die PVDF-Membran, darauf das SDS-
Gel und abschlieend drei Filterpapiere mit Blot-Puffer C gestapelt. Bei 200 mA bis 600 mA
wurde fiir 35 min. bis 60 min. ein elektrisches Feld erzeugt, welches zum Transfer der Proteine
aus dem SDS-Gel auf die Membran fiihrte.

Zur Verhinderung unspezifischer Wechselwirkungen des indirekten Immunnachweises, wurde
die Membran im Anschluss fiir 30 min. schiittelnd in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v)
geblockt.

Die Membran wurde bei 4 °C iiber Nacht mit dem spezifischen Primérantikorper in PBS-T mit
5% Milchpulver (w/v) fiir das Zielprotein schiittelnd inkubiert. Die verwendeten
Antikorperverdiinnungen sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.

Am Folgetag wurde die Membran dreimal 5 min. in PBS-T gewaschen und anschliefend mit
dem Sekundirantikrper ebenfalls in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h schiittelnd bei
RT inkubiert. Der mit Meerrettichperoxidase konjugierte Sekundéirantikorper, welcher in der
in Tabelle 17 aufgefiihrten Verdiinnung eingesetzt wurde, bindet mehrfach an den

Primérantikorper, was zu einer Signalverstarkung fiihrt.
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Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 min. in PBS-T gewaschen und
anschliefend mit dem Western Lightning® Plus ECL Reagenzsystem entwickelt. Das Luminol
der Entwicklerlosung wird durch die Meerrettichperoxidase des Sekundirantikorpers oxidiert
[117]. Die entstehende Lumineszenz der Proteinbanden kann iiber Rontgenfilme detektiert
werden.

Uber den auf das Polyacrylamidgel aufgetragenen Proteinmarker kann die Molekiilmasse des

spezifisch nachgewiesenen Proteins ermittelt werden.

Zur Detektion verschiedener Proteine auf der gleichen Membran, miissen die an die
Proteinbanden gebundenen Antikorper nach der Detektion eines Proteins von der Membran
entfernt werden.

Die trockene PVDF-Membran wurde dafiir kurz in Methanol aktiviert und anschlieend fiir
5 min. in PBS-T gewaschen. Anschliefend wurde diese in 0,1 M HCI fiir 30 min. geschwenkt.
Nach einem 5 miniitigen Waschschritt mit dH,O, wurde die Membran fiir 30 min. in 0,1 M
NaOH schwenkend inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit dH-O fiir 5 min., gefolgt
von zwei Waschschritten in PBS-T fiir ebenfalls 5 min..

AbschlieBend wurde die Membran fiir 30 min. in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) blockiert.

Ein weiterer Proteinnachweis, wie oben beschrieben, konnte erfolgen.

5.4.7 Aufkonzentrierung von Proteinlosung mit Pufferwechsel

Fiir viele weitere Aufreinigungsmethoden, wie zum Beispiel die
GroBenausschlusschromatographie (SEC), ist eine Aufkonzentrierung der aufgereinigten
Proteinlésungen notwendig.

Neben des zu grolen Volumens der Proteinldsung, spielt auch der Puffer, in dem die Proteine
vorliegen, eine wichtige Rolle.

Eine Aufkonzentrierung und ein Pufferwechsel wurde fiir Proben der Ni-NTA IMAC
(Abschnitt 5.5.1) zur Vorbereitung auf die GroBenausschlusschromatographie (SEC)
(Abschnitt 5.5.2) vorgenommen.
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5.4.7.1 Amicon® Ultra und Proteus X-Spinner

Die Amicon® Ultra 4 Zentrifugationsrohrchen mit einem Molecular weight cut off (MWCO)
von 30K und das Ultrafiltrationsrohrchen Proteus X-Spinner von Generon mit einem MWCO
von 20 kDa wurde jeweils zum Umpuffern von aufgereinigten Proteinldsungen eingesetzt. Die
Probe wurde nach Herstellerangaben in das jeweilige Rohrchen gegeben und bei 2000 g bis
5000 g fiir 4,5 min. bis 10 min. zentrifugiert bis das gewlinschte Zielvolumen erreicht wurde.
Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde das Amicon® Ultra 4 Zentrifugationsrohrchen
invertiert, um ein Ausfallen des Proteins zu verhindern.

Die aufkonzentrierte Probe wurde bei 4 °C fiir kurze Zeit gelagert.

5.5 Chromatographien

5.5.1 Nickel Affinitdtschromatographie

Zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine, die liber einen Ultraschallaufschluss (Abschnitt
5.4.2) aus den Insektenzellpellet gewonnen werden konnten, wurde die Nickel
Affinitdatschromatographie verwendet.

Proteine mit einem oder mehreren C- oder N-terminalen His-Tags konnen an
Nitrilotriessigsdure (NTA) immobilisierte Nickelionen binden. Die Agarose dient dabei als
Matrix fiir die Bindung. Fiir eine Bindung zwischen Ni?* und Protein ist es ausreichend, wenn
zwei Histidinreste mit den Nickelionen eine Wechselwirkung eingehen. Die gebundenen
Proteine konnen durch die starke Wechselwirkung mit Ni?* in mehreren Schritten gewaschen
werden, bevor eine FElution {ber Imidazol hervorgerufen wird. Liegt eine
Imidazolkonzentration von 100 bis 250 mM vor, werden die gebundenen Proteine durch eine
kompetitive Bindung des Imidazols an die Nickelionen, eluiert [118], [119].

Die Proteinkonzentration der Lysate nach dem Ultraschallaufschluss (Abschnitt 5.4.2) wurde
iiber ein Bradford-Assay (Abschnitt 5.4.3) bestimmt. Die verwendeten Ni-NTA Agarose Beads
besallen eine Bindungskapazitit von 5 bis 10 mg Protein/mL [118]. Die benétigte Menge an
Ni-NTA Agarose wurde mit dem 10-fachen Volumen an Lysepuffer bei 500 xg fiir 5 min.
(4 °C) equilibriert. Der Uberstand wurde verworfen und die Ni-NTA Beads mit dem Lysat fiir
mindestens 1 h bei 4°C auf dem Rotationsmischer inkubiert. Es wurde mit einem
Proteiniiberschuss von 20 % gearbeitet um eine spezifische Bindung zu gewéhrleisten.

Zur Aufreinigung der gebundenen Proteine wurde eine Einmalséule (Qiagen) verwendet. Nach
der Inkubation wurden die Ni-NTA Beads in die Einmalsidule gegeben und bei RT

stehengelassen, bis sich diese abgesetzt hatten.
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Nachdem der Durchfluss aufgefangen wurde, fanden drei bis acht Waschschritte mit 1 bis 2 mL
Waschpuffer statt. Der Puffer wurde jeweils fiir 2 bis 5 min. mit den Beads inkubiert, bevor die
Fraktionen aufgefangen wurden.

Die Elution erfolgt in vier bis sechs Elutionsschritten mit einem Elutionsvolumen von jeweils
200 pL. Auch hier wurden die Beads fiir 2 bis 5 min. mit dem Elutionspuffer inkubiert. Die
Lagerung der Fraktionsproben fand bei 4 °C statt.

Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgelistet.

5.5.2 GroBenausschlusschromatographie

Die SEC diente zur Aufreinigung des Zielproteinkomplexes aus der aufkonzentrierten und
umgepufferten Proteinlosung (Abschnitt 5.4.7).

Die SEC ist eine Methode, bei der Proteine oder Proteinkomplexe iiber eine pordse Matrix
aufgrund ihres hydrodynamischen Radius getrennt werden. Kleine Proteine haben einen
kleineren hydrodynamischen Radius und werden ldnger auf der Séule gehalten, wihrend grof3e
Proteine ein geringeres Matrixvolumen nutzen kénnen und frither eluieren [28].

Eingesetzt wurde eine Superdex 200 10/300 Séule (GE Healthcare Bio-Sciences AB) in der
AKTAprime plus oder AKTApurifier. Die angewendeten Parametereinstellungen sind in

Tabelle 21 abgebildet.

Tabelle 21: Verwendete Einstellungsparameter fiir die SEC mit der AKTApurifier und der AKTAprime

Gelfiltrationsanalge
Parameter N R
AKTApurifier AKTAprime
Flussrate [mL/min] 0,25 0,1
maximaler Druck [MPa] 1,4 1
Fraktionsvolumen [mL] 0,5 0,5
Probenschleife [mL] 0,5 0,5

Die aufgetragenen Proben lagen in dem in Tabelle 5 beschriebenen Gelfiltrationspuffer vor und
hatten ein maximales Volumen von 500 pL.

Durchgefiihrt wurde die SEC bei 4 °C.
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6 Ergebnisse

6.1 Gibson Klonierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte tLT-Rb AB Box und tLT-USP7 TRAF wurden
iiber eine Klonierung nach Gibson hergestellt (Abschnitt 5.3.7). Als Vektor wurden pFastBac
Dual Vektoren mit einem dualen Promotorsystem aus Polyhedrin- und P10-Promotor
eingesetzt. Zusdtzlich enthielten die Vektoren bereits die aus 244 Aminosduren bestehende
Sequenz fiir das MCPyV tLT Antigen. In dieser Arbeit wurde mit der verkiirzten Form des tLT
Antigens mit einer Linge von 244 Aminosduren gearbeitet, da diese hdufig in Tumoren
gefunden wurde.

