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Kurzfassung Il

Kurzfassung

Die Bekédmpfung des Denguefiebers stellt eine globale Herausforderung dar, denn nahezu die Half-
te der Weltbevdlkerung ist von einer Infektion bedroht und die Infektionsrate steigt kontinuierlich.
Es handelt sich um eine virale Infektionskrankheit, die starke Schmerzen verursacht und tédlich
verlaufen kann. Die Herausforderung bei der Entwicklung eines Vakzins gegen das Denguefieber
wird mafgeblich durch die Koexistenz von vier Serotypen des Erregervirus verursacht, welche alle

gleichzeitig abgedeckt werden mussen.

Das vorgestellte Projekt zur Entwicklung eines Vakzinkandidaten sieht die Kombination verschie-
dener Hullproteine des Denguevirus in virusahnlichen Partikeln (VLPs) vor. Ein Hullprotein des
Denguevirus Serotyp 1 wurde in Escherichia coli exprimiert und akkumulierte in Form von Inclu-
sion Bodys (IBs). Nach dem Ultraschallaufschluss der Zellen wurden die I1Bs abzentrifugiert und mit
Guanidin solubilisiert. Die chromatographische Feinreinigung erfolgte mit einer Ni*-NTA-Saule, von

der das Produkt mit einer Reinheit von 90-99 % eluierte.

Wahrend der nachfolgenden Dialyse renaturierte das Protein und bildete selbstanordnend VLPs. lhr
Durchmesser folgte einer Verteilung, deren Mittelwert von den Renaturierungsbedingungen abhan-
gig war. In Carbonatpuffer bei pH 10 wurden sowohl mit dem Rasterkraftmikroskop als auch mit dem
Fluoreszenzmikroskop sphéarische Partikel mit einem mittleren Durchmesser von 50 nm beobachtet.
Die VLPs dhnelten somit dem Denguevirus, welches ebenfalls 50 nm misst, sie induzierten jedoch

kaum neutralisierende Antikérper und erzielten daher nicht die nétige immunologische Funktion.

Bei der Lagerung Uber einen Monat erwiesen sich VLPs in Carbonatpuffer als stabil, wahrend solche
in Ammoniakpuffer zeitabh&ngig aggregierten. L-Arginin wirkte in diesem Zusammenhang aggrega-
tionsverzdgernd. Bei Erhitzung aggregierten VLPs in Carbonatpuffer bei 50-55 °C und wiesen somit

eine mit dem Denguevirus vergleichbare Stabilitat auf.

Ein zweites Zielprotein mit geringfligig abweichender Sequenz konnte nicht mit demselben Verfah-

ren hergestellt werden, vermutlich aufgrund molekularbiologischer Eigenschaften des Stammes.

Um die Teilnahme zweier Hillproteine am selben VLP (Bivalenz) nachzuweisen, wurde ein fluores-
zenzmikroskopisches Verfahren entwickelt, mit dem bisher jedoch keine bivalenten VLPs detektiert
werden konnten. Die Herstellung weiterer viraler Hillproteine und deren Kombination in VLPs sind
Gegenstand aktueller Forschung. Mit dieser Arbeit wurde ein Beitrag zur Entwicklung eines Impf-

stoffkandidaten und somit zum globalen Kampf gegen das Denguefieber geleistet.

Schlisselworte: Virusahnliche Partikel, Escherichia coli, Inclusion Body, Renaturierung, Prozess-

entwicklung, dynamische Lichtstreuung, Stabilitat, Dengueimpfstoff
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Abstract

Dengue fever control is a global challenge as almost half of the world’s population is at risk of a
dengue infection and morbidity is increasing steadily. Dengue fever is a viral infectious disease that
causes severe pain and can be lethal. The main challenge in dengue vaccine development is the

coexistence of four dengue virus serotypes, which need to be covered all at the same time.

The presented project on the development of a vaccine candidate aims the combination of diffe-
rent dengue envelope proteins in virus-like particles (VLPs). An envelope protein of dengue virus
serotype 1 was expressed in Escherichia coli and accumulated in inclusion bodies (IBs). After cell
disruption by sonication IBs were pelleted via centrifugation and solubilized using guanidine. Chro-
matographical purification was performed with a NiZ*-NTA column resulting in a target protein purity

of 90-99 %.

During subsequent dialysis the protein renatured and self-assembled VLPs, the average diameter of
which was dependent on renaturation conditions. In carbonate buffer at pH 10 VLPs were observed
to be spherical particles with an average diameter of 50 nm using both an atomic force microsco-
pe and a fluorescence microscope. Although their appearance and diameter equalled the original
dengue virus, VLPs were not capable of eliciting neutralizing antibodies and did therefore not provide

immunological funcionality.

VLPs were stable during storage in carbonate buffer for at least one month, whereas VLPs in ammo-
nia buffer tended to aggregate gradually. L-Arginine was found to hinder aggregation effects during
storage. A temperature increase led to aggregation of VLPs in carbonate buffer at 50-55 °C, hence

VLP stability was comparable with natural virus stability.

A second target protein with few amino acid sequence changes could not be produced successfully
with the same procedure. This observation was probably caused by molecular biological characteri-

stics of the producing E. coli strain.

To verify the combination of two different envelope proteins in the same VLP (bivalency) a fluores-
cent microscopical analysis was developed. However, by now there was no bivalency detected with
this method. The production of further viral envelope proteins and their combination into VLPs are
currently under development. This work contributes to the development of a vaccine candidate and

hence supports the global dengue fever control efforts.

Keywords: virus-like particle, Escherichia coli, inclusion body, refolding, process development, dyna-

mic light scattering, stability, dengue vaccine
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1 Einleitung

Rund die Halfte der humanen Weltbevélkerung ist von der Tropenkrankheit Denguefieber bedroht
(WHO, 2012). Sie verursacht bei den Patienten starke Schmerzen und teilweise innere Blutungen,
an denen vor allem Kinder sterben (Guzman et al., 2002). Neben dem grof3en Leiden der Erkrank-
ten bewirkt das Denguefieber auBerdem gro3en wirtschaftlichen Schaden in den haufig ohnehin
wirtschaftsschwachen tropischen Regionen. Die Arbeitsausfélle der Infizierten, die haufig mit Ar-
beitsverlust einhergehen, in Kombination mit Behandlungs- und Praventionskosten machen das

Denguefieber zu einem globalen sozio6konomischen Problem (Suaya et al., 2009).

Das im Jahr 2015 zugelassene Vakzin gegen den Erreger der Krankheit, das Denguevirus, schitzt
Geimpfte nicht ausreichend vor einem Krankheitsausbruch und stellt mdglicherweise sogar eine
Gefahr fir sie dar (Hadinegoro et al., 2015; Aguiar et al., 2016). Aus diesem Grund wurde das
Produkt bisher nur in 7 % der Lander lizenziert, in denen das Denguevirus endemisch ist (Brady
etal., 2012). Der Forschungsbedarf zum Thema Impfstoffentwicklung gegen das Denguefieber bleibt

somit weiterhin sehr hoch.

Am Biomedical Primate Research Centre (BPRC) in Rijswijk wurde ein Konzept fiir einen neuen
Vakzinkandidaten entwickelt, das vorsieht, virusahnliche Partikel (virus-like particles, VLPs) nach
Vorlage des Denguevirus zu erstellen. Mit einem speziellen Vakzindesign, dem sogenannten EDiP
(epitope dilution phenomenon), soll ein breites Spektrum von Denguevirusstammen abgedeckt und
dadurch eine hohe Wirksamkeit erzielt werden. Bei Erfolg im Kampf gegen Dengueviren kdnnte
das Konzept mit geringem Aufwand auf andere Flaviviren und auch auf andere Krankheitserreger

Ubertragen werden.

Zur Herstellung des Vakzinkandidaten missen zunéchst bis zu zwélf sehr dhnliche antigene Vi-

rusproteine produziert und in VLPs kombiniert werden.

1.1 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein biotechnologischer Herstellungsprozess fir die zu kombinieren-
den Virusproteine entwickelt werden. Die praktischen Arbeiten dazu wurden an der Hochschule fiir

Angewandte Wissenschaften (HAW) Hamburg in Kooperation mit dem BPRC durchgefiihrt.

Das Oberflachenprotein DVE-1 des Denguevirus Serotyp 1 sollte zunachst fermentativ im Bakterium
E. coli hergestellt, isoliert und chromatographisch gereinigt werden. Weiterhin sollten Prozessbe-

dingungen entwickelt werden, die das Protein dazu veranlassen, selbstanordnend VLPs zu bilden.
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Diese VLPs sollten hinsichtlich ihrer Struktur und Stabilitdt analysiert werden, sodass die dabei er-
haltenen Informationen auf die Prozessentwicklung riickgekoppelt werden kénnen. In einem zweiten
Projektabschnitt sollte der entwickelte Herstellungsprozess dann auf weitere Virusproteine Ubertra-

gen werden und diese Proteine miteinander zu polyvalenten VLPs kombiniert werden.

Die Entwicklung eines Herstellungsprozesses fir VLPs stellt einen wichtigen Schritt zur Etablierung
des Vakzinkonzeptes EDiP in Bezug auf das Denguevirus dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten

somit einen Beitrag zur Impfstoffentwicklung gegen das Denguefieber.

2 Epidemiologischer und pathologischer Hintergrund

2.1 Denguefieber

Das Denguefieber ist eine virale Infektionskrankheit, die von Stechmiicken tbertragen wird. Infizier-
te Menschen erleiden grippedhnliche Symptome wie Fieber, Schittelfrost, Schwindel und starke
Erschépfung, aber auch Hautausschlag und sehr starke Kopf- und Gliederschmerzen, weshalb die
Krankheit im Volksmund Knochenbrecherfieber genannt wird. Schwere Krankheitsverlaufe fihren
auch zu lebensbedrohlichen inneren Blutungen (hdmorrhagisches Denguefieber, DHF) und star-
kem Blutdruckabfall (Dengue Schocksyndrom, DSS). Die Letalitdtsrate des Denguefiebers liegt bei
geeigneter medizinischer Behandlung bei unter 1 %. Aufgrund des teilweise mangelhaften Zugangs
zu medizinischer Versorgung betrug sie regional jedoch auch schon bis zu 5 % (WHO, 2009). Be-
sonders geféhrdet sind dabei Kinder unter 14 Jahren, sodass die Zahl der Todesopfer in dieser

Altersgruppe etwa 15 mal héher ist als die fir Erwachsene (Guzman et al., 2002).

Weltweit treten jahrlich schatzungsweise 390 Millionen neue Infektionen auf (Bhatt et al., 2013).
Verteilt auf 128 Lander ist somit etwa die Hélfte der Weltbevdlkerung von einer Dengueinfektion
bedroht (Brady et al., 2012; WHO, 2012). Bereits vor 20 Jahren hatte das Denguefieber in ende-
mischen Regionen eine vergleichbare Bedeutung wie beispielsweise Hepatitis, Malaria, Tubekulose
oder Meningitis (Meltzer et al., 1998). Da die Zahl der Infektionen auf3erdem in den letzten 50 Jahren
um den Faktor 30 gestiegen ist, bewertete die World Health Organization (WHO) das Denguefieber
bereits als die sich am schnellsten verbreitende vektorlibertragene virale Infektionskrankheit (WHO,

2009).

Der Hauptibertrager des Denguevirus ist die agyptische Tigermlicke Aedes aegypti, aber auch Ae.
albopictus und weitere Arten der Gattung Aedes sowie theoretisch auch andere Stechmiickengat-
tungen kénnen das Virus Ubertragen (Wang et al., 2000). Wahrend der Brut kann das Virus von

einem infizierten Mickenweibchen an seine Nachkommen weitergegeben werden. Alternativ neh-
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men die Ubertragermiicken es beim Stich eines infizierten Menschen mit dessen Blut auf. In der

Micke vermehrt sich das Virus, sofern die AuBentemperatur dies beglnstigt, und wird beim nachs-

ten Stich wieder auf einen Menschen Ubertragen (Gubler et al., 2007).

€

Abbildung 2.1: Weltkarte zur geographisch variierenden Gefahr einer Dengueinfektion. Rote Re-
gionen sind einer hohen Infektionswahrscheinlichkeit ausgesetzt, blaue einer niedrigen. In grauen
Regionen ist das Denguevirus nicht endemisch. Angepasst aus Simmons et al. (2012)

Die Stechmickenarten, Gber die das Denguevirus Ubertragen wird, sind in tropischen und subtro-
pischen Regionen endemisch. Vom Denguefieber betroffene Lander liegen deshalb vorwiegend in
Sldostasien, Zentralafrika und Stidamerika (Abb. 2.1). Aufgrund der aktuellen Umweltfaktoren wird
jedoch eine zunehmende Verbreitung des Virus beobachtet. Férdernd wirken dabei unter anderem
der globale Handel, der infizierte Miicken in neue Regionen importiert, der Tourismus, der infizierte
Wirte verbreitet, sowie die zunehmende Urbanisierung, die jeder Miicke mehrere Wirte zur Verfl-
gung stellt. Auch der Klimawandel wirkt sich vermutlich positiv auf die Verbreitung des Denguevirus
aus, da die Mlcken sich zunehmend auch in urspriinglich kalteren Gebieten ansiedeln (WHO, 2012).
Beispielsweise ist der potenzielle Ubertrager Ae. albopictus mittlerweile im gesamten Mittelmeer-
raum und in Westeuropa zu finden (Masetti et al., 2008; Roiz et al., 2008; Rahamat-Langendoen,

2008).

2.2 Denguevirus

Das Denguevirus (DV) gehért zusammen mit dem Zikavirus, dem Usutuvirus, dem Gelbfiebervirus
und weiteren zur Gattung der Flaviviren. Es ist wie alle Flaviviren aus einem Nukleokapsid und einer
Virushiille aufgebaut und misst 50 nm im Durchmesser. Sein einzelstrangiges RNA-Genom mit etwa
10.600 Basen codiert fiir zehn Proteine. Darunter sind sieben nicht strukturgebende Proteine (NS)
sowie das Kapsidprotein (capsid, C), eine Vorstufe des Membranproteins (pre-membrane, prM) und

das Hullprotein (envelope, E) (Lindenbach und Rice, 2001).
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Abbildung 2.2: Infektionszyklus des Denguevirus in der Wirtszelle. Das E-Protein ist in orange, das
prM- bzw. M-Protein in griin und das Kapsidprotein in blau dargestellt

In der Blutbahn vermittelt das E-Protein die Bindung des Virus an Rezeptoren in der Membran
von Makrophagen, Monozyten oder dendritischen Zellen und seine Aufnahme in Phagosomen (Lin-
denbach und Rice, 2001). Ein Teil der Viren wird von Makrophagen zerstért, einem anderen Teil
gelingt die Vermehrung (Abb. 2.2). In diesen Fallen kommt es aufgrund des niedrigen pH-Wertes im
Phagosom zu einer Konformationséanderung des E-Proteins auf der Oberflache des Virus (Allison
et al., 1995). Die dadurch eingeleitete Umstrukturierung der Oberflache von E-Proteindimeren zu
-trimeren bewirkt die Zusammenlagerung von je drei hydrophoben Schleifen in der Tertiarstruktur
der E-Proteine, welche die Fusion der Virushille mit der Doppellipidschicht des Phagosoms initi-
ieren. Die Membranfusion hat die Freisetzung des viralen Kapsids in das Zytoplasma und dessen
Dissoziation in seine Untereinheiten zur Folge (Koschinski, 2003). Das virale RNA-Genom wird dar-
aufhin ohne Beteiligung des Zellkerns repliziert und am rauen Endoplasmatischen Retikulum (ER)

translatiert.

Neben Genomkopien entsteht ein Polypeptid, welches von viralen und zellularen Proteasen zu den
zehn genannten viralen Proteinen zerteilt wird (Mackenzie und Westaway, 2001). Die RNA lagert
sich im Folgenden an das C-Protein an und bildet mit diesem an der zytosolischen Seite des ERs
ein ca. 30 nm groBes ikosaedrisch strukturiertes Nukleokapsid (Kiermayr et al., 2004). Beim Ein-
tritt in das ER wird das Kapsid mit einer Doppellipidschicht der Wirtszelle umgeben, in die das
prM- und das E-Protein als Heterodimer eingebettet sind (Burke und Monath, 2001; Lindenbach
und Rice, 2001). Diese ordnen sich an der Oberflache des unreifen Viruspartikels zu 60 asymme-
trischen Einheiten von jeweils drei Heterodimeren an. Das unreife Virus misst in diesem Zustand
ca. 60 nm (Zhang, 2003). Auf dem zellularen Sekretionsweg wird das E-Protein glykosyliert und das
prM-Protein von einer zellularen Furinprotease zum M-Protein gespalten (Stadler et al., 1997). Mit
dieser Abspaltung wird eine Umstrukturierung der Virusoberflache eingeleitet. Das in diesem Zu-

stand reife Virus weist eine glatte Oberflache auf, die von 180 E-Proteinen bedeckt ist (Lindenbach
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und Rice, 2001). Dabei wurden floBférmige Strukturen aus jeweils drei Dimeren beobachtet, die zu

einem Fischgratenmuster zusammengelagert sind (Kuhn et al., 2002).

Das Denguevirus lasst sich in vier Serotypen (DV-1 bis DV-4) unterteilen. Diese unterscheiden sich
in der Aminosauresequenz ihrer E-Proteine um 25 bis 35 %, sind im klinischen Krankheitsbild aber
nicht unterscheidbar (Venkatachalam und Subramaniyan, 2014; Guzman et al., 2002). Dennoch
haben die Serotypen eine grof3e Bedeutung fir die Pathologie des Denguefiebers. Die Erstinfektion
verlauft in den meisten Patienten in einer milden Form, h&ufig sogar unbemerkt. Wahrend der Erstin-
fektion gebildete Antikdrper konnten auch 60 Jahre nach der Infektion noch nachgewiesen werden,
deshalb wird davon ausgegangen, dass jede Uberstandene Infektion eine lebenslange Immunitat
des Patienten gegen das Virus bewirkt (Imrie et al., 2007). Diese Immunitat richtet sich allerdings
ausschlieB3lich gegen den Serotypen, der die Erstinfektion ausgeldst hat. Bei einer Zweitinfektion mit
einem anderen Serotypen ist das Risiko fir den Patienten, eine schwerwiegende Form von Dengue

(DHF/DSS) auszubilden, mehr als sechsmal héher als bei der Erstinfektion (Halstead, 2003).

Dieses Phanomen ist vermutlich auf infektionsverstarkende Antikérper (antibody-dependent enhan-
cement, ADE) zurtickzufihren. Die Antikdrper, die bei der Erstinfektion gegen einen Serotypen ge-
bildet wurden, binden auch an den zweiten Serotypen, sind allerdings nicht in der Lage, diesen zu
neutralisieren (Halstead und O’Rourke, 1977). Im Gegensatz wird die Aufnahme des Virus in Zellen
mit Fcy-Rezeptoren sogar durch die Antikdrper geférdert und seine Vermehrung somit erleichtert.
Durch die Abschirmung der Antigene auf der Virusoberflache wird gleichzeitig die Bildung neuer,
neutralisierender Antikdrper behindert und so die kérpereigene Abwehr verzégert (Halstead, 2003).
Die Anlagerung von Immunkomplexen an Endothelzellen bewirkt auBerdem Kapillarschadigungen,
welche sich als Hamorrhagie (innere Blutung) duBBern (Spiropoulou und Srikiatkhachorn, 2013). Es
wird vermutet, dass die Reaktionsverstarkung ADE auch artlibergreifend, beispielsweise zwischen

Dengue- und Zikavirus, auftritt (Dejnirattisai et al., 2016; Bardina et al., 2017).

2.3 Pravention und Behandlung des Denguefiebers

Bisher gibt es kein Heilmittel fir das Denguefieber. Infizierte Patienten werden rein symptomatisch
behandelt. Dazu zahlt die Verabreichung von fiebersenkenden und schmerzlindernden Arzneimitteln

sowie eine groBe Flussigkeitszufuhr (WHO, 2009).

Diverse Ideen zum Eingriff in den Vermehrungszyklus des Virus sind Gegenstand aktueller For-
schung. Beispielsweise wird die Rezeptorblockade mit Zimtsdure (p-sulfoxy-cinnamic acid) (Rees
et al., 2008), die Inhibierung der NS3-Protease, welche zur Polypeptidspaltung beitragt (Lescar

et al., 2008), und die Verabreichung von antiviralem Interferon-a (Pires de Mello et al., 2018) un-
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tersucht. Jedoch hat keiner dieser Ansatze bis heute Marktreife erlangt, sodass ein Schutz vor den

Krankheitssymptomen aktuell nur durch die Pravention einer Infektion erreicht werden kann.

Um die Infektionsrate zu verringern wird beispielsweise die Vektorvermehrung eingeddmmt. Micken
legen Eier in kleine Wasserreservoirs. Bei Temperaturen tber 25 °C schlipfen die Larven nach ei-
nigen Tagen. Ein Austrocknen der Eier flhrt allerdings zu deren Absterben. Durch die Vermeidung
von potenziellen Mickenbrutstellen, wie beispielsweise Regenwasseransammlungen in alten Au-
toreifen oder Plastikkanistern, kann daher die Vermehrung des Vektororganismus Micke reduziert
werden. Weiterhin sollte die Infektionsrate durch Vermeidung von Miickenstichen reduziert werden
(WHO, 2012). Studien zeigen jedoch, dass die Vektorkontrolle fehlschlégt (Luz et al., 2011). Die Be-
mihungen zur Reduktion von Brutstellen reichen nicht aus, um die Infektionsrate zu senken. Auch
insektizidbehandelte Bettnetze, welche erfolgreich zur Pravention von Malaria eingesetzt werden,
haben nur einen geringen Effekt, weil die Denguemiicke Aedes im Gegensatz zur Malariamicke

Anopheles zu jeder Tageszeit sticht (Achee et al., 2015).

Der erste und bisher einzige Impfstoff gegen Denguefieber wurde im Jahr 2015 in elf Landern, in
denen Dengue stark endemisch ist, lizensiert und ist heutzutage in 20 L&ndern zugelassen. Das
Produkt CYD-TDV mit dem Handelsnamen Dengvaxia® wurde vom Pharmaunternehmen Sanofi
Pasteur entwickelt. Es handelt sich um ein abgeschwachtes Gelbfiebervirus, welches auf seiner

Oberflache Antigene von DV-1 bis DV-4 prasentiert (Ferguson et al., 2016).

Die Wirksamkeit von CYD-TDV variiert jedoch stark mit dem Serotyp und dem Patientenalter (WHO,
2016). Im ersten Jahr nach der Impfung betragt die Effektivitat von CYD-TDV zur Pravention einer
DV-1-Infektion 55 %, flr DV-2-Infektionen sogar nur 43 %. Diese Zahlen gelten fir Personen zwi-
schen neun und 45 Jahren. Fir Kinder unter neun Jahren ist das Vakzin nicht zugelassen, weil es
in seronegativen Kindern, also in jenen, die vor der Impfung noch nie mit dem Denguevirus infiziert
waren, eine Effektivitat von nur 14 % aufwies (Hadinegoro et al., 2015; Villar et al., 2015). Diese
Gegebenheit ist ein bedeutender Nachteil von CYD-TDV, da Uber 90 % der Patienten mit schwerem

Krankheitsverlauf und Todesfolge Kinder sind (Guzman et al., 2002).

Dem Impfstoff CYD-TDV wird nach umfangreichen Studien auBerdem unterstellt, das Risikio fir
einen schweren Krankheitsverlauf fir eine bestimmte Patientengruppe sogar zu erhbhen. Diese
Patienten waren vor der Impfung seronegativ, wiesen also keine Antikérper gegen Dengueviren auf
(Hadinegoro et al., 2015; Aguiar et al., 2016). Zurlckzuflhren ist der vermutete Effekt auf eine unzu-
reichende Immunisierung und die einhergehende Reaktionsverstarkung ADE (vgl. Kap 2.2). Weitere
Bedenken bezlglich des Auftretens von ADE birgt der Impfkalender von CYD-TDV. Um eine ausrei-

chende Immunisierung mit einem ausbalancierten Verhaltnis der Serotypen zu erreichen, wird der
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Patient dreimal nach 0, 6 und 12 Monaten geimpft (Guy et al., 2011). Eine Dengueinfektion innerhalb

dieses Zeitraums kénnte ebenfalls das Risiko flr einen schweren Krankheitsverlauf erhéhen.

Aufgrund der genannten Restriktionen und Gefahren, die mit CYD-TDV einhergehen, wurde das
Produkt bisher nur in 20 der 128 geféhrdeten Lander lizensiert. Die Philippinen unterbrachen sogar
ihre Impfkampagne mit 830.000 Schiilern und verboten den Impfstoff nach Bekanntwerden der Stu-
dien (Dyer, 2017). In Europa kénnte CYD-TDV nach Aussage des Herstellers Sanofi Pasteur bald fiir
Patienten zugelassen werden, die eine vorherige Erstinfektion mit Dengue bzw. eine Seropositivitat

nachweisen kénnen (Sanofi Pasteur, 2018).

Weitere Impfstoffkandidaten befinden sich in in klinischen Studien. Die beiden Praparate TV003 und
TV005 des US National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) sind Kombinationen aus
den Viren DV-1, DV-3 und DV-4, welche durch genetische Mutation unschéadlich gemacht wurden,
und einem rekombinanten Produkt, das die Antigene von DV-2 auf dem Ruckgrat von DV-4 préa-
sentiert. Die zwei Praparate sind fast identisch. Sie unterscheiden sich lediglich in der Dosis der
DV-2-Komponente. TV003 und TV005 werden in klinischen Studien der Phase 3 getestet (White-
head, 2016; Whitehead et al., 2017).

Auch das Produkt DenVax der Firma Takeda befindet sich in Phase 3 der klinischen Studien. Es be-
steht aus dem abgeschwéchten Virus DV-2 und rekombinanten Antigenen von DV-1, DV-3 und DV-4
auf dem Ruckgrat des DV-2 (Osorio et al., 2011; Saez-Llorens et al., 2018). Weitere Impfstoffkandi-
daten von den Firmen GlaxoSmithKline, Merck, dem US Water Reed Army Institute of Research und
weiteren Herstellern befinden sich in klinischen Studien der Phasen 1 und 2 (Govindarajan et al.,

2015; Martinez et al., 2015; Schmidt et al., 2017).

Die gréBte Herausforderung bei der Entwicklung eines Denguevakzins ist es, das Leiden der In-
fizierten nicht mit einer unzureichenden Immunisierung zu vergréBern, die Reaktionsverstarkung
ADE also vollstandig zu unterbinden. Auch aufgrund der Voraussetzung der Kostenrentabilitat flr

die vielen armeren Regionen, in denen Dengue endemisch ist, bleibt der Forschungsbedarf hoch.

3 Entwicklung eines Impfstoffkandidaten

3.1 Virusahnliche Partikel (VLPs)

Impfungen gegen Virusinfektionen werden historisch meist mit chemisch inaktivierten Viren (z. B.
gegen Tollwut) oder abgeschwachten Stimmen (z. B. gegen Windpocken, Gelbfieber, Polio, Masern,
Mumps und Rételn) durchgefiihrt. Auch Stdmme, die mit dem Erreger nah verwandt, aber nicht

pathogen sind, kommen als Impfstoff zum Einsatz (z. B. gegen Pocken).
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Fir inaktivierte und abgeschwéachte Viren besteht jedoch stets die Gefahr einer versehentlichen
Infektion des Patienten mit der zu vermeidenden Krankheit. Eine solche Infektion kann auf die un-
vollstédndige Inaktivierung der Viren zurilickzufihren sein, oder aber darauf, dass abgeschwéchte
Stamme mit der Zeit ihre Pathogenitat teilweise zurlickerlangen kénnen. Am Beispiel des simia-
nen Immunschwéchevirus SIV wurde dies beobachtet. Nach 17 Wochen I6ste der genetisch ab-
geschwachte Stamm in Primaten &hnliche Symptome aus, wie sein Ursprungsstamm und erlangte
sogar seine urspriingliche Gensequenz zuriick (Whatmore et al., 1995). Bei der Verwendung von
nah mit dem Erreger verwandten, nicht pathogenen Stdmmen wird davon ausgegangen, dass das
humane Immunsystem den Erreger gefahrlos beseitigt und keine Gefahr der Infektion besteht. Die
Verfligbarkeit solcher Alternativstdmme mit ausreichend immunstimulierenden Eigenschaften ist je-
doch begrenzt. Weiterhin kénnen bei allen drei Methoden Rekombinationen der viralen DNA oder
RNA auftreten, welche wiederum zu neuen und mdglicherweise pathogenen Virenstdmmen flhren

kdnnen.

Zur Vermeidung dieser Gefahren wurde ein anderer Ansatz entwickelt, der vorsieht, dem Patienten
nur bestimmte dominierende Antigene des Krankheitserregers zu verabreichen, die sogenannten
subunit vaccines. Heutzutage ist diese aufgrund der Sicherheit eine gangige Vakzinierungsmethode,
nicht nur fir Viruserkrankungen (WHO, 2005). Jedoch bringen auch die subunit vaccines einen
groBen Nachteil mit sich. Lésliche Antigene induzieren zumeist nur eine sehr geringe Immunantwort
und miissen zur Kompensation in wesentlich héherer Konzentration und haufig mehrfach verabreicht
werden. Weiterhin ist der Zusatz von Adjuvanzien, welche das Immunsystem kinstlich anregen,

unumganglich, um denselben Effekt zu erreichen wie abgeschwachte oder inaktivierte Viren.

Die Vorteile aus inaktivierten Viren und subunit vaccines, namlich eine starke Immunantwort und
eine hohe Sicherheit, werden in einer weiteren Vakzinart kombiniert. Viruséhnliche Partikel (VLPSs)
gleichen in ihrer Struktur dem Ursprungsvirus. lhre Hille besteht aus mehreren identischen Un-
tereinheiten eines oder mehrerer Kapsid- oder Hullproteine, die selbstanordnend einen symmetri-

schen, sehr stabilen quarterndren Komplex bilden.

VLPs beinhalten keine viralen Nukleinsduren, weshalb sie sich weder vermehren kénnen noch in
der Lage sind, eine Krankheit auszulésen. Sie gelten daher als sehr sicheres Vakzin. Auch ohne
den Zusatz von Adjuvanzien verursachen VLPs eine starke zelluldre und humorale Immunantwort
(Noad und Roy, 2003; Chackerian, 2007). lhre Effizienz Iasst sich auf die starke Ahnlichkeit zum
Originalvirus zurtckfihren. Mit einer GréBe zwischen 20 und 200 nm kdnnen VLPs sich optimal
in Lymphknoten sammeln und direkt mit B-Lymphozyten interagieren. Aufgrund der hohen Dichte

an Antigenen, die auf der VLP-Oberflache in stark repetitiver Struktur prasentiert werden, erfolgt
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eine Kreuzvernetzung von B-Zell-Rezeptoren, welche einen wichtigen Schritt in der Aktivierung der
Antikdrperbildung darstellt. Weiterhin werden durch die virale Struktur die Toll-&hnlichen Rezeptoren
7, 8 und 9 auf der Oberflache von dentritischen Zellen und Makrophagen angesprochen. Diese
verursachen die Aktivierung weiterer B-Lymphozyten und die Differenzierung von T-Lymphozyten,

sodass eine robuste Immunantwort zustande kommt (Cubas et al., 2009; Zabel et al., 2013).

