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Summary VII

Summary

Proteome analysis of animal cell line adaption to suspension growth and optimized medium for

vaccine production

Adaptation of animal cell cultures to changed cultivation conditions has a major impact on the
successful use of cell-based production processes in the pharmaceutical industry. During the
last decade, process operation and cell culture media were improved to optimize the cultivation
of continuous cell lines for the production of monoclonal antibodies, recombinant proteins and
viruses. Modern cell-based processes are carried out with suspension cell lines in chemically
defined media. However, cell lines for vaccine production grow preferably adherent in serum-
containing media. An important aim is to adapt these cells to suspension growth in chemically
defined medium. Up to now, the cellular changes required to reach this cell line adaptation are
unclear. After adaptation, the new phenotype appears with altered gene expression that can
be analyzed at the proteomic level. The advantage of proteomics is that it offers the possibili-
ty to study gene expression at the functional level. For this work, protein analytical methods
were established in the department of Professor Reichl (Bioprocess Engineering, Max Planck
Institute, Magdeburg, Germany) to detect physiological changes of the cells during adaptation
to changed cultivation conditions.

For vaccine production, Madin Darby dog kidney cell lines (MDCK) are suited for the rep-
lication of influenza viruses whereas nephritic cell lines of a green long-tailed monkey (Vero)
are suited for the replication of rabies viruses. Both cell lines show stable adherent growth in
serum-containing media. In this study, a MDCK cell line was adapted to suspension growth
in a chemically defined medium. Furthermore, a Vero cell line adaptation to an optimized ani-
mal component-free medium was analyzed. The influence of cell line adaptation on the cellular
proteome and on the virus-induced proteome response were examined. For an in-depth insight
into the protein expression patterns, two untargeted proteomic approaches were applied: a gel-
based approach by means of two-dimensional difference gel electrophoresis and a label-free and

gel-free approach at the peptide level. The proteins were identified by matrix-assisted laser
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desorption / ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) and by electro-
spray ionization orbital ion trap mass spectrometry (ESI-Q/Orbitrap-MS). The proteome data
set of the MDCK cell lines resulted in 238 proteins (corresponding to 908 protein spots) and
976 proteins identified, respectively, by the gel-based and the gel-free approaches. For the Vero
cells, 68 differentially expressed proteins were identified by use of the gel-based approach. For
protein identification following the gel-based approach, a reliable high throughput method was
developed so that a gel map of all identified proteins could be provided for both cell lines. The
differential expression patterns of selected proteins were verified at the protein level by Western
blots and at the RNA level by quantitative real time polymerase chain reaction.

Two repetitions of MDCK cell line adaptation were examined each of which contained two
adaptation steps (serum depletion, suspension growth). A 95% match of the proteomes was
detectable for the comparison between the last adaptation stages of each repetition. Within
138 differentially expressed proteins of both cell line adaptations, 132 proteins showed differen-
tial expression by the first adaptation step (serum depletion). Serum depletion induced cellular
networks of metabolism, cytoskeleton, protein turn-over, pre mRNA processing, and membra-
ne biogenesis. The remaining differentially expressed proteins were exclusively detected during
the second adaptation step (suspension growth) and represented oncogene-associated proteins,
such as sulfotransferase 1A1 and lactoylglutathionlyase. Within another proteome comparison
between an adherent MDCK cell line and its resultant suspension cell line, increased expression
of glycolytic enzymes were observed for the adherent cells and the suspension cells showed an
increased expression of proteins associated with the citric acid cycle and respiratory chain. The
adaptation of the Vero cell line to animal component-free medium induced a changed protein
expression affecting cellular structure, membrane function, stress response, metabolism, protein
folding in the endoplasmic reticulum, and protein turn-over in comparison to serum-containing
Vero cell cultures.

The adapted MDCK cells as well as the adapted Vero cells showed comparable growth ra-
tes and virus titers before and after adaptation. For MDCK cells, a changed virus-induced
proteome response was observed after cell line adaptation. Ezrin and various heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins (HNRNP K, U, M, H1) showed a clear change of protein expression
in suspension cells after Influenza infection. Moreover, in contrast to infected adherent MDCK
cells, influenza-infected MDCK suspension cells showed an increased differential expression of
apoptosis-associated proteins, such as aconitase, glucose-adjusted protein 78, and nucleolin.
Both Vero cell lines, however, manifested differential expression of proteins in different functio-
nal classes after rabies infection, such as processes affecting cellular structure, metabolism, and
stress response. For both Vero cells, the same expression of the central signaling proteins (e.g.

14-3-3-proteins) and proteins involved in calcium balance were detected.
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By means of both untargeted proteomic approaches, physiological changes associated with
MDCK and Vero cell line adaptations to optimized cultivation conditions were demonstrated.
The work here offers many avenues for future investigation to extend our understanding of
cell adhesion (e.g. Galectin-1, Galectin-3), metabolism (e.g. HIF-1, Mdm2-p53), induction of
apoptosis (e.g. CCAR2, Bit-1), and virus replication (e.g. Ezrin, HNRNPs). Future work should
focus on the influence of targeted protein expression levels on suspension growth and virus titer

increase.
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Zusammenfassung

Die Adaption tierischer Zelllinien an veréinderte Kultivierungsbedingungen ist von entscheiden-
der Bedeutung fiir die erfolgreiche Anwendung zellbasierter Produktionsprozesse in der phar-
mazeutischen Industrie. In den letzten Jahren wurden fiir die Kultivierungen kontinuierlicher
Zelllinien die Prozessfithrung und die Zellkulturmedien optimiert, um die Produktion mono-
klonaler Antikorper, rekombinanter Proteine und Viren zu verbessern. Moderne zellbasierte
Prozesse werden mit Suspensionszelllinien in chemisch definierten Medien durchgefiihrt. Je-
doch wachsen einige, fiir die Impfstoffproduktion geeignete, Zelllinien am besten adhérent und
in serumhaltigen Medien. Ziel ist es auch diese Zelllinien an Wachstum in Suspension und in
chemisch definiertem Medium zu adaptieren. Bei der Adaption blieb bisher weitgehend unklar,
welche Verdnderungen in einer Zelle notwendig sind, um diese Anpassungen zu erreichen. Zur
Erzeugung eines stabilen, in Suspension wachsenden Phénotypen sind Anderungen in der Gen-
expression notwendig, die sich auf der Ebene des zelluldren Proteoms nachweisen lassen. Die
Proteomanalytik bietet dabei die Moglichkeit relevante Verdnderungen der Genexpression auf
funktioneller Ebene zu identifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden zur Proteo-
manalytik etabliert, die es gestattet physiologische Anderungen der Zellen bei der Anpassung
an veranderte Kultivierungsbedingungen zu entschliisseln.

Bei der Impfstoffproduktion eignen sich Madin-Darby-Hundenierenzelllinien (MDCK) fir die
Replikation von Influenzaviren und Nierenzelllinien einer Griinen Meerkatze (Vero) fiir die
Replikation von Tollwutviren. Beide Zelllinien zeigen stabiles adhédrentes Wachstum in serum-
haltigem Medium. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine MDCK Zelllinie an das Suspensions-
wachstum in einem chemisch definierten Medium adaptiert. Weiterhin wurde eine Adaption
der Vero Zelllinie an ein optimiertes Medium, frei von tierischen Produkten, analysiert. Es
wurde der Einfluss der Zelladaption auf das zellulire Proteom und auf die virusinduzierte
Proteomantwort untersucht. Ein detaillierter Einblick in die Proteinexpression erfolgte iiber
die Anwendung zweier untargeted (nicht zielgerichteter) Proteomanalysen. Diese beinhalteten
einen gelbasierten Ansatz mittels zweidimensionaler differenzieller Gelelektrophorese auf Prote-
inebene sowie einen gel- und markierungsfreien Ansatz auf Peptidebene. Die Proteine wurden
iiber matrixunterstiitzte Laserdesorption/lonisation Flugzeitanalysator Massenspektrometrie
(MALDI-TOF/TOF-MS) und durch die Elektrospray-Ionisation Orbital Ionenfallen Massen-
spektrometrie (ESI-Q/Orbitrap-MS) identifiziert. In den Proteomdatensétzen der MDCK Zell-
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linien konnten insgesamt 238 Proteine (entsprechen 908 Proteinspots) mit dem gelbasierten
und 976 Proteine mit dem gelfreien Ansatz identifiziert werden. Fiir die Vero Zellen wurden
68 differenziell exprimierte Proteine mit Hilfe des gelbasierten Ansatzes identifiziert. Fiir die
gelbasierten Identifizierungen wurde eine verléssliche Hochdurchsatzmethode etabliert, sodass
fiir beide Zelllinien Gelkarten aller identifizierten Proteine erstellt werden konnte. Die Genex-
pression ausgewéhlter differenziell exprimierter Proteine wurde auf Proteinebene mit Hilfe des
Western Blots und auf RNA-Ebene mit der quantitativen real-time Polymerase-Kettenreaktion
verifiziert.

Die MDCK Zelladaption wurde in zwei Wiederholungen, die zwei Adaptionsschritte (Serum-
entzug, Suspensionswachstum) enthielten, untersucht. Der Vergleich der jeweils letzten Adap-
tionsstadien beider Wiederholungen ergab eine 95%ige Ubereinstimmung des Proteoms. Von
138 differenziell exprimierten Proteinen beider Zelladaptionen wurden 132 innerhalb des ers-
ten Adaptionsschritts (Serumentzug) detektiert. Serumentzug induzierte zelluldre Netzwerke
des Metabolismus, des Cytoskeletts, des Proteinauf- und abbaus, der pre-mRNA-Prozessierung
und der Zellmembran. Fiir die restlichen, ausschlieSlich wahrend des zweiten Adaptionsschritts
(Suspensionswachstum) detektierten sechs differenziell exprimierten Proteine, wurden krebs-
zellenassoziierte Proteine, wie die Sulfotransferase 1A1 und die Lactoylglutathionlyase, identi-
fiziert. Bei einer weiteren Proteomanalyse die eine adhérente MDCK Zelllinie mit der aus ihr
hervorgegangenen Suspensionszelllinie verglich, konnte in den adhirenten MDCK Zellen eine
gesteigerte Expression von Proteinen der Glykolyse und in den Suspensionszellen von Proteinen
des Citratzyklus sowie der Atmungskette beobachtet werden. Die Adaption der Vero Zelllinie an
Medium frei von tierischen Produkten induzierte im Vergleich zu serumhaltigen Vero Zellkultu-
ren eine verdnderte Proteinexpression in der zelluldren Strukturierung, der Membranfunktion,
der Stressantwort, des Metabolismus, der Proteinfaltung im endoplasmatischen Retikulum und
des Proteinabbaus.

Sowohl die MDCK Zellen als auch die Vero Zellen zeigten vor und nach Adaption vergleich-
bares Zellwachstum und vergleichbare Virustiter. Fiir die MDCK Zellen wurde eine verdnderte
virusinduzierte Proteomantwort nach Zelladaption beobachtet. Sowohl Ezrin als auch verschie-
dene heterogene nukleire Ribonukleoproteine (HNRNP K, U, M, H1) zeigten eine deutliche
Veriinderung der Proteinexpression in Suspensionszellen nach Influenzainfektion. Uberdies wie-
sen influenzainfizierte MDCK Suspensionszellen im Gegensatz zu infizierten adharenten MDCK
Zellen eine vermehrte differenzielle Expression apoptoseassoziierter Proteine, wie die Aconitase,
das Glucose-regulierte Protein 78 kDa und das Nucleolin, auf. In beiden Vero Zelllinien hinge-
gen manifestierte sich die differenzielle Expression von Proteinen verschiedenster funktioneller
Ebenen, wie zelluldre Strukturierung, Metabolismus und Stressantwort nach Tollwutinfekti-

on. Fiir beide Vero Zellen konnte die gleiche Expression zentraler Signalproteine der 14-3-3-
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Proteinfamilie und im Kalziumionenhaushalt involvierter Proteine detektiert werden.

Mit Hilfe der zwei untargeted Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass die MDCK und Ve-
ro Zelladaptionen an optimierte Kultivierungsbedingungen physiologische Verdnderungen indu-
zierten. Diese Ergebnisse bieten Ansatzpunkte um die gezielte Verdnderungen der Zell-Matrix
Interaktion (z. B. Galectin-1, Galectin-3), des Metabolismus (z. B. HIF-1, Mdm2-p53), der
Apoptoseinduktion (z. B. CCAR2, Bit-1) und der Virusreplikation (z. B. Ezrin, HNRNP) iiber
eine Manipulation der Genexpression zu beeinflussen. In zukiinftigen Arbeiten sollte nédher
untersucht werden, welchen Einfluss das Expressionslevel der detektierten Proteine auf Suspen-

sionswachstum und Virusvermehrung hat.
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Abkiirzungsverzeichnis

In der wissenschaftlichen Literatur werden englische Begriffe verwendet, die teilweise nicht
eindeutig in die deutsche Sprache iibersetzt werden konnen. Markierte Abkiirzungen (*) wurden

im Text in englischer Sprache genannt, um einen einfachen Abgleich mit der Literatur zu

ermoglichen.
Abkiirzung Beschreibung
2-D Zweidimensional
14-3-3 14-3-3 zeta Protein
26S PnR 26S Proteasomen, ATPase unabhéngig (26S proteasome non ATPase
regulatory)*
26S PR 26S Proteasomen reguiert (26S protease regulatory)*
285 RP 28S ribosomales Protein S22 (28S ribosomal protein S22)*
40S RP 408 ribosomales Protein SA (40S ribosomal protein SA)*
1L-BR 1 L Bioreaktor
2L-BR 2 L Bioreaktor
+S Serumzugabe
A Acetylierung
ABC Ammoniumbicarbonat
AC Stadium der MDCK py Zellen adaptiert an SMIF8+S Medium
Activator Proteasomenaktivator (proteasome - prosome, macropain - activator)*
AHC Adenosylhomocysteinase
AHNAK Neuroblast-Differenzierung assoziiertes Protein
AKAP A-Kinase Ankerproteinfamilie
ANOVA Analyse der Varianzen
Anx Annexin
AT Adenin Thymin
ATCC Amerikanische Zellbank (American Type Culture Collection)*
ATP Adenosintriphosphat
ATPase SU ATPase Protonenuntereinheit Typ V D1 (V type proton ATPase
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subunit d 1)*

BCA Bicinchoninséure
BCL2 B-Zelllymphoma 2 Protein
BiP Bindeprotein der schweren Kette des Immunoglobulins

(immunoglobulin heavy chain binding protein)*

Bit-1 Bcl-2 Inhibitor der Transkription 1

BLAST Programm zur Analyse biologischer Sequenzdaten (basic local
alignment search tool)*