Als Insert wurde die Sequenz der verwendeten Doméne der Bindungspartnern in den Vektor
kloniert. Die Insertionsstelle enthielt auBerdem N-terminal die Sequenz fiir einen His-Tag.
Die Proteinkonstrukte sind in Abbildung 9 dargestellt. Mit den eingesetzten Konstrukten tLT-
Rb AB Box und tLT-USP7 TRAF, werden Rb und Usp7 nicht in ihrer vollstindigen Lénge
exprimiert, sondern nur der gezeigte Bereich.

Die erfolgreiche Klonierung der Konstrukte konnte iiber eine Sanger Sequenzierung bestitigt

werden (Abschnitt 5.3.8).

A
MURI MURII

tLT244 ~ c

1 244

J-Domain LxCxE Motiv
B

TRAF
USP7 TRAF
His-Tag USP7

C

Cyclin Box A

RB
Rb AB Box !i
His-Tag

Cyclin Box B

Abbildung 9: Proteinkonstrukte der Gibson Klonierung. tLT244 mit einer Lénge von 244 Aminoséuren,
aufgebaut aus J-Domain, sowie den Teilen der MCPyV unique region (MUR) MUR I, LxCxE Motiv und

MUR II. (B) Das USP7 TRAF Proteinkonstrukt besitzt einen N-terminalen His-Tag und enthélt die Usp7 TRAF
Domine. (C) Neben dem N-terminalen His-Tag besitzt das Rb AB Box Konstrukt die Cyclin Box A Doméne,
sowie die Cyclin Box B Doméne des Rb Proteins.

Die spezifische Expressions- und Aufreinigungsanalyse der einzelnen Proteinkonstrukte

erfolgte liber einen Western Blot. Die Bindungspartner Rb und Usp7 des tLT Antigens konnten
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iiber die Verwendung eines His Primdrantikdrpers nachgewiesen werden. Dieser bindet den N-
Terminalen 6x His-Tag der Proteine.

Das tLT Antigen hingegen konnte iiber den Cm2b4 Primérantikorper detektiert werden, der
spezifisch an die MUR des MCPyV LT Antigens bindet [121].

6.2 Titerbestimmung

Die Titerbestimmung iiber ein Viral Plaque Assay (Abschnitt 5.2.4) ermdglicht eine Aussage
zur Infektiositit der produzierten Baculovirusiiberstinde, sowie deren Vergleich. Uber die
Ausbildung von Plaques der infektiosen, cytopathischen Baculoviren, kann die Konzentration
in pfu pro mL bestimmt werden [122].

Die Titerbestimmung des in Doppelbestimmung durchgefiihrten Viral Plaque Assays ergab mit
einem Titer von 5,7 - 10° pfu/mL des P2 Baculovirusiiberstand von tLT-USP7 TRAF einen
hoheren Titer als der P2 Baculovirusiiberstand von tLT-Rb AB Box.

Dieser fiel mit 0,7 - 10® pfu/mL um ca. 88 % Prozent geringer aus als der Titer fiir tLT-USP7
TRAF.

6.3 Testexpression in Insektenzellen

Zur Identifikation der richtigen Baculoviruskonzentration fiir die Expression von tLT und
dessen Bindungspartnern wurde eine Testexpression in H5 Zellen durchgefiihrt. Dafiir wurde
jeweils eine 50 mL Zellkultur mit den Baculovirusiiberstinden in den Konzentrationen 0,2 %,
0,5 % und 0,8 % infiziert (Abschnitt 5.2.3.2).

Es erfolgte eine tigliche Entnahme von 1 - 10° Zellen iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen nach
Infektion (dpi). Analysiert wurde die Proteinexpression nach einer Zelllyse der Zellpellets mit
RIPA Puffer (Abschnitt 5.4.1). Dabei wurden sowohl die Zellpellets, als auch die Lysate {iber
Western Blots (Abschnitt 5.4.6) zur Bestimmung des optimalen Erntezeitpunktes fiir eine
moglichst hohe Proteinausbeute untersucht.

Der fiir die Detektion des tLT in den Western Blots eingesetzte Cm2b4 Primarantikorper zeigt
zum Teil unspezifische Banden [50]. Um diese von den tLT Banden der Testexpression
unterscheiden zu kénnen, wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Dazu wurden Sf9 Zellen
mit einem Baculovirusiiberstand infiziert, der nur fiir den FastBac Dual Vektor ohne Insert
codierte. Unspezifische Banden sind deutlich bei ca. 48 kDa und bei ca. 75 kDa zu erkennen

(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Western Blot einer Negativkontrolle (N). Die Expression des FastBac Dual Vektors fand in
einer 50 mL Sf9 Zellkultur mit den Viruskonzentrationen von 0,5 % (v/v) statt. Es wurde eine Zellzahl von 0,7 -
108 Zellen/mL eingesetzt. Die Emte erfolgte 3 dpi. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundarantikdrper wurde o-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt.

6.3.1 Testexpression von tLT-Rb AB Box

Abbildung 11 bis 13 zeigen die Westernblots der Testexpression von tLT und dem
Bindungspartner Rb gegen His-Tag und tLT.

Es kann deutlich gezeigt werden, dass bei der Zelllyse mit RIPA Puffer ein GroBteil des tLT
im Zellpellet verbleibt (Abbildung 11).

Eine Expression von tLT kann ab 2 Tagen nach Infektion (dpi) detektiert werden. Neben der
eigentlichen Band des tLT, die bei etwa 35 kDa verlduft konnen ab 3 dpi starke Abbauprodukte
nachgewiesen werden, die sowohl im Pellet, als auch im Lysat auftreten (Abbildung 11 und
12). An Tag 5 nach Infektion konnte die stirkste Expression an tLT detektiert werden,
allerdings sind die Banden der Abbauprodukte von tLT hier ebenso am stérksten (Abbildung
12).
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Abbildung 11: Western Blot der Pellets der Testexpression von tLT-Rb AB Box in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden iiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10° Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikérper wurde a-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die Banden der
Abbauprodukte sind mit * markiert.
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Abbildung 12: Western Blot der Lysate der Testexpression von tLT-Rb AB Box in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden iiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10° Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der Cm2b4 Antikorper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikérper wurde a-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die Banden der
Abbauprodukte sind mit * markiert.

67



His {LT-Rb AB Box {LT-Rb AB Box

0 dpi | | 1 dpi I I 2 dpi 3 dpi | I 4dpi l I 5 dpi

K o oo ole ole K oo, &x ole ole ole ol o ol o ole K
] . 3 & % A ) 5 9 “ - a4 & " )
kDa N N R S T A S NN S S N R RS R

100 - 80 -

80 -

. 58 - ‘
- <4 RbAB

46- e e | 4RbAB

B Box M

46- P——.—-—..q <« Akiin 46 W < Aktin

Abbildung 13: Western Blot der Lysate der Testexpression von tLT-Rb AB Box in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden iiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10° Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10 Zellen pro Tag. Der His Antikorper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurde a-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die Banden der
Abbauprodukte sind mit * markiert.

Der Western Blot zur Analyse der Rb Expression, bei dem ein His Antikorper als
Primérantikorper verwendet wurde, wurde ausschlieBlich fiir die Lysate durchgefiihrt. Wie bei
tLT ist in Abbildung 13 eine Expression der Rb AB Box ab 2 dpi zu erkennen. Bereits 2 dpi
sind leichte Abbauproduktbanden bei ca. 28 kDa zu erkennen, welche ab 3 dpi eine deutlich
hohere Intensitdt zeigen. An Tag 5 nach Infektion ist bei allen drei Testexpressionen Rb kaum

mehr nachzuweisen, sondern nur noch das Abbauprodukt.

Fiir die nachfolgenden Expressionen von tLT-Rb Ab Box wurde ein Endzeitpunkt von 3 dpi
mit einer verwendeten Baculoviruskonzentration von 0,5 % (v/v) gewihlt, da unter diesen
Bedingungen eine relativ hohe Expression an Rb erreicht werden kann und zusétzlich eine

starkere Expression an tLT als 2 dpi.
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6.3.2 Testexpression von tLT-USP7 TRAF

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen die Western Blots der Testexpression von tLT mit dem
Bindungspartner Usp7 unter der Verwendung eines tLT Primdrantikérpers (Cm2b4). Die
starkste Expression an tLT konnte 2 dpi sowohl im Pellet, als auch im Lysat nachgewiesen
werden. Davor ist keinerlei Expression an tLT zu detektieren.

Wie bereits bei der Expression von tLT und Rb gezeigt werden konnte, verbleibt auch hier bei
der Zelllyse mit dem RIPA Puffer ein GroBteil des tLTs im Pellet. Zuséatzlich zeigen sowohl
die Lysate, als auch die Pellets bereits 2 dpi deutliche Abbauproduktbanden von tLT
(Abbildung 14 und 15).
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Abbildung 14: Western Blot der Pellets der Testexpression von tLT-USP7 TRAF in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden tiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10 Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundirantikdrper wurde o-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die Banden der
Abbauprodukte sind mit * markiert.
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Abbildung 15: Western Blot der Lysate der Testexpression von tLT-USP7 TRAF in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden iiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10 Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der Cm2b4 Antikorper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundirantikdrper wurde o-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die Banden der
Abbauprodukte sind mit * markiert.

Die mit dem His Primérantikorper inkubierten Western Blots der Pellets und Lysate (Abbildung
16 und 17), in denen der Bindungspartner Usp7 nachgewiesen werden konnte, zeigen im
Gegensatz zu den Western Blots mit dem tLT Primarantikdrper keine Abbauproduktbanden.
Eine Expression von Usp7 ist ab 2 dpi zu detektieren, wobei die stirkste Expression an den
Tagen 3 und 4 nach Infektion nachgewiesen werden konnte.