VLPs bilden sich, wenn virale Strukturproteine koexprimiert werden (Mason et al., 1991). Bereits
fir mehr als 110 Viren aus 35 verschiedenen Virenfamilien konnten VLPs rekombinant hergestellt
werden (Zeltins, 2013) und es scheint, als wére es fir jede Virusfamilie, unabhangig von ihrer Kom-
plexitat, méglich (Noad und Roy, 2003). Bereits im Jahr 1986 erhielt der erste VLP-basierte Impf-
stoff, ein Produkt der Firma Merck gegen Hepatitis B (HBV), die Markzulassung durch die US Food
and Drug Administration (FDA)(Eckman, 1986). In den Jahren 2006 und 2009 wurden zwei weitere
VLP-basierte Impfstoffe gegen verschiedene Humane Papillomaviren (HPV) von Merck und Glaxo-
SmithKline durch die FDA und die World Health Organization (WHQO) anerkannt (McLemore, 2006;
Szarewski, 2010). In der Veterindrmedizin erlangte 2006 ein VLP-basierter Impfstoff zum Schutz
gegen das porcine Circovirus die US Marktzulassung durch die FDA (Bischoff et al., 2009). VLPs

sind Gegenstand der Impfstoffforschung flr diverse Infektionskrankheiten.

3.2 Polyvalente Dengue-VLPs

Bei der Impfung gegen das Denguefieber bestehen Bedenken, dass Mehrfachimpfungen tber einen
langeren Zeitraum, wie sie beispielsweise der Impfstoff CYD-TDV erfordert, das Risiko fiir schwere
Krankheitsverlaufe in diesem Zeitraum steigern. Zwischen dem ersten und dem letzten Impftermin
ist die Immunisierung unvollsténdig, sodass eine Dengueinfektion zur Reaktionsverstarkung ADE
fihren kénnte. Ein Impfstoff gegen das Denguefieber muss daher sehr effektiv sein und entweder
nach Einfachimpfung ausreichend wirksam sein oder zumindest einen kurzen Zeitplan erfordern,
um das Risiko des ADE einzuschrénken. Fir diesen Zweck eignen sich VLPs besonders, da sie

eine starke Immunantwort hervorrufen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die meisten neutralisierenden Antikdrper, die ein Patient ge-
gen das Denguevirus entwickelt, an dessen Quartarstruktur angreifen. Sie binden beispielsweise an
das sogenannte Envelope Dimer Epitope (EDE), das auf der Virusoberflache zwischen benachbar-
ten E-Proteinen vorkommt, aber nicht auf Monomeren des E-Proteins zu finden ist. Ein Vakzin aus
I6slichen E-Proteinen wiirde diese Antikérper dementsprechend nicht hervorrufen, ein VLP-basierter

Impfstoff schon (Fibriansah et al., 2015; Dejnirattisai et al., 2015; Nivarthi et al., 2017).

Auch auBBerhalb des Dimerepitops EDE, tragt das E-Protein die meisten antigenen Determinanten
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des Virus und ist damit das Hauptziel humaner Antikérper (Lindenbach und Rice, 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass die Strukturproteine prM und E auch ohne das Mitwirken genomischer RNA
und des Kapsidproteins C in vivo stabile VLPs bilden kénnen (Wang et al., 2009; Liu et al., 2010).
Von solchen VLPs wurde jedoch eine nur zum Teil effektive Immunantwort induziert. In Untersuchun-
gen zu den gebildeten Antikdrpern wurde festgestellt, dass 60 % der Immunantwort auf das prM-
Protein zurtickging und nur 40 % auf das E-Protein abfielen (Dejnirattisai et al., 2010). AuBerdem
wurde gezeigt, dass auf dem prM-Protein hauptséachlich Epitope zu finden sind, die kreuzreaktive,
nicht neutralisierende Antikérper hervorrufen. Solche Antikérper férdern die Reaktionsverstarkung
ADE, da sie an ahnliche Viren binden, diese aber nicht neutralisieren (Dejnirattisai et al., 2010;
Smith et al., 2016). Aus diesem Grund ist das prM-Protein in einem rekombinanten Dengueimpfstoff

unerwinscht.

Das prM-Protein spielt eine entscheidende Rolle in der Virusreifung und hat eine chaperonéhnliche
Wirkung auf das E-Protein (Dejnirattisai et al., 2010), in der VLP-Anordnung ist es allerdings nicht
in seiner Gesamtheit nétig. Auch durch die Verwendung von nur 34 C-terminalen Aminosauren
anstelle des gesamten prM-Proteins mit 166 Aminosduren konnten immunogene E-Protein-VLPs
gebildet werden (Rajpoot et al., 2018). In Abb. 3.1 ist ein E-Protein-VLP schematisch dargestellt.

Analog zum Denguevirus liegen die E-Proteine in einem symmetrischen Fischgratenmuster vor.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Dengue-E-Protein-VLPs. 90 E-Protein-Dimere fi-
gen sich zu einer ikosaedrischen Symmetrie zusammen (Dejnirattisai et al., 2015)

Aufgrund des ADE ist es bei einer Impfung gegen das Denguefieber zwingend notwendig, alle Se-
rotypen gleichzeitig abzudecken. Im Fall einer unzureichenden Immunisierung gegen einen der Se-

rotypen kénnte das Leiden der Patienten durch die Impfung vergréBert werden.
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Zusatzlich wird die Entwicklung eines Vakzins durch die hohe genetische Variabilitdt des Denguevi-
rus erschwert (Rico-Hesse, 2003). Im Durchschnitt unterscheidet sich die Aminosduresequenz des
E-Proteins zwischen allen Serotypen in 162 Aminosauren. Innerhalb eines Serotyps kénnen jedoch
diverse Genotypen unterschieden werden, die weitere Sequenzunterschiede aufweisen. Es wurden
innerhalb der Serotypen 1 bis 4 jeweils maximale Variationen von 30, 67, 39 und 21 Aminos&uren
ermittelt (Kusi et al., 2018). Diese Daten zeigen, dass besonders der Serotyp 2 einen hohen Po-
lymorphismus aufweist. Dieser Polymorphismus kénnte ein Grund fiir die geringe Effektivitat des
Impfstoffes CYD-TDV gegen Serotyp 2 sein. Vermutlich weicht die Sequenz der Antigene im Impf-
stoff zu stark von denen des spéter infizierenden Virus ab und induziert deshalb keine Immunitat

gegen diesen.

Demnach basiert die Effektivitat eines E-proteinbasierten Vakzins vermutlich stark auf der Nahe
seiner Sequenz zu der des E-Proteins im infizierenden Virus (Kusi et al., 2018). Auf dem E-Protein
gibt es allerdings auch konservierte Sequenzen, die nicht oder kaum serotyp- oder genotypspezi-
fisch sind, und diese werden in dem Konzept des Epitope Dilution Phenomenon (EDiP) genutzt. Es
zielt darauf ab, dem Immunsystem mdglichst viele verschiedene Epitopsequenzen zu prasentieren.
Dabei werden serotyp- und genotypspezifische Sequenzen im Verhaltnis zu den konservierten Se-
quenzen ausverdinnt und das Immunsystem zur Bildung einer starkeren Immunantwort gegen die
konservierten Sequenzen geleitet (Kusi et al., 2018). Bereits Bachmann et al. (1993) zeigten, dass
die Anordnung und das Verhaltnis verschiedener Epitope einen groBen Einfluss auf die Immunant-

wort der B-Lymphozyten hat.

Antikérper gegen das Dimerepitop EDE sind kreuzreaktiv neutralisierend, bewirken also die Be-
kampfung verschiedener Denguevirusstimme (Dejnirattisai et al., 2015). Das humane Immunsys-
tem stellt solche effektiven Antikdrper bei einer Dengueinfektion her, im Normalfall ist der relative
Anteil des EDE an der Gesamtzahl der prasentierten Epitope allerdings zu gering, als dass die
besagten Antikdrper den Patienten vor einer heterologen Zweitinfektion und der Reaktionsverstér-
kung ADE durch die restlichen Antikérper schitzen kdénnten. Ziel des EDiP-Verfahrens ist es, die
Bildung kreuzreaktiv neutralisierender Antikérper zu férdern und die Bildung serotyp- und genotyp-
spezifischer (kreuzreaktiv nicht neutralisierender) Antikérper zu vermindern. Fir die Erreger anderer
Krankheiten, wie Malaria und Influenza, konnte auf diese Weise bereits eine breit kreuzneutralisie-
rende Immunantwort induziert werden (Kusi et al., 2010; Dutta et al., 2013). Ein Vakzinkandidat
gegen den héchstpolymorphen Malariaerreger Plasmodium falciparum, dem das EDiP-Verfahren
zugrunde liegt, hat seine Wirksamkeit bereits in klinischen Studien der Phase 1 bewiesen (Remar-

que et al., 2008; Sirima et al., 2017).
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Neben der ohnehin vorliegenden Diversitat des Denguevirus ist auBerdem denkbar, dass dieses
nach Etablierung eines Impfschutzes seine Sequenz andert, da ein gewisser Selektionsdruck vor-
liegt. Auch fir diesen Fall ware es von Vorteil, die konservierten Sequenzen des E-Proteins anzu-
sprechen, welche einer geringeren Variabilitat unterliegen (Kusi et al., 2018), weil vermutlich die

tertiare und quarterndre Proteinstruktur von ihnen abhéngt.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Kombinationen von E-Proteinen in VLPs. Tetravalente
VLPs kombinieren die Konsensussequenzen von vier Serotypen, polyvalente EDiP VLPs decken
drei Sequenzvariationen pro Serotyp ab

variations
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In Abb. 3.2 ist die Kombination von Dengue-E-Proteinen zu VLPs schematisch dargestellt. Ein Ziel
des vorgestellten Projektes ist es, polyvalente VLPs herzustellen. Diese beinhalten zwdlf verschie-
dene Sequenzen von E-Proteinen. Daneben sollen auch monovalente VLPs, die jeweils nur einen
Serotyp abdecken, kombiniert werden und die Immunantworten der beiden VLP-Typen miteinander

verglichen werden.

Das E-Protein besteht aus 495 Aminosauren, von denen die C-terminalen 100 Aminoséuren ei-
ne hydrophobe Transmembranstruktur, die sogenannte Stammregion, darstellen. Die N-terminalen
80 % des E-Proteins werden Ektodoméane genannt und in die drei Doméanen DI, DIl und DIl un-
terteilt. Im nativen Virus ist die Stammregion teilweise in die duBere Schicht der viralen Lipidhille
versenkt (Zhang, 2003). Das Kirzen der Aminoséauresequenz um die Lange der Stammregion flihrte
in Mausen zu einer erhéhten Immunogenitat der Ektodomane (Men et al., 1991). Aus diesem Grund
und méglicherweise auch aufgrund ihrer exponierten Hydrophobizitat wird die Stammregion bei der

Herstellung rekombinanter E-Protein-VLPs zumeist vernachlassigt.
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Am BPRC wurden die rekombinanten Proteine fiir dieses Projekt entwickelt. Es handelt sich um
Varianten der E-Protein-Sequenz. Flr Serotyp 1 wurden Sequenzen von 2119 in der Natur vorkom-
menden Genotypen verglichen und daraus eine Konsensussequenz ermittelt, welche die gréBte
Ubereinstimmung mit jeder der Genotypsequenzen aufweist. Diese Sequenz wurde N-terminal mit
34 Aminosauren des prM-Proteins von Serotyp 2 erweitert (Abb. 3.3). Fir ein solches Konstrukt
konnte im Vorwege eine begiinstigte VLP-Bildungsstabilitat gezeigt werden (Mani et al., 2013). Am
C-Terminus wurde die Sequenz aufBBerdem um ein Pentaglycinlinkerpeptid und eine Hexahistidin-
sequenz (His-tag) erweitert, um die préparative Proteinreinigung zu erleichtern. Das beschriebene
Protein fiir Serotyp 1 ist ein Zielprodukt (P1) in dieser Arbeit und wird DVE-1 genannt. Aus ihm
werden DVE-1-VLPs (P2) gewonnen.

12 36 88 167 228 315 331 430 435 440
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L I U
prM E His

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Aminosauresequenz der Zielproteine DVE. Sie beste-
hen aus 34 Aminosauren des prM-Proteins von Serotyp 2 (schraffiert), den Doméanen DI-DIll des
E-Proteins (orange) und einer Hexahistidinsequenz (blau), die C-terminal Uber flinf Glycine ange-
bunden ist

Um die Diversitat des Virus besser abdecken zu kdnnen, wurden neben der jeweiligen Konsensus-
sequenz flr jeden Serotyp drei weitere Sequenzen entworfen. Die Anzahl wurde gewahlt, da flr ein
Membranprotein des Malariaerregers mit drei Sequenzen bereits 97 % der Variabilitat abgedeckt
werden konnte (Remarque et al., 2008). Das zweite Zielprotein (P3) in dieser Arbeit, DVE-12, stellt
die zweite der drei Variationssequenzen fiir Serotyp 1 dar. Es soll zu DVE-12-VLPs (P4) kombiniert

werden.

Zur Produktion rekombinanter VLPs werden verschiedene Expressionssysteme verwendet. Es
konnten Erfolge mit Saugetier- und Hefezellen erzielt werden, welche Ubliche Expressionssyste-
me fir die Produktion pharmazeutischer Proteine sind (Ferlenghi et al., 2001; Akahata et al., 2010;

Boigard et al., 2017; Urakami et al., 2017).

Saugetierzellen eignen sich zur Herstellung von Dengue-VLPs sehr gut, da sie dem natirlichen
Wirt des Denguevirus ahnlich sind. Sie bringen aber auch stets die Nachteile einer aufwendigen
Kultivierung und hoher Produktionskosten mit sich. Hefezellen, darunter vor allem die Organismen
Saccharomyces cerevisiae und Pichia pastoris stellen eine kostengiinstige Alternative zu Sauge-
tierzellen dar, da sie als eukaryotische Zellen ein weites Spektrum an posttranslationalen Modifika-

tionen vornehmen kénnen (Grgacic und Anderson, 2006). Daneben sind aber auch mit Baculoviren
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infizierte Insektenzellen weit verbreitet (Yamaiji et al., 2012; Metz et al., 2013). Auch diese bieten mit
hohen Produkttitern und hohen mdéglichen Zelldichten ein besseres Kosten-Nutzen-Verhéltnis als

Saugetierzellen (Vicente et al., 2011).

Allen drei Expressionssystemen ist gemeinsam, dass VLPs in vivo angeordnet werden, was al-
lerdings einen entscheidenden Nachteil mit sich bringt. Innerhalb der Partikel kénnen wirtseigene
Proteine (host cell proteins, HCPs) und Nukleinsduren eingeschlossen werden, welche mdglicher-
weise pyrogene oder gar toxische Wirkung auf den Zielorganismus Mensch haben. Diese Tatsache
erfordert daher eine nachtragliche Entfernung von Kontaminationen aus den VLPs und eine strenge
Uberwachung der biologischen Unbedenklichkeit des Produktes (biosafety monitoring) (Pattenden
et al., 2005). Fir das Expressionssystem Baculoviren kommt als weiterer Nachteil die erschwerte

Separation der VLPs von den Baculoviren hinzu (Vicente et al., 2011).

Der Vorteil von Hefezellen, rekombinante Proteine zu sezernieren, konnte bisher nicht zur Produk-
tion von VLPs nicht genutzt werden. VLP-Untereinheiten wurden stattdessen aus der unldslichen
Membranfraktion von P. pastoris oder Einschlusskérperchen in S. cerevisiae isoliert und in vitro
angeordnet (Kitano et al., 1987; Sugrue et al., 1997; Liu et al., 2014; Rajpoot et al., 2018). Da in
solchen Fallen eine Denaturierung des Zielproteins nétig ist, stellt auch die Nutzung bakterieller Ex-
pressionssysteme, wie Escherichia coli oder Lactobacillus casei eine attraktive Alternative zur VLP-
Produktion dar (Grgacic und Anderson, 2006; Aires et al., 2006). Im Vergleich zu eukaryotischen
Systeme bieten bakterielle Wirte sehr hohe Produktionsraten, schnelles Wachstum und deutlich
geringere Kultivierungskosten (Martinez et al., 2010). Beispielsweise konnten humane Papilloma-
VLPs und murine Polyoma-VLPs erfolgreich in E. coli produziert werden (Zhang et al., 1998; Chen
et al., 2001; Rito-Palomares und Middelberg, 2002; Ladd Effio et al., 2016). Nach der Isolation un-
I6slicher Proteinaggregate, deren Solubilisierung und Reinigung, wurden diese gefaltet und in VLPs
angeordnet (Hanslip et al., 2006). Fir murine Polyoma-VLPs konnte sogar gezeigt werden, dass die
Herstellung in E. coli homogenere VLPs hervorbringt als die Herstellung in Insektenzellen (Chuan
et al., 2008). Auch die Form von in vivo in S. cerevisiae hergestellten VLPs konnten durch einen Aus-
einanderbau und erneute VLP-Bildung in vitro homogenisiert werden. Es scheint daher, dass sich
die definierten Bedingungen wéahrend einer VLP-Anordnung in vitro vorteilhaft auf das Endprodukt

auswirken.

Ein Nachteil von in Bakterien exprimierten Proteinen ist allerdings ihre fehlende Fahigkeit zu post-
translationalen Modifikationen. Das E-Protein des Denguevirus ist in der Natur an zwei exponierten
Stellen N-glykosyliert. Bisher ist nicht bekannt, wie gro3 der Einfluss dieser Glykosylierung auf die

Immunogenitat des E-Proteins ist. Weiterhin stellen mégliche Endotoxine und Hitzeschockproteine
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aus E. coli stets ein Risiko bei der Entwicklung pharmazeutischer Produkte dar und miissen nach

hohen Standards abgereichert werden.

Trotz der genannten Risiken und Anforderungen wurde in dieser Arbeit die Herstellung von Dengue-
VLPs in E. coli BL21 DE3 untersucht. Die fir die E-Proteine kodierenden Nukleinsduresequenzen
wurden dazu am BPRC kodonoptimiert und in einem Plasmidvektor mit Zeocinresistenzgen in die
Zellen eingebracht. Alle Prozessschritte zur Herstellung des VLP-basierten Impfstoffkandidaten er-
folgten an der HAW Hamburg. Die Methodik wurde dabei méglichst so gewahlt, dass sie skalier-
bar und kompatibel mit den Richtlinien der guten Herstellungspraxis (Good Manufacturing Practice,
GMP) ist. Dies sind Voraussetzungen fiir eine eventuelle Ubertragbarkeit des Prozesses in den Pro-

duktionsmafBstab und zur Zulassung des pharmazeutischen Produktes fiir spatere klinische Studien.

4 Gewinnung des Zielproteinmonomers DVE-1

4.1 Fermentative Proteinproduktion

Der DVE-1 exprimierende E. coli-Klon wurde in einem automatisierten Fed-Batch-Prozess kultiviert.
Wahrend der 24-stiindigen Kultivierung in definiertem Medium erfolgte die Herstellung von DVE-1
in drei Phasen (Abb. 4.1). In der Batchphase stieg die Zelldichte cy wahrscheinlich exponentiell mit
der Wachstumsrate pmax = 0,42 h1 an, ihr Verlauf wird jedoch in Abb. 4.1 nicht aufgel6st. Aufgrund
des steigenden Sauerstoffbedarfs der wachsenden Mikroorganismen sank der Sauerstoffpartial-
druck pOs im Reaktor exponentiell ab und wurde bei Unterschreiten seines Sollwertes von 20 %

tber die Anhebung der Rihrerdrehzahl Ng; geregelt.

Bei Erreichen der maximalen Rihrerdrehzahl von 1.300 rpm wurde die Zuluft auf einen Sauer-
stoffgehalt xpgin von 60 % angereichert und der pO, erneut Uber die Rihrerdrehzahl ausgeregel.
Kurz darauf, nach etwa 16 h, war die Verstoffwechselung des vorgelegten Priméarsubstrats Glucose
abgeschlossen, was zu einem spontanen Substratmangel und dadurch zu einem rapiden Anstieg
des pO» flhrte. Auch die fir E. coli typische Acetatproduktion wurde in diesem Zusammenhang

unterbrochen, sodass der pH leicht anstieg.

Diesem Prozessverhalten wurde mit dem Eintritt in die Fed-Batch-Phase und der damit verbun-
denen Nachfutterung von hochkonzentrierter Glucose entgegengetreten. Mit einem exponentiellen
Profil der Substrateintragsrate Qg1j, wurde die Wachstumsrate der Zellen auf pw = 0,1 h! herab-
gesetzt. Das Absenken der Wachstumsrate im Fed-Batch dient unter anderem der Verringerung
der Sauerstoffaufnahmerate durch die Zellen und damit der technischen Erméglichung adaquater

Sauerstoffversorgung. In Abb. 4.1 ist die Verringerung der Sauerstoffaufnahmerate in dem sprung-
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haften Abfall der Rihrerdrehzahl am Batch-Ende sowie ihrem Anstieg mit geringerem Exponenten

im restlichen Prozess zu erkennen.

pH Cx. PO,
- 0,
y oM %] batch fed-batch production
7020+ 25— 1004 1500 ‘
6.6 16+ 204 804 1200 e
: d
3 jof
624124 154 60- 900 g
; 0 S
; - O
1
58-08- 104 40+ 600 |
54-04-4 54 20 300 Mr»w o a
50-400- 0- 0- 0 P=— . . . , . . | . : :
0 4 8 12 16 t+ 20 24
tind t [h]

Abbildung 4.1: Beispielhafte Kultivierung von E. coli BL21 DE3 zur Produktion von DVE-1. Verlauf
des pH-Wertes pH, der IPTG-Konzentration ¢, der Biotrockenmassenkonzentration cy, , des Sau-
erstoffpartialdruckes pO», der Rihrerdrehzahl Ng;, der volumetrischen Substrateintragsrate Qgqin
und des Sauerstoffgehaltes in der Zuluft Xpgin- Angepasst aus Brodhagen (2017)

Wahrend des Fed-Batches stellen Zellen ihren Stoffwechsel auf die Substratlimitierung ein, sodass
die Induktion Uber das lac-Operon ermdglicht wird. Das /ac-Operon wird unter der Voraussetzung
des Glucosemangels von Lactose oder einem Analogon aktiviert und fiihrt zur Transkription des da-
hinter liegenden Zielgens bzw. zur Expression des Zielproteins. Zum Zeitpunkt t;,q wurde die FlUs-
sigphase mit 0,5 mM des Lactoseanalogons Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) versetzt

und damit die Proteinexpression gestartet.

Der Wirtsorganismus E. coli neigt bei der Nutzung starker Promotoren zur Uberexpression des Ziel-
proteins. Die Kombination von schneller Translation und der hohen Makromolekiilkonzentration von
bis zu 400 pg/ml in einer Zelle fihrt schlieBlich zur sehr schnellen Faltung der Proteine (Lorimer,
1996; Ellis und Minton, 2003). Wahrend kleine wirtseigene Proteine (host cell proteins, HCPs) hau-
fig richtig gefaltet werden kdnnen, erweist dich die korrekte Faltung groBer, rekombinanter Proteine
unter diesen Bedingungen als sehr schwierig (Baneyx und Mujacic, 2004). Der groBe Anteil an -
Faltblattstrukturen im Verhéltnis zu a-Helices in solchen lberexprimierten Proteinen deutet auf eine

unvollstandige oder fehlerhafte Sekundarfaltung hin (Przybycien et al., 1994; Oberg et al., 1994).
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Basierend darauf sind fehlerhafte Tertiarstrukturen unvermeidbar, sodass halbgefaltete Intermedia-
te hydrophobe Sequenzen exponieren und sich zu Einschlusskérperchen (Inclusion Bodys, IBs)

zusammenlagern (Speed et al., 1996).

Obwohl die meisten Zellen nur ein IB tragen, kdnnen mehrere verschieden groBBe IBs pro Zelle
vorkommen (Carri6 et al., 1998). Sie sind eiférmig bis zylindrisch mit einer maximalen Lange von
ca. 1 um (Bowden et al., 1991) und kdnnen bis zu 90 % aus rekombinantem Protein bestehen

(Carrio et al., 1998).

Im Western Blot von Prozessproben aus der oben gezeigten Kultivierung konnte eine Bande mit
einem apparenten Molekulargewicht von 50 kDa eindeutig als Zielprotein DVE-1 identifiziert werden
(Abb 4.2). Wahrend der polyklonale Antikérper gegen DV-1 auch sehr viele unspezifische Bindungen

mit HCPs einging, reagierte der monoklonale Antikdrper gegen den His-tag etwas spezifischer.

Im SDS-Gel ist die zellinterne Proteinzusammensetzung ab dem Induktionsstart im stiindlichen Ver-
lauf dargestellt. Die Intensitat der Zielproduktbande nahm wéahrend der ersten 3 h der Produkti-
onsphase zu und stagnierte dann, wahrend die restlichen Banden sich nicht verédnderten. Hieraus

konnte abgeleitet werden, dass der maximale zellspezifische Produktgehalt nach 3 h erreicht war.
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Abbildung 4.2: Zellproben aus der Produktionsphase der in Abb. 4.1 dargestellten Kultivierung im
Coomassie-SDS-Gel und in Western Blots mit einem polyklonalen Antikdrper gegen DV-1 und ei-
nem monoklonalen Antikdrper gegen den His-tag. Teile angepasst aus Brodhagen (2017)

Auch Carrio et al. (1998) beobachteten dieses Verhalten von E. coli unter dem Mikroskop. Eine hal-
be Stunde nach Induktionsstart trugen bereits 95 % der Zellen mindestens ein IB und schon nach

einer Stunde konnten keine Zellen mehr ohne IB gefunden werden. Erst nach einer Induktionsdauer
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von 3 h traten zunehmend Zellen ohne IB auf. Dies wurde mit einer vermutlich abnehmenden bio-
synthetischen Kapazitat der Zellen sowie mit méglichem Zielgenverlust begriindet.

Es ist denkbar, dass das Erreichen der Kapazititsgrenze zum Einlagern von IBs nach ca. 3 h den
Zielgenverlust noch stérker férdert als die Induktion es ohnehin tut. Da das Zielgen im vorliegen-
den Prozess allerdings an eine Antibiotikumresistenz gekoppelt ist und dem Medium Antibiotikum
zugesetzt wurde, waren Zellen, die das Zielgen verloren haben, nicht Gberlebensféhig. Gleichzeitig
stellten altere Zellen die Produktion ein und die relative Zunahme des zellspezifischen Produkige-

haltes sank.

Am Ende der Produktionsphase wurde der Reaktorinhalt abzentrifugiert, der zellfreie Uberstand
verworfen und die Zellen in Phosphatpuffer (PBS) resuspendiert. Zur Freisetzung des zellinternen
Produktes wurden die Zellen mittels Ultraschallbehandlung fir 8 min aufgeschlossen. Der Ultra-
schallaufschluss ist ein mechanisches Verfahren, das geringen Aufwand erfordert und in gewissen
Grenzen skalierbar und auch kontinuierlich durchfiihrbar ist. Wahrend des Einwirkens starker Scher-
kréfte im hochfrequenten Wechsel lokaler Uber- und Unterdruckgebiete bersten Zellwande. Lésliche

Proteine sowie IBs bleiben von der Behandlung jedoch weitgehend unbeeinflusst.

Feliu et al. (1998) optimierten den Zellaufschluss von E. coli mit einem baugleichen Gerat und unter
vergleichbaren Bedingungen. Aus ihren Ergebnissen lasst sich eine optimale Beschallungsdauer
von 7,5 bis 9 min ableiten, um die Produktfreisetzung zu maximieren. Es wird daher davon ausge-

gangen, dass die DVE-1-IBs mit der verwendeten Prozedur nahezu vollstéandig freigesetzt wurden.

4.2 Primaraufarbeitung mittels Zentrifugation

Die Zentrifugation des Zelllysats wird in E. coli-Prozessen haufig als erster Reinigungsschritt ge-
nutzt, sofern das Uberexprimierte Zielprodukt in IBs akkumuliert vorliegt. Seit Gber 30 Jahren behélt
dieses Verfahren in der biotechnologischen Prozessentwicklung seine Relevanz (Marston et al.,
1984; Hoffmann et al., 2018). Es basiert auf der Tatsache, dass IBs sich aufgrund ihrer GréBe leicht

von léslichen Proteinen trennen lassen.

Auch Zellwandreste sollen mit dem Uberstand abgetrennt werden. Hierbei ist zu beachten, dass
die GréBenverteilung der Zelldebris mit derer der I1Bs Uberlappt (Wong et al., 1997). Aus diesem
Grund ist neben den Kultivierungsbedingungen, welche die IB-GréBe beeinflussen kénnen, auch der
Zellaufschluss mafBgeblich am spateren Trennerfolg mittels Zentrifugation beteiligt (Olbrich, 1989;
Middelberg, 1992). Wong et al. (1997) konnten beispielsweise zeigen, dass bei dem Aufschluss
von E. coli mit einem Hochdruckhomogenisator eine steigende Anzahl an Aufschlusspassagen die

Zelldebris deutlich verkleinern kann, wahrend die IB-Gro3e unverdndert bleibt.
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Die Wahl der Zentrifugationsdauer und -drehzahl erfolgt dann optimalerweise so, dass die IBs pelle-
tiert werden, die Zelldebris aber weiterhin im Uberstand dispergiert vorliegt. Unter der Annahme von
laminarer Strémung im Zentrifugenrdéhrchen lassen sich die fir die IB-Sedimentation erforderlichen
Zentrifugationsbedingungen rechnerisch bestimmen.

Als Grundlage hierflr dient die Stokessche Gleichung (Stokes, 1850). Diese beschreibt die Sedi-

mentationsgeschwindigkeit vg,

Vig = g e _p:)HI e (4.1)
mit

vig = Sedimentationsgeschwindigkeit eines I1Bs [m/s]
pig = Dichte des IBs [kg/m?]
pH = Dichte des Lysats [kg/m?]
ng = Radius des IBs [m]

a = Sedimentationsbeschleunigung [m/sz]
NMH = dynamische Viskositét des Lysats [kg/(m-9)] ,

for kugelférmige Partikel bei laminarer Strémung. Als Beschleunigung a wird in Sedimentations-
vorgangen aufgrund der Gravitation die Gravitationsbeschleunigung g genutzt. Zur Anwendung der
Gleichung auf eine Zentrifugation wird anstelle der Gravitationsbeschleunigung die Zentrifugalbe-

schleunigung a,

a=0% R (4.2)
mit

o = Winkelgeschwindigkeit [rad/s]

R = Radius der Kreisbahn [m]

als Produkt aus der quadrierten Winkelgeschwindigkeit ®® und dem Radius der Kreisbahn R einge-
setzt.

Weiterhin gelten die allgemeinen Definitionen der Winkelgeschwindigkeit o,

w=2-1m-N (4.3)
mit

N = Drehzahl der Zentrifuge [1/s],

und der dynamischen Viskositat ny,

MH =PH " VH (4.4)
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mit
vy = kinematische Viskositat des Lysats [m?2 / s] .

Nach Integration von Gl. 4.1 nach der Zeit, Umstellen und Kombination mit Gl. 4.2, Gl. 4.4 und
Gl. 4.3 ergibt sich die Drehzahl N,

9 Py -VH - In(R/Rp)
N 2 (pig—PR)-Ne? - At
- 2.7

(4.5)
mit
At = Zentrifugationsdauer [min] ,

welche die Sedimentation von IBs im Lysat auf der Strecke R - Ry, also von der Probenoberflache
zum GefaBboden, verursacht. Zur Abschatzung der benétigten Drehzahl fir die Sedimentation von
DVE-1-I1Bs wurden die in Tab. 4.1 gelisteten Daten angenommen. Nach Einsetzen der Werte in
Gl. 4.5 ergibt sich die Drehzahl N = 3.968 rpm, die bei der genutzten Zentrifuge RZB = 1.672 g
entpricht.