BPT Bioprozesstechnik

BR Biologische Replikate

BRCA Brustkrebsprotein 1 (Breast Cancer 1 Protein)*

Ca?t Kalziumionen

Chbl Uronkogen des Lymphoms, Casitas B-Abstammung (casitas
B-lineage lymphoma proto-oncogene)*

CCAR2 Zellzyklus-Apoptose Regulatorprotein 2

CDC Zellzyklusprotein

CDM Chemisch definiertes Medium

CE Kapillarelektrophorese

CHO Hamsterovar-Zelllinie

CL Stadium der MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8 Medium

CP 55 Zentrosomales Protein, 55 kDa (centrosomal protein of 55 kDa)*

CoA Coenzym A

CoA isomerase Delta(3,5)-delta(2,4)-dienoyl-CoA Isomerase (delta(3,5)-delta(2,4)-

dienoyl-CoA isomerase)*

DC Stadium abgeloster MDCK Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium
DIGE Differenzielle Gelelektrophorese

DIP Fehlerhafte und storende Partikel (defektive interfering particles)*
DH Dehydrogenase

DFZ Durchflusszytometrie

DNA Desoxyribonukleinsédure

DTT Dithiothreitol

E Faktor fiir die Bindungssteigerung an Immunoglobulin

(immunoglobulin enhancer-binding factor)*
ECACC Européische Zellbank (European Collection of Cell Cultures)*
EMT Epitheliale-mesenchymale Transition
Eno 1 Enolase 1
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ER
ERK2
ERM
ERp29

ESI

Ezr

FA
FASP
FDR
FBP Aldolase
FFU

G

GATA
GDP
Gluc AB
GO
GRPT8
GST
GSTP
GTP

HA
HCD

HGF
HIC
HIV-1
HNRNP
HPE
HPLC
HSB1
HSPx
IAA
IEC
IEF
ig-h

Endoplasmatisches Retikulum

Extrazelluldre, signalregulierte Kinase 2

Ezrin, Radixin und Moesin

Endoplasmatisches Retikulum Protein 29 (endoplasmic reticulum
protein 29)*

Elektrospray-Ionisation

Ezrin

Ameisensiure

Filterbasierte Probenvorbereitung

Falsch-Positiv-Rate

Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase

Einheit fiir die Fluoreszenzfokussierung (fluorescent focus units)*
Glykosylierung

Promotorregion

Guanosindiphosphat

Neutrale alpha Glukosidase AB (neutral alpha glucosidase AB)*
Genontologie (Gene Ontologie)*

Glucose-reguliertes Protein 78 kDa

Gluthathion-S-Transferase

Gluthathion-S-Transferase P (glutathione S transferase P)*
Guanosintriphosphat

Héamagglutinin

Kollisionsinduzierte Dissoziation mit hoher Energie (High energy
collision dissociation)*

Hepatozyten Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor)*
Hydrophobe Interaktionschromatographie

Humanes Immunodefizienz-Virus Typ 1

Heterogenes nukledres Ribonukleoprotein
Hochleistungs-Elektrophorese
Hochleistungs-Fliissigchromatographie

Hitzeschockprotein beta 1 (heat shock protein beta 1)*
Hitzeschockprotein x kDa (x = 60, 70, 90, 100)

lodacetamid

Ionenaustauschchromatographie

[soelektrische Fokussierung

Wachstumsfaktor-beta-induziertes, transformierendes Protein
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(transforming growth factor-beta-induced protein)*

IPG Immobilisierte pH-Gradienten

IQGAP Ras GTPase-aktivierendes Protein

ISD Zerfall in der Quelle (in source decay)*

IT Ionenfalle

K Lysin

Ker 10 Keratin Typ I, cytoskelettal 10 (keratin, type I cytoskeleton 10)*

Ker 8 Keratin Typ II, cytoskelettal 8 (keratin, type IT cytoskeleton 8)*

Lam A/C Lamin A/C

LC Fliissigchromatographie

LC-MS Fliissigchromatographie gekoppelt an die Massenspektrometrie

LF Ohne Markierung (label free)*

LIM Zweifaches Zinkfingermotiv

LSM14 RNA-bindendes Protein

M Methylierung

MAD Median der absoluten Abweichung

MALDI Matrixunterstiitzte Laserdesorption/Ionisation

MCM Minichromosomale Instandhaltung

MDCK Madin-Darby-Hundenierenzelllinie

MDCK apy Adhérente MDCK Zelllinie

MDCKgys MDCK Suspensionszelllinie

MMP Matrixmetalloproteinase (matrix metalloproteinases)*

MOI Virus:Zell-Verhéltnis

MS Massenspektrometrie

MVP Cytoskelettales Protein (major vault protein)*

MW Molekulargewicht

N Nitrierung

N40 N-terminal trunkierte Version eines Polypeptids

NA Neuraminidase

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NCBInr Redundanzfreie Datenbank des nationalen Informationszentrums
fiir Biotechnologie

NFxB Nukledrer Faktor kappa B

NMT-1 Glycylpeptid N-Tetradecanoyl Transferase 1

NP Nukleoprotein
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OAT

P
PBI-F2
PBS
PDCD5
PDCD6IP
PDI A6
PDS
PH

pl

PI

p-i.

PIR
PKA

PKI M1/M2

PLC
PLK
PMF
PO,
POR
PP
Pr
Prx

PSD
PSM

pt

qRT-PCR

RC
RDZ
REF850
RFFIT

RG

Ornithin Aminotransferase

Phosphorylierung

Basisches Protein 1 der Polymerase im zweiten Leserahmen
Phosphatgepufferte Salzlosung

Programmierter Zelltod Protein 5

Programmierter Zelltod interagierendes Protein 6
Proteindisulfidisomerase A6 (protein disulfide isomerase A6)*
PolySUMO-abhéngige Separation

Prohibitin

Isoelektrischer Punkt

Phosphoinositide

Nach der Infektion

Protein-Informationsressource (Protein Information Resource)*
cAMP-abhéngige Proteinkinase A

Pyruvatkinase Isomerase M1/M2

Phospholipase C

Serine/Threonin-Proteinkinase

Fingerabdruck der Peptidmassen (peptid mass fingerprint)*
Sauerstoffpartialdruck

Peroxidreduktase

Phosphoprotein M1

Prenylierung

Thioredoxin-abhéngige Peroxidreduktase (thioredoxin dependent
peroxide reductas)*

Zerfall nach der Quelle (post source decay)*

Treffer der Suchalgorithmen

Peptide

Quadrupol

Quantitative real time Polymerase Kettenreaktion

Arginin

Reticulocalbin 1

Riihrerdrehzahl

Rollerflasche 850 cm?

Schnelltest iiber FFU-Inhibition (Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test)*

RapiGest
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RIPA Radioimmunoprézipitations Assay
RKI Robert Koch Institut
RNA Ribonukleinséduren
— tRNA Transfer RNA
— mRNA Messenger RNA
— snRNA Small nuclear RNA
RP Umbkehrphase (reversed phase)*
RP/EB Proteinbindene Proteinfamilie
RT Raumtemperatur
S Alternatives Splicing
S5100a6 S100a6 Protein
SC Stadium langsam wachsender MDCK Suspensionszellen
SCM Serumhaltiges Medium
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SEC GroBlenausschlusschromatographie
SEC14 Sekretorisches Protein 14
Serum P/A Serum-Paraoxonase/Arylesterase 2 (serum paraoxonase/
arylesterase 2 like isoform 1)*
SFM Serumfreies Medium
SH Src homologe Doméne
SIP Smad interacting protein
SMC Strukturelle Instandhaltung der Chromosomen
SOP Arbeitsanweisung
SPF27 RNA-Splicingfaktor SPF27 (pre-mRNA-splicing factor SPF27)*
Spinnerpy Spinnerflasche mit Paddelriihrer
Spinnerpg Spinnerflasche mit Pendelriithrer
SRC Zelluldres Sarcoma (cellular sarcoma)*
SU alpha Proteasomenuntereinheit alpha (proteasome subunit alpha)*
SV Vakuolenbildendes Simianvirus (simian vacuolating virus)*
T175 T-Flasche mit 175 cm?
TapERp57 Tapasin endoplasmatisches Retikulumprotein 57
TC T-complex protein 1
TCA Trichloressigsdure
TCIDs Gewebekultur infektitse Dosis 50 (tissue culture infectious dose 50)*
TFA Trifluoressigséure
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TGF
TIMP

TNF
TOF
TOI

TPI 1
TrEMBL

Trypsing
TUNEL

UniProt KB
v

Vero
Verogcm/arm

Verorpr-arm
Vim

WHO
YWHA

Z0O

Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)*
Gewebeinhibitor der Metalloproteinase (tissue inhibitor of
metalloproteinase)*

Tumornekrosefaktor

Flugzeitanalysator (time-of-flight)*

Infektionsstart

Triosephosphatisomerase 1 (triosephosphate isomerase 1)*
Ubersetzung der européischen Institution fiir Molekularbiologie
(Translated European Molecular Biology Laboratories)*

Trypsin fiir die Zellpassagierung

Biotinvermittelte Farbung von DNA-Strangbriichen (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling)*

Wissensdatenbank fiir umfassende Proteinressourcen
Virusreplikation

Nierenzelllinie der Griinen Meerkatze

Adhérente Vero Zelllinien kultiviert in serumhaltigem Medium
Adhérente Vero Zelllinien kultiviert in Medium frei von tierischen
Produkten

Vimentin

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)*
Monooxygenase-aktivierendes Protein (Tyrosine 3 monooxygenase/
tryptophan 5 monooxygenaseactivation protein)*

Zellwachstum

Protein der Zell-Zellverbindung (zona occludens protein)*
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Symbolverzeichnis
Variable Beschreibung
o Selektivitit
o(x;) Varianz
a Anstieg der Kalibriergeraden
b Achsenschnittpunkt
Ct Zykluszahl des signifikanten Fluoreszenzsignals
CVirus Konzentration der Viruspartikel
CRBC Konzentration der RBC
d Bilddateien
D Fluoreszenzfarbungen
e Elementarladung
Frr Verdiinnungsfaktor der reversen Transkription
Gp(x;) Gesamtheit der Graustufenwerte
g; Gel
HA HA-Titer
I(x;) Mittelwert einer Intensitét iiber alle betrachteten Messpunkte
Iy, p(x;)  Normalisierte Spotintensitét
I () Intensitéit einer Kontrolle
L,(z;) Intensitéit einer Probe
k Retentionsfaktor
Lpasen Fragmentlénge
m Masse
M340 Mittlere Masse der Basen (340 Da)
NRNA Anzahl der RNA-Molekiile
NZellen Zellzahl
N Anzahl theoretischer Trennboden
Ny Avogadro-Konstante
R Auflésung
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R(;)
RLF(%’)
S

SQ prone
t

T

U
Vp(z;)
VEluat
ZT;

z

Z(x;)
ZLF(iUi)

Verhéltnis

Verhiltnis fiir die LF-Quantifizierung
Flugstrecke

Virale mRNA pro Zelle

Flugzeit

Menge des Fragmentes
Beschleunigungsspannung

Relativer Anteil eines detektierten Spots
Probenvolumen

Detektierter Spot

Ladung

Standardisierung der Spotintensitéaten

Standardisierung der Intensitéiten eines features
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1. Einleitung

Im letzten Jahrzehnt hat die Anwendung der Zellkultur fiir den Herstellungsprozess von
Impfstoffen zunehmend an Bedeutung gewonnen. Im Vergleich zu herkémmlichen, beispiels-
weise auf bebriiteten Hiihnereiern oder Vogelembryonen beruhenden Verfahren, l&sst sich der
Produktionsmafistab zellbasierter Prozesse schneller an den medizinischen Bedarf anpassen
(Genzel and Reichl 2009). Die Anwendung von Zellkulturen zur Herstellung von Impfstoffen
ermoglicht somit mehr Flexibilitdt und bringt eine nahezu unbegrenzte Kapazitit mit sich.
Fir den Prozess der Impfstoffproduktion werden unter anderem tierische Zelllinien
verwendet, vielversprechend sind zum Beispiel kontinuierlich wachsende Madin-Darby-
Hundenierenzelllinien (MDCK) und Nierenzelllinien der Griinen Meerkatze (Vero) (Barrett
et al. 2009, Genzel and Reichl 2009). Diese Zelllinien wachsen meist adhérent und die Wachs-
tumsphase vor der Infektionsphase erfolgt in serumhaltigen Medien. Moderne Prozesse mit
tierischen Zelllinien zur Herstellung pharmazeutischer Wirkstoffe wie monoklonaler Antikérper
basieren auf in Suspension und in chemisch definiertem Medium wachsenden Zellen (Bandar-
anayake and Almo 2014). Um diesen Standard zu erreichen, wurden in der Vergangenheit
Zelllinien kultiviert und Versuche vorgenommen, diese durch Adaption schrittweise an die
gewiinschte Kultivierungsbedingung anzupassen.

Das Vorgehen der schrittweisen Zelladaption ist zeitaufwendig und nicht immer erfolgreich.
Daher wire es wiinschenswert, gezielt eine Anpassung der Zelllinien zu erreichen. Dies kann
durch eine Verdnderung der Prozessfithrung, der Medienzusammensetzung oder der zelluldren
Eigenschaften erfolgen (Behrens et al. 1989, Chu et al. 2009, Lohr et al. 2010, Schoenenberger
et al. 1991, Tsutsumi et al. 2006, van Wielink et al. 2011). Die Komplexitéit des zelluldren
Netzwerks erschwert bis heute eine gezielte Manipulation der Genexpression der Zellen.
Wiéhrend das komplexe Genom tierischer Zellen (Hund: 78 Chromosomen, Griine Meerkatze:
60 Chromosomen) iiberwiegend statisch ist, zeigt die Genexpression einen hohen Grad an
Flexibilitdt. Mit den exprimierten Proteinen wird wiederum eine funktionelle Vielfalt des
zelluldren Netzwerks erzeugt. Die Proteomanalytik gibt somit einen Einblick in zelluldrere

Netzwerke auf der funktionellen Ebene.



2 Einleitung

Die Proteomanalytik nutzt das Konzept von Perturbationsversuchen aus der Physik. Da-
bei wird ein System gestort und die induzierten Effekte betrachtet. Solche Versuche sind
annahmefrei, eignen sich fiir die Untersuchung komplexer Systeme und bergen das Poten-
zial, unerwartete Zusammenhéinge zu entdecken und durch die Perturbation verursachte
Verédnderungen verstédndlich zu machen. Die Proteinanalytik stellt ein Methodenspektrum
bereit, diese Effekte auf sowohl qualitativer als auch quantitativer Ebene zu erfassen. Verschie-
dene Ansitze zur gelbasierten oder gelfreien Separation, zur fluoreszenzbasierten oder nicht
markierenden Quantifizierung und zur massenspektrometrischen Identifizierung von Proteinen
wurden in den letzten Jahren entwickelt.