Die Blots der Lysate zeigen bereits ab 1 dpi eine Expression an Usp7, wie in Abbildung 17 zu
erkennen ist.
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Abbildung 16: Western Blot der Pellets der Testexpression von tLT-USP7 TRAF in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden tiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10 Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der His Antikérper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurde a-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt.
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Abbildung 17: Western Blot der Lysate der Testexpression von tLT-USP7 TRAF in HS Zellen

Die Testexpressionen einer 50 mL Zellkultur mit den Viruskonzentrationen 0,2 %, 0,5 % und 0,8 % wurden tiber
einen Zeitraum von 5 dpi betrachtet. Es wurde eine anféngliche Zellzahl von 0,7 - 10 Zellen/mL eingesetzt. Es
erfolgte eine Entnahme von 1 - 10° Zellen pro Tag. Der His Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von
1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurde a-mouse IgG
HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt.

Die mit Aktin Primérantikorper inkubierten Western Blots, besonders die der Lysate, die als
Ladekontrolle durchgefiihrt wurden, zeigen sehr unterschiedlich starke Banden. Auftallend ist,
dass die Banden zu einem spiteren Zeitpunkt der Infektion nur noch schwach zu detektieren

sind.

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde fiir die Expression von tLT mit dessen Bindungspartner
Usp7 eine Ernte zwei Tage nach Infektion gewdhlt. Als Viruskonzentration wurde hier
ebenfalls eine Konzentration von 0,5 % (v/v) gewdhlt.

Die Testexpression mit 0,5 % Baculovirusiiberstand zeigte 2 dpi die grof3te Expression an tLT.
An Tag vier nach Infektion wurde zwar eine groflere Proteinexpression von Usp7 unter der
gleichen Viruskonzentration gezeigt als an Tag 2, jedoch wurde an Tag vier nach Infektion auch

die stirkste Band der Abbauprodukte von tLT nachgewiesen.

6.4 Nickelaffinitdtschromatographie und Pufferoptimierung

Zur Optimierung der Puffer fiir die Ni-NTA IMAC wurden Zellpellets von 50 mL HS5
Zellkulturen mit einer Zellkonzentration von 0,7 - 10° Zellen/mL eingesetzt, die mit den unter
6.2 bestimmten Baculoviruskonzentrationen infiziert wurden.

Eine erfolgreiche Ni-NTA IMAC konnte sowohl fiir die Expression von tLT mit dem
Bindungspartner Rb, als auch fiir tLT mit Usp7 durchgefiihrt werden.

Die Ni-NTA IMAC zur Aufreinigung von tLT gelang iiber dessen Komplexbildung mit den
Bindungspartnern (Abschnitt 2.3.4), welche einen His-Tag trugen.
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Zur Optimierung der IMAC wurden sowohl verschiedene Imidazolkonzentrationen, als auch
Salzkonzentrationen im Waschpuffer getestet um unspezifische Bindungen zu 16sen, ohne den
Proteinkomplex zu zerstoren.

Durchgefiihrt wurden diese Optimierungen mit tLT und dessen Bindungspartner Rb.

6.4.1 Imidazolkonzentration

Abbildung 18 zeigt die Coomassie gefarbte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC mit verschiedenen
Imidazolkonzentrationen im Waschpuffer. Es wurden drei Waschschritte mit steigender
Imidazolkonzentration gewéhlt. Die verwendeten Imidazolkonzentrationen sind in Tabelle 22
aufgefiihrt.

Tabelle 22: Verwendete Imidazol- und NaCl Konzentrationen bei der Ni-NTA IMAC zur Optimierung der
Imidazolkonzentration

Imidazolkonzentration NaCl Konzentration

[mM] [mM] Aufreinigungsschritt
10 250 Lyse
15 500 Waschschritt 1
20 500 Waschschritt 2
30 500 Waschschritt 3
250 250 Elution

Es ist zu erkennen, dass die Fraktionen der drei Waschschritte nahezu keine Unterschiede in
thren Banden in der SDS-PAGE zeigen. Die Elutionsfraktion drei zeigt deutliche Rb Banden,
wohingegen die tLT Bande in dieser Fraktionen deutlich schwécher ausfallt.

Ahnliche Ergebnisse liefern die Westernblots, die mit His und tLT Primérantikdrpern inkubiert

wurden (Abbildung 19 und 20).
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Abbildung 18: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB mit unterschiedlichen
Imidazolkonzentrationen im Waschpuffer. Die in einer 50 mL H5 Zellkultur (0,7 - 10° Zellen/mL)
exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol zugesetzt.
Die Waschschritte wurden mit steigender Imidazolkonzentration von 15 mM, 20 mM und 30 mM durchgefiihrt.
Eluiert wurde mit 250 mM Imidazol im Elutionspuffer. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P), Flow-
through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B), Waschschritte 1 bis 3 (W1 bis W3) und Elutionsfraktionen 1 bis 4
(E1 bis E4). Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Abbildung 19 zeigt den mit His Primérantikorper inkubierten Western Blot der Ni-NTA IMAC
des Komplexes aus tLT und Rb. Zu erkennen ist, dass die Waschschritte mit den verschiedenen
Waschpufferzusammensetzungen nahezu gleich starke Rb Banden zeigen. Dies korreliert mit
den Ergebnissen des mit tLT Primérantikdrper inkubierten Western Blots (Abbildung 20).

Die Bandenstéirke des Western Blots, in dem der tLT Primérantikorper eingesetzt wurde, ist in
allen drei Waschschritten gleich, wobei der dritte Waschschritt keine Abbauproduktbande von
tLT zeigt.

Die Banden sowohl von Rb, als auch von tLT sind in den Elutionsfraktionen deutlich stirker

als in den Waschschritten.
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Abbildung 19: Western Blot der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box mit unterschiedlichen
Imidazolkonzentrationen im Waschpuffer Die Expression von tLT-Rb AB Box fand nach einer Infektion mit
0,5 % (v/v) Baculovirus in einer 50 mL H5 Zellkultur mit einer Konzentration von 0,7 - 10° Zellen/mL statt.
Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol zugesetzt. Die Waschschritte wurden mit steigender
Imidazolkonzentration von 15 mM, 20 mM und 30 mM durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 250 mM Imidazol im
Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der His Antikdrper wurde hier in einer
Verdiinnung von 1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundarantikdrper
wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h
eingesetzt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B),
Waschschritte 1 bis 3 (W1 bis W3) und Elutionsfraktionen 1 bis 4 (E1 bis E4).
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Abbildung 20: Western Blot der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box mit unterschiedlichen
Imidazolkonzentrationen im Waschpuffer Die Expression von tLT-Rb AB Box fand nach einer Infektion mit
0,5 % (v/v) Baculovirus in einer 50 mL H5 Zellkultur mit einer Konzentration von 0,7 - 10° Zellen/mL statt.
Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol zugesetzt. Die Waschschritte wurden mit steigender
Imidazolkonzentration von 15 mM, 20 mM und 30 mM durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 250 mM Imidazol im
Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer
Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iber Nacht inkubiert. Als Sekundéarantikorper
wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h
eingesetzt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B),
Waschschritte 1 bis 3 (W1 bis W3) und Elutionsfraktionen 1 bis 4 (E1 bis E4).

Fiir die darauffolgenden Ni-NTA IMAC wurde eine Konzentration von 30 mM Imidazol im
Waschpuffer gewéhlt.
Eine erhohte Imidazolkonzentration im Waschpuffer tragt jedoch nicht zur erhdhten Losung

von unspezifischen Bindungen bei.
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6.4.2 Salzkonzentration

Die Optimierung der Salzkonzentration, hier bezogen auf die Natriumchlorid (NaCl)
Konzentration, wurde anhand von Western Blots analysiert (Abbildungen 21 und 22). Die NaCl
Konzentration der verwendeten Puffer fiir die einzelnen Schritte der Ni-NTA IMAC ist in
Tabelle 23 abgebildet.

Tabelle 23: Verwendete Imidazol- und NaCl Konzentrationen bei der Ni-NTA IMAC zur Optimierung der
Salzkonzentration

Imidazolkonzentration = NaCl Konzentration

[mM] [mM] Aufreinigungsschritt
10 75 Lyse
30 50 Waschschritt 1 & 2
30 100 Waschschritt 3 & 4
30 200 Waschschritt 5 & 6
30 500 Waschschritt 7 & 8
250 75 Elution

Der mit tLT Primérantikdrper inkubierte Western Blot zeigt deutlich, dass in allen acht
Waschschritten nahezu identisch starke tLT Banden erreicht wurden. Diese fallen nur

geringfligig schmaler aus, als die Banden der sechs Elutionsschritte.
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Abbildung 21: Western Blot der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box mit unterschiedlichen NaCl
Konzentrationen im Waschpuffer Die Expression von tLT-Rb AB Box fand in einer 50 mL HS
Zellenzellkultur mit einer Konzentration von 0,7 - 108 Zellen/mL statt. Es wurde eine Viruskonzentration von
0,5 % (v/v) eingesetzt. Die Zellernte wurde 3 dpi durchgefiihrt. Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol und
75 mM NaCl zugesetzt. Die Waschschritte wurden mit steigender Salzkonzentration von 50 mM, 100 mM,
200 mM und 500 mM jeweils in doppelter Verwendung durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 250 mM Imidazol und
75 mM NaCl im Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der Cm2b4 Antikorper
wurde hier in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als
Sekunddrantikorper wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver
(w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads
(B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und Elutionsfraktionen 1 bis 6 (E1 bis E6).
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Der in Abbildung 21 gezeigte Western Blot, bei dem eine Inkubation mit dem His
Primérantikorper stattfand, zeigt fiir die Waschschritte dhnliche Ergebnisse. Die Rb Banden
zeigen, bis auf Waschschritt eins, dhnliche Intensititen. Im Gegensatz zum Western Blot, der
mit tLT Primérantikorper inkubiert wurde, fallen die Banden der Elutionsschritte deutlich

intensiver aus, als die der Waschschritte (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Western Blot der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box mit unterschiedlichen NaCl
Konzentrationen im Waschpuffer Die Expression von tLT-Rb AB Box fand in einer 50 mL H5
Zellenzellkultur mit einer Konzentration von 0,7 - 108 Zellen/mL statt. Es wurde eine Viruskonzentration von
0,5 % (v/v) eingesetzt. Die Zellernte wurde 3 dpi durchgefiihrt. Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol und
75 mM NaCl zugesetzt. Die Waschschritte wurden mit steigender Salzkonzentration von 50 mM, 100 mM,

200 mM und 500 mM jeweils in doppelter Verwendung durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 250 mM Imidazol und
75 mM NaCl im Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Der His Antikdrper wurde
hier in einer Verdiinnung von 1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als
Sekunddrantikorper wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver
(w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads
(B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und Elutionsfraktionen 1 bis 6 (E1 bis E6).