Tabelle 4.1: Angenommene Ausgangswerte zur Berechnung des Zentrifugationsverhaltens von
DVE-1-1Bs und deren Herkunft

Parameter Wert Quelle

"B 390 (x180) nm DLS-Analyse (95 % Konfidenz)

R 9,5 cm Datenblatt Zentrifuge (eppendorf, 2017)
Ro 7,7 cm Vermessung des GeféBes bei 45°

At 20 min freie Wahl

PIB 1.300 kg/m3  (Taylor et al., 1986)

PH 1.000 kg/m3 annahernd H>O bei 4 °C (Sigloch, 2008)
VH 29-10% mP/s Viskositatsanalyse

Dies ist die theoretische Mindestbeschleunigung zur Abtrennung von 420 nm groBBen IBs (rg =
210 nm), also der kleinsten Individuen innerhalb der gemessenen Partikelgré3enverteilung der IBs,
wenn die Zentrifugationsdauer At = 20 min betragt. Nach dem Konfidenzintervall von 95 %, welches
der mittleren IB-GréBe zugrunde liegt, werden dadurch mindestens 97,5 % der IBs sedimentiert,

selbst wenn diese sich zu Beginn an der Oberflache befunden haben.

Zur experimentellen Bestatigung dieser Berechnung wurden Aliquots von E. coli-Lysat in Dreifach-
bestimmung mit verschiedenen Kombinationen von RZB und Zentrifugationsdauer behandelt. Der
densitometrisch bestimmte Zielproduktgehalt im Uberstand gpqy ist in Abb. 4.3a aufgetragen. Es

wurde eine Abnahme des Produktgehaltes erwartet, da dieses im Pellet akkumuliert.
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Abbildung 4.3: IB-Abtrennung mittels Zentrifugation. a) Relativer Zielproduktgehalt im Uberstand
gpiu in Abhéangigkeit der relativen Zentrifugalbeschleunigung RZB und der Zentrifugationsdauer
At. Der Zielproduktgehalt im Lysat ist im Koordinatenursprung in grau dargestellt. Fehlerbalken re-
prasentieren ein Konfidenzintervall von 90 %. b) Lysat (H), Uberstand (U) und Pellet (Pjg) fiir die
angegebenen Bedingungen im Coomassie-SDS-Gel

Die Messungen bestéatigen dieses Verhalten. Wahrend im Lysat ein Produktgehalt von 8,9 (+ 0,9) %
ermittelt wurde, naherte er sich im Uberstand mit steigender Beschleunigung und Zentrifugations-
dauer einem Minimum. Die Daten flihrten zu der Beurteilung, dass die RZB zur Abscheidung der
IBs mindestens 1.500 g fiir 20 min betragen sollte. Der im Uberstand verbleibende Zielproduktgehalt
betrug dann noch 1,5 (x 0,7) %. Eine weitere Steigerung der RZB auf 3.000 g bewirkte allerdings
die weitere Reduktion des Zielproteingehaltes im Uberstand auf 0,7 (+ 0,2) % und ist daher emp-
fehlenswert. Es ist davon auszugehen, dass ein geringer Teil des Zielproduktes in l6slicher Form
oder sehr kleinen Aggregaten vorlag, weshalb der Produktgehalt im Uberstand auch bei optimalen

Zentrifugationsbedingungen nicht 0 % hatte erreichen kdnnen.

Im Vergleich mit dem oben errechneten Zentrifugationsverhalten liegt die experimentell bestimmte
optimale RZB von 3.000 g fast um den Faktor zwei héher. Dies ist mdglicherweise auf ungenaue
Annahmen der Parameter in Tab. 4.1 zurlickzufihren. Besonders unsicher sind dabei die Werte fiir
die Dichten p|g und py sowie fir die Viskositat vyy. Weiterhin sind die teils nicht unerheblichen Feh-
lerbalken in Abb. 4.3a zu beachten, welche die geringe Reproduzierbarkeit der densitometrischen
Quantifizierung deutlich machen. Beispielsweise liegt der untere Rand des Konfidenzintervalls fir
die errechnete Beschleunigung (1.500 g, 20 min) bei einem Produktgehalt von nur 0,8 % und wider-

spricht somit dem rechnerischen Ergebnis nicht.

Obwohl die teilweise Akkumulation von Zelldebris neben den IBs im Pellet zu erwarten ist, konnte in



22 Gewinnung des Zielproteinmonomers DVE-1

der Pelletfraktion mittels SDS-PAGE keine signifikante Zunahme der Verunreinigungen in Abhangig-
keit der getesteten Parameter ermittelt werden. Alle nachgewiesenen Fremdproteine traten bereits
bei einer Beschleunigung von 50 g in Erscheinung (Abb. 4.3b). Diese Beobachtung ist ein Indiz
daflir, dass die Zellbruchstiicke im Mittel klein genug waren, um in dem getesteten RZB-Bereich
nicht pelletiert zu werden, wenige Teile aber auch gré3er als die IBs waren bzw. eine héhere Dichte
aufwiesen. Da Beschleunigungen im oberen getesteten Bereich keine Nachteile fir die Reinheit der
Pelletfraktion verursachten, wurde die routinemaBige Zentrifugation des Zelllysats bei 3.000 g fiir 20

min durchgeflhrt.

Nach der Zentrifugation verbleibende Verunreinigungen in E. coli-IB-Fraktionen sind meistens auf
die E. coli-Membranproteine (outer membrane proteins, Omp) OmpA (37 kDa), OmpC (40 kDa)
und OmpF (39 kDa) sowie Untereinheiten der RNA-Polymerase zurlickzuflihren (Hartley und Kane,
1988; Rinas und Bailey, 1992). Auch in den Pelletfraktionen in Abb. 4.3b sind Fremdproteine mit etwa
diesem apparenten Molekulargewicht zu erkennen (markiert mit schwarzen Pfeilen). Diese Prote-
ine koaggregieren nicht in der Zelle mit dem Zielprodukt, sondern werden Uber die unerwiinschte
Pelletierung von Membranresten in die Produktfraktion eingetragen (Hart et al., 1990; Rinas und
Bailey, 1992; Rinas et al., 1993). Auch exzessives AufschlieBen der Zellen bringt die genannten
Membranproteine nicht in Lésung, sodass die Kontamination schwer vermeidbar ist (Wong et al.,
1997). Weiterhin kénnte die Zelldebris auch membranassoziierte Proteasen eintragen, welche zur
Instabilitat des Produktes beitragen (Palmer und St John, 1987; Sugimura und Higashi, 1988). Ab-
gesehen von Membranproteinen aus der Debris sind E. coli-IBs jedoch nur in geringem Maf3e mit
Phospholipiden oder Nukleins&uren verunreinigt, welche sich wahrend der Zelllyse anlagern (Valax

und Georgiou, 1993).

Vorbereitend fir die chromatographische Reinigung wurden IB-Pellets solubilisiert und erhitzt, um
die enthaltenen Proteine zu denaturieren. Fir die Solubilisierung wurde guanidinhaltiger Puffer ge-
nutzt. Guanidinhydrochlorid ist ein chaotropes Salz, welches sich in Lésung als Guanidiniumion an
Peptidbindungen und aromatische Aminosauren anlagert und das Protein dadurch reversibel de-
naturiert (Pace und Vanderburg, 1979; Pace, 1986). Als Alternative zu Harnstoff, welcher ebenfalls
haufig zur Solubilisierung von IBs eingesetzt wird, ist Guanidin recht teuer und bereitet Schwierig-
keiten in der Probenanalyse mittels SDS-PAGE, zeigt aber auch 1,5 bis 2,5fach starkere denaturie-
rende Eigenschaften als Harnstoff und hat eine deutlich héhere Stabilitét in Lésung (Hagel et al.,

1971; Greene und Pace, 1974).

Nach der Solubilisierung wurde die Produktlésung mittels Zentrifugation und Vakuumfiltration von

verbleibenden Schwebstoffen befreit.
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4.3 Feinreinigung mittels Affinitatschromatographie

Die Immobilisierte Metallchelataffinitdtschromatographie (IMAC) ist ein selektives Verfahren zur Rei-
nigung von Proteinen und Peptiden. Es basiert auf der Bildung von Metallchelatkomplexen zwischen
einem an der stationdren Phase immobilisierten Chelator, einem Metallion und bestimmten Amino-

sauren, darunter hauptsachlich Histidin, aber mit geringerem Anteil auch Cystein und Tryptophan.

Aufgrund der Affinitdt zu Histidin eignet sich die IMAC besonders fiir rekombinante Proteine, die
wie DVE-1 mit einem His-tag versehen wurden. Neben ihrer Spezifitét ist ein weiterer Vorteil der
IMAC ihre Kompatibilitat mit dem chaotropen Reagenz Guanidin, welches zur Solubilisierung der IBs
genutzt wurde. In anderen chromatographischen Trennverfahren, wie der lonenaustausch- oder der
hydrophoben Interaktionschromatographie, stért Guanidin aufgrund seiner stark positiven Ladung

oder seiner chaotropen Eigenschaft.

Durch die geeignete Auswahl von Chelator und Metallion kann die Bindungsstabilitdit des
Proteins an eine IMAC-Saule und der Verlust an Metallionen beeinflusst werden. Beispiels-
weise bildet der Ligand Iminodiessigsdure (IDA) drei, Nitrilotriessigsdure (NTA) vier und
Tris(carboxymethyl)ethylendiamin (TED) flnf koordinative Bindungen zum Metallion aus. Bei einem
Metallion mit insgesamt sechs Koordinationsstellen (z. B. Ni?*, Cu?*, Co®*, Zn?*), bleiben demnach
drei, zwei oder eine Koordinationsstelle zur Bindung des Proteins (brig (Porath et al., 1975; Hochuli
et al., 1987).

Zur Reinigung von Proteinen ohne His-tag wird aufgrund der héheren Bindungswahrscheinlichkeit
bei drei freien Koordinationsstellen Ublicherweise IDA genutzt. Dagegen wird zur Reinigung von
Proteinen mit His-tag, welche ohnehin eine hohe Affinitdt zum Metallion mitbringen, NTA bevorzugt,
um den Verlust des Metallions bzw. sein Vorkommen in der Produktfraktion gering zu halten (Block
et al., 2009). Gerade bei der Herstellung von Pharmaprodukten ist dies mit Hinblick auf die toxischen

Effekte von Metallionen erstrebenswert.

Auch die Wahl des komplexbildenden Metallions hat Auswirkungen auf das Trennergebnis. Wong
et al. (1991) postulierten aufgrund der Ergebnisse von Sulkowski (1985) und Hemdan et al. (1989)
mit IDA, dass Proteine an komplexiertes Cu?* binden kdnnen, sobald sie einen zuganglichen His-
tidinrest beinhalten, fir die Bindung an Ni2*, Zn%* und Co?* aber mindestens zwei Histidinreste
bendtigen. Im Gegensatz zu Ni2* fordern Zn?* und Co®* diese Histidinreste sogar in struktureller

Nahe zueinander.

Als stationdre Phase kamen die Produkte HiTrap™ IMAC FF mit dem Resin IMAC Sepharose 6

Fast Flow und HisTrap™ crude FF mit dem Resin Ni Sepahrose 6 Fast Flow zum Einsatz, welche
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beide auf NTA basieren. Wahrend die Saule IMAC FF die Moglichkeit zur Beladung mit verschie-
denen Metallionen bietet und sich somit zur spezifischen Anpassung des Chromatographieschrittes
an den Prozess und das Zielprodukt eignet, liegt das Produkt crude FF bereits gebrauchsfertig mit
Ni2* beladen vor und ist zur direkten Reinigung des Produktes aus Zelllysat gedacht. Das Einspa-
ren vorgeschalteter Zentrifugations- oder Filtrationschritte soll Zeit- und Kostenersparnis sowie die
Minimierung von Degradation und Oxidation des Zielproduktes erméglichen (GE Healthcare, 2009,

2014).

Zur Beurteilung des Einflusses der Metallionen erfolgte die chromatographische Auftrennung der
solubilisierten IB-Fraktion mit Siulen des Typs IMAC FF, welche vor Beginn mit Ni2*, Co2*, Cu* und

Zn?* peladen worden waren (Abb. 4.4). Nach dem Probenauftrag erfolgte die Elution mit 100 mM

Imidazol.
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Abbildung 4.4: Einfluss des Metallions auf die Bindung von DVE-1 an die IMAC. a) UV-Absorption
Asgo Wihrend der IMAC mit Ni2*, Co?*, Cu?* und Zn?* sowie das Bandenmuster der dazugehérigen
Durchfluss- (F) und Elutionsfraktionen (E) im Coomassie-SDS-Gel

Es zeigte sich ein ahnliches Verhalten der Proteine in Gegenwart von Ni2*, Co?* und Zn?*, sodass
die Flachen von Durchlauf- und Elutionspeaks vergleichbar waren und auch die Bandenmuster im
Gel kaum Unterschiede aufwiesen. Cu2* dagegen bewirkte vermutlich eine Vielzahl unspezifischer
Bindungen von Fremdproteinen an die stationdre Phase, sodass der Durchlaufpeak kleiner und der
Elutionspeak gréBer wurde. Gleichzeitig traten im Bandenmuster der Elutionsfraktion au3er dem
Zielprodukt sehr viel mehr Proteine in Erscheinung. Diese Beobachtungen decken sich mit der oben

genannten Aussage, dass die Bindung eines Proteins an Cu* nur ein Histidin erfordert, auch wenn
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diese fiir IDA-Cu?* aufgestellt wurde und nicht fiir NTA-Cu?*.

Obwohl E. coli-HCPs weniger Histidine aufweisen als die HCPs anderer Organismen (Bornhorst
und Falke, 2000), ist zu erwarten, dass diverse HCPs mindestens ein Histidin in ihrer natlrlichen
Aminoséuresequenz tragen. Der beobachteten Trennleistung mit Ni* zufolge trifft diese Aussage

ab zwei Histidinen nicht mehr zu. Nur wenige Fremdproteine wurden hier von der Saule retardiert.

DVE-1 besitzt an seinem His-tag sechs benachbarte Histidinreste, erfilllt die fir Ni¢*, Co®* und
Zn2* postulierten Bedingungen also gleichermaBen, weshalb kein Unterschied im Trennverhalten
auszumachen war. Die Reinheit der Elutionsfraktionen konnte im Verhaltnis zu der in Abb. 4.4b
gezeigten spéter deutlich erhdht werden, indem die Dekantiermethode nach der IB-Zentrifugation
verandert und dadurch reinere Proben auf die IMAC gegeben wurden. Dabei wurde insbesondere
eine Abreicherung der Omps erreicht.

In den folgenden Versuchen wurde Ni2* als Metallion im Chelatkomplex eingesetzt, nicht zuletzt um

einen Vergleich zwischen den Saulen IMAC FF und crude FF zu ermdglichen.

Neben dem Chelator und dem Metallion hat auch die Reduktion des Zielproduktes wahrend der
Solubilisierung bzw. das Vorhandensein von DTT als Reduktionsmittel im Laufpuffer der IMAC einen
nicht zu vernachlassigenden Einfluss auf dessen Ausbeute. In Abb. 4.5a ist der elektrophoretisch

aufgetrennte Durchlauf der IMAC mit und ohne Zusatz von 1 mM DTT gezeigt.
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Abbildung 4.5: a) IMAC-Durchlauf im reduzierenden Coomassie-SDS-Gel. Die zugrundeliegenden
IMAC-Laufe wurden bei pH 9 und 0,2 ml/min ohne (-) und mit DTT (+) durchgefiihrt. b) DVE-1-Gehalt
im Durchfluss der IMAC gp1f in Abhangigkeit des pH-Wertes pH und der Flussrate F flr die S&ulen
IMAC FF (buntes, grobes Gitter) und crude FF (blaue Flache)
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Wahrend sich fir das nicht reduzierende Experiment noch eine dominante Bande von DVE-1 ab-
zeichnet, istim Durchlauf der reduzienden IMAC deutlich weniger Produkt vorhanden. Die verhaltnis-
manig schlechte Anbindung in nicht reduzierendem Puffer deutet auf eine unvollstandige Entfaltung
von DVE-1 hin. Seine Aminosauresequenz beinhaltet zwolf Cysteinreste, welche durch Ausbildung
intra- und intermolekularer Disulfidbriicken wahrscheinlich die Zuganglichkeit des His-tags herabge-

setzt haben.

Obwohl der Einsatz von Reduktionsmitteln im Zusammenhang mit Chelatkomplexen zu der Reduk-
tion der Metallionen und dadurch bedingt zu ihrer Lésung aus dem Chelatkomplex fihren kann,
wurde keine Verfarbung der S&ule oder Verlust der Nickelionen sichtbar. Laut Herstellerangaben
ist die beladene Saule fir die Nutzung mit bis zu 5 mM DTT geeignet. Die folgenden Experimente

sowie die routinemaBige Reinigung des Produktes erfolgten deshalb in Anwesenheit von 1 mM DTT.

In der IMAC spielen auch Prozessparameter wie der pH-Wert und die Flussrate eine gro3e Rolle. Zu
ihrer Optimierung wurde die Trennleistung der Saulen IMAC FF und crude FF bei variierenden pH-
Werten im Laufmittel von pH 8 bis pH 9 und unterschiedlichen Flussraten zwischen 0,2 ml/min und
1 ml/min verglichen. Wéhrend dabei die Verdnderung des Produktgehalts in der Elutionsfraktion so
gering war, dass sie mittels densitometrischer Gelauswertung nicht quantifiziert werden konnte, wur-
de der relative DVE-1-Gehalt im Durchfluss anhand seiner Bandenintensitat bestimmt (Abb. 4.5b).
Dabei wurde beobachtet, dass sich die beiden Resins &hnlich verhielten. Bei héherem pH-Wert zeig-
te sich eine starkere Bindung von DVE-1 an die stationdre Phase und damit ein geringerer Verlust

des Proteins.

Dieser Effekt hangt mit dem Verhaltnis von protonierten zu deprotonierten Histidinresten im Protein
zusammen. Der Imidazolring von Histidin weist einen pKg-Wert von ca. 6,0 auf und liegt damit bei
pH 8,5 zu 0,99 %, bei pH 9,5 aber nur zu 0,10 % protoniert vor. Protoniertes Histidin I6st sich
aus dem Chelatkomplex und tragt somit nicht weiter zur Bindung des Proteins an die stationare
Phase bei. Nach diesem Prinzip kann bei niedrigeren pH-Werten auch eine vollstandige Elution
des Zielproduktes erreicht werden. Weiterhin konkurrieren Protonen auch bei anderen funktionellen
Gruppen (-NHo, -S7, -COO") mit den positiv geladenen Metallionen um die Bindung an das Protein.
Ebenfalls werden eventuelle ionische Adsorptionsvorgédnge geschwéacht, welche bei héheren pH-

Werten die Anndherung des Histidinrests an den Chelatkomplex férdern (Wong et al., 1991).

Auch die Flussrate des Laufmittels zeigte wie erwartet einen Einfluss auf die Anbindung des Ziel-
produktes. Obwohl der empfohlene Wert fiir beide Saulen bei 1 ml/min liegt, wurde bei 0,2 ml/min
deutlich weniger DVE-1 im Durchfluss nachgewiesen. Diese Beobachtung kann auf die Beglnsti-

gung der Diffusions- und Reaktionskinetik in Richtung der Bindung erklart werden. Die Ergebnisse
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lassen vermuten, dass eine weitere Reduktion der Flussrate die Ausbeute weiter steigern kdnnte.
Hier missten bei einer anschlieBenden Gesamtprozessoptimierung der wirtschaftliche Nutzen aus
Zeitgewinn und der Produktverlust gegeneinander abgewogen werden.

Bei einer Flussrate von 0,2 ml/min hat der pH-Wert des Puffers zwischen pH 8,5 und 9 keinen
Einfluss mehr. Die begunstigte Kinetik scheint die Unterschiede aufgrund von Protonierung auszu-

gleichen.

Wahrend der Optimierung der IMAC lag die Prioritat auf der Steigerung der Produktausbeute. Die
Produktreinheit lag in der Elutionsfraktion unter oben genannten Bedingungen ohnehin bei 90-99 %
und ein Einfluss der getesteten Bedingungen auf die Reinheit konnte nicht festgestellt werden. Elu-
tionsversuche mit Stufen oder Gradienten von Imidazol bzw. der Reduktion des pH-Wertes auf 4,5
fihrten stets zu Reinheiten Uber 90 % bei breitem Elutionspeak, nicht aber zur selektiven Abtren-

nung von Verunreinigungen.

Auch die Vorteile der Saule crude FF, Proteine direkt aus Zelllysat zu extrahieren, konnten in diesem
Prozess nicht genutzt werden. Um DVE-1 zu binden, muss dieses denaturiert vorliegen und nicht als
IB. Ein Versuch, E. coli-Zellen direkt in guanidinhaltigem Puffer aufzuschlieBen und anschlie3end
zu reinigen, schlug fehl. Grund hierfir war eine sehr hohe Viskositat, welche wahrscheinlich von
DNA verursacht wurde, da diese nicht vor der Solubilisierung abgetrennt wurde. Abgesehen von
prozesstechnischen Problemen wie der Viskositat und einem sehr grof3en Volumen, erscheint eine
solche Methode auch wegen der weitaus geringeren Ausgangsreinheit fir die Chromatographie
nicht erfolgversprechend. Das Reinigungspotenzial der IB-Abtrennung mittels Zentrifugation konnte

in Kap. 4.2 bereits deutlich gezeigt werden.

Die Reinigung von DVE-1 wurde deshalb routinemaBig bei pH 9 und 0,2 mi/min an mit Ni?* belade-
nen Saulen des Typs HiTrap™ IMAC FF durchgefiihrt. Damit konnte der geringste DVE-1-Gehalt im

Durchfluss von 5,2 % erreicht werden.

4.4 Ubersicht des Herstellungsprozesses

Der entwickelte Prozess zur biotechnologischen Herstellung von DVE-1 umfasst funf Schritte.
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Abbildung 4.6: Schematische Ubersicht der Prozessschritte zur Herstellung von DVE-1
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Nach der Kultivierung des rekombinanten E. coli BL21 folgt ein Ultraschallzellaufschluss, ein IB-
Zentrifugationsschritt sowie die Solubilisierung und die chromatographische Produktreinigung mit-

tels IMAC (Abb. 4.6).

Im SDS-Gel in Abb. 4.7 kann die Herstellung und schrittweise Reinigung von DVE-1 nachvollzogen
werden. Wéahrend im Lysat der Zellen vor der Induktion (Hg) kein Zielprodukt mit einem apparen-
ten Molekulargewicht von 50 kDa zu erkennen war, zeigte Zelllysat nach 3 h Produktionsphase (H)
bereits eine deutliche Zielproduktbande. Die restliche Proteinzusammensetzung in der Zelle veran-

derte sich wahrenddessen kaum.
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Abbildung 4.7: Prozessproben. Lysat vor (Hg) und nach der Induktion (H), IB Pellet (P;g), Uberstand
(U), solubilisierte I1Bs (Pgq)), IMAC-Durchlauf (F) und Elutionsfraktion (E) im Coomassie-SDS-Gel

Die Zentrifugation des Lysats, welche in diesem Fall bei 1.500 g fiir 20 min erfolgte, regular aber
bei 3.000 g fir 20 min durchgeflihrt wurde, bewirkte eine selektive Separation des in IBs aggregier-
ten DVE-1 im Pellet (Pg) von den I18slichen HCPs im Uberstand (U). Lediglich zwei Banden bei ca.
37 kDa und ca. 40 kDa stellten noch dominante Verunreinigungen im Pellet dar. Bei diesen han-
delte es sich vermutlich um E. coli-Membranproteine (Omps), welche Uber die Kopréazipitation von

Zelldebris in die Produktfraktion eingetragen wurden (siehe Kap. 4.2).

Als Vorbereitung zur chromatographischen Reinigung wurde das |IB-Pellet mit Hilfe des chaotropen
Salzes Guanidinhydrochlorid sowie DTT solubilisiert (Pgq). Die leichte Veranderung des Erschei-
nungsbildes gegentber dem IB-Pellet (P|g) ist auf Unterschiede in der Probenvorbereitung von gua-
nidinhaltigen Proben gegeniber nicht guanidinhaltigen Proben zuriickzufiihren. Da Guanidin mit

SDS préazipitiert, wurden guanidinhaltige Proben vor der Analyse gefallt.



Gewinnung von DVE-1-VLPs 29

Wahrend der IMAC wurde DVE-1 aufgrund seines His-tags selektiv vom Ni2*-Chelatkomplex gebun-
den, wahrend Fremdproteine im Durchlauf (F) eluierten. Nach der Elution mit Imidazol lag DVE-1
mit einer densitometrisch bestimmten Reinheit von 90-99 % im Eluat (E) vor und wurde in dieser

Form der Renaturierung zugefiihrt.

5 Gewinnung von DVE-1-VLPs

5.1 Dynamische Lichtstreuung als Partikelanalytik

Zum Nachweis von VLPs sowie zur Bestimmung ihres hydrodynamischen Durchmessers wurde das
Prinzip der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering, DLS) bzw. die Photonenkorrela-
tionsspektrometrie (photon correlation spectroscopy, PCS) angewandt. Diese Methode bietet die
Méglichkeit, Nanopartikel in einem weiten GréBenbereich schnell und nicht invasiv zu untersuchen
(Berne und Pecora, 2000; Tscharnuter, 2000). Der Messvorgang zeichnet sich durch Einfachheit
aus, da die Partikel ohne oder mit wenig Probenvorbereitung in Lésung bzw. Suspension vermes-

sen werden kénnen.

Das Messprinzip der DLS beruht auf der Streuung von Laserlicht an den Partikeln. Genauer wird
die zeitliche Fluktuation des Streumusters gemessen, indem das jeweils aktuelle Muster mit dem
Ausgangszustand bei Messbeginn korreliert wird. Je nach Bewegungsgeschwindigkeit der Parti-
kel anhand der brownschen Molekularbewegung sinkt die Korrelation dieser Signale schneller oder
langsamer von 1 (entspricht identischem Muster) gegen 0. Da Unterschiede in der Bewegungs-
geschwindigkeit der Partikel bei konstanter Temperatur, Medienviskositat usw. ausschlieBlich auf
deren GroBe zuriickzuflhren sind, kann ihr mittlerer hydrodynamischer Durchmesser (Z-Average)
aus der Korrelationskurve berechnet werden (Kap. 9.13). Weiterhin wird die Korrelationskurve mit-
tels Dekonvolution in eine PartikelgréBenverteilung umgerechnet. Diese ist bei der DLS aufgrund
des Messprinzips immer intensitatsbasiert. Es wird also die Streuintensitat jeder GréBenklasse an-

gegeben.

Sofern eine monodisperse Verteilung kugelférmiger Partikel vorliegt, also alle Partikel dieselbe Gro-
Be aufweisen, kann die intensitatsbasierte Verteilung in eine Anzahlverteilung umgerechnet werden.
Die meisten realen Proben zeigen jedoch eine breitere GréBenverteilung, sodass dieses Verfahren
fehlerbehaftet ist (Egelhaaf et al., 1996; Tscharnuter, 2000). Der Grund dafir ist, dass die Streuin-
tensitat nicht ausschlieBlich von der Partikelanzahl in der jeweiligen GréBBenklasse sondern auch
von der PartikelgroBe selbst abhangt. Die gréBeren Partikel am rechten Rand einer GréBenvertei-
lung bewirken daher ein starkeres Signal als eine gleiche Anzahl kleinerer Partikel am linken Rand

dieser Verteilung.
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Eine intensitatsbasierte Verteilung ist somit stets leicht verfalscht (Egelhaaf et al., 1996; Berne und
Pecora, 2000). Bei ihrer Umrechnung in eine Anzahlverteilung wird der Partikeldurchmesser mit der
sechsten Potenz berticksichtigt und der Fehler wiirde somit genauso stark potenziert. Es wird daher
dazu geraten, direkt mit der intensitatsbasierten Verteilung zu arbeiten und nur Messergebnisse
mit einem schmalen Peak, bewertet anhand des Polydispersitatsindex (Pdl) unter 0,1, mit anderen

Methoden zu vergleichen (Malvern, 2004).
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Abbildung 5.1: Dekonvolution einer beispielhaften DLS-Messung. Intensitatsbasierte Partikelgro-
Benverteilung in drei Messreihen

In Abb. 5.1 ist beispielhaft die Dekonvolution einer PartikelgréBenverteilung dargestellt. Zur Erhé-
hung der statistischen Sicherheit wurden alle Proben in drei Messreihen mit je 15 Messungen analy-
siert und die Messungen innerhalb jeder Messreihe gemittelt. Aus der symmetrischen Glockenkurve
auf einer logarithmischen Skala wird ersichtlich, dass die gréBeren Partikel am rechten Rand der
Verteilung stérker streuen als die kleineren am linken Rand. Der Pdl aller im Rahmen dieser Arbeit

produzierten VLPs betrug ca. 0,2.

Fir die VLP-Analyse bedeutet das, dass die gemessene Verteilung nicht in eine Anzahlverteilung
umgerechnet werden sollte und dadurch auch nicht direkt mit Verteilungen auf Basis anderer Me-
thoden verglichen werden kann (Tscharnuter, 2000; Malvern, 2004). In der Literatur zur GréBenbe-
stimmung von VLPs wurde dieser Vergleich dennoch h&ufig gezogen (Rudt et al., 2019; Lopez et al.,
2017; Chuan et al., 2008). Das Resultat waren in allen Féallen Abweichungen des Durchmessers um

28 bis 144 Prozentpunkte.



Gewinnung von DVE-1-VLPs 31

Die DLS gibt weiterhin keinen Aufschluss Uber die Form oder Struktur der Partikel. Der fiir ein Parti-
kel ausgegebene Durchmesser entspricht dem einer Kugeln mit demselben Streuverhalten (Tschar-
nuter, 2000; Nitzsche, 2018). Bei den beobachteten Partikeln kénnte es sich demnach zuné&chst
sowohl um spharische VLPs als auch um undefinierte Aggregate handeln. Gro3e Objekte kénnten
entweder VLPs mit einem groBen Durchmesser darstellen oder Agglomerate aus kleineren VLPs
bzw. Aggregate reprasentieren. Nahere Informationen zur Form der VLPs kdénnen beispielsweise

mit der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) erlangt werden.

In der DLS werden PartikelgréBen erst ab einem Durchmesserverhaltnis von ca. 3:1 aufgeldst
(Tscharnuter, 2000; Nitzsche, 2018). Das Ergebnis einer DLS-Messung, wie in Abb. 5.1, kénnte
deshalb sowohl durch eine breite Verteilung als auch durch die Uberlagerung mehrerer schmaler
Verteilungen entstehen. In dieser Arbeit wird der Z-Average jedoch als mittlerer Durchmesser ei-
ner Normalverteilung angesehen, da keine Hinweise auf nebeneinander vorliegende Verteilungen

gegeben waren.