Das Ziel vorliegender Arbeit ist es, den Einfluss verénderter Kultivierungsbedingungen auf
das Proteom tierischer Zelllinien zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden zwei Strategien
der Proteomanalytik angewandt. Die qualitativen und quantitativen Anderungen der Protein-
expression wurden mit einer gelbasierten und einer gelfreien Proteinanalytik durchgefiihrt,
die Verinderungen des Proteoms nach Anpassung der Zelllinien an Suspensionswachstum
und verdndertes Medium betrachtet, wobei eine MDCK Zelllinie fiir die Replikation von
Influenzaviren und eine Vero Zelllinie fiir die Replikation von Tollwutviren untersucht wurden.
Die Versuche beider tierischer Zelllinien sollen eine Identifizierung zelllinienspezifischer und
iibergreifender Effekte ermoglichen. Die Proteomanalytik kann Ansatzpunkte fiir Prozesskon-
trollmechanismen offenlegen. Das neu gewonnene Versténdnis iiber das zelluldre Netzwerk
soll eine Grundlage fiir zukiinftige molekularbiologische Experimente fiir Studien des loss of

function (Funktionsverlust) und gain of function (Funktionsgewinn) bilden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Virale Impfstoffe

Impfungen gegen virale Infektionen gelten in der heutigen Zeit als eine der erfolgreichsten
human- und veterindrmedizinischen Mafinahmen. Virale Impfstoffe haben das Ziel, Immunitét
gegen virusspezifische Antigene hervorzurufen. Diese Antigene werden dem Immunsystem in
inaktiver Form, wie aufgereinigte virale Proteine (Totimpfstoffe), oder in aktiver Form, wie
abgeschwiichte (attenuierte) Viren (Lebendimpfstoffe), prasentiert. Abgeschwéchte lebende Vi-
ren rufen eine natiirliche Immunitét hervor und koénnen, im Vergleich zu anderen Varianten
viraler Impfstoffe, in geringen Dosen verabreicht werden (Belshe et al. 2007). Lebendimpfstoffe
sind jedoch komplizierter in der Herstellung und bergen die Gefahr unerwiinschte Neukombina-
tionen mit zirkulierenden Virusstdmmen zu erzeugen. Weiterhin besteht die Moglichkeit einer
Immunisierung iiber die Injektion von Gensequenzen fiir die Expression viraler Antigene in der
Wirtszelle in Form von Desoxyribonukleinsédure (DNA) oder Ribonukleinsédure (RNA) (Weiss
et al. 2012).

Eine stetige Herausforderung ist es, die Impfstoffe an modifizierte Virusstimme anzupassen
und neue Impfstoffe fiir neue bisher unbekannte Virustdmme zu entwickeln (Horzinek 1999).
Neue Virusstdmme entstehen durch Mutationen und molekulare Neukombinationen aus bekann-
ten Virusstdmmen. Die mit der viralen Evolution verbundene Gefahr eines flichendeckenden
Krankheitsausbruchs treibt die Forschung und Entwicklung von Impfstoffen voran, um einen
anhaltenden Schutz vor viralen Erkrankungen zu erreichen. In diesem Kapitel wird nédher auf die

viralen Impfstoffe gegen Influenza- und Tollwutviren fiir die humane Anwendung eingegangen.

2.1.1. Impfstoffe gegen Influenzaviren

Influenzaviren gehoren zu der Familie der Orthomyzoviridae und werden, abhédngig vom an-
tigenen Effekt ihrer Proteine, in die Klassen A, B und C unterteilt. Eine weitere Klassifi-
kation von Influenza A Viren in Subtypen erfolgt anhand der antigenen Eigenschaften der
Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) (17 HA und 9 NA bis-
her bekannt, Bezeichnung z. B. HIN1). Ein aus der Umwelt isolierter Virusstamm erhélt seine

Bezeichnung nach folgender Nomenklatur: Gattung/ Land/ Stammnummer/ Jahr der Isolation
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(Subtyp). Wichtige Eigenschaften der Influenzaviren sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Die
Viren haben ein weites Wirtsspektrum von Vogeln zu Sdugetieren, wobei bisher nur Influenza A
Viren fiir ausgeloste Pandemien verantwortlich sind.

Das Immunsystem des Wirts {ibt einen starken Selektionsdruck auf den Virus aus und
begiinstigt Punktmutationen der Virusoberflachenproteine. Somit kénnen Influenzaimpfungen
keinen anhaltenden Schutz durch die adaptive Immunantwort generieren. Die Influenzaviren
modifizieren ihre antigenen Eigenschaften durch Antigenshift und Antigendrift (Medina and
Garcia-Sastre 2011). Die saisonale Grippewelle entsteht iiberwiegend durch kontinuierlichen
Antigendrift. Dabei generiert die virale RNA-Polymerase ca. einen Fehler pro repliziertes Vi-
rusgenom (Drake 1993).

Der humane Impfstoff gegen Influenzaviren besteht aus einer Kombination der Ober-
flachenantigene HA und NA. Antigene von zwei Influenza A Virusstimmen werden mit An-
tigenen von ein bis zwei Influenza B Virusstdmmen kombiniert (Reed et al. 2012). Der Impf-
stoff wird jahrlich nach Empfehlungen der World Health Organization (WHO) modifiziert. Die
vorbeugenden Impfungen schiitzen individuell vor der Erkrankung und kénnen gleichzeitig die
Ausbreitung des Virus in der Bevolkerung verhindern.

Trotz vorbeugender Impfungen kénnen Pandemien durch Influenzaviren in kurzen Zeitraumen
von unter einem halben Jahr auftreten. Insbesondere die Koinfektion durch zwei Virusstdmme
kann zum Austausch viraler Genomsegmente fiihren (Medina and Garcia-Sastre 2011). Der
Prozess wird als Reassortierung bezeichnet und fiithrt zum Antigenshift. Durch Neukombina-
tionen von RNA-Segmenten entstanden 1918 die spanische Grippe (HIN1), 1957 die asiatische
Grippe (H2N2), 1968 die Hongkong Grippe (H3N2) und 2009 die Schweinegrippe (HIN1) (Si-
monsen et al. 2011). Weiterhin geht eine potentielle Pandemiegefahr von bislang nur in Viégeln
zirkulierenden H5N1-Stammen aus. Es konnte gezeigt werden, dass vier Mutationen innerhalb
eines H5 HA eine erfolgreiche Transmission von Végeln auf Frettchen ermoglichten (Imai et al.
2012). Es wurden bereits auch vereinzelte Félle der Transmission von H5N1-Stdmmen vom
Vogel auf den Menschen beobachtet und die Erkrankungen verliefen zu 50% todlich (Friede
et al. 2011). Deshalb sucht die pharmazeutische Forschung nach Verfahren Impfstoffe schnell in
groflen Maf}stédben verfiighar zu machen.

Im Jahr 1945 begann die industrielle Produktion von Grippeimpfstoffen, mit der USA-Zulassung
eines in Hiithnereiern hergestellten Impfstoffs. Der damalige Prozess wurde im Laufe der Zeit
optimiert und ist robust und kostengiinstig (Lee and Hu 2012). Die Viren werden in der Allan-
tois eines 11 Tage alten, befruchteten Eies vermehrt. Im Durchschnitt werden ca. 1 bis 2 Eier
pro Impfdosis bendtigt (Bardiya and Bae 2005), aber nicht alle Saatviren replizieren mit ent-
sprechend hohen Ausbeuten.

Beim klassischen Impfstoftherstellungsverfahren in Hiihnereiern werden die hergestellten Saat-
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Tab. 2.1.: Fakten zum Influenza- und Tollwutvirus. Aufgefiihrt sind die Klassifizierung

der Viren, der Aufbau der Viren und Informationen zur viralen Erkrankung (Ivanov et al. 2011,
Leyrat et al. 2011, Medina and Garcia-Sastre 2011, WHO 2009, Wise et al. 2009).

Influenzavirus Tollwutvirus
Familie Orthomyzoviridae Rhabdoviridae
Gattung Influenza Lyssavirus
Klassen A B, C -
Genom Negative RNA, 8 Segmente, Negative RNA, nicht
13-14 kb segmentiert, 12 kb
Exprimierte Héamagglutinin, Neuraminidase, Nukleoprotein, Matrixprotein,
Proteine Nukleoprotein, Ionenkanal M2, Phosphoprotein, RNA
Matrixprotein M1, Nuclear Export Polymerase, Glykoprotein
Protein, Polymerasekomplex
(3 Untereinheiten), N40,
Nonstructural Protein 1,
PB1-F2
Grofle ? 80 - 120 nm 180 nm x 90 nm
Neuraminidase
Hamagglutinin Hiillmembran Matrixprotein  Glykoprotein
Aufbau = lonenkanal M2 ".;;:;}c %
{ :‘;3‘ Matrixprote.in M1 ﬁlﬂf(ﬁ kA DU CRFURES
Nukleoprotein Ribonukleoprotein
Polymerasekomplex
Genzel et al. (2013) Rupprecht et al. (2002)
Wirtsspektrum  Vogel, Sdugetiere Raubtiere, Fledertiere,
Menschen
Ausbreitung Weltweit Asien, Afrika, Stidamerika
Tote im Jahr 250 000 - 500 000 50 000
Ubertragbarkeit Tropfcheninfektion Bissverletzung
Krankheitsbild  Atemwegsinfektion und Todliche Enzephalitis

todliche sekundére Erkrankungen

RNA - Ribonukleinsiure, N40 - N-terminal trunkierte Version eines Polypeptids, PB1-F2 - basisches Protein 1

der Polymerase im zweiten Leserahmen.
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viren im Vorfeld auf ihre Produktionsraten getestet. Fiir die Erhohung der Ausbeuten wird
die Reassortierung von Viruspartikeln durchgefiihrt, bei der die Oberflichenantigene der zirku-
lierenden Stdmme erhalten bleiben. Dabei werden die RNA-Segmente durch Koinfektion oder
reverse Genetik neu kombiniert (Subbarao and Katz 2004). Letztere beschreibt die Transfektion
von Zellen mit speziell hergestellten RNA-Segmenten gebunden in Ribonukleoproteinen oder
mit DNA-Plasmiden die virale RNA (vRNA) kodieren.

Die Herstellung der Impfstoffe in Hiihnereiern weist einige Limitationen auf. So wird durch
die Adaption der Virusstimme an die Eiproduktion das Glykosylierungsmuster der Ober-
flachenantigene verdndert. Dies kann die Wirksamkeit des Impfstoffes beeintrichtigen (An
et al. 2013). Auflerdem werden nach Herstellung von Viren in Hiihnereiern Spuren von
Hiihnerproteinen im finalen Produkt detektiert, die allergische Reaktionen in Patienten hervor-
rufen kénnen. Weiterhin wird die Produktionskapazitéit der Impfstoffe durch die Verfiigbarkeit
von Eiern begrenzt und dies kann im Fall einer Pandemie zu Engpéssen in der Herstellung
fithren.

Im Fall einer Pandemie gilt es, schnell zu reagieren und wirksamen, sicheren Impfstoff in kurzer
Zeit herzustellen. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, gewann die alternative Herstel-
lung von Impfstoffen gegen Influenzaviren in kontinuierlichen Zelllinien (Abschnitt 2.2.1) im
letzten Jahrzehnt zunehmend an Bedeutung. Durch die Verfiigbarkeit der geeigneten Zelllinien
sowie der moglichen Skalierbarkeit eines zellkulturbasierten Prozesses eignen sich Zellkultu-
ren besonders fiir die Produktion im industriellen Mafistab. Bestimmte tierische Zelllinien, wie
MDCK und Vero, eignen sich sehr gut fiir die Replikation verschiedener Influenzavirusstamme
(Tab. 2.2). Im Jahr 2009 wurde der erste, von der Firma Novartis in MDCK Zellen hergestellte,
humane Impfstoff OPTAFLU® gegen Influenzaviren (Doroshenko and Halperin 2009) zugelas-
sen. Vier Jahre spiter erhielt ein weiterer Impfstoff, FLUCELVAX®, die Zulassung in den USA
und Europa. Weiterhin kann Influenzaimpfstoff rekombinant in Insektenzellen mit Hilfe des Ba-
kulovirus Expressionsvektor hergestellt werden (Flublok™, Protein Sciences, Cox et al. 2015).
Eine interessante Form eines in tierischen Zellen hergestellten Grippeimpfstoffes ist der Leben-
dimpfstoff. Diese Impfstoffe zeigten gegeniiber Totimpfstoffen eine gesteigerte Effizienz (Gas-
parini et al. 2011). Speziell bei Influenza Virusstimmen kann diese Form den Antigenshift
begiinstigen, da bei Koinfektionen Neukombinationen von viralen RNA-Segmenten entstehen
kénnen. Es gibt Lebendimpfstoffe gegen Influenzaviren, die iiber Adaption an 25°C in ihrer
Infektiositiat beeintriachtigt sind (z. B. Fluenz™, Medimmune, Scott et al. 2012, Maassab and
Bryant 1999) und somit das Risiko eines Antigenshifts minimieren. Der Impfstoff wird iiber ein

Nasenspray dem Patienten dosiert.
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Tab. 2.2.: Influenzavirusausbeuten kontinuierlicher Zelllinien. Die Kultivierungen der

Zelllinien wurden in geriihrten Bioreaktoren durchgefiihrt (Genzel and Reichl 2009).

Zelllinie Virusstamm HA-Titer!
Adhérende MDCK (ECACC) A/PR/8/34 2,9
MDCK.SUS2 2 A/PR/8/34/Malaysia 3,0
Vero (WHO) A /Texas/36/91 2,4
Vero CCL-81 (ATCC) A/Sydney/5/97 2,8

1 — Log1p HA-Einheiten/100 uL (Abschnitt 3.3.3), 2 — Prof. Dr. rer. nat. Klaus Scharfenberg (Fachhochschule
Emden/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland); ECACC — European Collection Of Cell Cultures,
WHO — World Heath Organization, ATCC — American Type Culture Collection.