Die nachfolgenden Ni-NTA IMAC wurden mit einer Salzkonzentration von 100 mM NaCl im
Waschpuffer durchgefiihrt.
Die Erh6hung der Salzkonzentration im Waschpuffer tragt ebenfalls nicht zur erhdhten Losung

unspezifischer Bindungen bei.
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6.5 Aufreinigungen

Zum Erhalt groBerer Expressionsausbeuten von tLT und dessen Bindungspartnern Rb und Usp7
wurde ein Scale up vorgenommen. Die Expression unter den in Abschnitt 6.3 beschriebenen
Bedingungen wurde in 300 mL H5 Zellkulturen durchgefiihrt.

Insgesamt wurden drei Scale up Versuche unternommen. Zwei dieser Versuche wurden mit
tLT-Rb AB Box und ein Versuch mit tLT-USP7 TRAF gemacht.

Die erste Ni-NTA IMAC des Komplexes aus tLT und Rb wurde mit den in Tabelle 24

beschriebenen Imidazol- und Salzkonzentrationen durchgefiihrt.

Tabelle 24: Verwendete Imidazol- und NaCl Konzentrationen fiir den Scale up Ansatz der ersten Ni-NTA
IMAC von tLT-Rb AB Box

Ni-NTA IMAC Puffer Imidazolkonzentration [mM] NaCl Konzentration [mM]
Lysepuffer 10 250
Waschpuffer 30 500
Elutionspuffer 250 250

Die zweite Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box und die Ni-NTA IMAC von tLT-USP7 TRAF
wurde unter den in Abschnitt 6.3 festgelegten Bedingungen durchgefiihrt, welche noch einmal

in Tabelle 25 zusammengefasst sind.

Tabelle 25: Verwendete Imidazol- und NaCl Konzentrationen fiir die Scale up Ansitze der zweiten tLT-Rb
AB Box Ni-NTA IMAC und der Ni-NTA IMAC von tLT-USP7 TRAF

Ni-NTA IMAC Puffer Imidazolkonzentration [mM] NaCl Konzentration [mM]
Lysepuffer 10 75
Waschpuffer 30 100
Elutionspuffer 250 75
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6.5.1 Aufreinigung von tLT-Rb AB Box

Fiir die Scale up Expression von tLT mit dem Bindungspartner Rb in H5 Zellen wurden zwei
Aufreinigungsversuche unternommen. Der erste Ansatz ist in den Abbildungen 23 bis 26

dokumentiert.
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Abbildung 23: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL H5
Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol
und 75 mM NaCl zugesetzt. Es wurden drei Waschschritte mit einem Waschpuffer durchgefiihrt, der 30 mM
Imidazol und 100 mM NaCl enthielt. Eluiert wurde in 6 Elutionsschritten mit 250 mM Imidazol und 75 mM im
Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P),
Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B), Waschschritte 1 bis 3 (W1 bis W3) und Elutionsfraktionen 1
bis 6 (E1 bis E6).

Die in Abbildung 23 gezeigte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC von tLT und dessen
Bindungspartner Rb weist besonders in den Elutionsfraktionen drei und vier deutlich starke Rb
Banden auf. Rb konnte somit besonders in diesen Elutionsfraktionen aufkonzentriert werden.
Die Banden von tLT hingegen zeigen sowohl im dritten Waschschritt, als auch in den sechs
Elutionsschritten eine dhnliche Intensitdt. Es fand somit keine Aufkonzentrierung von tLT in
den Elutionsfraktionen statt.

Die Aufkonzentration und Umpufferung der gepoolten Elutionsfraktionen drei bis fiinf wurde
mittels Amicon® Ultra Zentrifugationsréhrchen durchgefiihrt und im Anschluss iiber eine SEC
weiter aufgereinigt. Das Chromatogramm ist in Abbildung 24 zu erkennen.

Der Komplex aus tLT und Rb wire rein nach deren Molekulargewichten von 26,8 kDa und
46 kDa bei etwa 73 kDa zu erwarten, jedoch zeigen die Komplexe in der Regel aufgrund PTM
ein grofBeres Molekulargewicht.

Der zu erwartende Peak miisste demnach zwischen dem ersten Peak und dem Peak bei 67 kDa
liegen. Allerdings ist in dem Molekulargewichtbereich kein Peak zu erkennen. Der Peak bei

etwa 35 kDa konnte dem nicht komplexierten tLT entsprechen.
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Abbildung 24: Chromatogramm der SEC von tLT-Rb AB Box I. SEC mit einer Superdex 200 10/300 GL
Séaule. Der verwendete Gelfiltrationspuffer ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die SEC wurde mit einer Flussrate von
0,25 mL/min. bei 4 °C mit der AKTApurifier durchgefiihrt. Es wurde ein Probenvolumen von 0,5 mL
amplifiziert und Fraktionen mit einem Volumen von 0,5 mL gesammelt. Es wurde die Absorption der UV-
Messung bei 280 nm gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Die gestrichelten Linien stellen das ungeféhre
MW der bei diesem Elutionsvolumen erwarteten Proteine dar.

Die Uberpriifung der SEC Peaks fand mittels SDS-PAGE und Western Blot statt. Dafiir wurden
Fraktionen der einzelnen Peaks analysiert.
Die Coomassie Fiarbung der SDS-PAGE zeigte keine erkennbaren Banden, weshalb eine

Silberfarbung durchgefiihrt wurde. Diese ist in Abbildung 25 zu erkennen.
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Abbildung 25: Silberfiarbung der SDS-PAGE der SEC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL HS5 Zellkultur
exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Die SEC wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL
Saule durchgefiihrt. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Mit * gekennzeichnet sind
unbekannte Proteine, die iiber die SEC aufgereinigt wurden.

Die Fraktionen A3 bis A1l zeigen eine Bande im Bereich von 35 kDa, die tLT entsprechen
konnte. Dies konnte durch die durchgefiihrten Western Blots mit dem tLT Priméarantikorper
bestétigt werden (Abbildung 26).

Neben den Banden fiir tLT zeigen die SDS Gele noch viele weitere Banden sowohl im Bereich
zwischen 45 kDa und 180 kDa, als auch unterhalb von 35 kDa. Die Fraktionen B8 bis C9 zeigen
nur noch schwache Banden oberhalb von 58 kDa.

Die in Abbildung 25 markierten unbekannten Proteinbanden konnten eventuell
Bindungspartner des tLT Antigens darstellen, da sie mit dem gleichen Elutionsvolumen wie
tLT eluieren.

Ein Nachweis von Rb iiber die SDS-PAGE, noch iiber den mit His Primédrantikorper inkubierten

Western Blot war moglich.
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Abbildung 26: Western Blot der SEC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL HS Zellkultur exprimierten
Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Die SEC wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule
durchgefiihrt. Der Cm2b4 Antikorper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 %
Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundirantikérper wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000
Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt.

Die mit dem tLT Priméarantikorper inkubierten Western Blots ermdglichten den Nachweis von
tLT in den Fraktionen der SEC (Abbildung 24). Es konnte in den Fraktionen A7 bis C9 tLT
nachgewiesen werden. Die stirksten Banden sind in den Fraktionen A7 bis A12 zu erkennen,

die den Peak bei ~35 kDa wiederspiegeln und somit die Elution von tLT bestatigen.
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Die Intensitat der tLT Bande nimmt im Verlauf der Fraktionen von B1 bis C9 ab.

Ein zusétzlicher Western Blot des Durchflusses des Amicon® Ultra Zentrifugationsrohrchens
und von Abkratzproben des Filters, der mit dem tLT und dem His Primérantikdrper inkubiert

wurde, konnten zeigen, dass der Grofiteil an Rb und tLT im Filter zuriickgehalten wurde.

Es wurde ein zweiter Aufreinigungsversuch des Komplexes von tLT und Rb mit der SEC
unternommen, da beim ersten Ansatz ein grofer Verlust an Proteinmenge durch das Amicon®
Ultra Zentrifugationsrohrchen nachgewiesen werden konnte.

Der zweite Ansatz zur Aufreinigung des Komplexes von tLT und Rb ist in den Abbildungen
27 bis 31 abgebildet.

Abbildung 27 zeigt die SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC, bei der mit sechs Wasch- und
Elutionsschritten gearbeitet wurde.