Ein fur den Erfolg der Messung entscheidendes Bauteil in DLS-Geraten ist der sogenannte Attenu-
ator. Dieser schwacht die Laserintensitat so stark ab, dass das Streulicht in einem optimalen Inten-
sitatsbereich fir den Detektor liegt, und wird anhand einer integrierten Funktion vor jeder Messung
auf die zu messende Probe eingestellt. Hoch konzentrierte Proben oder solche mit sehr groBen
Partikeln, welche stark streuen, kénnen somit ebenso analysiert werden wie gering konzentrierte
Proben mit kleinen Partikeln. Der Attenuator kann elf Positionen einnehmen, wobei Position 11 die
maximale Laserintensitat von 4 mW und Position 1 die maximale Abschwéachung auf 0,0003 % der

maximalen Laserintensitat bedeutet.

Kalibrierpartikel aus Polystyrol mit einem vom Hersteller angegebenen Durchmesser von 50 (+2) nm
wurden in verschiedenen Verdinnungsstufen in Wasser mit dem DLS-Geréat Zetasizer Nano ZS
vermessen. Der Attenuator wurde dabei jeweils von der vorimplementierten Softwarefunktion auf

Basis der Streuintensitat ausgewahilt.

In Abb. 5.2a ist zu erkennen, dass der Z-Average der Testpartikel dt ca. 60 nm betrug und dass bei
geringer Partikeldichte sowohl der Z-Average als auch die Messungenauigkeit zunahmen. Trotz der
ausschlie3lichen Verwendung von Produkten und Rechenparametern desselben Herstellers, konnte
eine Abweichung des Z-Average vom erwarteten Partikeldurchmesser um 10 nm nicht vermieden
werden. Fir die Bewertung der VLPs bedeutet das, dass der absolute Z-Average kritisch betrachtet
werden sollte. Es wurde jedoch ohnehin bereits festgestellt, dass sein Vergleich mit Durchmessern
aus anderen Methoden nicht zielfihrend ist. Die DLS eignet sich dennoch zum Vergleich verschie-

dener VLP-Proben oder derselben Probe im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 5.2: Validierung der DLS-Analyse. Z-Average dr von Polystyrolpartikeln in Abhangigkeit
a) der Partikeldichte cT und b) des automatisch gewahlten Attenuators. Die blaue Linie indiziert den
erwarteten Z-Average dr = 50 nm. Die gestrichelten Linien sowie die Fehlerbalken reprasentieren
ein Konfidenzintervall von 95 % bei drei Messungen pro Partikeldichte. In b) sind alle Messungen
mit demselben Attenuator (farblich unterschieden) zusammengefasst. Die Anzahl der zusammen-
gefassten Messungen ist mit n dargestellt

Die geringste Partikeldichte, bei der der Z-Average vermeintlich verldsslich bestimmt werden konn-
te, lag bei etwa 50 pg/ml. Als Grund hierfir wird die Stérung der Messung durch Verunreinigun-
gen im Fluid vermutet, welche auch durch Zentrifugation und Sterilfiltration sowie die Nutzung von

hochreinem Wasser nicht ausgeschlossen werden konnten. Je geringer die absolute Streuintensitat

aufgrund der Partikel ist, desto stérker tritt der Einfluss der Verunreinigungen in Erscheinung.

Beim Transfer dieser Bestimmungsgrenze von ca. 50 pg/ml auf VLPs ist zu beachten, dass die
Streuintensitat nicht ausschlieBlich von der Partikeldichte, sondern auch von der Partikelgré3e ab-
héngt. Da die in diesem Projekt vermessenen VLPs durchschnittlich etwas kleiner waren als die

verwendeten Testpartikel, liegt die Bestimmungsgrenze der VLPs vermutlich noch etwas héher.

Die Partikeldichte von VLP-haltigen Proben konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht bestimmt
werden, sodass der Attenuator als Bewertungskriterium fiir die Verlasslichkeit von Messergebnissen
genutzt wurde (Abb. 5.2b). Proben, fir die ein Attenuator von 11 notwendig war, wurden als zu gering
konzentriert und damit als wahrscheinlich nicht auswertbar eingestuft. Proben, die einen Attenuator
von 10 erforderten, wurden genutzt, aber kritisch betrachtet. Die Versuche wurden so ausgelegt,
dass die per DLS zu vermessenden Proben mdglichst hoch genug konzentriert waren, um einen

Attenuator von 9 zu erfordern.
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Da die DLS eine rein qualitative Methode ist, konnte der Renaturierungserfolg hiertiber nicht quan-
tifiziert werden. Proteinaggregate wurden nur detektiert, wenn sie nach der Zentrifugation als Pellet
oder in der DLS-Dekonvolution als zweiter Peak sichtbar wurden. Es wurde sichergestellt, dass in

allen ausgewerteten Proben kein Pellet und nur ein Peak vorlag (wenn nicht anders angegeben).

5.2 Proteinfaltung

5.2.1 Dialyse

Die Renaturierung rekombinanter Proteine aus IBs wird Uber die Abreicherung der denaturieren-
den Komponente, hier Guanidin, in der Proteinldsung erreicht. Methodisch ist dies am schnellsten
mittels Verdiinnung der Proteinlésung umzusetzen. Dabei ist die sehr geringe Proteinkonzentrati-
on vorteilhaft fir die Faltung, birgt aber auch die Notwendigkeit einer nachfolgenden Konzentrie-
rung des Produktes und damit eine neue Verlustmdglichkeit. Da der Verdiinnungsprozess zudem
den Prozessmafstab limitert, sind neben chromatographischen Verfahren (siehe Kap. 5.2.3) auch
Membranverfahren wie die Dialyse als Renaturierungsmethode etabliert (Maeda et al., 1995; Sarker

et al., 2019; Rudt et al., 2019).

Wahrend der Dialyse liegt eine héhere Produktkonzentration vor als beispielsweise bei der Ver-
dinnung. Zwar kann diese den Faltungsprozess negativ beeinflussen und das Protein kénnte auch
an die Membran adsorbieren, unter den richtigen Bedingungen konnten jedoch hohe Ausbeuten
an korrekt gefaltetem Produkt oder VLPs erreicht werden (Horowitz und Simon, 1986; West und
Chaudhuri, 1998; Yoshii et al., 2000; Mach et al., 2006; Affonso et al., 2018). Fir die Faltung einiger

Proteine erweist sich au3erdem der langsame Pufferwechsel wahrend der Dialyse als vorteilhaft.

Die DVE-1-haltigen Elutionsfraktionen der IMAC wurden in Elutionspuffer auf die gewlnschte Ge-
samtproteinkonzentration verdiinnt und gegen Renaturierungspuffer (B1) ohne Guanidin dialysiert.
In Vorversuchen mit proteinfreien Proben konnte die Reduktion des Guanidingehaltes von 6 M auf
0,07 (= 0,05) M (95 % Konfidenz) innerhalb von 4 h erreicht werden (Abb. 5.3). W&hrend der Dia-
lysepuffer halbstiindlich gewechselt wurde, erhéhte sich der pH-Wert in der Probe von pH 8,5 auf
pH 10. Durch den osmotischen und hydrostatischen Druck im Dialysesystem kam es auBBerdem im
Laufe der 4 h zu einer durchschnittlichen Volumenzunahme in der Probe um 6,8 (+ 3,0) % (95 %

Konfidenz) und damit zu einer leichten Verdiinnung des Produktes (Daten nicht gezeigt).

Es konnte gezeigt werden, dass dieses Verfahren einen zeiteffizienten und reproduzierbaren Puf-
ferwechsel in der Probe erméglicht. Ubliche Dialysevorgénge dauern haufig langer als 24 h (Yeo
et al., 2016; Chen et al., 2017; Gabrielczyk und Joérdening, 2017). Sowohl die Dauer als auch der

Pufferverbrauch konnten mit dem genutzten Dialysesystem stark reduziert werden.
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Abbildung 5.3: Verlauf der Dialyse. Guanidingehalt in der Probe cgngs und im Dialysepuffer cgngs1,
der halbstlindlich erneuert wurde. Die Fehlerbalken reprasentieren ein Konfidenzintervall von 95 %
bei finf Versuchen

Aus den Ergebnissen des folgenden Kapitels kann auBerdem vermutet werden, dass die Dialyse-

geschwindigkeit mit der Faltungskinetik von DVE-1 kompatibel ist.
5.2.2 Renaturierungsbedingungen

Neben der beschriebenen Abreicherung der denaturierenden Komponente haben diverse weitere
Umgebungsbedingungen einen Einfluss auf den Erfolg der Proteinrenaturierung. Proteine neigen
wahrend der Faltung stark zur Aggregation, weil ihre Faltungsintermediate hydrophobe Regionen
exponieren, bevor diese im nativen Zustand nach innen gekehrt werden. Der Prozess der Renatu-

rierung beinhaltet immer die Konkurrenz zwischen korrekter Faltung und Aggregation.

Um hierbei die Aggregation zu vermindern ist unter anderem die Reinheit des Produktes entschei-
dend. Eine hohe Reinheit kann die Ausbeute an korrekt gefaltetem Protein betrachtlich steigern
(Tran-Moseman et al., 1999; Tamaki et al., 2016). Vor allem Fremdproteine, die unter den Renaturie-
rungsbedingungen nicht stabil sind oder sich nicht richtig falten, eignen sich als Aggregationskeime.
Aber auch fur Nukleinsduren, Lipopolysaccharide und Schwermetallionen konnte gezeigt werden,
dass sie die Produktausbeute herabsetzen (Maachupalli-Reddy et al., 1997; Futami et al., 2000;
Tikhonov et al., 2002; Hanslip et al., 2006). Im Kontrast dazu wurde in Anwesenheit nicht aggre-
gierender Fremdproteine kein Einfluss auf den Renaturierungserfolg festgestellt und Phospholipide
wirkten sogar ausbeutesteigernd (Maachupalli-Reddy et al., 1997). Zumeist sind die Kontaminatio-

nen jedoch von aggregationsférdernder Art.
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AuBer der Produktreinheit beeinflussen auch die Produktkonzentration (Zettimeissl et al., 1979; Kief-
haber et al., 1991), die Temperatur (Vallejo und Rinas, 2004a; West und Chaudhuri, 1998; Yoshii
et al., 2000), der Druck (Robinson und Sligar, 1995) und (bio-)chemische Pufferzusatze (Araka-
wa und Tsumoto, 2003; Esmaili et al., 2018) sowie die Lokalisation des His-tags die Proteinfaltung

(Tikhonov et al., 2002).

Korrekt gefaltete flavivirale E-Proteine haben die Eigenschaft, sich spontan zu Dimeren zusammen-
zulagern und aus diesen groBere geordnete Strukturen, die VLPs, zu formen (Mani et al., 2013).
Es ist davon auszugehen, dass Umgebungsbedingungen, unter denen sich das Zielprotein DVE-1

korrekt faltet, zur Partikelbildung fihren.

Die Dialyse von denaturiertem DVE-1 gegen einen Renaturierungspuffer aus 50 mM Carbonat
pH 10, 50 mM NaCl, 1 mM DTT (B1) bewirkte die Bildung von DVE-1-VLPs (P2) mit einem Z-
Average dp, von ca. 40 nm. In der Dekonvolution der dazugehérigen DLS-Korrelationskurve ist ein
einziger gleichmagBiger Peak zu sehen (Abb. 5.4a). Im Vergleich dazu flhrte die Nutzung des glei-
chen Puffers ohne NaCl zu einer PartikelgréBenverteilung mit zwei Peaks. Es wird vermutet, dass es

in dieser Probe vermehrt zur Aggregation kam und der rechte Peak die weitaus gréBeren Aggregate

reprasentiert.
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Abbildung 5.4: a) Einfluss von NaCl auf die VLP-Bildung. Dekonvolution der DLS-Messungen von
VLPs in 50 mM Carbonatpuffer pH 10, 1 mM DTT mit (blau, durchgezogen) und ohne 50 mM NaCl
(hellblau, gestrichelt). b) Reifungsprozess von VLPs. Zeitlicher Verlauf des Z-Average dps fiir VLPs
in 50 mM Carbonat pH 10, 50 mM NaCl, 1 mM DTT (B1)

Futami et al. (2000) postulierten, dass wahrend der Renaturierung eine gewisse lonenstéarke vorlie-
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gen sollte, da die Phosphate aus geringen Mengen verunreinigender Nukleinsduren elektrostatisch
mit basischen Aminosauren reagieren kénnen und durch ihre Anlagerung die Proteinaggregation
férdern. Eine solche Interaktion wiirde durch dissoziiertes NaCl unterdriickt. In Renaturierungsex-
perimenten mit komplexen Puffern konnten sowohl Vallejo und Rinas (2004a) als auch Gieseler
et al. (2018) zwar nur einen geringen Einfluss von NaCl auf die Faltung humaner knochenmorpho-
genetischer Proteine feststellen, in diesen Féllen war eine gewisse lonenstérke jedoch durch andere
Pufferkomponenten gewahrleistet. Fir die Bildung von humanen Papilloma-VLPs dagegen sowie fir
deren Stabilitdt erwies sich die Anwesenheit von NaCl entsprechend der Erwartungen deutlich als

vorteilhaft (McCarthy et al., 1998; Shi et al., 2015).

Auf dieser Grundlage und nach Bewertung der in Abb. 5.4a dargestellten Ergebnisse wurden alle

Renaturierungspuffer in dieser Arbeit mit 50 mM NaCl versetzt.

Die Dialyse von DVE-1 gegen den oben genannten Puffer B1 ohne DTT flhrte zu einem Préazipitat,
das nach Zentrifugation als Pellet sichtbar wurde. Die Partikeldichte im Uberstand war daraufhin zu
gering, um sie mittels DLS verlasslich analysieren zu kénnen. Der Zusatz einer gewissen Menge

DTT scheint daher fiir den Renaturierungserfolg notwendig zu sein.

Auf Basis des in Abb. 5.3 dargestellten Dialyseverlaufs misste die DTT-Konzentration in der Probe
bei fehlendem Nachschub innerhalb der ersten Stunde der Dialyse auf ca. 0,25 mM gesunken sein,
wahrend die Guanidinkonzentration immer noch 1,5 M betrug. DVE-1 weist in der nativen Konfor-
mation sechs Disulfidbriicken sowie keine freien Cysteine auf und ein hoher pH-Wert (hier pH 10)
beglnstigt die Oxidation von Cysteinen gegeniiber ihrer reduzierten Form. Mdglicherweise wurde zu
einem bestimmten Zeitpunkt wahrend der Dialyse die DT T-Konzentration zu gering, um die spontane
Bildung von Disulfidbriicken zu unterbinden. Wenn das Protein zu diesem Zeitpunkt aber noch nicht
ausreichend gefaltet war, kdnnten sich intermolekulare Briicken gebildet haben, die zur Prazipitation

fOhrten.

Ein Indiz dafir, dass die Partikel nach der Dialyse noch nicht fertig gereift waren, ist auch der beob-
achtete Abfall des Z-Average in den ersten ca. 5 h nach Abschluss der Dialyse (mit DTT im Renatu-
rierungspuffer) um bis zu 5 nm (Abb. 5.4b). Unabhangig von den Renaturierungsbedingungen und
der PartikelgréBe konnte dieses Verhalten des Z-Average fir jede DVE-1-VLP-Probe beobachtet

werden.

Eine nachtragliche Entfernung von DTT aus dem Renaturierungspuffer hatte keinen Einfluss auf den
mittleren Partikeldurchmesser. Demzufolge wird DTT nach Abschluss der Faltungsprozedur wahr-
scheinlich nicht mehr benétigt. Als mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung kénnte das Erreichen

der stabilsten (nativen) Form des Proteins betrachtet werden. Andererseits wurde auch nicht nach-
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gewiesen, ob einzelne reduzierte Cysteine im VLP dessen Gesamtstruktur Gberhaupt beeinflussen.
Lediglich fiir eine DTT-Konzentration Gber 2 mM wurde fir humane Papilloma-VLPs eine sinkende
Partikelintegritat nachgewiesen und fiir eine DTT-Konzentration tber 20 mM wurde gezeigt, dass

keine Zusammenlagerung erfolgte (Sapp et al., 1995; Hanslip et al., 2006).

Weiterhin ist zu beachten, dass DTT in Lésung mit der Zeit oxidiert und damit seine Wirkung verliert.
Bivalente Metallionen, welche beispielsweise aus der IMAC eingetragen werden kénnen, verstarken
diese Oxidation auBerordentlich stark. In Experimenten mit nur 1 nM Ni?* (pH 7,2 und 25 °C) konn-
ten Getz et al. (1999) nachweisen, dass bereits nach einem Tag 55 % des initial eingesetzten DTTs
oxidiert vorlag und der Gehalt an oxidiertem DTT exponentiell anstieg. Eine niedrige Temperatur
hatte dabei einen oxidationsverzdgernden Einfluss. Wahrend der in Abb. 5.4b dargestellten kon-
tinuierlichen Messung wurden die DVE-1-VLPs unter Messbedingungen bei 22 °C gelagert. Aber
auch unter den gewohnlichen Lagerbedingungen (4 °C und taglich 20 min bei 22 °C) ist davon

auszugehen, dass das Reduktionsmittel nach einigen Tagen ohnehin seine Wirkung verloren hatte.

Nach dem bisherigen Erkenntnisstand scheint die Renaturierung und selbstanordnende Bildung von
DVE-1-VLPs in alkalischem Puffer mit Zusatz von 50 mM NaCl und 1 mM DTT erfolgreich zu sein.
Die dabei entstehende Struktur ist allerdings nicht detailliert evaluiert (siehe Kap. 5.1) und eine brei-
te PartikelgréBenverteilung weist zudem auf die Entstehung verschiedener Strukturen hin. Sollten
weiterfilhrende Untersuchungen Indizien dafur hervorbringen, dass DVE-1 falsche Disulfidbriicken
ausbildet, kdnnte die Nutzung eines Redox-Systems, wie Glutathion, im Renaturierungspuffer Abhil-
fe schaffen. Bei Vorliegen eines leichten Uberschusses der reduzierten Form von Glutathion finden
wahrend der Faltung viele Redox-Tauschaktionen statt, bis die stabilste Proteinkonformation gefun-
den ist. Diese entspricht meistens der korrekten Faltung (Saxena und Wetlaufer, 1970; Wetlaufer
et al., 1987). Fur schwierige Proteine kann zuséatzlich eine S-Sulfonierung in Erwagung gezogen
werden, welche die Cysteinreste flr eine Zeit lang abschirmt (Mukhopadhyay, 2000; Tikhonov et al.,

2002).

Der Einfluss verschiedener Renaturierungspuffer (Bj) auf die entstehenden Partikel (P2) wurde in ei-
nem Screening untersucht. Bestandteil dieser Untersuchung waren das pH-puffernde Salz (50 mM
Carbonat (B1) oder 50 mM Ammoniak (B2)), der Zusatz von 50 mM L-Arginin zum Ammoniakpuffer
(B3), der pH-Wert des Renaturierungspuffers pHg;, seine Temperatur 9g; sowie die Ausgangskon-

zentration des Zielproteins DVE-1 cp1g (Abb. 5.5).

In Vorversuchen wurden zunachst die technischen Grenzen flr die Renaturierungsexperimente er-
mittelt. Es konnte festgestellt werden, dass DVE-1 bei einem pH-Wert von 8,5 wahrend der Dialyse

ausféllt. Bei pH 9 trat dieser Effekt nicht mit dem Auge sichtbar auf, die DLS-Analyse nach Zen-
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trifugation ergab flir solche Proben jedoch nicht reproduzierbare Dekonvolutionen, welche auf eine
zu geringe Partikeldichte hinweisen. Aus diesem Grund wurde der pH-Wert in Carbonatpuffer (B1)
zwischen 9,5 und 11,5 variiert. Der pH-Wert ammoniakhaltiger Puffer (B2, B3) wurde wegen des

geringeren Pufferbereiches von Ammoniak nur zwischen 9,5 und 10,5 verandert.

In weiteren Vorversuchen konnte wahrend der Dialyse eine starke Aggregation von DVE-1 bei einer
Proteinkonzentration von 500 pg/ml (in B1 pH 10, 5 °C) beobachtet werden, sodass 400 pg/ml als
obere Grenze des Untersuchungsbereiches festgelegt wurde. Um die untere Konzentrationsgrenze
zu ermitteln, wurden 100 ug/ml DVE-1 (in B1 pH 10, 5 °C) dialysiert. Hier konnte die erwartete Par-
tikelbildung aufgrund der selbst ermittelten unteren Bestimmungsgrenze des DLS-Analysegerates
Zetaziser Nano ZS nicht verifiziert werden (siehe Kap 5.1). Die verlassliche Analyse der entstehen-

den VLPs wurde mit einer Ausgangsproteinkonzentration von mindestens 200 pug/ml gewéhrleistet.
Die so ermittelten Grenzen fir die untersuchten Faktoren sind zusammengefasst:
Produktaggregation <— pH95 - pH10,511,5 —> Grenze der Pufferwirkung

DLS-Bestimmungsgrenze <— 200 pg/ml - 400 pg/ml —>  Produktaggregation

nahe Gefrierpunkt <— 5°C - 25°C —>  keine Notwendigkeit

00
[] ' [pg/ml]

Abbildung 5.5: Schematischer Experimentplan fir die Dialysescreeningversuche. Faktorkombina-
tionen von pH-Wert im Renaturierungspuffer pHg;, Zielproteinkonzentration in der Probe cpqg und
Temperatur Og; fir Carbonatpuffer (B1, blau) und Ammoniakpuffer ohne (B2, rot) und mit L-Arginin
(B3, griin)

Im Experimentplan in Abb. 5.5 ist zu sehen, dass der pH-Wert pHp; je nach Puffer in drei bis flnf

und die Produktkonzentration cpg sowie die Temperatur Og; regular in drei Stufen variiert wurden.
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Die Experimente an den Mittelpunkten des jeweiligen Versuchsraumswurden dreifach durchgefihrt,

um die Reproduzierbarkeit der Partikelbildung beurteilen zu kénnen.

Nach der vierstiindigen Dialyse wurden die Proben zentrifugiert und per DLS vermessen. Aufgrund

der oben beschriebenen Reifung der VLPs wurde jedoch der Z-Average nach 24 h ausgewertet.
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Abbildung 5.6: Einfluss der Renaturierungsbedingungen auf die VLP-GréRe nach 24 h. Z-Average
dps in Abhéngigkeit von pH-Wert pHp;j, Proteinkonzentration cpqg und Temperatur dpg; fir Carbonat-

puffer (B1, blaue Kugeln), Ammoniakpuffer (B2, rote Wiirfel) und Ammoniakpuffer mit L-Arginin (B3,
griine Tetraeder)

In allen Experimenten wurden Partikel in der GréBenordnung von ca. 20-90 nm beobachtet. Die

Ergebnisse in Abb. 5.6 zeigen eine Abhangigkeit des mittleren hydrodynamischen Partikeldurch-
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messers dp, von den Renaturierungsbedingungen. Dabei sind die Dreifachbestimmungen an den
Mittelpunkten der Versuchsbereiche aufgrund der guten Reproduzierbarkeit kaum voneinander zu
unterscheiden. Das Puffersalz sowie die Anwesenheit von L-Arginin hatten lediglich bei pH 9,5 einen
groBen Einfluss auf den Z-Average. In allen Experimenten bei pH 10 und héher ergaben sich dage-

gen nur geringe Abweichungen aufgrund der verwendeten Pufferkomponenten.

L-Arginin ist eins der meistgenutzten Hilfsmittel zur Stabilisierung von Proteinen, vor allem in Fal-
tungsvorgéngen (Baynes et al., 2005). Es erhdht die Léslichkeit von Faltungsintermediaten wahr-
scheinlich durch Abschirmung hydrophober Bereiche (Asakura und Oosawa, 1958; Arakawa et al.,
2007; Das et al., 2007) und kann dadurch die Ausbeute an korrekt gefaltetem Protein steigern (Ara-
kawa und Tsumoto, 2003). Eine eventuelle Ausbeutesteigerung konnte mittels DLS allerdings nicht
festgestellt werden und sowohl der Z-Average dp, als auch die Breite der PartikelgroBenverteilung
(polydispersity index, Pdl) waren fir DVE-1-VLPs in Puffer mit und ohne L-Arginin (B2 und B3)

vergleichbar. Qualitativ hatte der L-Argininzusatz somit zunéchst keinen Einfluss auf die VLPs.

Eine Abhangigkeit des pH-Wertes pHg; zeigte sich vor allem in Carbonatpuffer (B1) zwischen pH 9,5
und pH 10,5. Aus der Datenlage geht dabei nicht hervor, ob der hbhere Z-Average in diesem Bereich
durch VLPs mit gréBerem Durchmesser oder durch VLP-Agglomerate bzw. Aggregate erhéht wurde.
In der jeweils oberen Halfte des getesteten pH-Bereiches bewegte sich der Z-Average fir alle Puffer

weitgehend unabh&ngig vom pH-Wert zwischen 30 und 35 nm.

Das Monomer DVE-1 hat einen errechneten isoelektrischen Punkt plpy bei 6,76 und ist somit im
Alkalischen negativ geladen. Es ist daher wahrscheinlich, dass im untersuchten pH-Bereich auch
DVE-1-VLPs eine negative Nettooberflachenladung aufweisen und sich aufgrund der Elektrostatik
gegenseitig abstoBen. Hohere pH-Werte flhren dabei zu starkeren repulsiven Kréaften, welche ver-
mutlich stabilisierend wirken. Gleichzeitig verstarkt ein hoher pH-Wert zwar auch den Drang der
Disulfidbriickenbildung und wirkt auf diese Weise leicht aggregationsférdernd, in Anwesenheit von
DTT kénnte diesem Effekt allerdings eine geringere Bedeutung zukommen als der elektrostatischen
Stabilisierung, sodass in Summe bei héherem pH weniger Aggregate oder Agglomerate vorkom-

men.

Die niedrige Stabilitdt von DVE-1 bei ,niedrigem* pH kénnte eine intrinsische Eigenschaft flaviviraler
E-Proteine sein. Es ist bekannt, dass diese im neutralen Bereich einer pH-abhangigen Konforma-
tionséanderung unterliegen (Heinz und Allison, 2000). Poddar et al. (2016) konnten das E-Protein
von DV-1 jedoch in TRIS-Puffer bei pH 8,5 renaturieren und zu immunologisch wirksamen VLPs an-
ordnen, sodass davon auszugehen ist, dass die Konformationsanderung im leicht Alkalischen nicht

relevant ist. Poddar et al. (2016) arbeiteten mit einem Proteinkonstrukt, das DVE-1 nahezu gleicht.
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Es wurde lediglich aus der unléslichen Membranfraktion von P pastoris anstelle von E. coli-IBs
gewonnen. Sie verwendeten aufBBer 50 mM NaCl auch keine proteinstabilisierenden Pufferzusétze
und kein DTT. Die mdglichen Ursachen fiir die beobachteten Stabilitdtsunterschiede kénnen des-
halb auf ein Minimum reduziert werden. Zum einen kann die Glykosylierung eines Proteins dessen
Oberflachenladung beeinflussen und dadurch auch in gewissem MaBe aggregationsférdernd oder
-hemmend wirken. Neben der fehlenden Glykosylierung von DVE-1 kommen allerdings auch die un-
bekannte Geschwindigkeit des Pufferwechsels und die unbekannte Proteinkonzentration wahrend

der Dialyse als Ursache fur die Unterschiede in Frage.

In den obigen Renaturierungsversuchen konnte erstaunlicherweise nur ein sehr geringer Einfluss
der Produktkonzentration cpg auf den Z-Average dp, beobachtet werden. Lediglich bei pH 9,5
bewirkte eine héhere Proteinkonzentration in allen Puffern eine nach rechts verschobene Partikel-
gréBenverteilung fur die VLPs. Die Proteinkonzentration kann bei der Proteinfaltung einen entschei-
denden Einfluss auf die Ausbeute haben. Dies ist darauf zurlickzufihren, dass der korrekte Fal-
tungsprozess einer Kinetik erster Ordnung, die Aggregation dagegen aber einer Kinetik zweiter oder
héherer Ordnung folgt, weil sie zwischen mindestens zwei Molekilen stattfindet. Bei zunehmender
Molekulkonzentration wird die Aggregation somit zunehmend bevorzugt (Zettimeissl et al., 1979;
Kiefhaber et al., 1991). Obwohl beispielsweise Tamaki et al. (2016) in dem weiten Bereich zwischen
50 pg/ml und 5 mg/ml keinen Einfluss der Proteinkonzentration auf die Faltung einer Choleratoxin B-
Untereinheit beobachten konnten und auch Tran-Moseman et al. (1999) nur einen geringen Einfluss
auf einen monozytenkolonienstimulierenden Faktor feststellten, gelten hohe Proteinkonzentrationen
generell als ausbeutesenkend (Tikhonov et al., 2002; Vallejo und Rinas, 2004b). Dieser Effekt konnte
wie oben beschrieben auch fir DVE-1 bei einer Proteinkonzentration tber 500 pug/ml gezeigt wer-
den, weil ein Prazipitat sichtbar wurde. Die mittlere PartikelgréBe schien jedoch unbeeinflusst von
der Proteinkonzentration, solange eine kritische Konzentration zwischen 400 und 500 ug/ml nicht

Uberschritten wurde.

Bei Erhohung der Temperatur 0gj wurden im gesamten Testbereich fur alle Puffer steigende Parti-
kelgréBen beobachtet, wobei der Temperatureinfluss zwischen 15 und 25 °C am gréBten war. Die
oben angesprochenen Reaktionskinetiken flr Faltung und Aggregation sowie die Diffusion sind stark
temperaturabhangig, sodass es bei Temperaturvarianzen zu Unterschieden in der lokalen Verteilung
von Reaktionspartnern und stabilisierenden Molekilen kommt. Dass die Temperatur einen grof3en
Einfluss auf die Renaturierung hat, wurde bereits von diversen Arbeitsgruppen publiziert. Dabei gel-
ten niedrige Temperaturen als vorteilhaft, obwohl die Proteinfaltung dadurch bedingt langer dauert

(Vallejo und Rinas, 2004b; West und Chaudhuri, 1998; Yoshii et al., 2000).
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Mit der Untersuchung der Renaturierungsbedingungen konnte gezeigt werden, dass Partikel in der
erwarteten GréBenordnung entstehen und die Proteinrenaturierung und Partikelbildung mit Hinblick
auf deren GrdBenverteilung reproduzierbar sind. Durch die Variation der Bedingungen konnte die
Breite der entstehenden PartikelgréBenverteilung, welche Uber den Pdl quantifiziert wird, nicht signi-
fikant beeinflusst werden, aber der Z-Average zeigte sich vor allem vom pH-Wert und der Temperatur

des Dialysepuffers abhangig.

Aufgrund der Robustheit des Durchmessers bei héheren pH-Werten, wurde festgelegt, dass die Re-
naturierung mindestens bei pH 10 erfolgen sollte. Fir weitere Versuche wurde deshalb der Puffer
B1 (50 mM Carbonat, 50 mM NaCl, 1 mM DTT) bei pH 10 und 15 °C genutzt und eine Produkt-
konzentration von 200 ug/ml eingesetzt. Die dadurch erhaltenen VLPs wiesen einen Z-Average von

37 nm auf.
5.2.3 Faltung auf der Saule

Als Alternative zur Rulckfaltung mittels Dialyse ist es in einigen Prozessen mdglich, die Schritte
Proteinreinigung und -faltung zu kombinieren. Dies wird beispielsweise mit der GréBenausschlus-
schromatographie (size exclusion chromatography, SEC) erméglicht (Miller und Rinas, 1999; Yuan
et al., 2015). Im vorgestellten Prozess eignet sich jedoch vor allem die IMAC, um die Anzahl der
Prozessschritte zu reduzieren. Das Zielprotein wird hier im an die Chromatographieséule gebun-
denen Zustand gefaltet. Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, dass trotz hoher Proteinkonzentration
die Aggregation minimiert wird, weil die Proteine nur eingeschrankt miteinander interagieren kén-
nen (Colangeli et al., 1998). Die korrekte Produktfaltung ist hier allerdings nur mdglich, falls die

Chelatbindung kein sterisches Hindernis darstellt.