2.1.2. Impfstoffe gegen Tollwutviren

Die Tollwutviren werden der Familie der Rhabdoviridae zugeordnet. Das Virus repliziert sich
im zentralen Nervensystem und breitet sich schlieflich im ganzen Koérper aus. Nach Ausbruch
der Krankheit verlduft sie in allen Féllen todlich. Nach der Infektion kénnen bis zum Ausbruch
10 Tage bis drei Monate vergehen. Auf Grund dieser Zeitspanne kann eine Impfung vor oder
nach einer Infektion mit Tollwutviren erfolgen. Wichtige Eigenschaften des Tollwutvirus sind
in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Tollwut wird hauptséchlich iiber Bissverletzungen durch
Raubtiere und Fledertiere auf den Menschen iibertragen. Die Ausbreitung des Tollwutvirus
konnte in Europa durch die Massenimpfungen von wildlebenden Tieren mit Hilfe von Koédern
stark eingeddmmt werden. Tollwut ist jedoch in Entwicklungsldndern mit begrenzter medizi-
nischer Vorsorge immer noch eine ernst zu nehmende Erkrankung. Die heutige Forschung ist
aus diesem Grund bestrebt, den Impfstoff und dessen Herstellung sicherer und ¢konomischer

zu gestalten.
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Der Impfstoff gegen Tollwutviren wurde erstmals 1885, als historisch dritter nach den Impf-
stoffen gegen Pocken und Hiihnercholera, beschrieben. Eine detaillierte Zusammenfassung der
Impfstoffproduktion gegen Tollwutviren wurde von Wu et al. verfasst (Wu et al. 2011). Louise
Pasteur (1822 — 1895) behandelte einen Jungen nach einer Tollwutinfektion erfolgreich mit einer
vorbehandelten Riickenmarksprobe eines infizierten Tieres. Pasteurs Impfstoff gegen Tollwut-
viren stellte eine Mischung aus inaktiven und lebenden Viren dar, der immer frisch hergestellt
werden musste. Nachdem das Wildtypvirus von Hase zu Hase passagiert wurde und stabile
Infektionseigenschaften (Inkubationszeit, Symptome, Virustiter) aufwies, wurde es als fixierter
Stamm bezeichnet (Wu et al. 2011). Das isolierte Nervengewebe des Hasen wurde 14 Tage
luftgetrocknet und dem infizierten Patienten zur Behandlung gespritzt. Durch kiirzere Trock-
nungszeiten des Gewebes wurde die Aktivitdt des Viruspréiparates gesteigert. Die Patienten
wurden final mit frisch hergestelltem, infektiosem Nervengewebe behandelt.

Noch ein halbes Jahrhundert nach Louis Pasteurs Entdeckungen wurde eine Behandlung toll-
wutinfizierter Menschen mit vorbehandeltem Riickenmark infizierter Tiere durchgefiihrt. Das
darin enthaltene Myelin verursachte Hirnentziindungen. Um dieser Nebenwirkung entgegen zu
wirken, begann die Entwicklung myelinfreier Herstellungssysteme, wie zum Beispiel in Voge-
lembryonen und neonatalen Nagerhirnen. Fiir die daraus hergestellten Impfstoffe wurden ei-
ne geringe, antigene Immunantwort und verschiedene nachteilige Reaktionen beschrieben (Wu
et al. 2011).

Ein weiterer Meilenstein in der Tollwutimpfstoffproduktion wurde mit der Verwendung von
tierischen Zellkulturen Mitte der 60er Jahre erreicht. Dazu zéhlt ein, in Zellkultur hergestellter,
inaktivierter Impfstoff aus dem Jahr 1964. Bereits zwei Jahre spéter stellten sich humane diploi-
de Zelllinien als geeignete Wirtszelllinien heraus. Daraus resultierte die erste Zulassung dieses
Impfstoffes (Imovax™, Sanofi Pasteur, Pichon et al. 2013) 1974 in Frankreich. Im industriellen
Mafstab ist dieser Impfstoff schwierig und teuer zu produzieren, da diese Zelllinien eine be-
grenzte Passagenzahl aufweisen (Hayflick-Grenze) (Wu et al. 2011). Kontinuierliche Zelllinien,
wie Vero Zellen, gaben neue Méglichkeiten zur Herstellung im industriellen Mafistab (Abschnitt
2.2). Ein Impfstoff, hergestellt in Vero Zellen, wurde erstmals 1985 in Frankreich zugelassen und
anschliefend in mehr als 100 Landern (Verorab™, Sanofi Pasteur, Pichon et al. 2013) verkauft.

2.2. Tierische Zellkultur fiir die Impfstoffproduktion

Enders und Kollegen machten Mitte des 20. Jahrhunderts eine weitreichende Entdeckung
(Enders et al. 1949). Sie konnten das Poliovirus in menschlichen Zelllinien, die nicht aus dem
Nervengewebe stammen, vermehren und erhielten dafiir 1954 den Nobelpreis. Der akute Bedarf

einer Behandlung gegen Kinderlihmung stiitzte die Akzeptanz fiir den ersten zellkulturbasier-
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ten Impfstoff (Merten 2006). Seither wurden verschiedene Zelllinien isoliert (Pflanzenzelllinien,
Insektenzelllinien, tierische Zelllinien) und finden verschiedenste Anwendung in der Biotechnolo-
gie (Merten 2006). Die derzeit, in der pharmazeutischen Produktion, am haufigsten verwendete
Zelllinie, ist die Hamsterovar-Zelllinie (CHO). Diese wird iiberwiegend fiir die Produktion mo-
noklonaler Antikorper eingesetzt. Vielversprechende Beispiele fiir die Imfpstoffproduktion sind
MDCK und Vero Zelllinien (Barrett et al. 2009, Genzel and Reichl 2009). In diesem Kapitel
werden diese tierischen Zelllinien, ihre Ndhrmedien und ihr Wachstum auf Oberflichen und in

Suspension im Kontext der Impfstoffproduktion néher erlautert.

2.2.1. Tierische Zelllinien: MDCK und Vero Zellen

Zelllinien konnen in verschiedene Gruppen unterteilt werden (Hess et al. 2012):

e Primiére Zelllinie: Die Zellen werden direkt aus Fliissigkeiten oder Geweben von Organis-

men entnommen und durch Zugabe von Néhrmedien in Kultur gehalten.

e Diploide Zelllinien: Die Zellen wurden von menschlichen oder tierischen Feten isoliert. Sie

weisen eine begrenzte Passagenzahl auf (Hayflick-Grenze) (Hayflick and Moorhead 1961).

e Kontinuierliche Zelllinien: Die Zellen konnen sich nahezu unbegrenzt in Kulturen vermeh-
ren. Ausgehend von priméren Zellkulturen kann eine Immortalisierung durch Transfekti-

on, Transformation, induzierter Mutation, UV-Bestrahlung oder spontan erfolgen.

e Designer Zelllinien: Die Zellen werden mit Hilfe genetischer Verdnderungen speziell fiir

die biotechnologische Produktion entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den kontinuierlichen tierischen Zelllinien MDCK und Ve-
ro gearbeitet, da sie geeignete Wirtszellen fiir die Replikation verschiedener Virusstdmme sind
(Barrett et al. 2009, Genzel and Reichl 2009). Einen Grundstein dafiir legten 1958 die Wis-
senschaftler Madin und Darby mit der Isolation primérer Zellkulturen aus dem Nierengewebe
verschiedener Tiere (Rind, Schaf und Hund, Madin et al. 1957, Madin and Darby 1958, Gaush
et al. 1966). Das Gewebe des Nierenkortex eines adulten weiblichen Cocker Spaniels (Canis
familiaris) wurde mechanisch und enzymatisch zerkleinert und diente anschlieffend als Inoku-
lum fiir die Zellkultur. Die parentale MDCK Zelllinie wurde 1964 mit Passage 49 zertifiziert
(Omeir et al. 2011). Daraus sind heute eine Vielzahl verschiedener Zelllinien hervorgegangen,
die tiber verschiedene Zellbanken erhiltlich sind (Dukes et al. 2011). Empirische Versuche zeig-
ten das MDCK Zellen geeignete Wirtszellen fiir Influenzaviren mit hohen Virusausbeuten sind.
Die WHO empfahl 1995 unter anderem, MDCK Zellen zur Herstellung von Impfstoff gegen
Influenzaviren zu nutzen (WHO 1995).
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Die Vero Zelllinie wurde 1962 aus dem Nierengewebe einer adulten afrikanischen Griinen Meer-
katze (Chlorocebus) von Yasumura und Kawikata isoliert (Barrett et al. 2009). Nach der erfolg-
reichen Herstellung von Polioviren in Vero Zellen 1980 wurde die Zelllinie fiir die Produktion
verschiedener Lebend- und Todimpfstoffe verwendet (Barrett et al. 2009). Die WHO gene-
rierte 1987 eine Vero Zellbank der Passage 124, die den Bestimmungen der WHO, fiir die
Verwendung von kontinuierlichen Zelllinien in der Produktion biologischer Substanzen erfiillte.
Fiir Tollwutviren, japanische Enzephalitis-Viren, Rotaviren, Vaccinia und Influenzaviren wur-
de die Herstellung in Vero Zellen genehmigt. Forschung- und Entwicklungsprozesse laufen fiir
die Impfstoffproduktion gegen Dengue-Viren, West-Nil-Viren, Ross-River-Viren, Chikungunya-
Viren und Pockenviren. Seit mehr als 30 Jahren werden Produktionsprozesse mit Vero Zellen
verbessert. Die dabei gewonnenen Erfahrungen waren wegbereitend fiir die Verwendung weiterer

kontinuierlicher Zelllinien fiir die Impfstoffproduktion.

2.2.2. Nihrmedien fiir die tierische Zellkultur

Die Kultivierung von Zelllinien ist fast ausschliefllich in komplexen Medien moglich. Die
Né&hrlosungen enthalten neben Metaboliten und Kofaktoren auch Hormone, Wachstumsfak-
toren, Adhésionsfaktoren, Radikalfinger, Lipide oder Substanzen gegen Scherstress. Die er-
folgreiche in witro Kultivierung von Fibroblastzellen der Maus im Nahrmedium durch Earle
et al. (1954) gilt als Beginn der Zellkulturtechnik. Seither wurde die Zusammensetzung der
Néhrmedien mit empirischen Ansétzen verbessert. Es wurde die Verwendung verschiedener
Medienkomponenten (z. B. Serum, Pflanzenlysate) getestet und nach einfachen Substanzen,
die komplexe Bestandteile ersetzen konnen, gesucht (Tsao and Gould 2000).

Anfangs gelang es nur dann Zellen zu vermehren, wenn tierische Seren fiir die Kultivierung
zugegeben wurden. Dabei bildete ein Basalmedium, auch Minimalmedium genannt, die Grund-
lage fiir die Herstellung serumhaltiger Medien (SCM, 1 - 10 % Serum). Seit den 90er Jahren
gibt es Bestrebungen serumfreie Medien (SFM) zu verwenden (van der Valk et al. 2004), da
durch Serumzugabe Zellkulturen mit Viren, Mykoplasmen oder anderen Krankheitserregern
kontaminiert werden kénnen. Des Weiteren ist die Serumherstellung aus Feten sehr kostspielig
und birgt die Gefahr von Schwankungen in der Zusammensetzung verschiedener Serumchargen
welche die Zellkulturprozesse beeinflussen kénnen.

Das Ziel der Medienentwicklung ist die Verwendung von Medien ohne tierische Produkte, bis
hin zu vollstéandig chemisch definierten Medien (CDM). CDM enthalten keine Hydrolysate oder
andere Komponenten unbekannter Zusammensetzung. Nur hoch aufgereinigte Substanzen oder
rekombinante Proteine werden den Kulturen zugegeben (van der Valk et al. 2010). Ein kriti-

scher Faktor fiir die Medienentwicklung ist die Substratverfiigbarkeit der Zellen zum Beispiel fiir
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Cholesterol, essentielle Lipide oder Eisen (Tsao and Gould 2000). Je mehr iiber die spezifischen

Bediirfnisse der Zelllinie bekannt ist, desto besser kann das CDM angepasst werden.

2.2.3. Adaption von adhirentem Wachstum an

Suspensionswachstum

Die Herstellung pharmazeutischer Wirkstoffe in Zellkultur erfolgt heute in 1000 bis 10 000 Liter
Bioreaktoren (Merten et al. 2014). Die dabei verwendeten Zelllinien sind an Suspensionswachs-
tum adaptiert. Vielversprechende Zelllinien fiir die Impfstoffproduktion wachsen jedoch meist
adharent. Diese Zellen in Suspensionskulturen zu halten ist eine Herausforderung fiir die Bio-
prozesstechnik. Nach den Entdeckungen von Enders et al. (1949), war die Nutzung von kleinen
Partikeln (Microcarrier) durch van Wenzel (1973) zur Vergrofierung der Wachstumsoberfléche,
fiir adhérent wachsende Zellen im Bioreaktor, eine der ersten wichtigen Weiterentwicklungen
fiir die industrielle Produktion von Impfstoffen in Zellkultur. Der Einsatz von Microcarriern
ermoglichte erstmals die Kultivierungen adhérenter Zellen im 1 000-Liter-MafBstab.

Eine weitere wesentliche Prozessverbesserung ist der Ubergang von adhéirentem Zellwachstum
zu Suspensionswachstum (Merten et al. 2014). Das Suspensionswachstum ermdglicht einen ein-
facheren Transfer in grofere Produktionsmafistébe (up-scaling) und wird generell in der zellkul-
turbasierten Impfstoftherstellung angestrebt. Weitere Vorteile der Suspensionskultur sind die
Einsparung von Kultivierungszeit, durch den Wegfall von Anheftungs- und Ablésungsschritten
sowie die in der Regel geringere Scherkraftbelastung der Zellen. Nachteilig sind die im Vergleich
zu adhérenten Zellkulturen komplizierteren Schritte des Medienwechsels und der Zellgewinnung.
Die Neigung zur Zellaggregatbildung in Suspensionskulturen kann durch die Optimierung des
Zellkulturmediums reduziert werden (van Wielink et al. 2011).

Wissenschaftler untersuchten den Ubergang von adhéirentem Wachstum zu Suspensions-
wachstum in verschiedenen Forschungsbereichen: 1) Metastasierung von Krebs, 2) zelluldre
epitheliale-mesenchymale Transition (EMT), 3) Kultivierung von Zellen fiir der Biotechno-
logie und 4) zelluldre Anoikis (Form der Apoptose durch Ablésung der Zelle vom Substrat,
Grossmann 2002). Der Ubergang einer Epithelzelle zur mesenchymalen Zelle wurde zu Beginn
dieses Jahrhunderts mit der Metastasierung von Krebszellen verkniipft (Arias 2001). Die EMT
wird seitdem umfassend erforscht. Fiir MDCK Zellen, das Modellsystem fiir EMT, wurden
viele molekulare Zusammenhénge, wie zum Beispiel die Anoikis, als essentieller Mechanismus
kontrollierter Gewebebildung, erstmals beschrieben (Mathias et al. 2010, 2009) und sind in
Tabelle 2.3 zusammengefasst (Frisch and Francis 1994). Speziell der Zellausschluss aus einem
Epithel wurde von Rosenblatt et al. (2001) nidher betrachtet. Die Kontraktion des Zytoskeletts
(Aktin-Myosin-Ring) der apoptotischen und ihrer benachbarten Zellen, ermdglicht den naht-
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losen Ausschluss. Die Signalwege fiir den Zellausschluss werden noch vor den apoptotischen
Signalen induziert (Marinari et al. 2012, Rosenblatt et al. 2001).