Bereits in den Waschschritten sind schwache tLT und Rb Banden erkennbar. Die starksten
Banden von tLT und Rb innerhalb der Elutionsschritte zeigen die Fraktionen drei bis sechs.
Jedoch sind neben den Zielbanden noch diverse andere Proteinbanden deutlich erkennbar.
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Abbildung 27: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL H5
Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Dem Lysepuffer wurden 10 mM Imidazol
und 75 mM NaCl zugesetzt. Es wurden drei Waschschritte mit einem Waschpuffer durchgefiihrt, der 30 mM
Imidazol und 100 mM NacCl enthielt. Eluiert wurde in 6 Elutionsschritten mit 250 mM Imidazol und 75 mM im
Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Aufgetragen sind Lysat (L), Pellet (P),
Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und Elutionsfraktionen 1
bis 6 (E1 bis E6).
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Zur Aufkonzentrierung und Umpufferung wurde im zweiten Ansatz satt des Amicon® Ultra
Zentrifugationsrohrchen, ein Proteus X-Spinner Roéhrchen verwendet. Dieses besitzt ein
besonderes Design, durch das die Ultrafiltration entgegengesetzt zur Zentrifugalkraft ablauft
und somit die Interaktion der Zielproteine mit der Membran verhindert werden soll [123].

Die Fraktionen zwei bis sechs der Elution wurden dazu gepoolt.

Zur Uberpriifung dieses Schrittes wurde erneut eine SDS-PAGE angefertigt, welche in
Abbildung 28 zu sehen ist. Am Ende der Aufkonzentrierung war im Zentrifugationsréhrchen

ein Pellet sichtbar, welches resuspendiert wurde und ebenfalls auf die SDS-PAGE aufgetragen

wurde.
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Abbildung 28: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Aufkonzentration und Umpufferung von tLT-Rb AB
Box mittels Proteus X-Spinner. Die in 300 mL H5 Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi
geerntet. Die Aufkonzentration und Umpufferung wurde bei 4 °C und einer Zentrifugation bei 2000 g
durchgefiihrt. Der verwendete Puffer ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Aufgetragen sind die gepoolte Elutionsfraktion
(E), der Durchfluss nach der Aufkonzentration (D), die aufkonzentrierte Probe (K) und das resuspendierte Pellet
nach der Umpufferung (P).

Die SDS-PAGE der aufkonzentrierten Probe zeigt deutlich, dass die Intensitdt der gepoolten
Elutionsfraktionen vor der Aufkonzentrierung mit der, der aufkonzentrierten Probe identisch
ist. Das bedeutet, dass die Proteine nicht vollstindig durch Interaktionen mit der Membran
verloren gehen, es jedoch auch zu keiner Autkonzentration der Probe kommt. Dies wird durch
die gleichbleibenden Intensitidten der Banden deutlich (Abbildung 28).

Im Anschluss daran erfolgte eine SEC der aufkonzentrierten Probe. Das Chromatogramm
(Abbildung 29) zeigt einen dhnlichen Verlauf des zweiten und dritten Peaks, wobei der zweite
Peak im erwartenden Molekulargewichtbereich des Komplexes liegt. Ebenfalls ist in diesem
Chromatogramm ein deutlicher Peak bei 35 bis 40 kDa zu erkennen.

Die Chromatogramme der beiden Aufreinigungsversuche des Komplexes von tLT und Rb
lassen sich nur in ihrem Verlauf vergleichen, da die SEC mit unterschiedlichen
Chromatographieanlagen durchgefiihrt wurde (Abschnitt 5.5.2). Die AKTAprime besitzt eine
deutlich kleinere Messzelle, wodurch geringere Absorptionswerte erreich werden, als mit der

groBeren Messzelle der AKTApurifier.
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Abbildung 29: Chromatogramm der SEC von tLT-Rb AB Box II. SEC mit einer Superdex 200 10/300 GL
Séaule. Der verwendete Gelfiltrationspuffer ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die SEC wurde mit einer Flussrate von
0,1 mL/min. bei 4 °C mit der AKTAprime durchgefiihrt. Es wurde ein Probenvolumen von 0,5 mL amplifiziert
und Fraktionen mit einem Volumen von 0,5 mL gesammelt. Es wurde die Absorption der UV-Messung bei
280 nm gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Die gestrichelten Linien stellen das ungefahre MW der bei
diesem Elutionsvolumen erwarteten Proteine dar.

Die Analyse der SEC Peaks fand ebenfalls nach erfolgloser Coomassie gefarbter SDS-PAGE

iiber eine Silberfarbung und Western Blots statt.
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Abbildung 30: Silberfiarbung der SDS-PAGE der SEC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL HS5 Zellkultur
exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Die SEC wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL
Séule durchgefiihrt. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Mit * gekennzeichnet sind
unbekannte Proteine, die iiber die SEC aufgereinigt wurden.
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Die Silberfarbung der SDS-PAGE (Abbildung 30) zeigt im Vergleich zur ersten Aufreinigung
des tLT und Rb Komplexes deutlich weniger Banden. Die Fraktionen F19 bis F23 zeigen
Banden im Bereich von ca. 35 kDa, welche ein Nachweis fiir tLT sein konnten.

Fiir die Fraktionen F21 und F23, welch den Peak bei etwa 35 kDa wiederspiegeln, konnte dies
iiber sehr schwache Banden des, mit dem tLT Primérantikdrper inkubierten, Western Blot
bestétigt werden (Abbildung 31). Die zusétzlichen Banden der gefarbten SDS-PAGE bei etwa
46 kDa und 27 kDa konnten moglicherweise Bindungspartner von tLT darstellen, die
zusammen mit tLT in der SEC eluieren (Abbildung 30).

Neben den eigentlichen Banden bei ca. 35 kDa zeigt der Western Blot sehr intensive Banden
der Fraktionen F21 und F23 bei etwa 28 kDa (Abbildung 31). Diese Banden entsprechen
Abbauprodukten von tLT.

Der Western Blot, fiir den der His Primérantikdrper eingesetzt wurde, ergab hier ebenfalls keine

Detektion des Proteinkomplexes oder von Rb.
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Abbildung 31: Western Blot der SEC von tLT-Rb AB Box. Die in 300 mL H5 Zellkultur exprimierten
Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Die SEC wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL Séule
durchgefiihrt. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 %
Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundirantikérper wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000
Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Mit * gekennzeichnet sind
Abbauproduktbanden des tLT Antigens.
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6.5.2 Aufreinigung von tLT-USP7 TRAF

Der Aufreinigung des Komplexes von tLT und Usp7 wurde in einem Scale up Versuch
analysiert.

Die SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC ist in Abbildung 32 zu erkennen. Die Banden der beiden
Proteine tLT und Usp7, die hier im Bereich von ca. 35 kDa iibereinander laufen, fallen nur sehr
schwach aus. Die Waschschritte eins bis sechs zeigen ebenfalls Banden mit einer schwachen
Intensitdt im Bereich von 35 kDa.

Fiir den weiterfiihrenden Schritt der Aufkonzentrierung und Umpufferung mit dem Proteus X-
Spinner Réhrchen, wurden die Elutionsfraktionen zwei bis sechs gepoolt.
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Abbildung 32: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Ni-NTA IMAC von tLT-USP7 TRAF. Die in 300 mL
HS5 Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Dem Lysepuffer wurden 10 mM
Imidazol und 75 mM NaCl zugesetzt. Es wurden drei Waschschritte mit einem Waschpuffer durchgefiihrt, der
30 mM Imidazol und 100 mM NaCl enthielt. Eluiert wurde in 6 Elutionsschritten mit 250 mM Imidazol und
75 mM im Elutionspuffer. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Aufgetragen sind Lysat (L),
Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarose Beads (B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und
Elutionsfraktionen 1 bis 6 (E1 bis E6).

Uber eine SDS-PAGE wurde auch hier die Aufkonzentrierung iiberpriift, welche in Abbildung
33 abgebildet ist. Am Ende der Aufkonzentrierung und Umpufferung war hier ebenfalls ein

Pellet erkennbar, welches resuspendiert und analysiert wurde.

85



kDa

125 -
80 -
58 -
46 -

- — 4 L1244 &

USP7 TRAF

Abbildung 33: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der Aufkonzentration und Umpufferung von tLT-USP7
TRAF mittels Proteus X-Spinner. Die in 300 mL HS Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden

3 dpi geerntet. Die Aufkonzentration und Umpufferung wurde bei 4 °C und einer Zentrifugation bei 2000 g
durchgefiihrt. Der verwendete Puffer ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Aufgetragen sind die gepoolte Elutionsfraktion
(E), der Durchfluss nach der Aufkonzentration (D), die aufkonzentrierte Probe (K) und das resuspendierte Pellet
nach der Umpufferung (P).

Ahnlich wie bei dem zweiten Ansatz der Aufkonzentration von tLT-Rb AB Box ist hier auch
keine Verdnderung der Bandenintensitit der aufkonzentrierten Probe bei Usp7
beziehungsweise tLT, im Vergleich zur nicht aufkonzentrierten Probe zu erkennen. Die
Aufkonzentrierung geht also mit einem grof3en Proteinverlust einher.

Die autkonzentrierte Proteinkomplexprobe wurde iiber eine SEC weiter aufgereinigt. Das
Chromatogramm dieser ist in Abbildung 34 gezeigt. Wie in den vorherigen SEC
Chromatogrammen des Komplexes von tLT und Rb lassen sich auch hier Peaks bei etwa
67 kDa und 35 kDa finden. Der Komplex von tLT (26,8 kDa) und Usp7 (27,4 kDa) wiirde ein
theoretisches Molekulargewicht von etwa 54 kDa besitzen, welches jedoch in der Realitét

aufgrund von PTM groB8er erwartet werden wiirde.
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Abbildung 34: Chromatogramm der SEC von tLT-USP7 TRAF. SEC mit einer Superdex 200 10/300 GL
Séaule. Der verwendete Gelfiltrationspuffer ist in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die SEC wurde mit einer Flussrate von
0,25 mL/min. bei 4 °C mit der AKTApurifier durchgefiihrt. Es wurde ein Probenvolumen von 0,5 mL
amplifiziert und Fraktionen mit einem Volumen von 0,5 mL gesammelt. Es wurde die Absorption der UV-
Messung bei 280 nm gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Die gestrichelten Linien stellen das ungeféhre
MW der bei diesem Elutionsvolumen erwarteten Proteine dar.