Nach der Bindung von DVE-1 an die IMAC-S&aule und dem Auswaschen von Fremdproteinen wur-
de der guanidinhaltige Equilibrierungspuffer gegen B1 pH 10 ohne DTT ausgetauscht (Abb. 5.7).
Im Gegensatz zur Dialyse kann bei der Ruckfaltung auf der Saule mit dem genannten Renaturie-
rungspuffer kein Dithiothreitol (DTT) verwendet werden. 1 mM DTT bewirkt bei pH 10 eine sichtbare
Fallung von Nickelionen aus deren Chelatbindung am IMAC-Resin und damit sowohl das Ausbluten
der S&ule als auch die Verunreinigung der Elutionsfraktion mit Nickel. Wahrend der Proteinreinigung
per IMAC bei pH 9 wurde DTT allerdings ohne messbaren Verlust an Ni2* genutzt und da weiter-
hin gezeigt werden konnte, dass es die Ausbeute an DVE-1 steigert (Kap. 4.3), wurde die Bindung
von DVE-1 an die Saule weiterhin in Gegenwart von DTT durchgefiihrt. Nach dem Probenauftrag
wurde das DTT ausgewaschen und alle folgenden Schritte unter nicht reduzierenden Bedingungen

durchgefihrt.
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Abbildung 5.7: Chromatogramm der Rickfaltung auf der Saule mit B1 pH 10. UV-Absorption Asgg,
Leitfahigkeit o und die gesteuerte Guanidinkonzentration cgnqw bei einer Flussrate F von 0,2 ml/min
Um die Umgebungsbedingungen der Dialyse méglichst genau nachzustellen, wurde ein gestaffelter
Gradient Uber vier Stunden zur Entfernung des Guanidins gewéhlt (Abb. 5.7). Als Vorlage fir die
Steigung des Gradienten diente der Verlauf der Guanidinkonzentration in der Probe wéahrend der

Dialyse (vgl. Abb. 5.3).

Nach der Faltung von DVE-1 auf der Saule wurde untersucht, ob sie gleichartige Partikel hervor-
brachte wie die Faltung in Lésung (Abb. 5.8a). Die entstandenen Partikel zeigten eine GréBenver-
teilung mit zwei Maxima, wobei die Vermutung nahe liegt, dass es sich bei den Partikeln mit einem
mittleren Durchmesser von ca. 150 nm (rechter Peak) um Aggregate handelt. Der linke Peak kénnte
durch VLPs zustande kommen, welche mit einem Z-Average von ca. 14 nm jedoch deutlich kleiner

sind als die Partikel aus der Dialyse mit ca. 37 nm.

Als Ursache fiir die Aggregatbildung kann einerseits die Kinetik angenommen werden. Bei der spon-
tanen Ablésung korrekt gefalteter monomerer Proteine im Elutionsschritt treffen diese spontan in
hoher Konzentration aufeinander. Im Vergleich dazu stehen die Proteine wahrend der Dialyse stetig
in Kontakt mit anderen Individuen, sodass die Dimerisierung bzw. Polymerisierung unter anderen
Umgebungsbedingungen ablauft. Andererseits kommt auch die Abwesenheit von DTT als Ursache
fur die Aggregatbildung in Betracht und auch die Anwesenheit von Imidazol kénnte einen Einfluss

gehabt haben.
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Abbildung 5.8: DLS-Analytik nach Riickfaltung auf der S&ule. a) PartikelgréBenverteilung und b)
zeitliche Veranderung des Z-Average flr Elutionsfraktionen der Rickfaltung auf der Saule mit (blau,
Kreise, durchgezogen) und ohne DTT (hellblau, Quadrate, gestrichelt). Aufgrund der geringen Pro-
benkonzentration bzw. einem Attenuator von 11 wird eine gro3e Messungenauigkeit vermutet (vgl.
Kap. 5.1)

Um die Ursache fir die Aggregation weiter einzuschréanken, wurde der Ruckfaltungsversuch auf der
Saule mit DTT wiederholt, obwohl dies aus prozesstechnischen Griinden nicht sinnvoll ist. Trotz
dunklem Niederschlag und Proteinverlust konnten Partikel eluiert und per DLS vermessen werden.
In der Fraktion mit DTT wurde nur der linke der beiden Peaks in der GroéBenverteilung beobach-
tet. Die vermeintlichen Aggregate waren nicht vorhanden. Dieses Ergebnis spricht daftr, dass die

Abwesenheit von DTT zum Verlust von Produkt in ungewiinschte Aggregate fihrt und bestatigt die

Vermutungen aus Kap. 5.2.2 zur Wirkung von DTT auf die Bildung von DVE-1-VLPs.

Wie erwartet, verhielt sich der Z-Average der VLPs in beiden Eluaten in B1 Uber 30 Tage relativ
stabil (Abb. 5.8b). Die Stabilitdt von DVE-1-VLPs wird in Kap. 6.3.1 diskutiert. Das Rauschen im
Eluat ohne DTT ist auf die Grenzen der DLS bei der Evaluation von Verteilungen mit mehr als einem

Peak zurickzuftihren.

Zur Bewertung der Rickfaltung auf der Saule steht eine mikroskopische und ggf. immunologische
Analyse des 14 nm grofBen Produktes aus. Aus prozesstechnischer Sicht kénnte sich die Zusam-
menlegung von Reinigung und Proteinfaltung eignen, sofern ein Renaturierungspuffer mit geeigne-
ten reduzierenden Eigenschaften gefunden wirde. Aus wirtschaftlicher Sicht ist die gezeigte Me-
thode dennoch optimierungswiirdig, da fiir den Gradienten viel guanidinhaltiger Puffer bendtigt wird,

wahrend die Dialyse ausschlieBlich den wesentlich kostenglinstigeren Carbonatpuffer erfordert.
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6 Charakterisierung von DVE-1-VLPs

6.1 Monomergehalt

Die VLP-Bildung kann als erfolgreich bewertet werden, wenn der Gehalt an Aggregaten und verblei-
benden Monomeren in der renaturierten Probe gering ist. Nachdem das Auftreten groBer Aggregate
bereits durch die Wahl geeigneter Renaturierungsbedingungen vermieden wurde (vgl. Kap. 5.2.2),

sollte auch der Monomergehalt in DVE-1-VLP-Proben untersucht werden.

Dafiir wurden partikulare Strukturen mittels Glutaraldehyd fixiert (Crosslinking) und in der SDS-
PAGE von Monomeren getrennt. Beim Crosslinking wird die Eigenschaft von Glutaraldehyd genutzt,
kovalent an Aminogruppen zu binden. Glutaraldehyd besitzt zwei Bindungsstellen fir Aminogrup-
pen, weshalb es in Nahe zueinander gelagerte basische Aminosauren miteinander verknlpft. Auf-
grund des gréBeren Abstands von Monomeren in Lésung ist deren intermolekulare Verbindung mit-

tels Glutaraldehyd unwahrscheinlich.
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Abbildung 6.1: Nachweis von DVE-1-Monomeren in VLP-Proben. a) Fixierte (+) und nicht fixierte
VLPs (-) unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen im Silber-SDS-Gel. b) Chroma-
togramm der SEC. UV-Absorption bei 280 nm Asgg von VLPs in B1 pH 10 (blau) und BSA, Lysozym
und Latexpartikeln in PBS pH 7,4 (schwarz gepunktet) sowie die Leitfahigkeit ¢ erstgenannter Probe

VLPs in B1 pH 10 wurden mit Glutaraldehyd behandelt und im SDS-Gel mit unbehandelten VLPs

verglichen (Abb. 6.1a). Dabei liefen die fixierten VLPs nicht in das Gel ein. Erwartungsgeman wur-
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den diese wahrend der Probenvorbereitung nicht zersetzt, weil die eingesetzten Chemikalien die
kovalenten Bindungen des Glutaraldehyds nicht angreifen. Die fehlende Bande bei 50 kDa zeigt,

dass neben den VLPs auch kein monomeres DVE-1 vorlag.

Unter nicht reduzierenden Bedingungen wurden auch unbehandelte VLPs nicht aufgelést. Diese
zersetzten sich unter reduzierenden Bedingungen allerdings in inr Monomer und verursachten eine
prominente Bande bei einem apparenten Molekulargewicht von 50 kDa. Weitere Banden mit gerin-
gerer elekrophoretischer Mobilitat (ca. 100, 150 und 200 kDa) resultierten vermutlich aus Di-, Tri-
und Tetrameren von DVE-1 und weisen auf eine unvollstandige Reduktion der Probe hin. Auch gré-
Bere Molekile am Geleingang sprechen dafiir. Weitere Banden kénnten Fragmente von DVE-1 oder

Fremdproteine darstellen, welche hier durch die sensitive Silberfarbung sichtbar wurden.

Bestatigt wurde das Ergebnis des Crosslinkings durch eine SEC (Abb. 6.1b). Auch bei dieser Metho-
de werden Objekte ihrer GréBe nach aufgetrennt. Das Prinzip beruht hier jedoch anders als bei der
Elektrophorese darauf, dass kleinen Molekdilen ein gréBeres Porenvolumen zur Verfliigung steht und
sie deshalb langer auf der Saule verbleiben als groe Molekdile. Die VLPs wurden in B1 pH 10 ohne
DTT Uber eine Superdex-Saule mit einem Trennbereich von 3-70 kDa gegeben und eluierten bei
einem Retentionsvolumen VR von 0,37 Saulenvolumen (CV), wéhrend Salze bis 0,95 CV retardiert
wurden. Als GroBenvergleich dienten BSA, Lysozym und 50 nm groB3e Latex-Testpartikel, welche
in PBS getrennt wurden, da sie eine geringe Stabilitat bei pH 10 aufweisen. Die Latexpartikel, die
vom Porenvolumen ausgeschlossen werden sollten, eluierten nach 0,35 CV. Ein weiterer Peak bei
0,41 CV wurde in einer nachtraglichen Gelanalyse als BSA identifiziert (Gel nicht gezeigt). Es han-
delt sich vermutlich um BSA-Dimere. Danach eluierten die Monomere von BSA und Lysozym, die

ebenfalls im Gel bestatigt wurden.

Aufgrund der Elutionsposition der VLPs kann darauf geschlossen werden, dass sie zu grof3 sind, um
in das Porenvolumen zu diffundieren, aber mdglicherweise etwas kleiner als die Testpartikel. Obwohl
die Grenze des idealen Trennbereiches weit lberschritten ist, kénnte noch eine leichte Separation
stattgefunden haben. Hydrodynamische Chromatographieeffekte sind bei dem vorliegenden Gro-

Benverhaltnis von SEC-Beads und Testpartikeln nicht zu erwarten.

Analog zu dem Resultat des Crosslinkings konnte auch mit der SEC kein oder kaum monomeres
DVE-1 nachgewiesen werden. Dadurch lasst sich vermuten, dass nahezu alle Monomere an der

Partikelbildung beteiligt waren.



Charakterisierung von DVE-1-VLPs 47

6.2 GroBe und Struktur

VLPs aus dem E-Protein des Denguevirus sollten in etwa 50 nm gro3 und anndhernd sphérisch
sein, da sie aus 90 Dimeren des E-Proteins bestehen, die in einer ikosaedrischen Struktur ange-
ordnet sind (vgl. Abb. 3.1). Zur Untersuchung der GréBe und Struktur der hergestellten VLPs wurde
ein Transmissionselektronenmikroskop (TEM) herangezogen. In Abb. 6.2 sind drei Aufnahmen ver-

schiedener Skalierung dargestellt, welche VLPs in B1 pH 10 zeigen.

Abbildung 6.2: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von DVE-1-VLPs in B1 pH 10
nach Negativkontrastierung mit Uranylacetat. Die Grauténe des rechten Bildes wurden invertiert

Es konnte eine breite PartikelgréBenverteilung zwischen ca. 40 und 200 nm festgestellt werden.
Neben Partikeln mit der erwarteten, spharischen Form wurde sehr viel unstrukturiertes Material
abgebildet. Bei diesem handelt es sich vermutlich um DVE-1-Aggregate, denn vor der Dialyse wies
das Zielprodukt eine hohe Reinheit auf und die Puffer wurden sterilfiltriert. Die Aggregate kdnnten

wahrend der Dialyse aus falsch gefalteten Proteinen entstanden sein.

Eine alternative Erklarung ist aber auch die Desintegration der VLPs wéhrend der Probenvorberei-
tung fir das TEM. Dabei wurden die Partikel mit Uranylacetat versetzt, welches einen pH-Wert von
etwa 4 aufweist. In Kap. 5.2.2 konnte bereits gezeigt werden, dass DVE-1 VLPs bei pH-Werten unter
9 nicht stabil sind. Es ist somit zu erwarten, dass die Probe sich wahrend der Praparation verandert

hat.

Im mittleren Bild sind vier Objekte mit Pfeilen gekennzeichnet, welche vermutlich noch intakte VLPs
darstellen, wahrend andere schon zersetzt bzw. aggregiert sind. Im rechten Bild, welches fiir die bes-
sere Erkennbarkeit invertiert wurde, wird ein laufender Desintegrationsvorgang am unteren, rechten
Partikel (mit einem Pfeil gekennzeichnet) vermutet. Die Darstellung intakter DVE-1-VLPs mit dem
TEM konnte in zwei unabhangigen Labors nicht erreicht werden. Auch das Ersetzen von Uranylace-
tat mit Wolframphosphorsaure (PTA) als Kontrastmittel sowie die vorherige Fixierung der Probe mit

Paraformaldehyd schufen dabei keine Abhilfe.
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In der Literatur konnte dieses Verhalten jedoch nicht bestatigt werden. Die Arbeitsgruppe um Mani
et al. (2013), Tripathi et al. (2015), Poddar et al. (2016), Khetarpal et al. (2017) und Rajpoot et al.
(2018) kontrastierte VLPs der Dengue-Serotypen 1 bis 4 scheinbar problemlos mit 1 % Uranylacetat.
Metz et al. (2018) nutzten 2 % Uranylacetat und Urakami et al. (2017) waren nach Fixierung mit 1 %

PTA erfolgreich.

Die Dengue-VLPs in den aufgez&hlten Publikationen wurden alle in Eukaryoten hergestellt. TEM-
Aufnahmen von fixierten Dengue-VLPs aus E. coli wurden von Sugrue et al. (1997) publiziert. Hier-
bei wurden keine Probleme diskutiert, die Aufnahmen widerlegen die oben aufgestellte Vermutung

der Desintegration aber auch nicht.

Um die Ursache fur die heterogenen Bilder beurteilten zu kénnen, wurden VLPs in B1 pH 10 eben-
falls im Rasterkraftmikroskop (atomic force microscope, AFM) untersucht. Hier zeigten sich Partikel

mit kreisférmiger Projektionsflache in der erwarteten Gré3enordnung von 50 nm (Abb. 6.3ab).

Abbildung 6.3: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von ab) DVE-1-VLPs in B1 pH 10 und c) von
DVE-1-Aggregaten in 20 mM TRIS pH 8,5, 50 mM NaCl. de) Fluoreszenzsmikroskopische Aufnah-
men von DVE-1-VLPs in Puffer B1 markiert mit einem infraroten Fluorophor

Im Héhenprofil, welches hier lediglich durch die Graufarbung erkennbar ist, wurden Halbkugeln ab-
gebildet. Bei Betrachtung dieser Bilder fallt auf, dass keine Aggregate abgebildet wurden. Als Kon-
trolle wurden auch VLPs in TRIS-Puffer bei pH 8,5 betrachtet (Abb. 6.3c), welche eindeutig amorphe
Aggregate beinhalteten. Der Vergleich beider AFM-Bilder legt nahe, dass eventuelle Aggregate, wie
sie im TEM erkennbar sind, auch im AFM abgebildet wirden. Diese Aggregate scheinen in B1 je-
doch nicht vorzuliegen, somit wird die Vermutung unterstltzt, dass sich die im TEM analysierten

Proben wahrend der Probenvorbereitung verandert hatten.
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Eine dritte Methode der Probenvorbereitung war fir die Visualisierung der VLPs im hochauflésenden
Fluoreszenzmikroskop (stimulated emission depletion, STED) erforderlich. Hier wurden die His-tags
von VLPs in B1 pH 10 mit einem anti-His-Antikérper markiert und lber einen infraroten Fluorophor
nach Anregung sichtbar gemacht (Abb. 6.3de). Auch in diesen Bildern sind sphéarisch erscheinen-
de Partikel in der erwarteten GréBenordnung um die 50 nm zu erkennen. Die Markierung mittels
anti-His-Antikérper beweist zudem, dass die Partikel aus dem rekombinanten Ausgangsprotein be-

stehen.

Zur Bestimmung des Partikeldurchmessers wurden die mikroskopischen Bilder softwaregestitzt
ausgewertet. Es standen dafir ein Bild des AFM und 26 Bilder des STED zu Verfigung. Von jedem
Objekt wurde die Projektionsflache vermessen und ein aquivalenter Kreisdurchmesser errechnet.
Dieser entspricht dem Durchmesser eines Kreises gleicher Flache. In Abb. 6.4 sind die erhaltenen
Histogramme der PartikelgréBen dargestellt. In dem AFM-Bild wurden 145 Partikel registriert und in

den STED-Bildern in Summe 5531 Partikel.

Npy [] Npy [-]
40 12
a Moot = 145 50 b Npgyo = 5531

dp, =49.6 nm 1 dp, =51.2nm

32 4 (9 =16.5 nm 1000 - c =17.9 nm
24 4 750
16 - 500
8 1 250
0 0

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
dp, [Nm] dpy [nm]

Abbildung 6.4: Anzahlbasierte PartikelgréBenverteilung von VLPs in Puffer B1 a) aus einem AFM-
Bild und b) aus 26 STED Bildern sowie fur ab) Graphen, Mittelwerte und Standardabweichungen
angenaherter Normalverteilungen

Die GroBenverteilung im STED wurde nach unten hin begrenzt, da die Aufldsung der Bilder gering
war. Partkel mit einem Durchmesser von 22 nm wurden in den Aufnahmen durch nur vier Pixel re-
prasentiert. Aus diesem Grund wurden Objekte aus weniger als vier Pixeln nicht bei der Auswertung
berilcksichtigt, sodass im STED-Histogramm keine Partikel mit Durchmessern unter 22 nm vorkom-
men. Unter den 145 Objekten im AFM-Bild befand sich ohnehin keines mit einem Durchmesser

unter 20 nm.
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An beide Histogramme wurde die Kurve einer Normalverteilung fur die Partikelanzahl npo,

_(dp2 —dpp)®
npo=F-e 2-02 (6.1)
mit
F = Skalierungsfaktor [-]
dpo = aquivalenter Kreisdurchmesser eines Objektes [nm]
dpo = Mittelwert aller Objektdurchmesser [nm]
6 = Standardabweichung der Objektdurchmesser [nm] ,

anhand der kleinsten Fehlerquadrate angepasst und ihr Erwartungswert dpo sowie ihre Standard-

abweichung ¢ bestimmt.

Trotz der stark unterschiedlichen Anzahl an Objekten stimmen die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der mittleren Partikeldurchmesser dp, fiir AFM und STED nahezu (berein. Die mikrosko-
pischen Aufnahmen des TEM konnten aufgrund des starken Hintergrunds an Proteinaggregaten
und Kontrastmittel nicht hinsichtlich einer GréBenverteilung ausgewertet werden. Ebenso sind die
intensitétsbasierten GréBenverteilungen aus der DLS nicht geeignet, um sie mit den mikroskopisch

ermittelten PartikelgréBenverteilungen zu vergleichen (vgl. Kap. 5.1).

Zusammenfassend wurde flir die DVE-1-VLPs in B1 pH 10 ein Z-Average von ca. 37 nm mit der

DLS und ein mittlerer Partikeldurchmesser von ca. 50 nm mittels Mikroskopie ermittelt.

Tabelle 6.1: Ubersicht der Durchmesser von E-Protein-VLPs des Denguevirus aus DLS und Mikro-
skopie in der Literatur

intensitatsbasierter mikroskopisch ermittelter

Quelle
Z-Average [nm] Durchmesser [nm]
natives Virus DV-2 - 50 (Kuhn et al., 2002)
- 30 (Sugrue et al., 1997)
38 - Poddar et al., 2016
VLPs Serotyp 1 ( )
- 30 (Metz et al., 2018)

37 50 diese Arbeit

- 50 (Arora et al., 2012)

VLPs Serotyp 2 - 30 (Mani et al., 2013)

- 30 (Metz et al., 2018)

47 38 (Tripathi et al., 2015)

(
(
(

VLPs Serotyp 3
- 35 Metz et al., 2018)

40 - Khetarpal et al., 2017)
- 35 Metz et al., 2018)

VLPs Serotyp 4
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Diese sind vergleichbar mit Literaturwerten fir E-Protein VLPs aller Serotypen und des nativen Den-
guevirus (Tab. 6.1). Dabei ist zu beachten, dass alle Literaturwerte aus elektronenmikroskopischen

Aufnahmen stammen und keine Daten aus AFM- oder STED-Messungen vorliegen.

Die in der Literatur ermittelten VLP-Durchmesser liegen zwischen 30 und 50 nm, wobei das Den-
guevirus 50 nm misst. Eine Verkleinerung von VLPs gegeniber ihrem Ausgangsvirus kénnte auf
das Fehlen des M-Proteins und der Lipidhille zurtickzufiihren sein. Auch in weiteren Publikationen
waren flavivirale VLPs kleiner als ihr Ausgangsvirus (Ferlenghi et al., 2001; Liu et al., 2014; Uraka-
mi et al., 2017). Der fir DVE-1-VLPs mit zwei verschiedenen mikroskopischen Methoden ermittelte

mittlere Durchmesser von ca. 50 nm stimmt jedoch genau mit dem des Denguevirus (berein.

Ein anderer Parameter zur Bewertung der VLP-Struktur ist ihre Kreisférmigkeit (circularity). Diese
beschreibt das Verhaltnis des Umfangs eines Kreises zu dem des Objekts bei gleicher Flache. Ein
Kreis hat eine Kreisférmigkeit von 1, eine Linie dagegen 0. In Abb. 6.5 ist die prozentuale Ver-
teilung der Kreisférmigkeit von VLPs dargestellt, welche aus der AFM-Aufnahme ermittelt wurde.
Zur Auswertung der Kreisférmigkeit konnten keine STED-Aufnahmen herangezogen werden, da der
Objektumfang wegen zu geringer Bildauflésung stark durch die Pixelform verlangert wurde und die

Kreisférmigkeit dadurch verfalschte.
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Abbildung 6.5: Prozentuale Verteilung der Kreisférmigkeit von VLPs in B1 pH 10 (grau) und in 20 mM
TRIS pH 8,5, 50 mM NaCl (weil3, schraffiert) ermittelt aus AFM-Aufnahmen

In B1 pH 10 lag der Uberwiegende Teil der Partikelprojektionen nahezu kreisrund vor, so wie es
bei der natiirlichen Anordnung eines Virus zu erwarten ist. Unter Bedingungen, bei denen die VLPs

nicht stabil waren (hier pH 8,5, vgl. auch Abb. 6.3c), lagen dagegen diverse Objektformen vor und die
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mittlere Kreisférmigkeit war deutlich geringer. Die Beobachtung in der Vergleichsprobe ist besonders
erstaunlich, da Poddar et al. (2016) mit genau diesen Pufferbedingungen erfolgreich E-Protein-VLPs
des DV-1 herstellten (vgl. Kap. 5.2.2), die in einer TEM-Aufnahme zum Grof3teil nahezu kreisférmig

erscheinen.

Der Parameter Kreisférmigkeit kdnnte beim Vergleich von VLP-Herstellungsbedingungen als Bewer-
tungskriterium genutzt werden. Seine Nutzung ermdglicht eine automatisierte Bewertung mikrosko-

pischer Bilder.

6.3 Stabilitat

6.3.1 Lagerungsstabilitat

Fir den Einsatz zu pharmazeutischen Zwecken herrschen strenge Voraussetzungen bezlglich der
Stabilitat eines Bioproduktes. Die Lagerungsstabilitat der DVE-1-VLPs wurde deshalb in den drei
Ruckfaltungspuffern flir den Zeitraum eines Monats untersucht (Abb. 6.6). Zu diesem Zweck wurden

die Proben nach der Dialyse bei 4 °C gelagert und fiir jede Messung auf 22 °C erwarmt.

dp,
[nm]
80
70 _.-"
| ammonia __o- .o
- - - - ’D’ -7 - -l
60 o e e
1 ==
L’ /, o’ o~ -
50 o 2"
i
H
404 4
? _q——0 3
304 5 carbonate
20 T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
t [d]

Abbildung 6.6: Lagerungsstabilitat von VLPs. Zeitlicher Verlauf des Z-Average dpy fiir VLPs in B1
pH 10,5 (durchgezogen, blaue Kreise), B2 pH 10 (gestrichelt, rote Quadrate) und B3 pH 10 (ge-
punktet, griine Dreiecke) nach Dialyse von 300 mg/ml DVE-1 bei 15 °C

Es zeigte sich fir VLPs in allen Puffern ein Abfall des Z-Average innerhalb der ersten 24 h nach
der Dialyse, welcher vermutlich auf einen Reifeprozess der Partikelstruktur zurtickzufihren ist (vgl.

Kap. 5.2.2). Nach diesem Vorgang anderte sich der Z-Average von VLPs in B1 (Carbonat) kaum,
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wahrend er fir VLPs in B2 (Ammoniak) stark anstieg und sich innerhalb von 30 Tagen verdoppelt

hatte. Der Zusatz von L-Arginin in B3 bewirkte eine Stabilisierung der PartikelgréBe gegenilber B2.

Aus dem Resultat ist zu schlie3en, dass Carbonat die Partikel stabilisiert und Ammoniak sie desta-
bilisiert. Dieses Verhalten kdnnte auf unterschiedlich starken elekirostatischen Wechselwirkungen
zwischen Puffer und Partikeln basieren. Das Produktmonomer DVE-1 ist im Alkalischen negativ ge-
laden. Unter der Annahme, dass auch DVE-1 VLPs eine negative Nettooberflachenladung aufwei-
sen, stof3en sich die Partikel untereinander ab. Carbonat (pKg1 = 6,30, pKg» = 10,25) ist bei pH 10,5
ebenfalls stark negativ geladen, weshalb eine Interaktion von B1 mit dem Produkt unwahrschein-
lich ist. Ammoniak (pKg = 9,25) dagegen liegt bei pH 10 zu etwa 15 % kationisch vor und kénnte
dadurch lokal die Ladungsdichte an der Partikeloberflache neutralisieren bzw. als Linker zwischen

Partikeln fungieren und deren Aggregation férdern.

L-Arginin ist flr seinen stabilisierenden Effekt auf Proteine bereits bekannt (vgl. Kap. 5.2.2). Wah-
rend es unerwlinschte Nebenreaktionen unterdrlckt, tragt es zur thermodynamischen Stabilitat von
Proteinen bei (Lange und Rudolph, 2009). In Bezug auf VLPs in Ammoniakpuffer verhindert L-
Arginin den in Abb. 6.6 gezeigten Ergebnissen zufolge die Agglomeration oder Aggregation der

Partikel zu gréBeren Komplexen.

AuBer dem Puffersalz zeigten auch die anderen Herstellungsbedingungen einen Einfluss auf das
Aggregationsverhalten der VLPs. In Abb. 6.7 ist dargestellt, welche Proben des Screenings (vgl.
Kap. 5.2.2) fir die Stabilitatsuntersuchungen genutzt wurden. Es wurde stets einer der Faktoren pH,

Produktkonzentration und Dialysetemperatur variiert, wéhrend die anderen zwei konstant blieben.
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Abbildung 6.7: Experimentplan fir die DLS-Stabilitdtsversuche. Markierte Faktorkombinationen von
pH-Wert pHpg;j, DVE-1-Konzentration cpyg und Dialysetemperatur 9g; fir die Renaturierungspuffer
B1 (blau), B2 (rot) und B3 (griin)

Die zeitliche Stabilitdt des Z-Average in Abhangigkeit dieser Faktoren und des Puffersalzes ist in

Abb. 6.8 dargestellt.
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Abbildung 6.8: Lagerungsstabilitat von VLPs. Zeitlicher Verlauf des Z-Average dp, fiir VLPs in B1
(obere Zeile, blau), B2 (mittlere Zeile, rot) und B3 (untere Zeile, griin) in Abhéngigkeit der Dialyse-
temperatur (linke Spalte), des pH (mittlere Spalte) und der DVE-1-Konzentration (rechte Spalte)

In B1 verhielt sich der Z-Average in allen Proben zeitlich stabil. Er variierte lediglich in Abhangig-
keit der Dialysebedingungen, wie bereits aus Kap. 5.2.2 bekannt. Die Triplikate bei pH 10,5 und
300 mg/ml sind schwer voneinander zu unterscheiden, woraus eine hohe Reproduzierbarkeit abge-
leitet werden kann. In B2 dagegen hatten auBer der Lagerungszeit auch der pH und die Proteinkon-
zentration einen starken Einfluss auf den Z-Average. Besonders instabile Partikel lagen bei pH 9,5
und interessanterweise bei der geringsten Produktkonzentration von 200 pg/ml vor. Fir keinen Puf-
fer konnte anhand der aufgenommenen Daten ein Einfluss der Dialysetemperatur auf die Steigung

des Z-Average ermittelt werden.

Die Beobachtung, dass Partikel in B2 bei pH 9,5 schneller aggregieren und bei pH 10,5 langsamer
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unterstiitzt die oben angesprochene Theorie zur Préasenz elektrostatischer Wechselwirkungen. Der
Anteil protonierten Ammoniaks liegt bei pH 9,5 bei 36 %, bei pH 10,5 dagegen nur bei ca. 5 %,
weshalb bei niedrigem pH die elektrostatische Interaktion und die damit einhergehende Aggregation

erleichtert wird.

Neben der elektrostatischen Repulsion spielen fir die Stabilitat dispergierter Partikel auch Van-
der-Waals-Kréfte eine Rolle. Diese wirken in anderer Reichweiten als elektrostatische Kréfte. Die
Summe der Krafte zwischen zwei Partikeln ist daher stark von deren Abstand zueinander abhangig.
Laut der DLVO-Theorie, benannt nach den Wissenschaftlern Derjaguin, Landau, Verwey und Over-
beek, tritt bei Ann&herung zweier Partikel im Abstand von grob 10 nm ein Energieminimum auf. Die
weitere Annéherung dariiber hinaus ist nur durch Uberwindung einer Energiebarriere méglich (Der-
jaguin und Landau, 1941; Verwey und Overbeek, 1948). Sowohl die Lage des Energiemaximums
und -minimums als auch deren Auspréagung héangen von der Partikelgréie, ihrer Oberflachenladung
und der lonenstarke des umgebenden Mediums ab (Lyklema, 1978). In dem ersten energetisch
glnstigen Abstand verweilen die Partikel halbwegs stabil, kdnnen aber durch Scherkrafte wieder
voneinander getrennt werden. Falls die zur Uberwindung des Maximums benétigte Energie aufge-
wandt wurde, erreicht der Komplex ein zweites, deutlich tieferes Energieminimum, welches mit der
Bildung eines stabilen Festkérpers (Aggregation) einhergeht. Dieses Minimum ist auf die Uberlegen-
heit der attraktiven Van-der-Waals-Kréafte Uber die repulsiven elektrostatischen Kréfte bei geringem

Abstand zuriickzuflihren (Derjaguin und Landau, 1941; Verwey und Overbeek, 1948).