Die hier verwendeten Vero und MDCK Zelllinien weisen in ihrer parentalen Form ein epithelia-
les und adhéirentes Wachstum auf. Die Zelladhésion und der Zellzyklus sind in beiden Zelllinien
eng verbundene Mechanismen. Da sie aus tierischem Gewebe isoliert wurden, konnen vielféltige
Interaktionen auf der Zell-Zell-Ebene und der Zell-Matrix-Ebene vermutet werden (Saltzman
et al. 2000). Die Zellabléstung aus einem Epithel ist eine haufige Figenschaft entarteter bzw.
tumorogener Zellen (Assoian 1997). Die Adaption einer adhérent wachsenden Zelllinie an Sus-
pensionswachstum birgt das Risiko unerwiinschte Zelleigenschaften hervorzubringen, wie zum
Beispiel verlangsamtes Wachstum (Sinacore and Adamson 2000), ein verédnderter Chromoso-
mengehalt (Cassio 2013, Gaush et al. 1966) oder Anderungen der Tumorogenitit (Boerner et al.
1985, Liu et al. 2010, Omeir et al. 2011).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden MDCK Zellen an das Wachstum in Suspension
angepasst. Die Adaption von Vero Zellen an Suspensionswachstum ist soweit bekannt bisher
nicht in der Literatur beschrieben. Die Entwicklung von MDCK Suspensionszellen wurde durch
genetische Manipulation, die Optimierung des Zellkulturmediums und die schrittweise Zellpas-
sagierung gezeigt. Fiir die genetische Manipulation sind in der Literatur zwei Beispiele benannt.
Die virale Transformation von MDCK Zellen mit rekombinanten Viren (Behrens et al. 1989,
Schoenenberger et al. 1991) fithrte zu einer gesteigerten Expression des Ras Proteins, einer
EMT und dem Verlust der Zelladhésion (Mathias et al. 2010). Weiterhin wurde gezeigt, dass
die Transfektion mit dem humanen siat7e Gen, welches die Sialyltransferase ST6GalNac V ko-
diert, MDCK Zellen in Suspension wachsen lieB (Chu et al. 2009). Neben der invasiven Methode
der genetischen Manipulation konnte das Suspensionswachstum ebenfalls durch, eine Kultivie-
rung von MDCK Zellen in Anwesenheit von Metallopeptidase erreicht werden (Tsutsumi et al.
2006). Weiterhin konnten MDCK Zellen auch durch schrittweise Passagierung und Selektion
von Subpopulationen an Suspensionswachstum adaptiert werden (Lohr et al. 2010, van Wie-
link et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen durch schrittweise Passagierung

adaptiert, dieser Vorgang wird als Zelladaption bezeichnet.

2.2.4. Virus-Wirtszellinteraktionen tierischer Zelllinien

Eine entscheidende Rolle bei der Replikation von Viren in tierischen Zelllinien spielt die In-
teraktion des Virus mit der Wirtszelle. Die Ziele der Forschung in den Bereichen der Virus-
Wirtszellinteraktion fiir die Impfstoffproduktion in Zellkultur oder fiir die Untersuchung viraler
Erkrankungen sind divergent. In der Impfstoffproduktion wird nach Wegen zur effektiven Vi-

rusreplikation und gesteigerten Virusausbeute gesucht. Es ist vorstellbar, dass durch eine Be-
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Tab. 2.3.: Molekulare Mechanismen der MDCK Zelllinie wihrend epithelial-
mesenchymaler Transition. Die Informationen wurden aus den Referenzen Gotzmann et al.
(2004) und Mathias et al. (2010) entnommen.

Molekulare Induktion Signalmolekiile = Proteinregulation (z. B.)

Snail, SIP-1, SV40-large T, Ras, PI3 Kinase, reprimiert: E-Cadherin,
E12/E47, PDZ-Doméne Tyrosinkinase Src, Desmocollin 2, Clusterin,
des ZO-1, HGF, Cbl PLCy, TGFS Kollagen XVII, ig-h3
induziert: N-Cadherin,
Vimentin, Fibronectin, MMP-1,
Kallikrein 6, TIMP-1, Metastasin

SIP - smad interacting protein, SV - simian vacuolating virus, E - immunoglobulin enhancer-binding factor,
Z0 - zona occludens protein, HGF - hepatocyte growth factor, Cbl - casitas B-lineage lymphoma
proto-oncogene, PI - phosphoinositide, SRC - cellular sarcoma, PLC - phospholipase C, TGF - transforming
growth factor, ig-h - transforming growth factor-S-induced protein, TIMP - tissue inhibitor of

metalloproteinase, MMP - matrix metalloproteinases

schleunigung von Teilschritten der Virusreplikation oder eine Verzogerung der virusinduzierten
zelluldren Apoptose eine gesteigerte Virusausbeute erzielt werden kann. Das Grundlagenwissen
iiber molekulare Zusammenspiele und die Lebenszyklen der Viren ist dabei von Nutzen (fir
Influenzaviren Bouvier and Palese (2008) und Tollwutviren, Schnell et al. 2010). Die Interak-
tion des Virus mit der Wirtszelle ist eine Balance zwischen der viralen Pathogenitédt und der
zelluliren Abwehr. Die mogliche Beeinflussung dieses Gleichgewichts in verschiedenen Infekti-
onsstadien und auf verschiedenen molekularen Ebenen wird zunehmend detaillierter erforscht.
Der folgende Abschnitt beschreibt Mechanismen, die in dieser Arbeit betrachtet werden.
Zellen werden bei einer Virusinfektion durch die angeborene Immunantwort in einen antiviralen
Zustand versetzt. RNA-Viren werden von tierischen Zellen durch RNA-Helikasen und durch re-
tinoic acid inducible gene-I (RIG-I) dhnlichen Rezeptoren detektiert. Uber diesen Mechanismus
wird der Interferonsignalweg (Interferon Typ I, IFN) aktiviert (de Faria et al. 2013). Exprimier-
tes IFN bindet an IFN-Rezeptoren, die den antiviralen Status der Zelle etablieren und mittels
des Jak/STAT-Signalwegs mehr als 300 Gene regulieren (Der et al. 1998). Diese Genexpression
greift im Falle des Influenzaviruses auf jede Ebene des Replikationszykluses ein (Garcia-Sastre
2011). Vero Zellen kénnen infolge eines genetischen Defekts kein IFN exprimieren (Diaz et al.
1988) und nutzen alternative antivirale Mechanismen wie z.B. die Regulation iiber den inter-
feron regulatory factor 3 (IRF-3) (Chew et al. 2009).
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Viren koénnen wéhrend der Infektion iiber verschiedene Mechanismen die zelluldre Apoptose
manipulieren (Benedict et al. 2002). Die Signalprozesse der Apoptose stellen ein komplexes
Netzwerk dar, das zellspezifische Unterschiede aufweist. Generell sind drei Wege der zelluldren
Apoptoseinduktion bekannt: 1) Extrinsischer Weg iiber Caspase 8 | 2) Intrinsischer (mitochon-
drialer) Weg iiber Caspase 9 und 3) Signalweg iiber Granzym B (Elmore 2007). Alle Wege
induzieren die Spaltung von Caspase 3 und fithren zu einem apoptotischen Phénotyp, der
durch DNA-Fragmentierung, Membranauflosung und die Bildung von Apoptosekérperchen ge-
kennzeichnet ist. Apoptose kann wie im Falle eines HSN1 Influenzavirus zellspezifisch ausgelost
werden (Yang et al. 2009). Viren sind in der Lage sowohl pro- als auch antiapoptotische zel-
lulédre Signalwege zu beeinflussen. Fiir H3N8 Influenzaviren wurde gezeigt, dass proapoptotische
Proteine (z. B. Deoxyribonuklease, Bel2-bindendes Protein) durch die Infektion induziert wur-
den. Im Gegensatz aktiviert die Infektion mit einem H7N7 Stamm zusétzlich antiapoptotische
Faktoren (z. B. Bcl-2 Homologe) (Rozek et al. 2013). Pathogene Tollwutviren scheinen keine
Apoptose auszulosen (Schnell et al. 2010). Im Gegensatz dazu unterstiitzen bei der Impfstoffpro-

duktion die viralen Glykoproteine der attenuierten Tollwutvirusstimme die zelluldre Apoptose
(Faber et al. 2002).

2.3. Proteinanalytik

Proteinanalytik kann sich auf einzelne Proteine, Proteinmodifikationen oder die Gesamtheit al-
ler Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt und definierten Bedingungen, bekannt als Proteom,
beziehen. In der vorliegenden Arbeit wurden explorative Messungen unter Betrachtung des zel-
luldren Proteoms durchgefiihrt. Das Ziel war dabei, den Zustand der Zelle iiber ihr Proteom
zu charakterisieren, um verschiedenste Einflussfaktoren auf den Impfstoffproduktionsprozess zu
evaluieren. Mit Hilfe der Proteomanalytik kann das Prozessverstindnis gesteigert werden und
Ansatzpunkte fiir Prozesskontrollmechanismen offengelegt werden.

Zur Proteinanalytik wurde die Massenspektrometrie (MS, Abschnitt 2.3.1) eingesetzt, die sich in
den letzten Jahren zur zentralen Analytik bei der Untersuchung des Proteoms entwickelte. Fiir
eine umfangreiche massenspektrometrische Proteinidentifizierung (Abschnitt 2.3.2) war daher
die Separation der Probe im Vorfeld essentiell (Abschnitt 2.3.3). Durch vergleichende quanti-
tative Betrachtungen (Abschnitt 2.3.4) wurden differenziell exprimierte Proteine identifiziert
und basierend auf ihren funktionalen Eigenschaften in den Kontext des zelluldren Netzwerkes
gesetzt. Da die Grenzen der manuellen Auswertung bei der Datenerhebung in der Proteo-
mics schnell erreicht sind, halfen bioinformatische Programme bei der Datenprozessierung und
-evaluierung (Abschnitt 2.3.5).
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2.3.1. Massenspektrometrie

Die Erfindung neuer Ionisationsmethoden mit geringer Ionisationsenergie (10 - 14 eV) Ende
der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts war der Schliissel fiir die Entwicklung der MS als zentrales
Element der Proteinanalytik. Die Arbeiten von Fenn (Fenn et al. 1989, Whitehouse et al. 1985)
fithrten zur Entwicklung der Elektrospray-lonisation (ESI) aus der gelsten Probe. Ungefihr
zur gleichen Zeit wurde die matrixunterstiitzte Laserdesorption/Tonisation (MALDI) der Probe
aus der festen Phase parallel von Hillenkamp und Karas sowie durch Tanaka entwickelt (Karas
and Hillenkamp 1988, Tanaka et al. 1988). Mittlerweile werden vielfiltige Fragestellungen im
Bereich der Proteinidentifizierung, der Proteinquantifizierung, des Proteinnachweises und der

Strukturaufklarung mit Hilfe der MS analysiert.

lonenquelle Massenanalysator Detektor

—(

lonenerzeugung ey, lonentrennung ____, lonennachweis

Elektronenstof3-lonisation Quadrupol Faraday-Becher
Chemische Ionisation Flugzeitanalysator Konversionsdynode mit
Sekundirelektronen-
Fast atom bombardment Elektrische Ionenfalle vervielfacher
Sekundarionen-lonisation Orbital-lonenfalle Vielkanalplatte

Elektrospray-lonisation
Laserdesorption/Tonisation

Matrixunterstiitzte Laser-
desorption/lonisation

Abb. 2.1.: Aufbau eines Massenspektrometers. Dargestellt sind die entwickelten Techni-
ken der Hauptkomponenten: Ionenquelle, Massenanalysator und Detektor (Lottspeich and Engels
2012). Sie ermdglichen die Ionenerzeugung, -trennung und den -nachweis. Die Pfeile zeigen die

Richtung des Ionenflugs.

Das Grundprinzip der MS ist es, aus anorganischen oder organischen Substanzen mit einer

geeigneten Methode Ionen zu erzeugen, diese nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhéltnis () zu

trennen und durch Detektion nach dem Z-Wert und Haufigkeit (qualitativ und quantitativ)
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zu erfassen (Kienitz 1968). Die Ionisation der Substanzen kann thermisch, durch elektrische
Felder oder durch Beschuss der Probe mit Elektronen, Ionen, Photonen, neutrale Atome oder
Clusterionen erfolgen. Die Ionen koénnen einzelne ionisierte Atome, Clusterionen, ionisierte
Molekiile, deren Bruchstiicke oder Assoziate sein. Die Ionentrennung erfolgt durch elektrische
und magnetische (statische oder dynamische) Felder oder im feldfreien Raum (z. B. Flugzeit-
analysator, Kienitz 1968, Gross 2004).

Die Hauptkomponenten eines Massenspektrometers sind die Ionenquelle, der Massenanalysator
und der Detektor (Abb. 2.1). Verschiedene lonisationsmethoden und Massenanalysatoren
wurden entwickelt und auf unterschiedlichste Weise kombiniert. Der folgende Abschnitt

beschreibt die technischen Spezifikationen der in dieser Arbeit verwendeten Geréte.

Ionisationsmethoden

Die MALDI wird durch intensive Pulse kurzwelliger Laserstrahlen auf das
Praparat ermoglicht. Nach Kokristallisation von Matrix (kleine organische Mo-
lekiile, wie zum Beispiel «a-Cyano-4-hydroxyzimtsiure (HCCA), Abbildung 2.2),
und dem Analyt auf einem Triger (z. B. Edelstahlplatten) kann die Ubertragung
der fiir die Ionisation notwendigen FEnergie iiber elektrische Resonanz erfolgen.

Es wird vermutet, dass in extrem kurzer Zeit

die Anregungsenergie in das Festkorpergitter CN
relaxiert, was zu einer explosiven Auflésung /C—COOH
der Oberflache fiihrt. Die dabei entstehen- HC

den radikalen Matrixmolekiile sorgen durch
Protonentransfer fiir eine hohe Ausbeute an
elektrisch geladenen Probenmolekiilen, die

im Falle von Peptiden hauptséichlich einfach OH

geladen sind (Lottspeich and Engels 2012). Abb. 2.2.: Strukturformel von a-Cyano-4-
Wihrend der Analyt fiir MALDI in fester hydroxyzimtsiure.

Phase vorliegt, benttigt ESI einen kontinuierlichen Fluss des Analyten in geloster Form. An der
Spitze einer Kapillare wird ein elektrostatisches Feld angelegt, das im Fall der Peptidanalytik
meist eine positive Ladung an der Spitze erzeugt. Positive Ionen werden an die Oberfldche
gezogen und es entsteht ein Fliissigkeitskonus (Taylor-Konus). Dieser endet in einem filament-
artigen Fliissigkeitsstrom, der nahe der Anode seine Stabilitdt verliert und in viele kleine
Tropfchen dispergiert. Durch Verdampfen der Fliissigkeit erhoht sich die Ladungsdichte an
der Tropfenoberfliche, worauf ein explosionsartiger Zerfall der Tropfen (Coulomb Explosion)

folgt. Bei der Peptidionisation mit ESI entstehen meist mehrfach geladene Molekiile. Die ESI
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erzeugt energetisch kalte Ionen (thermische Energie entzogen) und ist damit schonender als
MALDI (Lottspeich and Engels 2012).