Die Analyse der Peaks der erfolgten SEC fand erneut nach nicht ergebnisreicher Coomassie

Féarbung mit einer Silberfarbung satt. Zusatzlich wurden Western Blots zur weiteren Analyse

erstellt.
Abbildung 35 zeigt die Silberfarbung der SEC Fraktionen nach erfolgter SDS-PAGE. Diese

zeigt keinerlei passende Banden fiir tLT oder Usp7 im Bereich von 35 kDa. Die in Fraktion

A15, B2 und B4 detektierten Banden laufen bei etwa 31 kDa zu niedrig fiir die erwarteten

Proteine tLT und Usp7.
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Abbildung 35: Silberfarbung der SDS-PAGE der SEC von tLT-USP7 TRAF. Die in 300 mL HS Zellkultur
exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Die SEC wurde mit einer Superdex 200 10/300 GL
Séule durchgefiihrt. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Mit * gekennzeichnet sind
unbekannte Proteine, die iiber die SEC aufgereinigt wurden.

Das Ergebnis der Silberfarbung wurde durch die Western Blots, die mit den tLT und His
Primérantikorpern inkubiert wurden, gestidrkt. Ein Nachweis von tLT und Usp7 in den
Fraktionen der SEC war nicht moglich.

Die Aufreinigung des Proteinkomplexes aus tLT und Usp7 war mit der SEC nicht méglich, da

die gesamte Proteinausbeute wéahrend des Aufreinigungsprozesses verloren ging.
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6.6 Koexpression von tLT-Rb AB Box und Rb AB Box

In der Testexpression von tLT und Rb konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu tLT eine
geringere Menge an Rb exprimiert wird. Um eine effizientere Aufreinigung des
Proteinkomplexes zu ermodglichen, wurde eine Koexpression durchgefiihrt. Dabei wurde die
Zellkultur mit dem tLT-Rb AB Box Baculovirusiiberstand und einem weiteren

Baculovirusiiberstand, der lediglich fiir die Rb AB Box codiert, angeimpft.

6.6.1 Testexpression

Die Testexpression der koexprimierten Konstrukte tLT-Rb AB Box und Rb Ab Box wurde iiber
einen Zeitraum von 4 dpi durchgefiihrt.

Die infizierten Sf9 Zellen wurden téglich auf ihren Vitalitdtszustand liberpriift.

Am vierten Tag nach Infektion war der groBte visuelle Unterschied zu erkennen, wie in
Abbildung 36 dargestellt ist.

Die mit beiden Baculovirusiiberstinden infizierten Sf9 Zellen (Abbildung 36, oben) zeigen im
Vergleich zu den Sf9 Kontrollzellen eine deutlich vergroBBerte Zellform, wobei im Hintergrund
Zelltrimmer zu erkennen sind. Dies ist ein Zeichen fiir eine erfolgreiche Zellinfektion. Die mit
0,5 % P2 tLT-Rb Ab Box Virusiiberstand infizierten Zellen zeigen ein dhnliches Bild.
Wohingegen die mit 0,5 % P2 Rb Ab Box Virusiiberstand infizierten Zellen eine mit den

Kontrollzellen vergleichbare Morphologie zeigen.

0,5% P2 {LT_Rb AB Box & 0.2 % P2 Rb AB Box 0,5% P2 tLT_Rb AB Box & 0,5 % P2 Rb AB Box 0.5% P21LT_Rb AB Box & 0.7 % P2 Rb AB Box

0.5% P2 tLT_Rb AB Box 0,5% P2 Rb AB Box St9 Zellen

Abbildung 36: Testexpression der Koexpression von tLT-Rb AB Box und Rb AB Box in Sf9 Zellen.

0,6 - 10° Sf9 Zellen/mL 4 dpi, 200x VergroBerung. Von links nach rechts (oben): jeweils Infektion mit 0,5 % P2
tLt Rb AB Box Uberstand mit 0,2 % P2 Rb AB Box Uberstand, mit 0,5 % P2 Rb AB Box Uberstand und mit
0,7 % P2 Rb AB Box Uberstand. Von links nach rechts (unten): 0,5 % P2 tLT-Rb AB Box Uberstand, 0,5 % P2
Rb Ab Box Uberstand und Sf9 Kontrollzellen.

89



Zusétzlich wurde eine Testexpression in H5 Zellen durchgefiihrt, bei der jeden Tag
1-10° Zellen der Koexpressionskulturen mit den Konzentrationen 0,5 % P2 tLT-Rb Ab Box
und 0,2 % P2 Rb AB Box, 0,5 % P2 tLT-Rb Ab Box und 0,5 % P2 Rb AB Box und 0,5 % P2
tLT-Rb Ab Box und 0,7 % P2 Rb AB Box zur Analyse entnommen wurden. Die nach der
Zelllyse (Abschnitt 5.4.1) und SDS-PAGE erfolgten Western Blots (Abschnitt 5.4.6) sind in
den Abbildung 37 und 38 zu sehen.
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Cm2b4 tLT-Rb AB Box & Rb AB Box
1 dpi 2dpi 3d 4 dj
[ i [ 2 || sapi | [ aapi | i || v || pi || |
de sl ol oo e oo e o
- oo ols ol sle sle o sl Lo o o o e kDa LIRS AL
kD2 & N e e Q7 Q7 Y 9 97 oY 9F o7 oY o7 o
46 - 46 -
. - ~gAN « (L1244
3. GRS on ~ angDeneREP | < (1 m
. —
25.
2 *
- 25-
————
17
46 - | ———— Sp— _,.‘4.‘—\ktin 46-- T ’ — - <« Aktin

Abbildung 37: Western Blot der Lysate (A) und der Pellets (B) der Kotestexpression von tLT-Rb Ab Box
und Rb AB Box. Die Testexpressionen mit den Virusiiberstandkonzentrationen an Rb AB Box von 0,2 %, 0,5 %
und 0,7 % und einer jeweiligen Konzentration von 0,5 % P2 tLt-Rb AB Box wurden iiber einen Zeitraum von 4
dpi betrachtet. Der Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 %
Milchpulver (w/v) iiber Nacht inkubiert. Als Sekundirantikérper wurde o-mouse IgG HRP in einer 1:10000
Verdiinnung in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Mit * gekennzeichnet sind
Abbauproduktbanden.

Der mit dem tLT Primérantikorper inkubierte Western Blot zeigt fiir die Lysate bereits ab 2 dpi
eine starke Expression an tLT. Wohingegen diese bei den Pellets nach 2 dpi nur schwach
ausfillt. Ein GrofBteil verbleibt, dhnlich wie bei den anderen Zelllysaten der Testexpressionen,
im Zellpellt. Dies konnte ebenfalls durch die mit His Primérantikdrper inkubierten Western
Blots in Abbildung 38 bestétigt werden. Die Ergebnisse fallen hier noch deutlicher aus. In den
Lysaten ist ab 3 dpi nur eine minimale Bande fiir Rb zu detektieren, wohingegen ab dem

gleichen Zeitpunkt deutliche Banden im Pellet zu detektieren sind.
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Abbildung 38: Western Blot der Lysate (A) und der Pellets (B) der Kotestexpression von tLT-Rb Ab Box
und Rb AB Box. Die Testexpressionen mit den Virusiiberstandkonzentrationen an Rb AB Box von 0,2 %, 0,5 %
und 0,7 % und einer jeweiligen Konzentration von 0,5 % P2 tLt-Rb AB Box wurden iiber einen Zeitraum von 4
dpi betrachtet. Der His Antikérper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver
(w/v) tiber Nacht inkubiert. Als Sekundérantikérper wurde a-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in
PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Mit * gekennzeichnet sind Abbauproduktbanden.

6.6.2 Nickel Affinitdtschromatographie

Zusétzlich zur Testexpression wurde eine Ni-NTA IMAC der Koexpression durchgefiihrt. Es
wurde erwartet, dass durch die Koexpression der Konstrukte der Anteil an aufgereinigtem tL'T
iiber den Komplex mit Rb groBer ausfallt.

Die Analyse der einzelnen Fraktionen wurde iiber Westernblots durchgefiihrt. Diese sind in den

Abbildungen 39 und 40 dargestellt.

Cm2b4

ettt B R
- W <244 L1244
» 4

Abbildung 39: Western Blot der Ni-NTA IMAC der Koexpression von tLT-Rb AB Box und Rb AB Box.
Die in 50 mL HS5 Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Es wurde eine
Konzentration von 0,5 % tLT-Rb AB Box Virusiiberstand und 0,5 % Rb AB Box Virusiiberstand eingesetzt. Der
Cm2b4 Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) tiber Nacht
inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurde a-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 %
Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Aufgetragen sind
Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarosebeads (B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und
Elutionsfraktionen 1 bis 6 (E1 bis E6).