Aus diesem Grund ist die zeitliche Beobachtung des Z-Average in B2 in Abh&angigkeit der Konzentra-
tion interessant. Eine héhere Partikeldichte verringert den mittleren Abstand zwischen den Partikeln
und erhéht deren Kollisionsrate. Aufgrund des genannten attraktiven Einflusses bei kleinem Parti-
kelabstand sollte eine starkere Aggregation die Folge von hoher Partikeldichte sein. Im Widerspruch
dazu aggregierten VLPs in B2 aber schneller, je weniger Partikel vorlagen. Allerdings weist auch die
Mehrfachbestimmung der Stabilitat bei 300 pug/ml eine Streuung in derselben GréBenordnung auf,

sodass der beobachtete Effekt in weiteren Versuchen verifiziert werden sollte.

Zusammenfassend kdnnen die hergestellten VLPs im richtigen Puffer fliir mindestens einen Monat
als stabil betrachtet werden. Diese Beobachtung deckt sich mit denen von Tripathi et al. (2015) zu

E-Protein-VLPs des DV-3 bei 37 °C.

Biologische Proben werden haufig bei -20 °C gelagert, um Abbauprozesse zu verlangsamen und
somit ihre Haltbarkeit zu verlangern. DVE-1-VLPs in B1 und B2 fielen jedoch bereits nach einma-
ligem Einfrieren und Auftauen als weiBBer Niederschlag aus. VLPs in B3 aggregierten langsamer,

aber dennoch deutlich. Wahrend des ersten Einfrier- und Auftauvorganges stieg der Z-Average um
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9 %. Nach sechs Zyklen betrug der Anstieg bereits 25 Prozentpunkte (Daten nicht gezeigt).

Die mdgliche Destabilisierung von Proteinen wahrend des Einfrierens ist ein bekanntes Problem,
welches mit lokalen pH-Verschiebungen und lonenstarkeschwankungen aufgrund ausfallender Puf-
ferkomponenten erklart wird (Anchordoquy und Carpenter, 1996). Daneben kann auch die Interak-
tion eines Proteins mit der Grenzoberflache zwischen Eis und Wasser zu seiner Destabilisierung
fihren (Chang et al., 1996; Roessl et al., 2014). Im Fall von VLPs ist auBerdem ein Aufbrechen
ihrer Struktur aufgrund von zeitlich versetztem Phaseniibergang der Wassermolekile innerhalb und

auBBerhalb der Partikel denkbar.

Wie bereits fir die Lagerungsstabilitat bei 4 °C gezeigt, stabilisierte der Zusatz von L-Arginin (B3)
die VLPs auch im Gefrierprozess. Dies ist auf die abschirmende und I6slichkeitsférdernde Wirkung
von L-Arginin zurlickzufihren. Dass dennoch ein Anstieg des Z-Average nachzuweisen war, kbdnnte
an der verhaltnisméBig geringen L-Argininkonzentration von 50 mM liegen und mdéglicherweise mit
einer héheren Konzentration (Ublich waren 500 mM) weiter einzuschranken sein. Interessant wére
auf Grundlage dieser Beobachtungen auch die Kombination von B1 mit L-Arginin als Lagerungs-
puffer fir DVE-1-VLPs. Daneben sind auch andere Zuséatze denkbar. Beispielsweise unterdrlick-
ten Chang et al. (1996) mit oberflaichenaktiven Substanzen die Denaturierung von Proteinen beim
Einfriervorgang und Mohr et al. (2013) konnten die Ausbeute muriner Polyoma-VLPs nach neun
Einfrier-Auftauvorgangen von 14 auf 98 % steigern, indem sie dem Puffer Sorbitol und Trehalose

zusetzten.

Aufgrund der langeren Haltbarkeit, die biologische Substanzen fiir gewdhlich im eingefrorenen Zu-
stand aufweisen, und nicht zuletzt auch aufgrund der Fllchtigkeit von Puffersubstanzen und der
damit einhergehenden pH-Verschiebung, ist es erstrebenswert, in Zukunft ein Verfahren zur Lage-

rung von DVE-1-VLPs bei -20 °C zu entwickeln.
6.3.2 Temperaturstabilitat

Die korrekte Anordnung der DVE-1-Dimere im VLP nach dem Vorbild des in der Natur vorkommen-
den Denguevirus konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gesichert werden. Ein breite GréBenver-
teilung der VLPs weist zudem darauf hin, dass verschiedene Strukturen vorlagen (vgl. Kap. 6.2).
Das Ziel von Stabilitdtsversuchen bei hohen Temperaturen war es deshalb, herauszufinden wie nah
die vorliegende Konformation der VLPs an jener von Dengueviren liegt. Durch den erhdhten Ener-
gieeintrag beim Erhitzen werden die chemischen Bindungen, welche einzelne Proteine und den
Gesamtkomplex stabilisieren, getrennt, sodass die Tertiar- und Quartérstrukturen verloren gehen.
Die Exposition hydrophober Bereiche fiihrt dann in Kombination mit der erhéhten Kollisionsrate auf-

grund der temperaturabh&ngigen Brownschen Molekularbewegung zur Aggregation der Proteine.
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Dengueviren haben vermutlich im Rahmen der Evolution die stabilste mdgliche Struktur entwickelt.
Fir die Bewertung der Aggregationskurven wurde die Annahme getroffen, dass die ,,optimale” An-

ordnung von 90 Dimeren stabiler gegeniiber hohen Temperaturen ist als andere Strukturen.

Ein Wert fur die Aggregationstemperatur ist jedoch schwer vorauszusagen. Wahrend Parvoviren
bei 40 °C und Hepatitisviren zwischen 50 und 60 °C inaktiviert werden kénnen, sind beispielsweise
Noroviren bis fast 80 °C stabil (Emerson et al., 2005; Song et al., 2010; Sanchez-Rodriguez et al.,
2012; Escudero-Abarca et al., 2014). Auch innerhalb der Flaviviren und selbst bei den Serotypen
sind Unterschiede in der Temperaturstabilitat zu verzeichnen. So wurde fir DV-2 bereits bei 37 °C
eine Desintegration, fir DV-4 dagegen erst bei 40 °C eine Agglomeration beschrieben, wahrend
Zikaviren auch bei dieser Temperatur noch stabil waren (Kostyuchenko et al., 2014, 2016). Die Fie-
bertemperatur eines Menschen liegt bei 38-41 °C. Es ist daher zu erwarten, dass fieberauslésende

Viren dieser Temperatur Uber einige Tage standhalten kénnen.

Ob die Aggregationstemperatur vom Ausgangsvirus auf dessen VLPs Ubertragbar ist, ist allerdings
ohnehin fraglich, da das Virus neben dem E-Protein ein Kapsid und weitere Bestandteile enthalt.
Die Temperaturuntersuchungen dienen jedoch dem Vergleich von VLPs, welche in verschiedenen

Puffersystemen hergestellt wurden bzw. vorliegen.

Daflr wurden die Proben schrittweise auf 70 °C erhitzt und wahrenddessen per DLS vermessen,

sodass der temperaturabhangige Z-Average beobachtet werden konnte.
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Abbildung 6.9: Aggregationskurven fir VLPs in B1 (blau, durchgezogen), B2 (rot, gestrichelt) und B3
(griin, gepunktet) a) im Original, b) auf inren Z-Average bei 22 °C normiert und c) in erster Ableitung
der normierten Daten

In Abb. 6.9a ist der temperaturabhangige Z-Average dp, aufgetragen. Zur Erleichterung des Ver-
gleichs unterschiedlicher Proben, die bereits aufgrund der Dialysebedingungen unterschiedliche

Durchmesser aufwiesen (vgl. Kap. 5.2.1), wurden die Daten auf ihren Startwert bei 22 °C normiert
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und der normierte Z-Average dponorm in Abb. 6.9b betrachtet. Weiterhin stellte sich die erste Ablei-
tung des normierten Z-Average nach der Temperatur d'ponorm als geeignete GréBe zur Bewertung

des Aggregationsverhaltens heraus und wurde in Abb. 6.9¢ dargestellt.

Zwischen den getesteten Puffersystemen konnte ein deutlicher Unterschied im Aggregationsver-
halten der VLPs beobachtet werden. Wahrend VLPs in B2 schon bei 22 °C stark aggregierten,
veranderten VLPs in B1 ihre mittlere GroBBe erst bei 50-55 °C und der Anstieg im Durchmesser fiel
insgesamt wesentlich geringer aus. VLPs in B3 verringerten zun&chst ihren Z-Average, erreichten
einen Tiefpunkt bei 45-50 °C und wurden dann wieder gréRer, wobei sie bei 70 °C wieder in etwa

den gleichen Z-Average aufwiesen, wie zu Beginn bei 22 °C.

Das Verhalten von VLPs in B1 und B2 entsprach den Erwartungen und kann vermutlich auf die in
Kap. 6.3.1 diskutierten Eigenschaften der Puffersalze Ammoniak und Carbonat zurlickgefiihrt wer-
den. Eine interessante Beobachtung wurde allerdings fiir VLPs in B2 bei 40-45 °C gemacht. Hier
zeigt die Ableitung des Z-Average einen Sattelpunkt, die Aggregation schritt also in einem kleinen
Temperaturbereich langsamer voran. Dieses Verhalten ist wahrscheinlich auf Konformationsande-
rungen zurtckzufiihren und weist darauf hin, dass bei dieser Temperatur noch nicht alle geordneten

Strukturen aufgeldst waren, obwohl der mittlere Durchmesser bereits tiber 100 nm betrug.

Der Zusatz von L-Arginin (B3) hatte auch in den Temperaturversuchen eine aggregationshemmende
Wirkung. Die Verkleinerung des Z-Average, die es bei steigenden Temperaturen bewirkte, kdnnte
mit dem Zerfall von VLPs erklart werden. Die kleineren Untereinheiten scheinen durch L-Arginin in
Lésung gehalten worden und zunachst nicht aggregiert zu sein. Bei Temperaturen Giber 50 °C konn-
te diese Stabilisierung mdglicherweise auch nicht mehr gewéhrleistet werden, sodass die Aggre-
gationsrate die Zerfallsrate Uberstieg und der Z-Average wieder stieg. Bei dieser Erklarung kommt
jedoch die Frage auf, warum VLPs in B3 zerfallen, in B1 jedoch nicht.

In der Theorie besteht die Méglichkeit, dass der Zerfall in B1 ebenso auftritt, aber die Kombination
dessen mit einer parallel stattfindenden Aggregation zufallig in einem konstanten Z-Average resul-
tiert. Da diese Option jedoch unwahrscheinlich erscheint, wird der Zerfall von VLPs offensichtlich

durch L-Arginin oder Ammoniak geférdert.

Neben der Pufferzusammensetzung zeigten auch weitere Renaturierungsbedingungen einen Ein-
fluss auf die Temperaturstabilitdt der VLPs. In Abb. 6.10 ist die erste Ableitung des normierten Z-

Average in Abhangigkeit von pH-Wert, Proteinkonzentration und Dialysetemperatur dargestellt.

In allen drei Puffern erwiesen sich VLPs, die bei 5 °C dialysiert wurden als weniger stabil. Die Ag-
gregationsgeschwindigkeit, welche durch die Graphen dargestellt wird, lag hier durchweg héher.

Dieser Effekt kdnnte mit dem ebenfalls beobachteten kleineren Durchmesser dieser Partikel (vgl.
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Kap. 5.2.2) zusammenhangen. Entgegen der Erwartung, dass kleinere Kugeln statisch stabiler sind
als gréBere, scheint die teilnehmende Anzahl an Monomeren zu einer instabilen VLP-Konstruktion
geflihrt zu haben. VLPs, welche aus der Dialyse bei 25 °C stammten, waren dagegen stabiler. Selbst
in B2 aggregierten diese verhaltnismaiig langsam. Es scheint, als bewirke die Temperaturerhéhung
eine Umstrukturierung des VLP-Aufbaus und als seien VLPs im Prozess der Umstrukturierung be-
sonders anfallig fir Aggregation. VLPs, welche bereits bei héheren Temperaturen entstanden waren,
kénnten weniger stark von diesem Effekt betroffen gewesen sein.
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Abbildung 6.10: Aggregationskurven von VLPs. Abgeleiteter normierter Z-Average d'ponorm gegen
die Messtemperatur 9p, g in Abhangigkeit der Dialysetemperatur Op; (linke Spalte), des pH-Wertes
pHg;j (mittlere Spalte) und der DVE-1-Konzentration cpqg (rechte Spalte) fur VLPs in B1 (blau, obere
Zeile), B2 (rot, mittlere Zeile) und B3 (grtin, untere Zeile)

Interessanterweise verlief die Aggregationsgeschwindigkeit fiir VLPs in B3 aus der Dialyse bei 25 °C
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ausschlie3lich im Negativen. Die Partikel wurden also Uber den gesamten Messbereich stetig klei-
ner. Nach der oben aufgestellten Theorie kénnten Untereinheiten aus dieser VLP-Konformation be-
sonders gut mithilfe von L-Arginin in L&ésung gehen, ohne dabei ihre Tertiarstruktur einzubiBen und

die Proteinaggregation zu férdern.

Der pH-Wert hatte auf die Temperaturstabilitdt von VLPs in B1 keinen Einfluss. Der alternierende
Verlauf fur pH 10 ist vermutlich auf eine Luftblase in der Klvette zurlickzufuhren und wurde durch

die Ableitung verstarkt.

In B2 dagegen zeigte der pH-Wert einen erheblichen Einfluss auf das Aggregationsverhalten. Ana-
log zu den Vermutungen in Kap. 6.3.1 férdert ein niedriger pH, also ein hoher Anteil protonierten
Ammoniums die Aggregation, wohingegen ein hoher pH und der damit verbundene geringere Anteil
kationischer Molekile weniger aggregationsférdernd wirkt. In B3 konnte lediglich fiir pH 9,5 ein ag-
gregationsférdernder Einfluss festgestellt werden. Dieser ist vermutlich demselben Effekt wie in B2

zu verschulden, wird hier jedoch durch die Anwesenheit von L-Arginin leicht unterdriickt.

Die Konzentration des eingesetzten Monomers DVE-1 und damit der VLPs wirkte sich im geteste-
ten Rahmen nicht auf die Stabilitat in B1 aus. In B2 und B3 dagegen konnte dasselbe unerwartete
Verhalten beobachtet werden wie bereits fir die Lagerungsstabilitét in Kap. 6.3.1 berichtet. Dabei
wirkte sich die niedrige Konzentration stérker aggregationsférdernd aus als die hohe. Fiir B2 wur-
de bei 400 pg/ml sogar eine Abnahme des Z-Average gemessen. Diese ist jedoch mit den bisher
aufgestellten Theorien nicht zu erklaren und sollte zun&chst reproduziert werden, da ein versehent-
liches Entweichen von Wasserdampf wahrend der Erhitzung im 100 pl Maf3stab durchaus zu einer

Veranderung des Messergebnisses flihren kénnte.

Zusammenfassend kann ausschlieBlich B1 als geeigneter Puffer zur Lagerung und Erhitzung von
VLPs hervorgehoben werden. Weitgehend unabhangig von ihren Herstellungsbedingungen wiesen
VLPs in B1 eine Integritét bis zu 50-55 °C auf. In diesem Bereich scheint die Aggregationstemperatur
fir VLPs vieler Viren zu liegen. Sowohl fir Ebola-VLPs und Marburg-VLPs (Hu et al., 2011) als auch
fir RNA-Phagen-VLPs (Caldeira und Peabody, 2011) und murine Polyoma-VLPs (Mohr et al., 2013)

wurden Aggregationspunkte zwischen 50 und 60 °C berichtet.

Damit sind DVE-1-VLPs stabiler als Dengueviren (37 bis 40 °C), obwohl ihnen vermeintlich stabili-
sierende Komponenten wie das Kapsid, Membranproteine oder Lipide fehlen (Kostyuchenko et al.,
2014). Aufgrund der verschiedenen Messmethoden muss dieser Vergleich jedoch kritisch betrach-
tet werden. Die Stabilitdt von Dengueviren wurde unter dem Elektronenmikroskop betrachtet, wo die
Zersetzung der Viren méglicherweise bereits bei niedrigeren Temperaturen sichtbar wurde als in der

DLS. Weiterhin wurden die Viren von Kostyuchenko et al. (2014) flir 1 h bei 37 °C inkubiert, wahrend
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die DVE-1-VLPs in dieser Arbeit nur fir 11 min auf jeder gemessenen Temperaturstufe verweilten.

Die Temperaturstabilitat der VLPs kénnte mdglicherweise durch L-Arginin oder andere Pufferzuséatze
weiter erhdht werden. Mohr et al. (2013) beispielsweise konnten durch den Zusatz von Polysorbat
und verschiedenen Zuckern die Hitzestabilitdt muriner Polyoma-VLPs von 48 °C auf 58 °C erhdhen.
Da ein Erhitzen im Rahmen der Produktverarbeitung von DVE-1-VLPs jedoch nicht vorgesehen
ist, dienen solche Untersuchungen vor allem dem Verstéandnis von molekularen und chemischen

Vorgéngen in der Partikelstruktur und Interaktionen mit dem Puffer.

6.4 Immunologische Aktivitat

Fir die Funktion als Impfstoff ist es essenziell, dass die VLPs neutralisierende Antikérper hervor-
rufen. Diese binden nach einer Infektion an den Erreger und schitzen den Wirtsorganismus vor

dessen Zellinvasion und Vermehrung.

Der amerikanischen Arbeitsgruppe um de Alwis et al. (2012) gelang es, aus Denguepatienten einen
stark neutralisierenden humanen Antikérper 1F4 zu isolieren, der sich gegen das Dimerepitop EDE
auf der Oberflache von DV-1 richtet, monomeres E-Protein aber nicht bindet. Dieser Antikérper 1F4
wurde in einem Dot Blot auf DVE-1-VLPs in B1 und reduziertes DVE-1 in B1 angewandt (Abb. 6.11).

Als Referenz wurde eine aquivalente Membran mit einem Antikdrper gegen den His-tag behandelt.
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Abbildung 6.11: Nachweis eines konformativen Epitops auf DVE-1-VLPs. VLPs in B1 pH 10 und
reduziertes DVE-1 in funf Verdinnungsstufen im Dot Blot mit Antikérpern gegen den His-tag und ein
Dimer auf der Oberflache von DV-1 (1F4)

Wahrend der His-tag in beiden Proben detektiert wurde, verursachte der konformative Antikérper
1F4 nur ein sehr schwaches Signal, welches wahrscheinlich auf eine unspezifische Bindung zu-
rickzuflhren ist. Zwischen VLPs und reduziertem DVE-1 war kein Unterschied erkennbar. Das vom
1F4 detektierte EDE scheint somit auf den VLPs nicht vorhanden oder nicht erreichbar gewesen zu
sein. Diese Beobachtung kdnnte auf eine fehlerhafte Struktur oder zumindest auf eine Verformung

der VLPs bei der Adsorption an die Membran hinweisen.
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In Untersuchungen am BPRC zeigte auch die IgG-Antikérperfraktion aus Kaninchen, welche von
den hier gezeigten VLPs in B1 pH 10 hervorgerufen wurde, keine neutralisierende Wirkung. Inak-
tivierte Viren DV-1, die mit dem Kaninchenserum inkubiert wurden, waren weiterhin in der Lage,
Verozellen zu invadieren und sich in ihnen zu vermehren. Das Ergebnis dieses Neutralisationstests
war unerwartet, da die am starksten neutralisierenden Antikérper nach einer Dengueinfektion gegen
die Doméane DIll des E-Proteins gerichtet sind, welche auch im rekombinanten Produkt vorhanden
ist (Shrestha et al., 2010; Sukupolvi-Petty et al., 2007). Der Anteil dieser Antikdrper an der gesamten
Immunantwort eines Denguepatienten ist jedoch gering. Der GroBteil neutralisierender Antikdrper
greift konformative Strukturen auf der Virusoberflache wie das Dimerepitop EDE an (de Alwis et al.,

2011).

Bereits im Dot Blot konnte kein Epitop auf der VLP-Oberflache nachgewiesen werden, an das der
konformative Antikérper 1F4 bindet. Es ist daher stimmig, dass von den VLPs auch keine Antikérper
hervorgerufen werden, die das EDE angreifen und dadurch Dengueviren neutralisieren. Das Fehlen
von EDE auf der VLP-Oberflache weist darauf hin, dass die VLP-Struktur der des Denguevirus nicht

ahnlich genug ist.

Eine weitere Erklarung fir die fehlende Neutralisationskapazitét ist die mdgliche Desintegration der
Partikel im Moment der Injektion in die Blutbahn der Kaninchen. In Kap. 5.2.2 konnte eine mangel-
hafte Stabilitdt des Zielproteins DVE-1 bei pH-Werten unter 9 gezeigt werden. Da Kaninchenblut
einen pH-Wert von ca. 7,5 aufweist, ist davon auszugehen, dass die Partikel nach der Injektion
aggregierten. Obwohl der Einfluss anderer Umgebungsbedingungen, wie beispielsweise der hohen
Albuminkonzentration im Blut, nicht bekannt ist, kann von einer verminderten Immunantwort im Ver-

héltnis zu jener gegen intakte VLPs ausgegangen werden.

Weiterhin kdnnte der Mangel an Wirksamkeit auf die fehlende Glykosylierung von DVE-1 zur(ick-
zuflihren sein. Das E-Protein ist in der Natur an zwei Stellen N-glykosyliert (Fonseca et al., 1994).
Aufgrund der Nutzung von E. coli als Expressionssystem sind diese Glykosylierungen beim rekom-
binanten DVE-1 jedoch nicht vorhanden. Es ist nicht bekannt, welche Wirkung dieser Unterschied
auf die Immunogenitat des Proteins hat. Dabei ist vorstellbar, dass das Fehlen der Kohlenhydrate
die Epitope auf der Oberflache leichter zugénglich macht. Fir ein knochenmorphogenetisches Pro-
tein konnte beispielsweise gezeigt werden, dass dessen Wirkung bei fehlender Glykosylierung steigt
(van de Watering et al., 2012). In anderen Fallen trugen die Kohlenhydrate aber auch mafBgeblich
zur Stabilitdt oder Wirkung, unter anderem auch zur Immunogenitat, von Glykoproteinen bei (Lis und
Sharon, 1993; Scorer et al., 1993). Winkler et al. (1987) postulierten allerdings, dass die Glykosylie-

rung an Flaviviren sich nicht auf deren Antigenitat auswirke. Falls Dengue-VLPs ohne die korrekte
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Glykosylierung jedoch nachweislich keine neutralisierende Immunantwort erzeugen kdénnten, wére

die Synthese des Zielproduktes in einem eukaryotischen Expressionssystem unumganglich.

7 Vorbereitung polyvalenter VLPs

Das Ziel des Projektes ist die Herstellung polyvalenter EDiP-VLPs, welche die natlrliche Diversitét
des Virus abdecken (vgl. Kap. 3.2). Zu diesem Zweck sollen E-Proteine mit leicht unterschiedlicher
Aminosauresequenz unabhéngig voneinander produziert und gereinigt und in einem zweiten Schritt
miteinander kombiniert werden. Die Erfahrungen mit dem Zielprodukt DVE-1 zeigen als optimalen
Kombinationszeitpunkt den Ubergang zwischen chromatographischer Reinigung und Dialyse auf.
Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration in den verschiedenen Produktlésungen kénnten die

Proteine zu gleichen Teilen kombiniert und in polyvalenten VLPs angeordnet werden.

7.1 Herstellung von DVE-12

AuBer dem Stamm zur Herstellung von DVE-1 stand ein weiterer rekombinanter E. coli BL21 DE3
zur Verfigung, welcher die zweite Variationssequenz fur das E-Protein von DV-1, DVE-12, expri-
miert. Dieser wurde analog zum oben beschriebenen Prozess zur Herstellung von DVE-1 kultiviert

und aufgeschlossen, um das Zielprodukt Gber Zentrifugation und IMAC zu isolieren.
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Abbildung 7.1: Prozessproben von DVE-12. Lysat (H), IB-Pellet (P|g), Uberstand (U), solubilisierte
IBs (Pgq)), IMAC-Durchlauf- (F) und Elutionsfraktion (E) a) im Coomassie-SDS-Gel und b) im Wes-
tern Blot mit einem polyklonalen Antikérper gegen DV-1

Obwohl sich die Fraktionen in der Handhabung wie erwartet verhielten, konnte mittels SDS-PAGE

und Western Blot nur eine sehr geringe Ausbeute an Zielprodukt festgestellt werden (Abb. 7.1).
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Das Zielprodukt DVE-12 mit einem apparenten Molekulargewicht von 50 kDa konnte im Lysat der
induzierten Zellen (H), im Uberstand (U) und Pellet (P|g) sowie im Auftrag (Psy) und Durchfluss der
IMAC (F) nicht durch Coomassiefarbung deutlich erkennbar gemacht werden (Abb. 7.1a). Lediglich
in der Elutionsfraktion lasst sich neben vielen Verunreinigungen ein sehr leichtes Signal bei ca.
50 kDa erkennen. Im Western Blot handelt es sich bei den Banden auf H6he des orangefarbenen

Pfeils vermutlich um DVE-12 (Abb. 7.1b).

Im Ganzen wird hier deutlich, dass es kaum zu einer Reinigung des Produktes kam und dass all-
gemein sehr wenig intaktes DVE-12 vorlag. Die Menge an verschieden grof3en Proteinen, welche
sowohl an die IMAC-S&ule gebunden haben als auch vom Antikérper gegen DV-1 erkannt wurden,
spricht fir einen hohen Fragmentationsgrad des Zielproduktes. Auch die Einlagerung von DVE-12

in I1Bs ist fragw(rdig, da die Zentrifugation keine Aufkonzentrierung einzelner Proteine bewirkt hat.

Da auch mehrere Kultivierungsversuche sowie Variationen der Antibiotikumkonzentration und ande-
rer Prozessparameter keine Verbesserung herbeifiihrten, wird hier ein Problem auf molekularbiologi-
scher Ebene vermutet. Beispielsweise kénnte der Promotor unzureichend induziert, die Translation
fehlerhaft durchgefiihrt oder nicht abgeschlossen oder das Protein nachtraglich degradiert worden
sein. Bei der geringen Expressionsrate kénnten die entstandenen DVE-12-I1Bs deutlich kleiner ge-

wesen sein als erwartet, weshalb sie sich nicht adaquat von der Zelldebris haben trennen lassen.
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Abbildung 7.2: DLS-Analyse von DVE-12-VLPs. a) Intensitatsbasierte Partikelgré3enverteilung nach
24 h und b) zeitabhéngiger Verlauf des Z-Average dps

Die Renaturierung obiger Produktfraktion in B1 pH 10 flihrte zu DLS-Dekonvolutionen mit geringer

Reproduzierbarkeit und einem Z-Average von ca. 60-80 nm (Abb. 7.2). In der Langzeitmessung zeig-
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ten sich die Partikel nach anfénglichem Anstieg des Z-Average zwar stabil, die Ergebnisse rauschten
jedoch stark. Als Grund hierflr kann die duB3erst geringe Reinheit des Zielproduktes DVE-12 vor der
Dialyse angenommen werden. Wie bereits in Kap. 5.2.2 diskutiert, hat diese einen entscheidenden

Einfluss auf den Erfolg der Renaturierung und damit der Partikelbildung.

Bevor DVE-12 als zweites Protein zur Bildung polyvalenter VLPs genutzt werden kann, muss sein
Herstellungsprozess deutlich optimiert werden. Aufgrund der Erkenntnisse aus der Herstellung von
DVE-1 wird das groRte Optimierungspotential hier in der Stammentwicklung gesehen. Auch Stamme

zur Expression weiterer EDiP-Sequenzen befinden sich aktuell am BPRC in der Entwicklung.

7.2 Analyse bivalenter VLPs

Sobald ein zweites E-Protein verfligbar ist, welches nachweislich VLPs bildet, kann dieses mit DVE-1
kombiniert werden. Dabei sollten bivalente VLPs entstehen, also Partikel, an deren Zusammenset-
zung die Monomere verschiedener E-Proteine beteiligt sind. In der Theorie besteht daneben auch
die Mdglichkeit, dass verschiedene E-Proteine sich nicht verbinden und zusammenlagern, sondern
nebeneinander monovalente VLPs bilden. Die Teilnahme verschiedener E-Proteine an demselben

VLP nachzuweisen ist eine herausfordernde Aufgabe.

VLPs mit selektiv markierten E-Proteinen auf der Oberflache miissen zu diesem Zweck vereinzelt
werden, um Signale auf benachbarten Partikeln von Signalen auf demselben Partikel unterscheiden
zu kénnen. Zur Analyse eignen sich somit ausschlieBlich mikroskopische Verfahren oder solche,
welche Partikel in der GréBenordnung von Viren vereinzeln kénnen (&hnlich der Durchflusszytome-
trie). Eine geeignete Methode zu diesem Zweck ist die korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie,
welche fluoreszenzmikroskopische Bilder mit elektronenmikroskopischen Bildern derselben Probe
Uberlagert. Da die Elektronenmikroskopie bisher jedoch nicht erfolgreich zur Analyse von DVE-1-
VLPs eingesetzt werden konnte, bietet dieses Verfahren zunachst nur geringe Erfolgsaussichten.

Alternativ kénnen auch mit dem hochauflésenden Fluoreszenzmikroskop (STED) einzelne Partikel
visuell voneinander unterschieden werden. Es erméglicht die Uberlagerung mehrerer Kanale, mit

denen verschiedenfarbig fluoreszierende Proteinlabel detektiert werden.

Auch die dafiir vorausgesetzte selektive Markierung verschiedener E-Proteine auf der Oberflache ei-
nes VLPs stellt jedoch eine Herausforderung dar, weil die Sequenzunterschiede der E-Proteine sehr
gering sind. Spezifische monoklonale Antikdrper ohne Kreuzreaktivitadt konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht entwickelt oder isoliert werden. Deshalb wurde zur Unterscheidung der Sequenzen ein
Verfahren etabliert, welches die nicht selektive Markierung der E-Proteine vor deren Kombination
vorsieht. Auch zu diesem Zweck konnten keine Antikérper verwendet werden, weil die Markierung

der E-Proteine unter denaturierenden Bedingungen erfolgen musste.
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Aus diesem Grund kamen fluoreszierende NTA-Sonden zum Einsatz, welche in guanidinhaltigem
Puffer stabil sind. NTA-Sonden bilden einen Chelatkomplex mit Nickelionen und dem His-tag des
Proteins aus. Der His-tag von DVE-1-VLPs konnte im Dot Blot von Antikérpern erkannt werden, liegt
also vermutlich an deren Oberflache exponiert vor und eignet sich fir die Markierung. Nach ihrer
chromatographischen Reinigung kdnnen E-Proteine mit verschiedenfarbigen NTA-Labeln versetzt,
dann gemischt und gemeinsam dialysiert werden, sodass sich VLPs bilden. Dabei ist zu beachten,
dass die Label Gber eine Chelatbindung mit dem Protein verbunden sind und es in gewissem MaB3e
zur Ablésung und Neubesetzung des freien His-tags durch ein anderes Label kommen kdnnte. In

Anbetracht nicht vorhandener Alternativen wurde dieser Nachteil akzeptiert.