Massenanalysatoren

Nach der Ionisation erfolgt die Separation der geladenen Probenmolekiile entlang ihres Masse-
zu-Ladungsverhéltnisses im Hochvakuum in elektrischen oder magnetischen Feldern sowie im
feldfreien Raum. Im Flugzeitanalysator (TOF, time-of-flight) werden erzeugte Ionen mit unter-
schiedlichem -Wert durch die Potentialdifferenz einer angelegten Spannung (U) unterschied-
lich beschleunigt und in eine feldfreie Driftstrecke (s) entlassen. Im Hochvakuum bleibt die
Geschwindigkeit der Ionen konstant und durch der Messung der Flugzeit (¢) bis zum Detektor
kann mit der folgenden Gleichung (2.1) der Z-Wert bestimmt werden (Gross 2004).

2 U x t?
m.o_ 2XxXe€ X2 X e = Elementarladung (2.1)
z S

TOF-Analysatoren werden héufig in Verbindung mit MALDI eingesetzt. Neben technischen
Schwierigkeiten, im Bereich von Nanosekunden prézise zu messen, kommt es im Fall der MAL-
DI durch den Laserimpuls zu energetischer Inhomogenitdt der ionisierten Probenmolekiile.
Eine Losung ist der Einbau von Reflektoren (Ionenspiegel, elektrisches Feld entgegengesetzter
Polaritét) gegeniiber der Ionisationsquelle, welche eine Richtungsumkehr der Ionen verursa-
chen. Dabei dringen Molekiile mit hoherer kinetischer Energie bei gleichem Z-Wert tiefer in
das elektrische Gegenfeld ein und legen eine léngere Strecke zuriick, bevor sie den Detektor
erreichen. Eine zweite Losung ist die delayed extraction (verzogerte Extraktion), wobei das
elektrische Feld iiber der Probe zeitversetzt zum Laserpuls eingeschaltet wird. Von der Probe
weiter entfernte Ionen erfahren dadurch eine geringere kinetische Energie.

Ein weiteres Prinzip der Massenanalyse beruht auf der kontrollierten Bewegung von Ionen
zwischen vier symmetrisch angeordneten Stabelektroden eines Quadrupols (Q). Die Ionen
erfahren durch ein elektrisches Feld an der Quelle eine Beschleunigung. AnschlieBend gelangen
sie entlang der z-Achse (Beschleunigungsrichtung) zwischen die vier Stabelektroden und kénnen
auf Grund ihrer Trajektorien (Flugbahnen) in einem kombinierten Wechsel- und Gleichspan-
nungsfeld gefiltert werden. Die Wirkungsweise ist im Vergleich zur mathematischen Berechnung
basierend auf der Mathieuschen Gleichung (Gross 2004) relativ einfach zu erldutern: Aufgrund
eines sinusformigen Wechselspannungsfeldes zwischen zwei gegeniiberliegenden Stabelektroden
resultiert eine sinusféormige Flugbahn der lonen. Zusétzlich fiihrt die Gleichspannung identi-
scher Polaritéit an den beiden anderen Stdben zu einer Fokussierung der Ionen in der z-Achse
des Analysators. In Abhéngigkeit des -Wertes folgen die Ionen einer gréferen (kleine, leichte

Tonen) oder kleineren (grofie, schwere Ionen) Auslenkung ihrer spiralférmigen Flugbahn. Beim
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Massenbereichsscan werden beide Spannungen gleichzeitig, mit konstantem Verhéltnis zuein-
ander und konstanter Frequenz (Radiofrequenzbereich), erhoht. Dadurch werden die Ionen
verschiedener 7*-Werte nacheinander in eine stabile Flugbahn im Quadrupolfeld tiberfiihrt und
konnen am Detektor gemessen werden (Lottspeich and Engels 2012).

Bei einer weiteren Methode konnen mit Hilfe elektrischer Felder Ionen zur Separation beschleu-
nigt, gefiltert und in Ionenfallen (IT, ion trap) eingefangen werden. Eine drei-dimensionale IT
besitzt eine Ringelektrode und zwei Endkappenelektroden. Beide werden mit Wechselspannung
betrieben. Die Bewegung der Ionen im quadrupolaren Feld der Ringelektrode kann ebenfalls
mit der Mathieuschen Gleichung berechnet werden. Sie beschreibt eine geschlossene Bahn,
welche durch die beiden Endkappen mit erhohtem Potential erzielt wird. Durch resonante
Anregung werden gefangene Ionen in Schwingung gebracht und in Abhéngigkeit vom =*-Wert
aus der Falle entlassen. Auch die 2-D IT (ebenfalls bekannt als lineare IT) erzeugt in ihrem
Zentrum ein quadrupolares Feld. Jedoch werden die Endbereiche durch Sperrpotentiale
begrenzt. Beim Instabilitdtsscan ermdglichen die beidseitig angebrachten Detektoren eine hohe
Ausbeute (Lottspeich and Engels 2012).

Ionenfallen kénnen auch mit einem anderen physikalischen Prinzip funktionieren. In der Orbi-
tal IT (auch bekannt als Orbitrap) werden Ionen auf stabilen Kreisbahnen (Orbitale) um eine
in der IT zentral angeordnete, spindelférmige Elektrode eingefangen (Zubarev and Makarov
2013). Dabei gleicht die Zentrifugalkraft die Anziehung der Ionen hin zur zentralen Elektrode
durch das elektrostatische Feld aus. An beiden Enden begrenzen Endkappenelektroden die
Falle und erzeugen geschlossene Ionenflugbahnen. Die Schwierigkeit, dass bei kontinuierlichem
Ionenstrom eine zu hohe Beschleunigung der Ionen beim Eintreffen in die Falle vorliegt, ist
technisch gelost wurden. Eine vorgeschaltete C-formige I'T, welche Ionenpakete weitergibt und
die Spannung an der Zentralelektrode der Orbitrap zum Zeitpunkt der Ioneniibergabe absenkt,
ermoglicht die Erzeugung stabiler Orbitale. Die Orbitale haben eine radiale Oszillation,
welche nur vom 7-Wert abhéngt. Die duflere Elektrode ist durch einen Keramikring in der
Mitte unterteilt. Die Ionenoszillation in der Falle induziert in ihr einen Strom, welcher als
Sinusschwingung detektiert und durch Fourier-Transformation zu einem Massenspektrum

verrechnet wird.

Ionendetektoren

Die einfachste Form eines Detektors ist der Faraday Becher. Die geladenen Ionen treffen auf
einen Metallbecher. Dabei verursachen sie am angeschlossenen Widerstand einen Spannungs-
abfall, der als Ionenstrom detektiert wird. Diese Form eines Detektors ist sehr zuverlassig und
robust, hat jedoch eine geringe Empfindlichkeit und lange Reaktionszeiten (Lottspeich and

Engels 2012). Fiir die schnelle und sensitive Aufnahme von Massenspektren wurden deshalb
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Sekundérelektronenvervielfacher entwickelt. Nach Aufprall energetisch geladener Ionen auf ei-
ne Elektrodenoberfliche (Metall oder Halbleitermaterialien) werden Sekundérelektronen emit-
tiert. Die gegeniiberliegende Elektrode hat ein hoheres Potential und die emittierten Elektronen
werden, bevor sie auftreffen, zusétzlich beschleunigt. Das gesamte Bauelement mit 12 bis 18
Elektroden heiffit Dynode und erzeugt eine elektrisch detektierbare Ladung. Die Form der Elek-
tronenvervielfachung kann auch in einem kontinuierlichen Réhrchen erzeugt werden und wird
Kanalelektronenvervielfacher genannt. Millionen miniaturisierter Kanalelektronenvervielfacher
bilden eine Mikrokanalplatte. Eine leichte Neigung der Mikrokanalplatteneinheiten ermdéglicht
einen schriagen Ioneneinfall fiir den direkten Aufprall auf die emittierende Oberfliche. Wegen
hoher Luftsensitivitéit der Emissionsschichten und um Uberschlige durch die angelegte Span-

nung zu vermeiden, muss die Detektion unter Hochvakuum stattfinden.

2.3.2. Massenspektrometrische Proteinidentifizierung

Zur Proteinidentifizierung und -quantifizierung (Abschnitt 2.3.4) wurde in dieser Arbeit die
MS verwendet. Dabei ist die Bestimmung der exakten Molekiilmassen essentiell. Die Mas-
senspektrometer der Proteinanalytik zeichnen sich in Abhéangigkeit der Massenanalysatoren
durch verschiedene Messgenauigkeit (Differenz zwischen dem experimentellen Wert und der
theoretisch errechneten Masse) und Prézision (Standardabweichung von Wiederholungsmes-
sungen) aus. Fiir die Proteinanalytik mit der MS finden das top-down und das bottom-up
Verfahren Verwendung. Das top-down Verfahren analysiert intakte Proteine. Die Proteine
kénnen dabei in ihrer Zusammensetzung und Struktur analysiert werden. Grofle Proteine
(>10 kDa) sind jedoch im Massenspektrometer komplizierter zu ionisieren und daher schwer
zugingig (Eidhammer et al. 2007).

Bei der bottom-up Methode werden Proteine in Peptide gespalten, bevor sie mit der MS ana-
lysiert werden (Eidhammer et al. 2007). Eine besondere Form des bottom-up ist die shot-gun
Methode, bei der ein komplexes Proteingemisch in Peptide gespalten und die Peptide vor
der massenspektrometrischen Analyse separiert werden (Matthiesen 2013). Die Spaltung von
Proteinen zu Peptiden kann auf chemischer oder enzymatischer Ebene durchgefiithrt werden.
Weit verbreitet ist die Verwendung der Protease Trypsin, welche 1876 von Wilhelm Kiihne im
Sekret der Bauchspeicheldriise von Rindern entdeckt wurde. Sie spaltet Aminoséduresequenzen
am C-Terminus von Arginin (R) und Lysin (K), wenn kein Prolin (P) folgt. Die entstehenden
Peptide bestehen aus durchschnittlich 9 bis 14 Aminosduren (Burkhart et al. 2012, Vander-
marliere et al. 2013).

Speziell bei der shot-gun Methode mit anschlieBender Quantifizierung ist sicher zu stellen,

dass die Proteine effektiv und reproduzierbar enzymatisch gespalten werden. Zur Qua-
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litatskontrolle der Reaktionseffizienz erfolgte eine Separation der generierten Peptide und
der nicht gespaltenen Proteine mittels Monolithen und anschlieBende UV-Detektion (214
nm). Dies ermoglichte die Auftrennung von Proteinen und Peptiden in einem Lauf (Burkhart
et al. 2012, Abschnitt 2.3.3). Um eine vollstindige Aufspaltung zu erreichen, sind die Ver-
suchsbedingungen fiir jede Probe zu optimieren. In dieser Arbeit wurde die Auswirkung des
Enzym-zu-Substratverhéltnisses, die Zugabe von enzymatischen Cofaktoren, die Inkubation
mit Detergenzien zur besseren Substratverfiigharkeit (z. B. RapiGest™ (Waters)), die Zugabe
des Reduktionsmittels Dithioerythritol (DTT) und des Alkylierungsreagenz lodacetamid
(TAA) sowie die Inkubationsdauer der enzymatischen Spaltung untersucht.

Nach der enzymatischen Spaltung ist das Ergebnis der MS Analyse ein peptid mass fingerprint
(PMF, ”Fingerabdruck” der Peptidmassen). Dieser setzt sich sequenzabhéingig aus den spezi-
fischen Peptidmassen zusammen. Die Auswertung muss bioinformatisch erfolgen (Abschnitt
2.3.5), da das MS eine sehr hohe Zahl an Spektren generiert, was eine manuelle Auswertung

unmoglich macht.

Fiir eine eindeutige Proteinidentifizierung rei-

chen massenspektrometisch generierte PMFs

meist nicht aus. Das liegt zum einen an & . “

gleichen Peptidmassen verschiedener Protei- 0 Ri1

ne und zum anderen liegen die Proteine bei H H ‘

der Analyse meist nicht in reiner Form vor. — ‘ i C — Co—_
Daher werden die tryptischen Peptide durch Cq ‘
MS/MS (auch tandem MS) weiter fragmen- ‘ H
tiert. Dabei werden Peptidmassen innerhalb Ri H

des PMFs selektiert. Diese werden Vorlaufer- | Xpi b Voo o b Z..

lonen (precursor ions) genannt, und anschlie-

Bend zu Produkt-lonen (product ions) frag- Apb. 2.3.: Formen der Fragmentierung eines
mentiert. Vorldufer-Tons (Eidhammer et al. 2007).

Fiir die Fragmentierung wird Energie auf den Analyten iibertragen. Die Energieiibertragung
kann auf verschiedenen Wegen erfolgen und variiert in ihrer Intensitédt. Haufig werden in die
Analysatoren neutrale kleine Teilchen (Edelgase wie z. B. Helium) eingeleitet, um mit den
Ionen zu kollidieren. Durch die energetischen Stoe fragmentieren die Vorlaufer-Ionen (kollisi-
onsinduzierte Dissoziation). Die entstehenden Produkt-Ionen kénnen in einer I'T, nach erneuter
Selektion, weiter fragmentiert werden und bis zu maximal zehn MS-Zyklen durchlaufen (MSn).
Weiterhin konnen Vorldufer-Ionen bereits in der Ionenquelle fragmentieren, was als in sour-
ce decay (ISD, Zerfall in der Quelle) bezeichnet wird. Bei der MALDI wird durch die vom
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Laser erzeugte Matrixwolke viel Energie auf die Analyten iibertragen. Wéahrend anschlieflen-
der Beschleunigung im elektrischen Feld kénnen daher weitere Fragmentierungen hervorgerufen
werden, auch bekannt als post source decay (PSD, Zerfall nach der Quelle). Anschliefend er-
fahren die entstehenden Produkt-Ionen im elektrischen Feld die gleiche Beschleunigung wie ihr
Vorlaufer-Ion. Daher lassen sie sich im linearen TOF Analysator nicht detektieren. Der Einbau
von Reflektoren fiir die Richtungsumkehr der Ionen separiert die Fragmente, da die Produkt-
Ionen, durch die geringere Masse, eine geringere kinetische Energie aufweisen (Lottspeich and
Engels 2012). Es wurden weitere Fragmentierungsmethoden entwickelt (Guthals and Bandeira
2012), welche in dieser Arbeit nicht angewendet wurden.