Der Western Blot, der mit dem tLT Primérantikdrper inkubiert wurde (Abbildung 39), zeigt fiir
fast alle Wasch- und Elutionsfraktionen dhnlich starke tLT Banden. Die Waschschritte eins und

zwel zeigen jedoch eine etwas hohere Intensitit dieser Banden.
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Der mit His Primérantikorper inkubierte Western Blot zeigt im Vergleich zum tLT inkubierten
Western Blot deutlich schwéchere Banden. Die Intensitidt der Rb Bande nimmt im Laufe der
Waschschritte deutlich ab. In den Elutionsfraktionen ist neben den eigentlichen Rb Banden in
den Fraktionen zwei bis vier, bei etwa 46 kDa, eine zusitzliche Bande bei etwa 125 kDa

sichtbar (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Western Blot der Ni-NTA IMAC der Koexpression von tLT-Rb AB Box und Rb AB Box.
Die in 50 mL HS5 Zellkultur exprimierten Proteine tLT und Rb wurden 3 dpi geerntet. Es wurde eine
Konzentration von 0,5 % tLT Rb Ab Box Virusiiberstand und 0,5 % Rb AB Box Virusiiberstand eingesetzt. Der
His Antikdrper wurde hier in einer Verdiinnung von 1:10000 in PBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) iiber Nacht
inkubiert. Als Sekundérantikdrper wurde a-mouse IgG HRP in einer 1:10000 Verdiinnung in PBS-T mit 5 %
Milchpulver (w/v) fiir 1,5 h eingesetzt. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Aufgetragen sind
Lysat (L), Pellet (P), Flow-through (FT), Ni-NTA Agarosebeads (B), Waschschritte 1 bis 8 (W1 bis W8) und
Elutionsfraktionen 1 bis 6 (E1 bis E6).
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7 Diskussion

7.1 Expression von tL T und seinen Bindungspartnern

Fiir die Expression von tLT und seinen Bindungspartnern Rb und Usp7 wurde in dieser Arbeit
ein Insektenexpressionssystem aufgrund der moglichen PTM gewihlt [124].

Die PTM sind essentiell fiir die Funktion des MCPyV tLT. Besonders der Phosphorylierung
des Serins an 220igster Aminosdurestelle des tLT wird eine besondere Aufgabe in der
onkogenen Funktion des Antigens zugeschrieben [125]. Auch die Phosphorylierungen des
vollldngen LT Antigens tragen eine wichtige Rolle in der Funktion des Antigens. Durch diese
Modifizierungen wird die Initiierung der viralen Replikation reguliert [126].

Moglicherweise wire die Verwendung eines anderen Expressionssystems, wie zum Beispiel
einem bakteriellen Expressionssystem, eine Alternative zu Expression der hier verwendeten
Konstrukte. Beispielsweise konnte liber die Expression des tLT Antigens mit seinem jeweiligen
Bindungspartner in E. coli Stimmen eine deutlich héhere Expressionsrate ermoglicht werden
[127].

Jedoch muss dabei beachtet werden, dass in einem solchen prokaryotischen Expressionsmodell
nur wenige beziehungsweise zum Teil auch keine PTM moglich sind [128].

Diese sind besonders fiir die Struktur und somit die Funktion von Proteinen wichtig.

Die Testexpressionen von tLT-Rb AB Box und tLT-USP7 TRAF konnten zeigen, dass eine
Expression von tLT und seinen Bindungspartnern in Insektenzellen moglich ist.

In beiden Testexpressionen wurde jedoch detektiert, dass die Expressionspartner nicht in
gleichen Mengen exprimiert wurden. Die unterschiedlichen Expressionsmengen von tLT und
den Bindungspartnern Rb und Usp7 erschweren die Komplexbildung.

Im Fall des tLT-USP7 TRAF Virusiiberstandes wird die hoherer Expression von tLT im
Gegensatz zur geringen Usp7 Expression deutlich. Da tLT mehrere Bindungsmotive fiir Usp7
besitzt [8], wire eine hohere Expression an Usp7 vorteilhaft fiir die Komplexbildung. Eine
Stabilisierung von tLT durch die Bindung mehrerer Usp7 Proteine wére somit moglich.

Auch bei der Expression von tLT zusammen mit Rb konnte eine geringere Expression des
Bindungspartners von tLT festgestellt werden.

Im Versuch der Koexpression von tLT und Rb mit einem zusétzlichen Konstrukt, welches RB
codierte, wurde versucht die Expressionsraten von Rb an tLT anzupassen.

Eine erfolgreiche Koexpression konnte jedoch nicht eindeutig identifiziert werden. Es fand

zwar eine Infektion der Insektenzellen statt, jedoch ist unklar, ob es sich bei beiden
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Baculovirusiiberstinden um funktionsfdhige Virusiiberstinde handelt und es somit nur zur
Infektion der Zellen durch einen dieser Virusiiberstdnde kam.

Besonders die unterschiedlichen Zellvitalititen, die in Abbildung 36 (Abschnitt 6.6.1) zu
erkennen sind, lassen darauf schlie3en, dass es ausschlieB3lich bei dem Virusiiberstand tLT-Rb
Ab Box zu einer erfolgreichen Infektion kam. Die alleinige Infektion mit dem Rb AB Box
Virusiiberstand fiihrte zu keinerlei ZellvergroBerung oder Lyse von Zellen innerhalb des
betrachteten Infektionsrahmen, welche wihrend einer Infektion von Insektenzellen mit
Baculovirusiiberstidnden iiblich ist.

Ein weiterer Hinweis fiir diese Vermutung sind die Ergebnisse der Testexpression der
Koexpression. Wihrend es zu einer gut detektierbaren Expression an tLT kommt, kann in den
Lysaten nur ein sehr geringer Anteil an Rb nachgewiesen werden. Obwohl der Anteil an Rb im
Zellpellet groBer war, als im Lysat, lag die Expression trotzdem unterhalb der Expression von
tLT (Abschnitt 6.6.1). Zur Bestétigung, dass es sich bei dem Rb AB Box Baculovirusiiberstand,
um keinen funktionsfdhigen Virusiiberstand handelt, miisste eine Testexpression in

Insektenzellen mit anschlieBender Analyse der Rb Expression erfolgen.

Neben den unterschiedlichen Expressionsmengen der Expressionspartner, konnten weitere
suboptimale Bedingungen beobachtet werden.

Allgemein ist zu sagen, dass bei der Zelllyse mittels RIPA Puffer ein sehr groBer Anteil der
Zielproteine im Zellpellet verbleiben. Dies konnte bei allen Testexpressionen gezeigt werden.
Der Anteil an tLT und den Bindungspartner Rb und Usp7, der im Zellpellet verbleibt, ist zum
Teil sogar grof3er, als der Anteil, der im Lysat zu finden ist.

Der hohe Proteinverlust im Zellpellet ist ebenfalls bei den Ultraschallaufschliissen der
Zellpellets fiir die Ni-NTA IMAC zu erkennen. Die iiber Coomassie gefarbten SDS-Gele zeigen
auch fiir die Pellets noch einen hohen Anteil an Zielprotein.

Der Ultraschallaufschluss ist in der Produktion rekombinanter Proteine eine weit eingesetzte
Methode zum Aufschluss der Zellen [129]. Zu {liberlegen wire, ob andere Aufschlussmethoden
wie zum Beispiel der Einsatz der French Press oder eine andere Pufferzusammensetzung zu

einer erhohten Proteinausbeute im Lysat fithren wiirden [130].

Eine weitere suboptimale Bedingung ist das Vorhandensein einer groBlen Menge von
Abbauprodukten und moglicherweise von Spleillprodukten wéhrend der Expression.
Insektenzellen sind als eukaryotische Zellen in der Lage einen Spleillprozess durchzufiihren

[131]. Fiir die Expression des tLT bedeutet dies, dass nach erfolgter Infektion der Zellen eine
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erhohte Menge an Abbauprodukte und moglicherweise SpleiBprodukten vorliegt, wodurch die
Ausbeute des Antigens verringert wird.

Die in den Testexpressionen bestimmten Erntezeitpunkte stellen den Zeitraum nach der
Infektion dar, in der noch eine relativ hohe Ausbeute des Zielproteins erreicht wird, unter einer

moglichst geringen Abbauproduktrate.

7.2 Ni-Affinitidtschromatographie von tLT Komplexen

In den hier beschrieben Versuchen gelang eine Aufreinigung von tLT des MCPyV f{iber eine
Komplexbildung mit dessen Bindungspartnern Rb und Usp7 (Abschnitt 6.4 und 6.5).

Die Interaktion des Komplexes iiber dessen His-Tag mit den immobilisierten Nickelionen der
NTA ermdglichte eine leichte Aufreinigung iiber die IMAC des Komplexes, bei der jedoch
noch ein Grofteil an Verunreinigungen durch andere Proteine detektiert werden konnte
(Abschnitt 6.5).

Ein mdéglicher Grund fiir den hohen Anteil an Verunreinigungen konnte sein, dass die Ni-NTA
Agarose spezifisch His-Reste bindet. Fiir eine solche Wechselwirkung reichen bereits zwei
dieser His-Reste aus [119]. Deshalb kommt es neben der Bindung des Zielproteinkomplexes
auch zur Bindung von weiteren Proteinen oder Proteinkomplexen, die einen His-Rest
aufweisen. Dazu gehoren ebenfalls Abbau- und mdéglicherweise vorhandene Spleiflprodukte
von tLT, die mit Rb und Usp7 interagieren.

Rb und Usp7 sind beides Proteine, die mit vielen anderen Proteinen interagieren, wodurch es
zur Aufreinigung anderer Bindungspartner kommt [132], [133].

Der Zusatz von Imidazol zum Waschpuffer erhoht dessen Stringenz und ermoglicht die
Entfernung von unspezifischen Bindungen durch kompetitive Verdrangung [118].