Das Verfahren wurde zunachst nur mit DVE-1 getestet. Hierdurch wurde sichergestellt, dass die
Kombination aller E-Protein-Monomere untereinander, also die Bildung bivalenter VLPs, mdglich
ist. In diesem Kapitel werden zur Veranschaulichung des Prinzips gemischtfarbig markierte VLPs
bivalent genannt, obwohl es sich immer um dasselbe Protein DVE-1 handelte. Gereinigtes, imida-
zolfreies DVE-1 wurde zu einem Teil mit einem kommerziell erhaltlichen infrarot fluoreszierenden
NTA-Label und zum anderen Teil mit einem eigens synthetisierten rot fluoreszierenden NTA-Label

inkubiert. Danach wurden die Teile wiedervereinigt und gegen B1 pH 10 dialysiert.

Beide Label stéren die VLP-Analyse mittels DLS aufgrund ihrer Emissionswellenlange. In einem
Vorversuch konnte jedoch die Bildung von Partikeln aus DVE-1 nachgewiesen werden, welches mit
einem griin fluoreszierenden NTA-Label markiert war, das die DLS-Messung nicht stoérte (Daten

nicht gezeigt). Die Renaturierung und VLP-Bildung scheint daher trotz Label mdglich zu sein.

Abbildung 7.3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von abc) zweifarbig markierten VLPs und def)
Testpartikeln im roten (linke Spalte, gelb eingeférbt) und infraroten Kanal (mittlere Spalte, cyanfarben
eingefarbt) sowie deren Uberlagerung (rechte Spalte)
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In Abb. 7.3abc sind bivalente VLPs im roten und infraroten Kanal sowie (berlagert dargestellt. Fir
die bivalenten VLPs wurde erwartet, dass die Fluoreszenz in beiden Kanélen an denselben Stellen
auftritt, was jedoch auf keines der beobachteten Objekte zutraf. Um die Kongruenz und Ausrichtung
der Kanale zu bewerten, wurden auch mehrfarbig fluoreszierende Testpartikel auf die gleiche Weise

dargestellt (Abb. 7.3def). Hier lagen die Muster exakt Ubereinander.

Zum Vergleich wurden neben den gezeigten bivalenten VLPs auch verschieden markierte mono-
valente VLPs getrennt voneinander hergestellt und nachtréaglich vermischt. Auch diese Proben re-
sultierten in gleichartigen Bildern. Eine potentielle Erklarung fir diesen Effekt ist, dass sich keine
bivalenten VLPs bilden kénnen. In den Versuchen wurden allerdings nur Monomere derselben Se-
quenz eingesetzt und von diesen ist bekannt, dass sie miteinander VLPs bilden kénnen. Der Effekt
musste demnach ausschlieB3lich auf den Einfluss der Label zuriickzuflhren sein und kénnte steri-

sche Griinde haben.

Da es sich bei den zwei verwendeten Labeln um Konjugate mit unterschiedlicher Struktur handelt
(NTA-Atto 647N und tris-NTA-Alexa™ Fluor 594), ist es vorstellbar, dass diese nicht an benachbarten
E-Proteinen in einem VLP vorkommen kénnen. Es ist dennoch unwahrscheinlich, dass die verschie-
den markierten E-Proteine sich wéhrend der VLP-Bildung sortieren und monovalente VLPs bilden.
Madglicherweise wird die VLP-Bildung sterisch verhindert und die Proteine sammeln sich in kleinen

Aggregaten. Auch diese wirden dann jedoch zweifarbig fluoreszieren.

In diesem Zusammenhang wurden weitere Versuche durchgefiihrt. Beispielsweise wurde die Halfte
der DVE-1-Monomere vor der Dialyse markiert und die VLPs nachtréaglich mit dem zweiten Label
inkubiert, um herauszufinden, ob das erste Label eine Bindung des zweiten verhindert. Auch die
Inkubation von reifen VLPs mit beiden Labeln gleichzeitig und auch die Kombination mit nachtraglich

eingebrachten fluoreszierenden Antikérpern gegen den His-tag wurden getestet.

Final konnte jedoch beurteilt werden, dass alle Analysen unter der sehr geringen Fluoreszenzinten-
sitat litten und zun&chst die Signalstarke im Verhéltnis zum Hintergrund optimiert werden misste.
In Abb. 7.3abc wurde bereits eine aufwendige Bildbearbeitung angewandt, um das vorliegende Er-
gebnis leicht erkennbar zu machen. Im Vergleich dazu war die Intensitat in STED-Aufnahmen mit
anti-His-Antikdrpern deutlich héher (vgl. Abb. 6.3de). Sobald NTA-Labels zur Visualisierung ver-
wendet wurden, lag ein sehr schwaches Signal vor. Der Grund hierfir kénnte eine geringere Emis-
sionsintensitat der verwendeten Fluorophore oder ihr Quenching unter den Messbedingungen sein.
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass NTA-Labels eine geringere Bindungsaffinitdt gegenliber dem Pro-
dukt aufweisen als anti-His-Antikérper. Sofern keine sterischen Behinderungen auftreten, sollte die

gleiche Anzahl an Fluorophoren in beiden Verfahren (NTA-Markierung und Antikdrpermarkierung)
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vorliegen. Denkbar ist auch, dass die DVE-1-L6sung noch Spuren von Imidazol enthielt, welches die
Bindung der NTA-Labels erschwert. Fir die IMAC konnte bereits mit 2 mM Imidazol eine deutliche

Ablésung von DVE-1 aus dem Chelatkomplex beobachtet werden.

8 Diskussion und Ausblick

Die Herausforderung in der Impfstoffentwicklung gegen das Denguefieber ist die Notwendigkeit, vier
Serotypen und diverse Genotypen des Virus abzudecken. Das EDiP-Verfahren sieht vor, mehrere
E-Proteine mit leicht unterschiedlichen Aminosauresequenzen zu polyvalenten VLPs zu kombinie-
ren und dadurch die Immunantwort gegen die konservierten Sequenzen des E-Proteins zu férdern.
Das Ziel dabei ist, hauptséachlich kreuzreaktiv neutralisierende Antikérper hervorzurufen, also sol-
che, die an diverse Serotypen binden und diese eliminieren kénnen. Ob dieses Ziel erreichbar ist,
bleibt jedoch unklar. Den Ergebnissen von Dejnirattisai et al. (2015) zufolge eignet sich vor allem
das Dimerepitop EDE zu diesem Zweck, da es stark neutralisierende Antikdrper induziert und zu-
dem unter den Serotypen konserviert ist. Dagegen fanden de Alwis et al. (2011) heraus, dass die
neutralisierenden Antikdrper gegen EDE keineswegs kreuzreaktiv, sondern im Gegenteil sogar sehr
serotypspezifisch sind. Alle kreuzreaktiven Antikérper, die sie in der humanen Immunantwort ge-
gen das Denguevirus fanden, trugen vernachlédssigbar wenig zu deren Neutralisationskapazitat bei.
Spéter sprachen sich allerdings auch Rouvinski et al. (2015) fiir die starke Konservierung des EDE
aus und begriindeten sie mit den Erkenntnissen von Yu et al. (2008), dass das EDE wahrend der
Virusreifung die Bindungsstelle fiir das prM-Protein darstellt, und aufgrund dieser Funktion keiner
groBBen Variabilitdt unterliegen kann. Nachdem auch Swanstrom et al. (2016) zeigten, dass humane
Antikérper gegen das EDE des Denguevirus in der Lage waren, Zikaviren zu neutralisieren, und
damit ihre Kreuzreaktivitat bewiesen, erscheinen konservierte, konformative Epitope als geeignetes

Ziel fur die Impfstoffentwicklung.

Am BPRC wurden zwdlf Sequenzen des E-Proteins entwickelt, von denen eine im Rahmen dieser
Arbeit exprimiert und gereinigt wurde und sich wahrend der Renaturierung spontan zu im Mittel ca.
50 nm groBen VLPs zusammenlagerte. Anders als erwartet konnte auf diesen VLPs jedoch mittels
konformativem Antikérper kein EDE nachgewiesen werden. Auch konnte die IgG-Antikérperfraktion,

die Kaninchen gegen das VLP-Produkt entwickelten, Dengueviren nicht neutralisieren.

Das Konstrukt, auf dem das Ausgangsmonomer DVE-1 basiert, beinhaltet neben der Ektodoméane
des E-Proteins von Serotyp 1 auch 34 Aminoséuren des prM-Proteins von Serotyp 2 sowie einen
His-tag und gleicht damit nahezu dem von Poddar et al. (2016) genutzten Protein. Poddar et al.

(2016) konnten mit ihren VLPs allerdings eine Neutralisationskapazitat nachweisen. Der hauptsach-
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liche Unterschied zwischen DVE-1-VLPs in dieser Arbeit und dem oben genannten Produkt ist ihr
Produktionsprozess. Wahrend Poddar et al. (2016) das Monomer aus der unléslichen Membran-
fraktion von P pastoris isolierten, wurde DVE-1 aus E. coli-IBs gewonnen. Es besteht daher die
Méglichkeit, dass die fehlende Glykosylierung fir den Funktionsmangel von DVE-1 verantwortlich
ist. Glykosylierungen kénnen die Faltung von Proteinen zur funktionalen Konformation mafBgeblich
beeinflussen und sich auch auf ihre immunologischen Eigenschaften auswirken (Lis und Sharon,
1993; Scorer et al., 1993), beispielsweise indem sie die Oberflachenladung des Proteins beeinflus-
sen oder sterische Hindernisse darstellen. Im Kontrast dazu beobachteten Winkler et al. (1987) und
Guirakhoo et al. (1989) allerdings, dass Flaviviren stark heterogene Glykosylierungsmuster aufwei-
sen, die sich nicht auf ihre Antigenitat auswirken. Weiterhin vermuteten Sugrue et al. (1997), dass
auch P, pastoris nicht in der Lage sei, das E-Protein des Denguevirus korrekt zu glykosylieren, so-
dass die Funktionalitatsdifferenz zwischen DVE-1 und dem Produkt von Poddar et al. (2016) nicht

eindeutig aus den verwendeten Expressionssystemen resultiert.

Eine andere mogliche Erklarung fur die fehlende Wirksamkeit von DVE-1 ist, dass unter den an-
gewandten Renaturierungsbedingungen eine fehlerhafte Struktur zustande kam. Fir DVE-1-VLPs
wurde eine breite PartikelgréBenverteilung beobachtet. In jeder Probe lagen vermutlich diverse ver-
schiedene VLP-Anordnungen mit variierender Anzahl teilnehmender Monomere bzw. Dimere vor.
Vermutlich ist die VLP-Gré3e selbst kein Indikator fir deren Funktion, denn in der Literatur wurden
auch funktionale VLPs haufig als kleiner im Vergleich zum Ausgangsvirus beschrieben. Es kdnn-
te jedoch vermutet werden, dass der Winkel zwischen benachbarten E-Proteinen méglichst wenig
von der nativen Konformation abweichen darf, da dem Dimerepitop EDE eine gro3e Bedeutung bei
der Immunisierung zukommt. Auf der Oberflache von Dengue-VLPs aus tierischer Zellkultur konn-
ten allerdings viele konformative Epitope gefunden werden, obwohl die VLPs heterogen bezliglich
GroBe, Morphologie und Reifegrad waren (Metz et al., 2018). AuBerdem scheint eine breite Partikel-
gréBenverteilung kein Ausschlusskriterium fir den Erfolg von VLP-basierten Impfstoffkandidaten zu
sein. Uber eine Kombination der Hepatitis B-Antigene HBsAg und HBcAg wurde trotz einer breiten
Verteilung mit einem Pdl zwischen 0,15 und 0,3 berichtet, dass sie sowohl eine hohe Immunogeni-
tat erreichte als auch in klinischen Studien erfolgreich war und Pharmacopoeia-Zulassungskriterien

erfullte (Al-Mahtab et al., 2013; Lopez et al., 2017).

Ein Indiz gegen die vermutete falsche Anordnung der DVE-1-VLPs ist deren hohe Stabilitat bei Er-
hitzung. In Carbonatpuffer veranderte sich der mittlere hydrodynamische Partikeldurchmesser erst
zwischen 50 und 55 °C. Ein VLP sollte stabiler sein, je naher seine Struktur der nativen Konfor-
mation kommt, da Viren diese vermutlich evolutiv optimiert haben. Dennoch gibt es neben der na-

tiven Anordnung mit 90 Dimeren auch weitere ikosaedrisch angeordnete Strukturen. Fir VLPs des
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Frihsommermeningoenzephalitis (FSME)-Virus, welches dem Denguevirus wie alle Flaviviren sehr
ahnlich ist, konnte eine 31 nm grof3e ikosaedrische Struktur aus 30 Dimeren nachgewiesen wer-
den (Ferlenghi et al., 2001). Eine solche Struktur kdnnte aufgrund ihres geringeren Durchmessers
gof. sogar stabiler sein als das native Virus. Konformative Epitope auf seiner Oberflache kénnten
aber fehlen. Sollten einige DVE-1-VLPs ikosaedrisch aus 30 Dimeren angeordnet sein, kdnnte zwar
erklart werden, dass ein konformativer Antikérper im Dot Blot nicht bindet, es waren dennoch diver-
se nicht konformative Epitope auf der VLP-Oberflache exponiert und wirden wahrscheinlich eine
neutralisierende Immunantwort in Kaninchen hervorrufen. Das Fehlen ihrer immunologischen Funk-
tion ware dann nur mit der vermuteten pH-induzierten Aggregation der VLPs nach Injektion in die

Blutbahn zu erklaren oder mit dem oben diskutierten Einfluss der Glykosylierung.

Zusammengefasst ist eine genauere Analyse der Struktur von DVE-1-VLPs jedoch erstrebenswert.
Beispielsweise ware die Auflésung der Oberflachenanordnung auf den 14 nm gro3en VLPs aus der
Rulckfaltung auf der Saule interessant, um die Herstellungsbedingungen bewerten zu kénnen. Es
bleibt auBerdem offen, was wahrend der Reifungsphase in den ersten ca. 5 h nach der Dialyse pas-
siert. Die Verringerung des mittleren Partikeldurchmessers weist dabei auf eine Umstrukturierung
der E-Proteine hin. Zur umfangreicheren Beurteilung der VLP-GréBenverteilung und ihres Aufbaus
eignet sich die Kombination vieler verschiedener Methoden. Uber die GréBenverteilung kénnten bei-
spielsweise die Feldflussfraktionierung, die hydrodynamische Chromatographie oder die differentiel-
le Zentrifugation weiteren Aufschluss geben. Auch die Partikelgré3enbestimmung nach dem Prinzip
der Laserbeugung kénnte in Kombination mit weiteren Methoden hilfreich sein. Den tiefsten Einblick
geben jedoch mikroskopische Methoden. Die VLPs in dieser Arbeit konnten nicht verlasslich im TEM
analysiert werden, vermutlich weil sie wahrend der Probenvorbereitung pH-induziert aggregierten.
Um die Behandlung mit Uranylacetat oder Wolframphosphorsaure zu Kontrastierungszwecken zu
umgehen, kénnte beispielsweise eine Goldbeschichtung der Probe, ihre Visualisierung mit Antikor-

pern oder die Kryoelektronenmikroskopie in Erwégung gezogen werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit hauptsachlich verwendete Methode DLS stellt zwar eine schnelle und
nicht produktzerstérende Option der PartikelgréBenbestimmung dar, bietet aber nur begrenzte Aus-
sagekraft, da Proteinaggregate nicht von VLPs oder deren Agglomeraten unterschieden werden
kénnen. Weiterhin liel3 sich keine absolute PartikelgréBe ermitteln, die mit anderen Methoden ver-
gleichbar war. Die DLS eignet sich sehr gut fir Routineuntersuchungen gut charakterisierter Proben

oder Prozesse, ist aber nicht die optimale Methode zur detaillierten Partikelanalyse.

Weiterhin ist mit der DLS keine Quantifizierung von VLPs mdglich. Genau diese ist jedoch erstre-

benswert, um den Herstellungsprozess bilanzieren und optimieren zu kénnen. Aus den Ergebnissen
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der SEC und des Crosslinkings von DVE-1-VLPs wurde geschlossen, dass nach der VLP-Bildung
nahezu keine Monomere mehr in L&ésung vorlagen, es wurde jedoch nicht sichergestellt, wieviel Pro-
tein in Aggregate verloren ging. Lediglich auf Basis des mikroskopischen AFM-Bildes konnte ver-
mutet werden, dass in Carbonatpuffer bei pH 10 kaum Aggregate gebildet wurden. Unter anderen
Bedingungen blieb die Aggregation jedoch die einzige Erklarung fir grof3e Partikeldurchmesser. Um
die Renaturierungsbedingungen hinsichtlich der VLP-Ausbeute optimieren zu kénnen, ist eine stabi-
le Quantifizierungsmethode unumganglich. Hanslip et al. (2006) bestimmten die Ausbeute humaner
Papilloma-VLPs mit einem konformativen Antikdrper im Immunoassay ELISA. Alternativ eignen sich
aber auch die analytische SEC (HPL-SEC) und die Feldflussfraktionierung mit Streulicht- und UV-
Detektor zur selektiven Trennung und Quantifizierung verschiedener Strukturen (Chuan et al., 2008;

Ridt et al., 2019).

Auf diese Weise kdnnte der Einfluss von Pufferkomponenten auf die Faltung von DVE-1 und dessen
VLP-Bildung detaillierter bewertet und optimiert werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Carbonatpuffer zur Bildung stabiler VLPs fihrt, Ammoniakpuffer dagegen die Aggregation fordert
und L-Arginin sich stabilisierend auswirkt. Um die pH-Stabilitat der VLPs auch bei pH-Werten unter 9
zu gewahrleisten und somit Probleme in der Analytik zu vermeiden und auch die gefahrlose Injektion
des Produktes in die Blutbahn zu erméglichen, besteht fir den Renaturierungspuffer jedoch weiter-
hin Entwicklungsbedarf. Durch Anreicherung des Puffers mit stabilisierenden Komponenten wie L-
Arginin, Zuckern, Polyethylenglykol oder anderen Additiven kénnte die VLP-Stabilitdt wahrscheinlich
auf einen breiteren pH-Bereich ausgeweitet werden. Weiterhin wirde eine Quantifizierungsmethode
die Interaktion der Einfllisse verschiedener Pufferkomponenten und deren Konzentration bewertbar
machen. Beispielsweise kdnnte die Stabilitat bei einem niedrigeren pH-Wert ggf. schon durch eine
héhere NaCl-Konzentration erméglicht werden. Auch die Etablierung einer Zetapotenzialmessung
kdnnte zu diesem Zweck hilfreich sein. Uber die Bewertung der Oberflachenladung der VLPs kdnn-
ten Schlisse auf deren Interaktion mit dem Puffer gezogen und ihre Langzeitstabilitat frihzeitig

abgeschatzt werden.

Neben der Proteinfaltung bieten auch die anderen Prozessschritte ein stetiges Optimierungspoten-
zial. DVE-1 konnte erfolgreich in E. coli exprimiert und mittels Zentrifugation und IMAC unter de-
naturierenden Bedingungen zu einer Reinheit von 90-99 % aufgearbeitet werden. Die Kultivierung
erfolgte jedoch bisher bei Zelldichten von ca. 20 g/l und nutzte daher das Potenzial des Expressions-
systems zur Hochzelldichtefermentation nicht aus. Um DVE-1 auch in gré3erem Maf3stab kostenef-
fizient herstellen zu kdnnen, sollte auBerdem untersucht werden, auf welche Weise der Einsatz des

Antibiotikums wahrend der Fermentation minimiert werden kann.
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Far die IB-Zentrifugation konnte ein groBer Reinigungserfolg bei geringem technischen Aufwand
gezeigt werden. Die beschriebene Abweichung der errechneten von den experimentell ermittelten
optimalen Zentrifugationsbedingungen ist im Nachhinein wahrscheinlich einer Verfalschung der an-
genommenen IB-GréBenverteilung geschuldet. Wie sich herausstellte, eignete sich das Ergebnis
der DLS-Analyse nicht zum Einsatz fir absolute Berechnungen. Im Experiment zeigte sich jedoch
eine hohe Produktausbeute und eine effektive 1B-Reinigung durch Zentrifugation bei 3.000 g fur

20 min.

Die IMAC dagegen brachte einen gewissen Verlust an DVE-1 mit sich. Auch unter optimalen Bedin-
gungen konnte im Durchlauf noch ein Zielproduktgehalt von ca. 5 % nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung geht vermutlich damit einher, dass DVE-1 relativ schwach an die Ni2*-NTA-Saule ge-
bunden hat und schon bei einer Imidazolkonzentration von 2 mM zu gro3en Teilen eluierte. Die ver-
haltnismaBig geringe Affinitdt von DVE-1 zum Nickelchelatkomplex kénnte auf einen unvollstandig
synthetisierten His-tag zurlickzufihren sein und wurde wahrscheinlich vom TRIS-Puffer verstarkt.

IMAC-Optimierungsversuche sollten daher vorrangig auf die Pufferzusammensetzung abzielen.

Eine weitere Reinigung des Produktes ware auch durch sukzessive VLP-Bildung mit anschlieBen-
der SEC und erneuter Denaturierung denkbar. Auf diese Weise wirden Fremdproteine, die nicht
an der VLP-Bildung teilnehmen, selektiv abgetrennt. Verunreinigungen, die eventuell innerhalb der
VLPs eingeschlossen sind, wiirden im Stufenverfahren statistisch ausverdiinnt. Voraussetzung fiir
diese Herangehensweise ist allerdings eine zuverlassige Proteinfaltung und VLP-Bildung mit hoher

Ausbeute.

Im EDiP-Projekt, das dieser Arbeit Ubergeordnet ist, sollen zwolIf E-Proteine miteinander kombiniert
werden. Rajpoot et al. (2018) zeigten bereits, dass VLPs aus einer Kombination der E-Proteine
von vier verschiedenen Serotypen des Denguevirus in Mausen eine Immunantwort gegen alle vier
Serotypen induzierten. Mit diesem Forschungsergebnis ist die VLP-basierte Impfstoffentwicklung
gegen das Denguevirus ein groBBes Stlick vorangeschritten. Der Ansatz von Rajpoot et al. (2018)
deckt jedoch die natlrliche Diversitat des Virus innerhalb jedes Serotyps nicht ab, weshalb das
Produkt mdéglicherweise dhnlich wie das zugelassene Denguevakzin CYD-TDV im Kampf gegen

den Serotyp 2 mit der breitesten Diversitat nicht effektiv genug sein wird.

Neben der Konsensussequenz DVE-1 wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die zweite Variations-
sequenz DVE-12 hergestellt. Diese wies jedoch einen hohen Fragmentationsgrad auf und konnte
nur mit sehr geringer Ausbeute produziert werden. Da die Bildung von DVE-12-VLPs wahrschein-
lich nicht erfolgreich war, wurden die zwei Zielproteine bisher nicht zu bivalenten VLPs kombiniert.

Der Nachweis eines solchen Zwischenziels wurde vorbereitet, indem eine fluoreszenzbasierte Ana-
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lysemethode getestet wurde. Hierbei flihrte die Nutzung fluoreszierender NTA-Sonden zu einer sehr
schwachen Strahlungsintensitat. Um die Methode weiterentwickeln und zur Analyse bivalenter VLPs
etablieren zu kénnen, muss vermutlich die Bindungseffizienz der Sonden optimiert werden. Mogli-
cherweise ist dies schon durch Variation der Inkubationsdauer oder des pH-Wertes zu erreichen.
Alternativ sollte die selbst synthetisierte Sonde chromatographisch gereinigt werden, um nicht fluo-
reszierende NTA abzureichern und dadurch das finale Signal zu verstarken. Eine weitere Méglich-
keit zum Nachweis verschiedener E-Proteinsequenzen auf der VLP-Oberflache wéare das Prinzip
des Forsterresonanzenergietransfers (FRET). Hierbei kommt es zur strahlungsfreien Anregung von
Fluorophoren durch eng benachbarte Fluorophore. Dieser Energietransfer geschieht nur im Abstand
weniger Nanometer. Er sollte daher unter benachbarten Labeln auf der VLP-Oberflache auftreten,

nicht aber zwischen den Oberflachen benachbarter VLPs.

Far die Wirkung eines potenziellen Vakzins ist es am Ende allerdings ggf. gar nicht relevant, ob
die leicht unterschiedlichen E-Proteine auf der Oberflache desselben VLPs exponiert werden oder
auf verschiedenen. Die Immunantwort gegen polyvalente EDiP-VLPs sollte deshalb mit jener gegen

eine Mischung monovalenter VLPs aller beteiligten Sequenzen verglichen werden.

In diesem Projekt wurde gezeigt, dass auch flavivirale E-Proteine, die in E. coli exprimiert wurden,
in der Lage sind, selbstanordnend ca. 50 nm gro3e VLPs zu bilden. Dies geschieht im Alkalischen,
optimalerweise bei einem pH-Wert Uber 9. Wahrend Ammoniakpuffer sich nicht zur Lagerung der
VLPs eignet, sind sie in Carbonatpuffer bei pH 10 sehr stabil. Ihr mittlerer hydrodynamischer Durch-
messer ist dabei nahezu unbeeinflusst von einer einmonatigen Lagerung und Aggregation tritt erst
bei Temperaturen zwischen 50 und 55 °C auf. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass L-Arginin auch
auf VLPs eine aggregationsverzdégernde Wirkung ausiibt. Die Kombination des Zielproteins DVE-1

mit weiteren Variationssequenzen des E-Proteins ist Gegenstand aktueller Forschung am BPRC.

9 Methoden

9.1 Kultivierung

Vorkulturen von E. coli-Stammen wurden in 1 | Schikanekolben mit einem Fullvolumen von 100 ml
bis zu einer optischen Dichte ODggg = 2 angezogen. Dabei entsprachen Medium, initialer pH-Wert
und Antibiotikumkonzentration denen der Hauptkultur. Der Sauerstoffeintrag wurde durch orbitales

Schitteln mit 170 rpm gewahrleistet.

Die produkthervorbringenden Fermentationen (Hauptkultur) wurden in einem 1,5 | Bioreaktorsystem

BIOSTAT A* (Sartorius) durchgeflihrt, welches Uber Sonden zur Messung der Temperatur ¥, des
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pH-Wertes und des Sauerstoffpartialdruckes pO» sowie Uber einen Sensor zur Messung des Sau-
erstoffmolenbruchs im Abgas xgo verfligte. Der Reaktor wurde standardmégig mit 1,5 vvm Luft be-

gast. Die Prozesssteuerung erfolgte automatisiert iber ein S88-Rezept in der Software MFCS/win.

Das Nahrmedium entsprach dem von Riesenberg et al. (1990) vorgestellten Medium mit 25 pg/ml
Zeocin™ anstelle des in der Quelle angegebenen Ampicillins und einer initialen Glucosekonzentrati-
on in der Flissigphase von 15 g/l. In der Nachfitterlésung lagen neben 650 g/I Glucose auch 1,2 g/l
MgSO,4 und dieselbe Konzentration an Spurenelementen wie im Hauptmedium vor. Der pH-Wert
des Mediums wurde Uber die Zugabe von 2 M Phosphorséure und 12,5 % Ammoniak auf pH 6,6
geregelt. Eine Heizmanschette und ein Kuhlfinger erméglichten die Temperierung des Reaktors auf
37 °C.

Der zeitliche Verlauf der Zelldichte wurde mittels Biotrockenmassebestimmung ermittelt. Dazu wurde
in Doppelbestimmung je 1 ml Kulturbriihe bei 20.000 g fur 5 min abzentrifugiert und die Pellets fur

24 h bei 80 °C getrocknet.

Nach der Kultivierung wurden die Zellen in 500 ml GefaBen bei 8.000 g und 4 °C fir 10 min abzen-

trifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die Zellen im Pellet bei -20 °C gelagert.

9.2 Zellaufschluss

Zellpellets wurden zu 15 %(ww/v) in PBS pH 7,4 resuspediert und mit dem Ultraschallaufschluss-
gerat Sonifier 250 (Branson) im Eisbad fiir 8 min bei maximalem Leistungseintrag und konstantem

Tastverhaltnis aufgeschlossen.

9.3 Zentrifugation

Far alle zu untersuchenden Dauer-Beschleunigungs-Kombinationen wurden je dreimal 1 ml Lysat in
einer Tischzentrifuge 5417R mit Rotor F45-30-11 (eppendorf) im 45 °-Winkel zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde zusammen mit der schleimigen Zwischenschicht, die wahrscheinlich hauptsachlich aus
Zelldebris bestand, dekantiert und sein Produktgehalt in Coomassie-SDS-Gelen densitometrisch

quantifiziert (vgl. Kap. 9.8).

Die Fehlerbalken der Produktgehalte wurden anhand des Standardfehlers fir den Mittelwert (vgl.
Kap. 9.17) fur ein 90 %iges Konfidenzintervall berechnet. Dabei betrug der Faktor z nach der t-
Verteilung fir alle Faktorkombinationen 2,920. Lediglich in dem Experiment mit der Faktorkombi-
nation N = 50 g, At = 20 min wurde eine Messung als Ausrei3er definiert und fir die verbleibende
Anzahl n = 2 der Faktor z = 6,314 genutzt. Das Lysat wurde 16fach analysiert, woraus sich der

Faktor z = 1,753 ergab.
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9.4 Bestimmung der kinematischen Viskositat

Die kinematische Viskositat von E. coli-Zelllysat wurde in Doppelbestimmung von einem Mitarbei-
ter des Departments Verfahrenstechnik der HAW Hamburg mit einem Ubbelohde-Viskosimeter bei

26,3 °C ermittelt.

Der Messwert von vy = 1,6 (+0,045) - 10°® m2/s wurde mit dem Faktor 1,8 in grober Annéherung auf
seinen Erwartungswert bei einer Messtemperatur von 4 °C skaliert. Der Faktor 1,8 stammt aus dem
Quotienten der kinematischen Viskositaten von Wasser bei 4 °C, voo(4 °C) = 1,562 - 106 m?/s,

und 26 °C, V20 (26 °C) = 0,875 - 108 m?/s (Sigloch, 2008).

9.5 Solubilisierung von IBs

IB-Pellets wurden in demselben Volumen an Puffer solubilisiert, das durch die Abnahme des Uber-
standes entfernt worden war. Dazu wurde das Pellet zunachst in einem Funftel dieses Volumens
an 20 mM TRIS pH 8-9 resuspendiert und die Suspension unter Rithren mit vier Flinfteln 20 mM
TRIS pH 8-9, 7,5 M Guanidin-HCI, 1,25 mM DTT versetzt. Nach mehrstindiger Inkubation wurde
die Lésung bei 20.000 g fir 30 min abzentrifugiert und verbleibende Schwebstoffe mittels Filtration

Uber eine Membran mit 0,2 um PorengréBe entfernt.

9.6 Chromatographie

Die Chromatographieversuche wurden am System AKTA avant 150 (GE) durchgefiihrt. Dieses war

neben einem UV-Detektor mit einem Leitfahigkeitssensor und einem Fraktionssammler ausgestattet.