Peptide fragmentieren hauptsichlich im Bereich der Peptidbindung (Abb. 2.3). Je nachdem an
welcher Stelle innerhalb einer Peptidbindung das Vorldufer-Ion fragmentiert, entstehen a- und
x-Ionen, b- und y-Ionen oder c- und z-Ionen. Bei MALDI entstehen hauptséchlich b- und y-
Ionen. Ein vollstandiges Fragmentmassenspektrum entsteht, wenn die Vorlaufer-Ionen an jeder
Peptidbindung einmal fragmentieren. Fiir ein Vorldufer-lonen mit vier Aminosduren entstehen
dann b- und y-Ionen mit ein, zwei und drei Aminoséduren. Der Abstand zwischen den Fragment-
massen entspricht der Masse einer Aminoséure und die Peptidsequenz kann bestimmt werden.
Die Spektren konnen daher auch zur denovo Sequenzierung verwendet werden (Eidhammer
et al. 2007).

2.3.3. Protein- und Peptidseparation

Vor oder nach der enzymatischen Spaltung kénnen Proteine bzw. Peptide separiert werden.
Es werden meist nichtselektive Verfahren verwendet, die auf chemischen und physikalischen
Eigenschaften der Molekiile basieren (Twyman 2004). Dafiir wurden verschiedene Trenn-
methoden entwickelt, deren Trennkapazitdt in Abb. 2.4 dargestellt ist. Wahrend die 2-D
Elektrophorese die hochste Trennkapazitédt fiir Proteine erreicht, erhdlt man mit reversed
phase (RP, Umkehrphase) Fliissigchromatographie (LC) die hochste Trennkapazitiat fiir
Peptide. Die Detektionsprinzipien des Analyten fiir qualitative und quantitative Auswertungen
sind vielfiltig und kénnen unter anderen auf Lichtabsorption, Anderung der Leitfihigkeit,

Fluoreszenz und Lichtstreuung beruhen.
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Abb. 2.4.: Spektrum der Trennmethoden fiir Biomolekiile. Aufgefiihrt sind die Trennka-
pazitit (x-Achse), die Molekiilmasse der Analyten (y-Achse). Im rechten Teil der Abbildung wur-
den zellulédre Bestandteile der Molekiilmasse zugeordnet. SEC, Groflenausschlusschromatographie;
HIC, Hydrophobe Interaktionschromatographie; IEC, Ionenaustauschchromatographie; RPC,
reversed phase Chromatographie; CE, Kapillarelektrophorese (Lottspeich and Engels 2012).

Proteinseparation mittels 2-D Elektrophorese

Die Elektrophorese beschreibt die Wanderung von geladenen Teilchen im elektrischen Feld.
Die Ladung und die Gréfle der Teilchen bestimmen deren charakteristische Transportgeschwin-
digkeit in einem Trennmedium. Der Beschleunigung der Teilchen im elektrischen Feld wirkt
die Reibungskraft entgegen. Es konnen bei der Elektrophorese drei Verfahren unterschieden
werden: 1) Zonenelektrophorese in einem homogenen Puffersystem, 2) Isotachophorese in
einem diskontinuierlichen Puffersystem und 3) isoelektrische Fokussierung (IEF) in einem
pH-Gradienten (Lottspeich and Engels 2012).

Die 2-D Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) erstmals 1975 von Klose und O’Farrell
beschrieben (Klose 1975, O’Farrell 1975). Sie ist die Methode mit der grofiten Trennleistung
fiir Proteingemische, da durch die Trennung nach dem isoelektrischen Punkt (pI) und dem
Molekulargewicht (MW) der Proteine eine hohe Auflésung erreicht werden kann. Dabei kénnen
bis zu 2500 Proteinvarianten separiert werden (Penque 2009).

Proteine mit gleichen Eigenschaften sammeln sich am gleichen Koordinatenpunkt im 2-D

Gel (Spot). Die Gesamtheit aller Spots ergibt eine Gelkarte. Die Ausrichtung nach pl und
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MW kann basierend auf der Primérsequenz der Proteine theoretisch berechnet werden. Im
Auftrennungsbereich einer Standard 2-D PAGE (pH 3-11 und 15 bis 200 kDa) sollten sich
76% aller bekannten Proteine (gelistete Sequenzen in der Wissensdatenbank fiir umfassende
Proteinressourcen (UniProt KB, Abschnitt 2.3.5) von Canis familiaris befinden (Abb. 2.5).
Proteinmodifikationen konnen dazu fithren, dass sich Proteinvarianten einer Proteinfamilie in
verschiedenen Spots auf der Gelkarte sammeln. Die Trenneigenschaften der Proteine kénnen
durch posttranslationalen Modifikationen (PTM), wie alternatives Splicing, Proteinfragmentie-
rungen oder Aminosiuremodifikationen (Oxidationen, Phosphorylierungen), verandert werden.
Fiir die Steigerung der Auflosung und der Reproduzierbarkeit wurden immobilisierte pH-
Gradienten (IPG) (Bjellgvist et al. 1982) sowie horizontale Gelsysteme mit standardisierten
Gelen auf Trigerfolien (HPE™ (Serva), Moche et al. 2013) eingesetzt. Des Weiteren wurde
fiir die Gelauswertung quantitativer Ansétze komplexe Software entwickelt, mit deren Hilfe
unbegrenzt (in Abhéngigkeit der Rechnerleistung) Gele verkniipft werden konnen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Delta2D™-Software (Decodon) fiir die quantitative Auswertung

verwendet.

Peptidseparation mittels RP-LC

Das Grundprinzip bei der LC ist die Auftrennung eines in einer mobilen Phase gelosten Sub-
stanzgemisches iiber dessen Interaktionen mit einer stationédren Phase. Diese Interaktion ist
entsprechend der physikochemischen Eigenschaften der Analyten unterschiedlich stark. Daher
eluieren die Analyten nach spezifischen Retentionszeiten. Uber Parameter wie Retentionsfaktor
k, Selektivitat «, Anzahl theoretischer Trennboden N und Auflésung R wird das Adsorptions-
verhalten mit der stationdren Phase definiert (Lottspeich and Engels 2012). Die stationére
Phase kann in Form gepackter Partikel oder als poroser Festkorper (Monolith) vorliegen. Die
monolithische Form der stationdren Phase ermoglicht eine 5-10 fach hohere Flie3geschwindig-
keit der mobilen Phase, da das Material einen hoheren Sédulengegendruck ausgesetzt werden
kann (Cabrera 2004). Mit Hilfe der van Deemter-Gleichung kann die Trennleistung einer chro-
matographischen Séule physikalisch beschrieben werden. Sie definiert sich iiber die theoretische
Trennbodenhohe H, welche sowohl durch die FlieSgeschwindigkeit als auch durch Diffusionspro-
zesse beeinflusst wird. Je niedriger H, desto hoher ist die Trennleistung der Séule (van Deemter
et al. 1956).

Durch die Miniaturisierung von LC-Systemen konnte die chromatographischen Trennleistung
verbessert werden. Neben Pumpen, welche Flussraten im Nanoliter-Mafistab erzeugen und un-
ter sehr hohem Druck (bis zu 1000 bar) arbeiten, wurden Mischkammern, Detektoren und

entsprechende Flusszellen entwickelt. Parallel wurden die Partikeldurchmesser verringert (1,7
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Abb. 2.5.: Theoretischen Auftrennung von Proteinen der Art Canis familiaris nach
pI und MW. Der rote Rahmen hebt den Bereich der Proteinauftrennung 2D-PAGE hervor
und entspricht 76% aller Datenpunkte. Die Primérsequenzen fiir die 1088 Datenpunkte wurden
von der Uniprot KB extrahiert (Stand: 29.07.2014, Consortium 2014). Es wurden nur Sequenzen
von gepriiften Datenbankeintrigen verwendet. Zur Berechnung wurden die Daten mit Hilfe des
Compute pI/MW tool von ExPASy prozessiert (Bjellqvist et al. 1993). (Mit den Datenpunkten

werden keine Intensitéten dargestellt.)

- 5 pm), die Packungsdichte der stationdren Phase erhoht und der Sduleninnendurchmesser
(25 - 100 pm) der Trennséulen verkleinert. Dadurch konnten verkiirzte Retentionszeiten, in-
tensivere Signale mit niedrigeren Peakhalbwertsbreiten und Separation unter stark erhohten
Druckbedingungen erreicht werden (Mitulovic and Mechtler 2006). Die Kombination dieser
Hochleistungs-LLC (HPLC) im Nanoliter-Mafistab mit der MS ermoglicht die Detektion von
Proteinen und Peptiden im Femtomol- bis Attomol-Bereich (Wilm et al. 1996).

Fiir die Auftrennung von Peptiden findet hidufig die RP-LC Anwendung. Dabei wird fiir die
Retardierung des Analyten dessen hydrophobe Wechselwirkung mit Kohlenwasserstoftketten
der stationdre Phase genutzt. Die polaren Gruppen der Analyten werden durch Zugabe eines
lonenpaarreagenzes (z.B. Trifluoressigsédure, TFA) maskiert und ihre Hydrophobizitit gestei-
gert. Fiir die Auftrennung werden die Analyten im wéssrigen Milieu auf die stationédre Phase
geladen. Anschliefend erfolgt die Elution durch einen bindren Gradienten mit Hilfe des stei-
genden Anteils eines organischen Losungsmittels (z.B. Acetonitril). Eine Kombination der LC
mit einem UV-Detektor bei 214 nm (Detektion der Peptidbindungen) oder 280 nm (Detektion
aromatischer Seitenketten) ermdoglicht die Detektion eluierender Peptide. Die bei der RP-LC
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verwendeten Losungsmittel ermoglichen eine direkte Kopplung mit ESI fiir die MS Analytik
(Fenn et al. 1989).

2.3.4. Relative Proteinquantifizierung

In der Proteomics kann die Quantifizierung auf der Ebene der Proteine und auf der Ebene ih-
rer Peptide erfolgen. Heutige Methoden erlauben die Quantifizierung {iber einen dynamischen
Bereich von fiinf GréBenordnungen (Ishihama et al. 2005, Burkhart et al. 2012). Beide Quan-
tifizierungen setzen die Separation der Proteine oder Peptide voraus.

Die Kombination der 2-D PAGE mit drei fluoreszierenden Cyanin-Farbstoffen (Cy2/ Cy3/ Cy5
von GE Healthcare, G100/ G200/ G300 von NH-Dyeagnostics), die kovalent die Aminoséure
Lysin binden, ermoglichte einen sensitiven und reproduzierbaren Vergleich mehrerer Proben
in einem Ansatz (Unlii et al. 1997). Die Methode wird als 2-D differenzielle Gelelektrophorese
(DIGE) bezeichnet und erméglicht multiplezing von bis zu drei Proben. Der dritte Farbstoff
wird meist fiir den Referenzstandard verwendet, um die Vergleichbarkeit innerhalb mehrerer
Gele zu erreichen. Der Referenzstandard ist ein Gemisch aller Proben eines Vergleiches. Das
Detektionslimit der Farbstoffe ist unter 1 ng und damit sensitiver als Silber-Férbungen die bei
1 ng liegt(Marouga et al. 2005).

Fiir die Auswertung der gescannten Gelbilder wird komplexe Software verwendet (z. B. Del-
ta2D, von Decodon), welche sowohl die Spotdetektion als auch die relative Quantifizierung mit
statistischer Auswertung durchfiihrt. Die Quantifizierungsstrategie basiert auf dem Unterschied
zweier Proben in der relativen Proteinkonzentration, normalisiert iiber den Referenzstandard,
ohne die zugrundeliegenden Proteine zu identifizieren. Mit Hilfe der MS werden die Proteine
erst nach in-Gel tryptischer Spaltung identifiziert. Komigration von Proteinen in einem Spot
verursacht eine Unschirfe in der 2-D DIGE Quantifizierung (Yang et al. 2007). Fiir 70% der
detektierten Proteinspots einer 2-D Gelelektrophorese eines HelLA Zelllysates konnte jedoch ein
dominantes Protein (relative Quantitat >70%) detektiert werden (Thiede et al. 2013).

Die MS (Abschnitt 2.3.2) erméglicht die Detektion von Peptiden in komplexen Gemischen, ist
jedoch per Definition nicht quantitativ. Das detektierte Signal ist nicht allein von der Konzentra-
tion, sondern zusétzlich von den physikochemischen Eigenschaften der Analyten, insbesondere
von deren lonisierbarkeit, abhéngig. Durch den Einsatz stabiler Isotope und deren Variati-
on (13C, N und '®0) kénnen massenspektrometrisch relative Quantifizierungen durchgefiihrt
werden. Die Markierung mit stabilen Isotopen hat keinen Einfluss auf die chromatographische
Trennung und identische Peptide mit verschiedener Markierung (verschiedenen Isotopenmas-
sen) eluieren zur gleichen Zeit (Becker 2008). Durch die Massendifferenz der Isotope kénnen

verschieden markierte Proben miteinander verglichen werden. Das Verfahren erlaubt multiple-
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zing von bis zu acht Proben und minimiert dadurch den Messaufwand (Christoforou and Lilley
2012). Entscheidende Nachteile sind die Zunahme der Probenkomplexitidt und hohe Kosten fiir
die Reagenzien.

Die Quantifizierung komplexer Peptidgemische mittels Fliissigchromatographie gekoppelt an
die MS (LC-MS) kann auch label free (LF, ohne Markierung) erfolgen. Einen nédherungsweisen
Uberblick iiber die quantitative Verteilung eines Proteingemisches wird mit dem Verfahren
spectral counting (Spektrenzéhlung) erzielt. Unter Beriicksichtigung der Anzahl detektierbarer
Peptide eines Proteins (emPAl-Index, Ishihama et al. 2005) oder der bekannten Proteinlange
(NSAF-Index, Paoletti et al. 2006) wird im SC Verfahren quantifiziert. Eine weitere relati-
ve Quantifizierungsmethode der MS ist die accurate mass and time tag (genaue Masse zur
spezifischen Zeit). Die LC-MS Messung beschreibt detektierte Peptide dreidimensional nach ih-
rem Z*-Wert mit der dazugehorigen Isotopenverteilung, nach ihrer Retentionszeit und nach der
Signalintensitét. Spezielle Software (z.B. Progenesis, Nonlinear Dynamics) wird dazu verwen-
det, die 3-D features (Eigenschaften) zu erkennen und die gemeinsame Analyse unabhéngiger
LC-MS Messungen zu ermoglichen (Abb. 2.6). Da die LF Quantifizierung auf dem relativen
Vergleich identischer Signale in unabhingigen Messungen beruht, spielt die Reproduzierbarkeit
der Massengenauigkeit, der Retentionszeit und der Sensitivitit der Analyse eine entscheidende
Rolle.