Die Optimierung der Salzkonzentration im Waschpuffer konnte zeigen, dass fiir die hier
betrachteten Komplexe, Salz nicht als Storfaktor der Komplexbindungen auftritt [134], jedoch

auch keine erhohte Losung unspezifischer Bindungen stattfindet.

Ein weiterer limitierender Faktor der Ni-NTA IMAC zur Aufreinigung der tLT Komplexe ist
die Tatsache, dass mit jedem durchgefiihrten Waschschritt, Zielproteine von den Ni-NTA
Agarose Beads gewaschen wird und somit verloren gehen (Abschnitt 6.5). Die Wechselwirkung
des tLT Antigens mit seinen Bindungspartnern ist nicht stark genug, um den Komplex
ausreichend an die Beads zu binden und somit eine deutlichere Aufreinigung des Komplexes

zu ermoglichen.
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Trotz starker Verluste des tLT Zielkomplexes sowohl im Pellet, als auch durch die

Waschschritte, ist eine leichte Aufreinigung der Komplexe iiber die Ni-NTA IMAC moglich.

7.3 GroBBenausschlusschromatographie von tLT Komplexen

Eine Aufreinigung des Komplexes von tLT mit Rb oder Usp7 konnte nicht gezeigt werden
(Abschnitt 6.5).

Bereits die fiir die SEC notwendige Aufkonzentrierung und Umpufferung der
Elutionsfraktionen der betrachteten Komplexe zeigte eine problematische Umsetzung.

Das Amicon® Ultra Zentrifugationsrohrchen fiihrte zum Verlust nahezu der vollstindigen
Komplexausbeute. Mit dem Proteus X-Spinner Rohrchen hingegen gelang eine Umpufferung
und Einengung des Probenvolumen, jedoch konnte keine Aufkonzentrierung nachgewiesen
werden (Abbildung 28 und 33). Ein Teil der Komplexe muss auch hier wiahrend des Prozesses
verloren gegangen sein.

Ein moglicher Grund fiir den Komplexverlust bereits wihrend der Aufkonzentrierung und
Umpufferung konnte die Neigung des tLT zur Aggregatbildung sein. Durch Aggregatbildung
des tLT mit seinen Bindungspartnern kann es zur Bindung dieser Aggregate an die

Filtermembran kommen und somit zum Verlust eines Teils des Proteinkomplexes [135].

Die Aufreinigung des Komplexes aus tLT und Rb zeigte im ersten Ansatz in den Western Blots
der SEC Fraktionen ein Vorhandensein von tLT in den zu erwartenden Peak des ungebundenen
tLT bei etwa 35 kDa. Zusitzlich konnte auch in allen darauf folgenden Fraktionen tLT
nachgewiesen werden.

Ein Grund dafiir konnte sein, dass tLT durch unbekannte Wechselwirkungen mit der
Sdulenmatrix zuriickgehalten wurde und nur langsam von der Sdule gewaschen wurde. Auch
der zweite Aufreinigungsversuch dieses Komplexes lieferte die nicht an Rb gebunden Form des
tLT, welche in dem Peak bei ca. 35 kDa eluiert wurde.

Rb konnte in keinem der beiden Ansdtze nachgewiesen werden.

Die SEC des Komplexes aus tLT und Usp7 fiihrte ebenfalls zu keinem positiven Ergebnis. Es
konnte weder tLT, noch Usp7 in ungebundener Form detektiert werden.

Ein moglicher Erklérungsansatz fiir diese Ergebnisse wire die Aggregation der Komplexe auf
der Séaule.

Moglicherweise aggregiert der GroBteil des tLT mit den Bindungspartnern auf der Siule, sodass
nur ein geringer Anteil an tL'T im Fall des tLT-Rb AB Box Konstruktes nachgewiesen werden

konnte. Dafiir wiirde sprechen, dass die Bindungspartner Rb und Usp7 in keiner Fraktion der
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SEC nachgewiesen werden konnen. Da diese in den Testexpressionen eine geringere
Expressionsausbeute zeigten, wire die vollstindige Aggregation mit tLT eine mogliche
Erklarung, dass kein Nachweis der Bindungspartner stattfinden kann.

Bei der SEC des tLT-USP7 TRAF Konstruktes ist es unter Umstéinden zur vollstdndigen
Aggregation von sowohl tLT, als auch Usp7 im Komplex gekommen, wodurch keins der beiden
Proteine nachgewiesen werden konnte.

Ein weiterer Hinweis fiir die Komplexaggregation wére moglicherweise das Verhalten der
Sdule im Anschluss an die SEC. In allen drei SEC Versuchen benétigte die Sdule ein grof3es
Volumen an Waschpuffer, um die konstanten Absorptions- und Drucklevel wie vor der
Probenaufgabe zu erreichen.

Die nachweisbare Elution des Proteinkomplexes wurde zusitzlich durch das geringe

Anfangsprobenvolumen von 0,5 mL erschwert.

7.4 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte die tLT Expression des MCPyV mit dessen Bindungspartner Rb und
Usp7 in Insektenzellen erfolgreich gezeigt werden.

Uber die Bindung der Komplexe an Ni-NTA Agarose Beads konnte eine IMAC durchgefiihrt
werden, die allerdings nur zu einer schwachen Aufreinigung fiihrte.

Eine zusitzliche Aufreinigung der Komplexe iiber eine SEC konnte fiir die hier verwendeten
Komplexe nicht gezeigt werden. Diese Methode fithrte zum Verlust der Komplexe und zur
moglichen Aggregation des tLT und dessen Bindungspartnern auf der Sdule. Die hier
verwendeten Komplexe sind demnach nicht fiir eine SEC geeignet.

Die erreichten Ausbeuten nach der Expression in Insektenzellen und der drauf folgenden Ni-
NTA IMAC sind zu gering, um diese fiir weitere Aufreinigungsschritte und fiir einen

Kristallisationsansatz in Betracht zu ziehen.
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7.5 Ausblick

Die Aufreinigung von tLT Komplexen mit dessen Bindungspartner Rb und Usp7 iiber einen
His-Tag der Bindungspartner fiihrte in den hier gezeigten Versuchen nicht zum erwiinschten
Aufreinigungsgrad. Die Verwendung eines anderen, spezifischeren Tags, wiirde die
Aufreinigung iliber eine Affinitdtschromatographie moglicherweise deutlich verbessern. Fiir
tLT konnte bereits eine Aufreinigung liber Glutathion-S-Transferase (GST) getaggtes Usp7
gezeigt werden [8].

In den Western Blots der Testexpression konnte gezeigt werden, dass tLT nicht nur mit seinen
bereits bekannten Bindungspartner Komplexe formt, sondern auch mit anderen, bisher
eventuell unbekannten Proteinen (Abbildung 11). Diese Komplexbildung konnte genutzt
werden, um weitere Bindungspartner von tLT herauszufinden, die mdglicherweise stabilere
Komplexe mit tLT bilden. Ein zusétzliches Spiken mit Rb oder Usp7 konnte die
Komplexausbeute moglicherweise erhdhen.

Zur Identifikation dieser Bindungspartner miisste eine erneute SDS-PAGE der tLT Komplex
zeigenden Fraktionen durchgefiihrt werden und unter Stiitzung des Nachweises dieser
Komplexe iiber einen Western Blot, die Banden iiber eine Massenspektrometrie analysiert

werden [136].

Die in dieser Arbeit gezeigte Expression und Aufreinigung des MCPyV tLT und dessen
Bindungspartnern Rb und Usp7 ist moglicherweise nicht der richtige Grundlagenansatz zur
Produktion von tLT Kristallisationsansitzen.

Die Verwendung eines anderen Expressionssystem, wie etwa eine Expression der Proteine in
Bakterienzellen, wiirde moglicherweise zu deutlich héheren Proteinausbeuten fiihren. Jedoch
muss bei einer solchen Expression bedacht werden, dass die PTM des tLT in prokaryotischen
Zellen nicht ausgefiihrt werden konnen. Durch die nicht vorhandenen PTM konnte es im
Anschluss einer erfolgreichen Aufreinigung zu anderen Kristallstrukturausbildungen der
Komplexe kommen.

Die Frage ist jedoch, ob iiber die Rontgenstrukturanalyse dieser Kristalle, mit keinen oder nur
wenigen PTM, nicht ein Riickschluss auf die Grundlegende Struktur oder einzelner Bereiche
des tLT Antigens mdglich wire.

Eine solcher Aufschluss liber die Struktur des tLT Antigens wiirde neue Ansatzpunkte fiir die

Behandlung von MCC liefern, sowie einem weiteren Verstdndnis der Tumorgenese dienen.
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A Anhang
A.1 Plasmidkarten

PCMN_seq_CMViw

PCMN_seq_BGHrv

Abbildung 41: USP7 Doméne in pcDNA Vektor (Plasmidkarte)
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p661_pFastBac Dual_His_Tev_Rb AB Box w linker 378-772
6.547bp

Abbildung 42: Rb AB Box mit His Tag in pFastBac Dual Vektor (Plasmidkarte)
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Abbildung 43: tLT244 und Rb AB Box mit His Tag in pFastBac Dual Vektor (Plasmidkarte)
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P750_pFastBac Dual_USP7 TRAF_tLTaa244
6.678bp

Abbildung 44: tL.T244 und USP7 TRAF Domiine in pFastBac Dual Vektor (Plasmidkarte)

Linker:

Rbaa378-772

p773_pFastBac Dual_His_Tev_Rb AB Box w linker 378-772
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Abbildung 45: Rb AB Box mit His Tag in pFastBac I Vektor (Plasmidkarte)
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