Fur die IMAC wurden Screeningsaulen des Typs HiTrap™ IMAC FF (Resin IMAC Sepharose™ 6
Fast Flow) sowie HisTrap™ crude FF (Resin Ni Sepharose™ 6 Fast Flow)(GE Healthcare) bei einer
Flussrate zwischen 0,2 und 1 ml/min genutzt. Die jeweilige Saule wurde mit 100 mM NiSOy4, CuSQy,
CoCls oder Zn(CH3COO0), in Acetatpuffer pH 5 beladen und mit IMAC-Puffer (20 mM Tris pH 8-9,
6 M Guanidin-HCI, 1 mM DTT) equilibriert. Nach dem Probenauftrag aus einer 1,5 ml Probenschleife
erfolgte ein Waschschritt mit IMAC-Puffer. In einem zweiten Waschschritt mit Zusatz von 1 mM
Imidazol im IMAC-Puffer wurden schwach gebundene Proteine ausgewaschen, bevor die Elution
mit 100 mM Imidazol in IMAC-Puffer erfolgte. Die Elutionsfraktionen der IMAC wurden bei -20 °C

gelagert.

Far die Rickfaltung auf der Sdule wurden die IMAC-Schritte bis zum Probenauftrag wie beschrieben
ausgefuhrt. Die HiTrap™ IMAC FF S&ule wurde dann mit 20 mM Tris pH 9, 6 M Guanidin-HCI (ohne
DTT) gewaschen. In einem Gradienten Uber 4 h wurde der Puffer zu 50 mM Carbonat pH 10, 50 mM
NaCl (entspricht B1 ohne DTT) gewechselt. Die Elution erfolgte in 50 mM Carbonat pH 10, 50 mM
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NaCl, 100 mM Imidazol. Elutionsfraktionen wurden bei 20.000 g fir 10 min abzentrifugiert, innerhalb

von 20 min per DLS vermessen und danach bei 4 °C gelagert.

Fir die SEC kam eine Superdex 75 pg S&ule zum Einsatz, welche bei 0,3 ml/min betrieben wurde.
Der Laufpuffer war far VLPs 50 mM Carbonat pH 10, 50 mM NaCl (entspricht B1 ohne DTT) und fir
die Referenzprobe aus BSA, Lysozym und Latexpartikeln PBS pH 7.4, 150 mM NaCl. Die Fraktionen
wurden bei -20 °C gelagert und die Peakzugehdrigkeit in der SDS-PAGE verifizert.

9.7 Dialyse

Die Dialyse wurde mit dem Mini-Dialysesystem ED300 (scienova) durchgefuhrt. Dafiir wurde die
gereinigte Produktfraktion in Elutionspuffer der IMAC (vgl. Kap. 9.6) auf die gewlinschte Produkt-
konzentration (200 - 400 ug/ml) verdiinnt und 100 pl der Lésung in ein Dialysesegment pipettiert.
Acht Mikroreaktionsgefaf3e mit je 1 ml Renaturierungspuffer Bj (ohne DTT) wurden mit 1 mM DTT
aus tiefgefrorenen Aliquots versetzt und im ThermoStat (eppendorf) geschlossen vortemperiert. Das
Dialysesegment wurde alle 30 min in ein neues Gefal3 versetzt. Wahrend der Dialyse war das je-
weilige Gefa3 gedffnet. Nach Abschluss der Dialysedauer von 4 h wurde die Probe unverziglich
bei 20.000 g fiir 10 min abzentrifugiert und 100 pl des Uberstandes direkt, nach 10 min oder nach

20 min mittels DLS vermessen (siehe Kap. 9.13).

Der Renaturierungspuffer bestand aus 50 mM Carbonat, 50 mM NaCl, 1 mM DTT (B1), aus 50 mM
Ammoniak, 50 mM NaCl, 1 mM DTT (B2) oder aus 50 mM Ammoniak, 50 mM NaCl, 50 mM L-
Arginin, 1 mM DTT (B3). Zur Herstellung der Puffer wurde eine solche Kombination der konjugierten
S&uren und Basen NaHCO3, NasCO3, NH4Cl und NH3 mit den restlichen Komponenten (auBBer
DTT) in HPLC-Wasser gelést, dass die geringstmdgliche pH-Anpassung mit 10 M NaOH nétig war.
Nach der Filtration Gber eine Membran mit 0,2 um Porengré3e wurden alle Puffer in geschlossenen
GeféaBen bei 4 °C gelagert. 1 M DTT Aliquots wurden bei -20 °C gelagert und nur einmalig vor

Versuchsbeginn aufgetaut.

Zur Validierung des Pufferwechsels wahrend der Dialyse wurden diverse Dialysesegmente mit je
300 pl IMAC-Elutionspuffer pH 8,5 geflllt und gegen je 1,5 ml B1 dialysiert. Zu den Probenahme-
zeitpunkten wurden je fiinf Proben sowie deren Dialysepuffer in den Leitfahigkeitsdetektor des AKTA
avant 150 Chromatographiesystems (GE Healthcare) injiziert und die Leitfahigkeit mittels Interpola-

tion in die Guanidinkonzentration umgerechnet.

Dabei ergab sich die Guanidinkonzentration cgng,

G — 0B

Cand = — - (CandE — CGndB1) + CGndB1 (9.1)
G —6p1
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mit
c = Leitfihigkeit der Probe [mS/cm]
opi1 = Leitfahigkeit des Renaturierungspuffers B1 (hier 11,17) [mS/cm]
CE = Leitfahigkeit des IMAC-Elutionspuffers (hier 257,63) [mS/cm]
Cande = Guanidinkonzentration des IMAC-Elutionspuffers (hier 6) [M]
Canga1:= Guanidinkonzentration des Renaturierungspuffers B1 (hier 0) M]

in Abhangigkeit der Leitfahigkeiten von Elutions- und Renaturierungspuffer. Bei dieser Rechnung
handelt es sich um eine Annaherung unter der Annahme eines linearen Zusammenhangs zwischen
Leitfahigkeit und Guanidinkonzentration und unter Vernachlassigung anderer Pufferkomponenten

und des pH.

Fehlerbalken wurden mit einem Konfidenzintervall von 95 % angegeben. Fir n = 5 Replikate pro

Zeitpunkt gilt nach der studentschen t-Verteilung der Faktor z = 2,776 (vgl. Kap. 9.17).

9.8 SDS-PAGE

Die verwendeten Gele fir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden in ein 7x8x1 mm Format mit 10 Probentaschen gegossen. Die Zusammensetzung des Gels

kann Tab. 9.1 enthommen werden.

Tabelle 9.1: Zusammensetzung eines SDS-Gels

Komponente ‘ Trenngel ‘ Sammelgel
Rotiphorese® Gel 30 (ROTH) | 1,688 ml 245 pl
1,5 M TRIS pH 8,8 1,250 ml -
1 MTRIS pH 6,8 - 190 pl
H>O 1,965 ml 1,035 ml
10 % (w/v) SDS 50 ul 15 pl
TEMED 5ul 1,9 ul
10 % (w/v) APS 50 pl 15 pl

Es wurden je 24 pl einer Probe mit 8 pl 4x XT Sample Buffer (BIO-RAD) gemischt, welcher zuvor
mit 8 %(v/v) 2-Mercaptoethanol (2-ME) versetzt wurde. Im Anschluss wurden die Proben fir 3 bis
5 min bei 95 °C gekocht und je 20 pl Probe in eine Geltasche gegeben. Als GréBenstandard diente
der PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Die Elekrophorese wurde bei
10 °C und 200 V fir 1,75 h in TGS Running Buffer (BIO-RAD) durchgeflihrt und das Gel nach
dem Protokoll der Farbelésung Roti®-Blue (ROTH) mit Coomassie gefarbt. AnschlieBend wurde

das Gel mit dem Gelscanner EZ GelDoc (BIO-RAD) gescannt und mit der dazugehérigen Software
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Image Lab (BIO-RAD) densitometrisch ausgewertet. Der relative Zielproduktgehalt wurde anhand
der Intensitat der Zielproduktbande im Verhaltnis zur kumulierten Intensitét aller detektierten Banden

bestimmt.

Unaufgeschlossene Zellproben wurden auf eine einheitliche Zelldichte verdiinnt und wie l6sliche
Proteinproben behandelt. Wahrend der oben beschriebenen Behandlung mit Probenpuffer und dem

Erhitzen wurden zellinterne Proteine freigesetzt.

9.9 Ethanolfallung

Guanidin ist ein positiv geladenes Molekl, welches zusammen mit SDS unlésliche Komplexe bildet.
Da SDS in der SDS-PAGE eine unabdingbare Substanz ist, musste Guanidin aus den per SDS-

PAGE zu untersuchenden Proben entfernt werden.

HierfUr wurde der Effekt genutzt, dass Guanidin in Ethanol 16slich ist, Proteine aber reversibel aus-
fallen. Zwischen 5 und 150 pl der guanidinhaltigen Proben wurden mit 1 ml 99 % Ethanol (-20 °C)
versetzt und mindestens eine Stunde lang bei -20 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fir
5 min bei 16.000 g und 4 °C. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Zum meist nicht
erkennbaren Pellet wurde erneut 1 ml Ethanol hinzugegeben. Nach extensiver Mischung und einer
weiteren Inkubation fir 30 bis 60 min bei -20 °C wurden die Proben erneut zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Die Pellets wurden danach fiir wenige Minuten auf 50 °C erhitzt, um Etha-
nolreste zu verdampfen. Trockene Pellets wurden mit 24 pl TGS Running Buffer (BIO-RAD) und 8 pl
4x XT Sample Buffer (BIO-RAD) solubilisiert und der SDS-PAGE zugefiihrt.

9.10 Crosslinking

Die Fixierung von VLPs erfolgte mittels Glutaraldehyd. Dazu wurden 100 pl der VLP-haltigen Probe
mit 5 ul einer 2,3 %igen Glutaraldehydldsung versetzt und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde mit der Zugabe von 1,153 pl Diethanolamin (DEA) gestoppt. Die Probe wurde in der SDS-
PAGE mit einer nicht crossgelinkten VLP Probe verglichen. Dazu wurden beide sowohl reduziert als

auch nicht reduziert (ohne Zusatz von 2-ME und ohne Erhitzen) aufgetragen.

9.11 Western Blot

Zur serologischen Detektion im Western Blot wurden SDS-Gele mit dem vorgefarbten Blotmarker
Full Range Rainbow (GE Healthcare) angefertigt und nach der elektrophoretischen Trennung auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet. Der Blot erfolgte bei 300 mA pro Gel (max. 10 W) fir 20 min
bei 10 °C in Blotpuffer (25 mM Bicine, 25 mM Bis-Tris, 10 % Methanol, 1 mM EDTA).

Die Membran wurde Gber Nacht mit 3 % BSA in TNT-Puffer (100 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NaCl,
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0,05 % Tween 20) blockiert und danach jeweils eine Stunde mit dem Primar- bzw. Sekundarantikér-
per inkubiert. Als Primarantikérper kamen ein monoklonaler rabbit-anti-His- (1:10.000) und ein po-
lyklonaler rabbit-anti-DV-1-Antikdrper (1:1.000) zum Einsatz. Als Sekundarantikérper wurde ein mo-
noklonaler goat-anti-rabbit-Antikérper (1:20.000) genutzt, welcher mit Alkaliner Phosphatase konju-
giert war. Die Entwicklung der Membran erfolgte durch Zugabe von 400 uM NBT und 720 uM BCIP
in Reaktionspuffer (100 mM TRIS pH 9,5, 1 M NaCl, 10 mM MgCl,).

Far den Dot Blot wurden die Proben direkt auf die Nitrocellulosemembran pipettiert und analog
zum Western Blot entwickelt. Der konformative Primarantikérper 1F4 (1:1.000) wurde hier mit ei-
nem goat-anti-human-Sekundarantikérper mit Alkaliner Phosphatase (1:2.500) detektiert und ana-

log zum Western Blot visualisiert.

9.12 Bradford-Assay

Die Gesamtproteinkonzentration von IMAC-Eluat wurde mittels Bradford-Assay ermittelt. Dabei kam
das gebrauchsfertige Reagenz Quick Start™ Dye (BIO-RAD) und das dazugehdrige Microasssay-
Protokoll zum Einsatz. Da Guanidinkonzentrationen tber 2 M im Assay stéren, wurden die Proben
1:50 in PBS mit 2 % 2-ME und 0,01 % SDS verdlnnt. Zur Erstellung einer Kalibriergeraden wurde

BSA ebenfalls im oben genannten Puffer verwendet.

Das DVE-1-Monomer ist in Abwesenheit von Guanidin nicht stabil. Trotz der Zugabe von 2-ME und
SDS kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Proben wéhrend der Verdiinnung Aggregate
gebildet haben, welche die Messung aufgrund ihrer Streuung beeinflusst haben. Sollte dies der Fall
sein, liegt den Renaturierungsexperimenten ein systematischer Fehler zugrunde, da diese alle mit

derselben Ausgangsprobe durchgefiihrt wurden.

9.13 DLS - Dynamische Lichtstreuung

Zur Bestimmung der PartikelgréBenverteilung mittels DLS wurden 100 pl Probe in einer Mikrokivette
aus Polystyrol mit luftdichtem Deckel im Zetasizer Nano ZS (Malvern) mit rotem Helium-Neon-Laser
(A = 632,8 nm) vermessen. Da die Ausrichtung der Kiivette im Gerat erheblichen Einfluss auf das
Messergebnis zeigte, wurden alle Klvetten mit dem Pfeil nach vorne (sichtbar) genutzt. Die Mess-
methode beinhaltete eine Equilibrierungsphase von 2 min, in der die Probe von der Raumtemperatur

auf die Messtemperatur von 22 °C temperiert wurde.

In Kap. 5.1 wurde das Messprinzip der DLS vorgestellt. Die Berechnung des Z-Average aus dem
Ausgangssignal des Korrelators soll hier néher erlautert werden. Das Signal beschreibt die Korrela-

tion des Streubildes zum Zeitpunkt t mit jenem zu Beginn der Messung.
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Als sogenannte Autokorrelationsfunktion der Streuintensitat G,

G(r) = g2 *aI T+ AT 9.2)
mit
T = Korrelationszeit [s] ,

wird das Ausgangssignal nach 1ISO 22412:2017 als Exponentialfunktion beschrieben.

Die Koeffizienten ag, a1 und a, des Polynoms werden durch multiple lineare Regression an das loga-
rithmierte Ausgangssignal des Korrelators bestimmt (Abb. 9.1). Dabei wird der Datensatz zun&chst
beschnitten, sodass Korrelationswerte unter 10 % des Intercepts von der Regression ausgeschlos-

sen werden.

G[]
1.0

G(r)=en*a tta v

Abbildung 9.1: Beispielhafte Korrelationskurve. Zeitlicher Verlauf der Korrelation wahrend der DLS-
Messung

Der mittlere translatorische Diffusionskoeffizient der vermessenen Partikel D,

= T

D= q—z (9.3)
mit

I = Abklingrate [

q = Streuvektor [m]
kann unter Nutzung des zweiten Koeffizienten a4 in der Berechnung der Abklingrate T,

r- 2 (9.4)

2 )
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sowie einiger Messparameter in der Berechnung des Streuvektors q,

q=4';'”-sing (9.5)
mit

n = Brechungsindex der FlUssigphase [-]

A = Wellenldnge des Lasers im Vakuum [m]

¢ = Streuwinkel [°]

aus der Korrelationskurve bestimmt werden (1ISO 22412:2017).

Anhand der Stokes-Einstein-Gleichung wird der mittlere translatorische Diffusionskoeffizient D fir
wechselwirkungsfreie, kugelférmige Partikel unter Verwendung weiterer Messparameter und der

Boltzmann-Konstante in den mittleren hydrodynamischen Durchmesser d,

_ ke - T

e [ - L (9.6)
mit

kg = Boltzmann-Konstante (1,38064852 - 10°23) [kg - m2/(s? - K)]

T = Messtemperatur (K]

n = dynamische Viskositét der Fliissigphase [kg/(m-s)] ,
bzw. den Z-Average Ubersetzt.
Der Polydispersitatsindex Pdl,

Pdi=2. 2 (9.7)

a4

errechnet sich ebenfalls aus den oben bestimmten Koeffizienten.

In allen Messungen wurde das Streulicht in einem Winkel ¢ von 173° detektiert. Die in der Me-
thode hinterlegten Brechungsindices ng; und dynamischen Viskositaten ng; der genutzten Puffer
wurden laut Tab. 9.2 aus den Basiswerten fir Wasser sowie den konzentrationsabhéngigen Antei-
len einzelner Pufferkomponenten k summiert und in Tab. 9.3 zusammengefasst. Dabei wurde die

Pufferkomponente DTT aufgrund ihrer geringen Konzentration von 1 mM vernachlassigt.
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Tabelle 9.2: Konzentrationsabhangiges Inkrement des Brechungsindex dnk/dck und der dynami-
schen Viskositéat dnk/dck fur jede Pufferkomponente k sowie deren absoluter Anteil am Brechungs-
index ng und der dynamischen Viskositat ny

K e M 32:: [H N [ ‘32": [mpﬁ : S} Nk [MPa - s Quelle
H,0 i ~ 1,33000 i 0,95397  (Malvern, 2013)
NH,Cl 0,05 0,01040 000052  -0,04420 0,00221  (Malvern, 2013)
Na,COs 0,05 0,02400 0,00120 0,49580 0,02479  (Malvern, 2013)
NaCl 0,05 0,01020 0,00051 0,11720 0,00586  (Malvern, 2013)
L-Arginin 0,05 0,04114  0,00206 0,24640 0,01232 (Borzova et al., 2013)

Tabelle 9.3: Brechungsindex ng; und dynamische Viskositat ng; summiert aus den in Tab. 9.2 ange-
gebenen Anteilen fir die Pufferkomponenten k

Bj Pufferzusammensetzung ngj [[] mgj[mPa - s]
B1 50 mM Carbonat, 50 mM NaCl (1 mM DTT) 1,332 0,9846
B2 50 mM Ammoniak, 50 mM NaCl (1 mM DTT) 1,331 0,9576

B3 50 mM Ammoniak, 50 mM NaCl, 50 mM L-Arginin (1 mM DTT) 1,333 0,9699

Zur Berechnung einer intensitdtsgewichteten PartikelgréBenverteilung aus der Korrelationskurve,
der sogenannten Dekonvolution, werden verschiedene (firmeninterne) Algorithmen angewandt. Da-
fir wird die Regression der Korrelationskurve mit einem Ausschluss von nur Korrelationswerten
unter ca. 1 % des Intercepts im Gegensatz zu oben genannten 10 % durchgefihrt. Malvern In-
struments bietet dem Nutzer die Wahl zwischen den drei verschieden ,aggressiven“ Algorithmen
General Purpose, Multiple narrow bands und Protein analysis (Nitzsche, 2018). Genutzt wurde der

Algorithmus General Purpose.

Aggregationskurven wurden durch sukzessive Erhéhung der Messtemperatur zwischen den Mes-
sungen in einem Bereich zwischen 22 °C und 74 °C realisiert. Dabei betrug das Temperaturinkre-

ment 2 °C und die jeweilige Equilibrierungszeit 3 min.

Als Ableitung des normierten Z-Average nach der Messtemperatur 9p| g wurde die Steigung eines

Polynoms erster Ordnung aus einem Savitzky-Golay-Filter mit der Fensterbreite von 5 genutzt.

9.14 TEM - Transmissionselektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden freundlicherweise von Elke Woelken am Biozentrum

Klein Flottbek der Universitat Hamburg durchgeflihrt.

Die Probe wurde als Tropfen auf ein Kupfergrid mit Kunststofffilm appliziert und nach 15 s mit einem
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Filterpapier wieder abgesogen. Im Folgenden wurde das Grid mit einem Tropfen aus 2 % Uranylace-
tat negativ kontrastiert. Bei dieser Methode umgibt das schwermetallhaltige und dadurch stark elek-
tronenabsorbierende Kontrastmittel die zu untersuchenden Partikel und l&sst diese dadurch heller

erscheinen.

Zur Aufnahme der Bilder kam ein Transmissionselekironenmikroskop des Typs LEO 906E (GATAN)
zum Einsatz. Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software Digital Micrograph 2.02 (GATAN).

9.15 AFM - Rasterkraftmikroskopie

Die Aufnahme rasterkraftmikroskopischer Bilder erfolgte mit freundlicher Hilfe von Dr. Thomas Guts-
mann und Dr. Christian Nehls am Forschungszentrum Borstel. Es wurde ein MFP 3D Rasterkraftmi-

kroskop (Asylum Research) verwendet.

15 pl der VLP Proben wurden daflr auf einem Micafilm luftgetrocknet, einmalig mit Wasser gewa-
schen und erneut getrocknet. Die Detektion erfolgte dann im Tapping Mode bei einer Resonanzfre-
quenz von 300 Hz. Hierbei fahrt eine schwingende Blattfeder (Cantilever) Uber die Oberflache des

Praparates und wird durch atomare Krafte ausgelenkt.

9.16 STED - Stimulated Emission Depletion Fluoreszenzmikroskopie

Die mikroskopische Untersuchung von STED-Praparaten wurde freundlicherweise von Dr. Antonio
Virgilio Failla und Dr. Bernd Zobiak am Universitatsklinikum Eppendorf mit einem Expert Line STED

(Abberior) durchgefihrt.
9.16.1 Praparation mit Antikorpern

Es wurde fiir jede Probe ein Prazisionsdeckglas mit 100 ul eines monoklonalen mouse-anti-His
Antikérpers (1:250) in TBS (50 mM TRIS pH 7,6, 150 mM NaCl) bedeckt und tiber Nacht inkubiert.
Im nachsten Schritt wurde es flir 8 h mit 3 % BSA in TBS + 0,05 % Tween 20 blockiert und im
Anschluss mit 100 pl der VLP-Probe versetzt, mit der es erneut tber Nacht inkubierte. Die VLPs
wurden in Puffer B1 fir jeweils 2 h mit einem monoklonalen rabbit-anti-His-Antikérper (1:10.000)
detektiert und mit einem goat-anti-rabbit-Antikérper (1:250), der einen infraroten Fluorophor trug,

markiert. Das Praparat wurde in Abberior solid mount (Abberior) auf einen Objekttrager gebettet.

Die quantitative Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Bilder erfolgte mit der Bildbearbeitungs-
und Analysesoftware Imaged (National Institutes of Health). Als Kriterium zur Partikeldetektion wur-
de eine Mindestprojektionsflache von 4 Pixeln (im kalibrierten Bild 400 nm2) angenommen. Diese
entpricht einer kreisférmigen Projektion mit einem Durchmesser von 22,6 nm. Um Objekte auszu-

schlieBen, welche vermeintlich aus mehreren sich berihrenden Partikeln bestehen, wurde nachtrag-
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lichin MATLAB (MathWorks) das Lange-zu-Breite-Verhaltnis AR (aspect ratio) der Objekte Uberprift.
Objekte mit einem AR Uber 1,6 wurden entfernt, solche mit einem AR zwischen 1,3 und 1,6 wurden
entfernt, sofern ihr quivalenter Kreisdurchmesser dps gréBer als 150 nm war.

Der &quivalente Kreisdurchmesser dpo,

alx>

dp2 =

mit
A = Flache des Objektes [nm?] ,
der als Grundlage fur die Histogramme diente, berechnet sich aus der Projektionsflache.

9.16.2 Praparation mit NTA-Sonden

Mit dem STED zu visualisierende Fluorophore sollten mdglichst energiearm strahlen, um eine gu-
te Ausléschung (emission depletion) zu gewéhrleisten. Fiir zweifarbige Aufnahmen eignet sich die
Kombination von roten und infraroten Fluorophoren. Da kommerziell keine NTA-Sonde mit infraro-

tem Label erhaltlich war, wurde diese im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert.

Dazu wurde ein Alexa Fluor™ 594-Succinimidylester (NHS-Ester) (Thermo Fisher Scientific) in
20 mM Phosphatpuffer pH 8 im molaren Verhéltnis 2:1 mit einem tris-Nitrilotriessigsdureamin (tris-
NTA-Amin) (Sigma-Aldrich) inkubiert und die Reaktion mit 10:1 (bezogen auf NHS-Ester) DEA ge-
stoppt. Fir die Bindung an den His-tag eines Proteins wird ein Metallion im Chelatkomplex der NTA
bendétigt. Da die Chelatierung von Nickel einen leicht sauren pH erfordert und Nickel im Basischen
ausfallt, wurde 50 mM NiSQOy4 in 400 mM Acetatpuffer pH 5 im molaren Verhaltnis 6:1 (bezogen auf
tris-NTA-Amin) dazugegeben und inkubiert.

Die Abtrennung nicht reagierter Molekile und lonen erfolgte erst nach der Bindung der Sonde an
das Protein DVE-1. Dieses lag in IMAC-Equilibrierungspuffer vor und wurde 1:2 mit der Sonde Alexa
Fluor™ 594-Ni*-NTA versetzt. Wahrend der Renaturierung wurden unbeteiligte Reaktionspartner
abdialysiert. Da die Ausbeute der Reaktionen unbekannt ist, besteht die Mdglichkeit, dass neben

der Sonde auch nicht fluoreszierende Ni2*-NTA-Komplexe an das Protein gebunden haben.

Parallel wurde DVE-1 auch mit der rot fluoreszierenden Sonde NTA-Atto 647N (Sigma-Aldrich) im
molaren Verhéltnis 1:2 markiert. 100 pl der Probe wurden hier ohne Antikérper auf einem Deckglas

inkubiert und in Abberior solid mount (Abberior) eingebettet.

STED-Aufnahmen von VLPs, die mit NTA-Sonden fluoreszenzmarkiert wurden, mussten aufgrund

der geringen emittierten Strahlungsintensitat stark nachbearbeitet werden. Dabei wurde eine Ba-
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sisliniensubtraktion im Intensitétsprofil der Bilder durchgefuhrt, indem alle Pixel, die eine bestimmte
Intensitat unterschritten, schwarz gesetzt wurden. Der prozentuale Grenzwert betrug hier bildabhan-

gig zwischen 14 und 38 %. Dieser Vorgang bewirkte eine starke Verdunkelung des Hintergrundes.

9.17 Angabe statistischer Genauigkeiten

Die Fehlerbalken in Diagrammen und die Genauigkeiten von Mittelwerten s,

/ Z|n=1 (Xi —2)2
n (9.9)

s = T i

mit
n = Anzahl der Experimente [-]
Xj = Messwert von Experiment i [variiert]
X = Mittelwert der Messwerte aller Experimente [variiert]
z = Faktor nach t-Verteilung 1,

beruhen auf dem Produkt aus dem Standardfehler und einem Faktor z nach der studentschen
t-Verteilung, der von der Experimentanzahl n und dem Signifikanzniveau abhangt. Z-Average-Werte

aus der DLS-Messung wurden mit der Standardabweichung o,

o =\/Pdl-3? (9.10)
mit

Pdl = Polydispersitatsindex [-]

d =Z-Average [nm] ,

angegeben. Der Berechnung liegt die Annahme einer Normalverteilung zugrunde (Nitzsche, 2018).



86 Abklrzungen und Nomenklatur

10 Abkirzungen und Nomenklatur

Abkirzungen

ADE antibody-dependent enhancement

AFM atomic force microscopy

AR aspect ratio

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat

Bicine 2-(Bis(2-hydroxyethyl)amino)essigsaure

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
BSA bovine serum albumin

C Kapsidprotein (capsid)

CYD-TDV Impfstoff der Firma Sanofi Pasteur (Dengvaxia®)

cv column volume

DEA Diethanolamin

DHF Hamorrhagisches Denguefieber

DLS Dynamische Lichtstreuung

DSS Dengue Schocksyndrom

DTT Dithiothreitol

DV Denguevirus

DVE-1 Hullprotein des Denguevirus Serotyp 1 (Konsensussequenz) = P1
DVE-12 Hullprotein des Denguevirus Serotyp 1 (Variationssequenz 2) = P2
E Hullprotein (envelope)

EDE envelope dimer epitope

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

HCP host cell protein

His-tag Hexabhistidinsequenz

B inclusion body

IDA Iminodiessigsaure

lgG Immunoglobulin G

IMAC immobilized metal chelate affinity chromatography
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IPTG Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid

M Membranprotein (membrane)

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NHS N-Hydroxysuccinimid

NS nicht strukturgebendes Protein (non-structural)

NTA Nitrilotriessigsaure

Omp outer membrane protein

PBS phosphate buffered saline, 10 mM Phosphat pH 7,4, 137 mM NaCl, 3 mM KClI
Pdi Polydispersitatsindex

priM Vorstufe des Membranproteins (pre-membrane)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

STED hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie (stimulated emission depletion)

TBS TRIS buffered saline, 50 mM TRIS pH 7,6, 150 mM NaCl

TED Tris(carboxymethyl)ethylendiamin

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TNT Tris-NaCl-Tween-Puffer, 100 mM TRIS pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween 20
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TV003/TV005 Impfstoffkandidat des US National Institute of Health

VLP Viruséhnliches Partikel (virus-like particle)

vvm Volumeneinheit pro Volumeneinheit und Minute

2-ME 2-Mercaptoethanol

Formelzeichen

A UV-Absorption o. Flache  [AU] o. [m?] n Anzahl oder Brechungsindex [-]
a Beschleunigung [m/sz] OD  Optische Dichte [AU]
¢ Konzentration o. Partikeldichte [s] / 1] p Partialdruck [%]
D Diffusionskoeffizient [m2/s] pH  pH-Wert [-]
d Durchmesser [m] Q volumetrische Rate [g/(l - h)]
F Skalierungsfaktor 1 q Streuvektor m]
G Streuintensitat [-] R Radius einer Kreisbahn [m]
g relativer Gehalt [%] r Radius eines Partikels [m]
g Gravitationsbeschleunigung [m/sZ] RZB rel. Zentrifugalbeschleunigung [a]
MW  Molekulargewicht [kDa] T absolute Temperatur K]
N Drehzahl [rom] Zeitpunkt [s]
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[m/s]
[%]
[s7]
[Pa - s]
[°C]
[m? /s]

Massendichte [kg/m3]
Leitfahigkeit o. Stabw. [S / m] o. [variiert]

Korrelationszeit [s]
Streuwinkel [°]
Zentrifugalbeschleunigung [m/s?]

Renaturierungspuffer 50 mM Carbonat, 50 mM NaCl, 1 mM DTT
Renaturierungspuffer 50 mM Ammoniak, 50 mM NaCl, 1 mM DTT

Renaturierungspuffer 50 mM Ammoniak, 50 mM NaCl, 50 mM L-Arginin, 1 mM DTT

v Geschwindigkeit

X Molenbruch

r Abklingrate

n dynamische Viskositét
O Temperatur

v kinematische Viskositéat
Indizes

B1

B2

B3

E Elutionsfraktion

F Durchflussfraktion
G Gasphase

Gnd Guanidin

H Lysat

I IPTG

B Inclusion Body

in eintretend

ind Induktion

j Zahlvariable

i Zahlvariable

L Flissigphase
norm normiert

O/0s  Sauerstoff

P Pellet

P1 DVE-1-Monomer
P2 DVE-1-VLP

P3
P4

S1
sol

St

tot

280
600

DVE-12-Monomer
DVE-12-VLPs
Retention

Probe

Substrat Glucose
solubilisiert

Rahrer
Polystyrol-Testpartikel
gesamt

Uberstand

Sollwert

trockene Zellen
Ausgangspunkt
Wellenlange 280 nm
Wellenldnge 600 nm
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