Referenz Modifizierte Probe

Intensitat Intensitat

Abb. 2.6.: Prinzip der LF-Quantifizierung basierend auf dem Vergleich von 3-D Ei-
genschaften. Auszug aus der Software Progenesis (Nonlinear Dynamics). Die Informationen -
Wert, Intensitit und Retentionszeit werden in einem LC-MS-Lauf aufgenommen und bilden die

Grundlage fiir die relative Quantifizierung.
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2.3.5. Bioinformatische Datenauswertung

Aktuelle biologische Analyseverfahren, wie z. B. Proteomics und Transcriptomics, erzeugen
grofle Datenmengen mit hoher Komplexitit, so dass die manuelle durch die bioinformatische
Datenauswertung abgeltst werden musste. Damit wurde die Informatik zum festen Bestandteil
biologischer Forschung. Mit Hilfe von Software wird Wissen iiber biologische Systeme gene-
riert und neue Zusammenhédnge werden erschlossen. Dariiber hinaus erleichterten sie die Pro-
zessierung der Rohdaten (z. B. Datennormalisierung), das Zusammenfithren der Daten, die
Uberpriifung der Signifikanz der Analysen und die graphische Darstellung der Ergebnisse. Bio-
informatische Hilfsmittel unterstiitzen in dieser Arbeit die Identifizierung und Quantifizierung
der Proteine.

Die experimentell bestimmten Molekiilmassen der Vorldufer-Ionen und Produkt-Ionen (Ab-
schnitt 2.3.2) werden mit den theoretisch errechneten Massen durch in silico (lat., im Computer
ablaufend) Spaltung von Proteineintrégen einer Datenbank verglichen. Die Qualitét der Iden-
tifizierung hingt hauptsichlich von der Auflésung der Spektren (abhingig vom Massenspek-
trometer und der Probenkomplexitéit), den Eintrdgen in der Datenbank und der verwendeten

Suchalgorithmen ab.

Proteinsequenzdatenbanken

Die Wahl der Datenbank ist fiir die Proteinidentifizierung entscheidend. Wenn zu wenige Prote-
ineintrédge in einer Datenbank existieren, kénnen nicht alle Proteine identifiziert werden. Wenn
zu viele Proteineintrige in einer Datenbank sind, kann es zu falsch-positiven Identifizierun-
gen kommen. Beides mindert die Qualitdt des Suchergebnisses. Die am meisten verwendeten
Proteinsequenzdatenbanken sind die UniProt KB, die redundanzfreie Datenbank des nationa-
len Informationszentrums fiir Biotechnologie (NCBInr) und die Datenbank des Internationalen
Proteinindex (IPI) (Eidhammer et al. 2007). Die Datenbanken UniProtKB und NCBInr wur-
den in dieser Arbeit verwendet.

Die UniProt KB setzt sich aus folgenden Datenbanken zusammen (Mulder et al. 2008):

e PIR: 1984; ilteste, gepriifte Proteinsequenzdatenbank; Protein Information Resource
e Swiss-Prot: 1986; gepriifte Proteinsequenzdatenbank

e TrEMBL: 1996; Ubersetzung der Nucleotidsequenzdatenbank der European Molecular
Biology Laboratories (EMBL) mit dem Ziel neue Sequenzen schnell verfiighar zu machen;

nicht manuell gepriift

Die gepriiften Proteinsequenzdatenbanken wurden durch manuelle Kontrollen erzeugt. Thre

Eintrage sind mit einem hohen Arbeitsaufwand verbunden. Die Forschung erzeugt hingegen
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fortwihrend neue Sequenzdaten. Mit Hilfe der TrEMBL Eintrage werden neue Sequenzen
schneller verfiigbar. Die meisten Proteineintrige der Art Canis familiaris, welche fiir die Identifi-
zierung von MDCK Zellproteinen relevant sind, wurden in den letzten Jahren iiber die TrEMBL-
Datenbank bei UniProt KB ein gepflegt (z. B. 96% Stand: 2013/11). Ende 2010 und Mitte 2011
wurden grofle Datenmengen der TrEMBL-Datenbank iiber die UniProt KB verfiigbar.

Die Proteineintriage erhalten den Namen uncharacterized protein (nicht charakterisiertes Pro-
tein), wenn die Existenz der Proteine bisher nur durch Orthologe nahverwandter Arten nach-
gewiesen werden konnte oder aufler den Gensequenzdaten keine experimentellen Belege fiir das
Protein existieren (predicted, vorhergesagt). Fiir den grofiten Anteil der Eintrége fiir Canis
familiaris gibt es keine zusétzlichen Belege (Tab. 2.4). Die Verbindung zwischen der Gense-
quenz und dem Protein wird mit Hilfe bioinformatischer Annotation durchgefiihrt. Die Vor-
gehensweise fiir Canis familiaris ist im Bericht Ensembl gene annotation project (e!68) Canis

lupus familiaris (dog, CanFam3.1 assembly) (Ensembl 2012) zusammengefasst.

Tab. 2.4.: UniProt KB Datenbankeintrige fiir Canis familiaris und ihre Nachwei-
sebene. Datenbanksuche vom 30.01.2014.

Nachweisebene Protein Transkript Orthologe Vorausbestimmt

Swiss-Prot 214 453 138 2
TrEMBL 78 1266 5345 20883
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Die NCBInr Datenbank bezieht sich nur auf Sequenzdaten (Wheeler et al. 2006) und enthélt
keine zusétzlichen Annotationen. Der manuelle Aufwand wird minimal gehalten und neue
Sequenzen sind schnell verfiigbar. Die Datenbank enthélt auf Grund der fehlenden Kontrolle
der Eintrige Redundanzen und es kénnen keine zusétzlichen Proteininformationen entnommen

werden.

Suchalgorithmen fiir die Identifizierung der Spektren

Suchalgorithmen, die auf Datenbanken zugreifen, miissen verschiedene Aufgaben erfiillen:

e Generierung theoretischer Massen unter Einbezug von Suchkriterien (z. B. Proteinmo-
difikationen) und Addition vom Wasserstoffmolekiil am N-Terminus (+1 Da) und der
Hydroxygruppe am C-Terminus (417 Da) von der Peptidsequenz

e Vergleich von theoretischen Massen mit den experimentellen Daten
e Test auf Signifikanz

Die Suchkriterien, wie Art der enzymatischen Spaltung, Ionenladungen, Proteinmodifikatio-
nen, fehlende Spaltstellen und die Massentoleranz, werden vom Nutzer festgelegt. Je mehr
Moglichkeiten angegeben werden, desto grofier ist die Wahrscheinlichkeit, falsch-positive
Identifizierungen zu erhalten.

Es gibt verschiedene Suchalgorithmen, von denen die folgenden in dieser Arbeit verwendet
wurden: die kommerziell erhéltliche Suchmaschine Mascot (Perkins et al. 1999) und die frei
verfiigbaren (open source) Suchmaschinen OMSSA (Geer et al. 2004) und X!Tandem (Fenyo
and Beavis 2003). Berechnungen zur Bewertung (score) der Treffer der Suchalgorithmen
(PSM, peptide to spectrum matches) reprasentieren die Qualitdt der Identifizierung. Die
drei Suchmaschinen verwenden verschiedene Bewertungsrechnungen. Eine Kombination von
Suchalgorithmen kann die Anzahl an PSMs steigern und zu verbesserten Ergebnissen fiihren.
Mit Hilfe der Software SearchGUI koénnen z. B. die Suchmaschinen OMSSA und X!tandem
kombiniert werden (Vaudel et al. 2011).

Datenanalyse

Datenbanksuchen bergen das Risiko einer falsch-positiven oder falsch-negativen PSM. Bioin-
formatische Werkzeuge implementieren daher statistische Einschatzungen fiir das Auftreten
dieser falschen Zuordnung (Nesvizhskii 2010). Es wurde unter anderem die Falsch-Positiv-Rate
(FDR) entwickelt (Elias et al. 2005). Dafiir wird neben der normalen Peptidsuche auch eine

Suche des Datensatzes gegen riickwirts gelesene oder randomisierte Proteinsequenzdaten
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(decoy) durchgefiithrt. Die Anzahl an decoy-PSM wird als Maf§ fiir zuféllige Treffer der

normalen Peptidsuche verwendet.

Quantitative Auswertung

Die gelbasierte Proteinquantifizierung mittels 2-D DIGE (Abschnitt 2.3.4) wurde mit der Soft-
ware Delta2D™ (Decodon) analysiert. Eine Ubersicht zur derzeit verfiigharen Gelauswerte-
software wurde von Berth et al. (2007) verdffentlicht. Die Software Delta2D™ zeichnet sich

durch folgende Besonderheiten aus:

e Warping: Ubereinanderlegen der Gelbilder durch das Setzen von Verbindungsvektoren
(Verbindung gleicher Spots auf zwei Gelen) fiir den Ausgleich von Laufunterschieden bei
der 2-D PAGE.

e Consensus Spotmuster: Proteinspoterkennung auf einem kiinstlichen Gelbild, das durch

Fusion aller Gele erzeugt wird.

e 100% Spot Matching: Generiert fiir jeden Spot im Consensus Spotmuster ein komplettes

Expressionsprofil was eine vollstindige Rechengrundlage bildet.

e Multivariate Datenauswertung: Implementierung des frei verfiigharen MultiExperiment

Viewer (MeV) fiir die statistische Datenauswertung.

Die gelfreie LF Quantifizierung tiber die Peptide (Abschnitt 2.3.4) wurde durch die Software
Progenesis (Nonlinear Dynamics) ausgefiihrt. Die Software zeichnet sich durch folgende Beson-

derheiten aus:

e Quantifizierung alle Peaks der ionisierten Peptide basierend auf ihrer Signalintensitit im

Massenspektrometer
e Quantifizierung der Proteine basierend auf spezifischen Peptiden

Beide Softwares sind kommerziell erhéltlich und haben sich fiir die Forschung bewéhrt (Dautel
et al. 2011, Trinh et al. 2013).
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Proteinfunktion im zelluliaren Netzwerk

Die Proteomanalyse generiert eine Liste an differenziell exprimierten Proteinen, die einen
Ausgangspunkt fiir weitere Studien darstellt. Bioinformatische Programme helfen bei der
Visualisierung von Proteinen in funktionalen Netzwerken (z. B. BioCyc Caspi et al. 2014,
KEGG Du et al. 2014, STRING Szklarczyk et al. 2011). Die gewonnenen FErkenntnisse
aus dieser Datenprozessierung sind nur so gut wie die Qualitdt ihrer Datenbankeintriage.
Im Falle des MDCK Zellproteoms und des Vero Zellproteoms existieren weder vollstandige
DNA-Sequenzdaten noch umfangreiche Proteomstudien. Daher erfolgte in der vorliegenden
Arbeit die Proteinidentifizierung iiber nahverwandte Arten wie Canis familiaris fiir MDCK
Zellen und Macaca mulatta fiir Vero Zellen. Weiterhin wurden homologe Proteinsequenzen
menschlichen Ursprungs fiir die Proteinfunktionsanalyse als auch die Netzwerkanalyse (z. B.
Reaktome Croft et al. 2014) herangezogen. Die Ubereinstimmung homologer Sequenzen wurde
mit Hilfe des basic local alignment search tool (BLAST) Algorithmus erméglicht (Altschul
et al. 1997).
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3. Material und Methoden

Zur Untersuchung des Einflusses der Zelllinienadaption auf die Impfstoffproduktion wurden

zwel Zelllinien betrachtet:

1. MDCK Zellen fiir die Replikation von Influenzaviren und ihre Adaption an CDM und

Suspensionswachstum zur Charakterisierung von:

e Proteomverdnderungen wihrend der zellularen Adaption an CDM und Suspensions-
wachstum (Kluge et al. 2015)

e Unterschiede des Proteoms zwischen der adharenten Zelllinie und ihrer verwandten

Suspensionszelllinie

e Proteomverinderungen wéhrend der Virusinfektion

2. Vero Zellen fiir die Replikation von Tollwutviren und ihre Adaption an proteinfreies Me-

dium (Kluge et al. 2013) zur Charakterisierung von:
e Medienbedingten Proteomverdnderungen wahrend der Virusproduktionsphase

e Proteomverdnderungen wihrend der Virusinfektion

Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Proteome von Zellkulturen zur Influenza- und
Tollwutimpfstoffproduktion auf verschiedenen Ebenen verglichen. Die Kooperationen mit den
Arbeitsgruppen von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Klaus Scharfenberg (Fachhochschule Emden/Leer,
Fachbereich Technik, Emden, Deutschland), Frau Prof. Ph.D. Hela Kallel (Institut Pasteur,
Viral Vaccine Research and Development Unit, Tunis, Tunesien) und Herrn Prof. Dr. rer. nat.
Albert Sickmann (Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften - ISAS - e.V., Arbeitsgruppe
Systemanalyse, Dortmund, Deutschland) unterstiitzten die durchgefithrten Untersuchungen.
Die Beitrage der externen Kooperationspartner zu den Versuchen werden an den entsprechenden

Stellen im Text genannt.

3.1. Gerate, Materialien und Chemikalien

Die vollstandigen Listen aller verwendeten Anlagen und Geréte (Anhang D), Software (An-

hang E), Materialien (Anhang F) und Chemikalien (Anhang G) sowie eine Auflistung der
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Zusammensetzung verwendeter Standardpuffer (Anhang H) sind im Anhang zu finden. Fiir die
Herstellung wéssriger (aq) Losungen wurde deionisiertes, ultrareines Wasser verwendet, dass
aus einem Reinstwassersystem entnommen wurde. Die Raumtemperatur (RT) betrug konstant

21 °C. Die Probenlagerung aller im Rahmen dieser Arbeit generierten Proben erfolgte bei -80 °C.

3.2. Zellkulturtechnik

Der zellkulturbasierte Impfstoffproduktionsprozess ist in eine Wachstums- und eine Infektions-
phase unterteilt. Zur Verbesserungen dieses Prozesses wurden MDCK Zellen an Suspensions-
wachstum in CDM und Vero Zellen an ein Medium frei von tierischen Produkten adaptiert. Der
Einfluss dieser modifizierten Prozessbedingungen auf das zelluldre Proteom wurde, wenn nicht
anders beschrieben, in drei unabhéngigen biologischen Replikaten analysiert. Alle Zellkultur-
arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Im Folgenden werden die Versuchsbedingungen

zur Analyse der Proteome aufgefithrt und néher beschrieben.

3.2.1. Zelllinien und Virusstimme

Die adhédrent wachsende MDCK Zelllinie (MDCKapp, Furopean Collection of Cell Cultures
(ECACC), Nummer: 84121903) wurde in Kryogefafien bei -135°C in der Gasphase eines
Fliissigstickstofftanks gelagert. Die Passagierung der Zelllinie, bis maximal Passage 20, erfolg-
te in der Abteilung der Bioprozesstechnik (BPT) des Max-Planck-Institutes nach Arbeitsan-
weisung (SOP, Anhang I) durchgefiihrt. Die nach Adaption an das Wachstum in Suspension
hervorgegangene MDCK Suspenisonzelllinie (MDCKgys) wurde von Herrn Prof. Scharfenberg
(Fachhochschule Emden/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland) zur Verfiigung ge-
stellt (Lohr et al. 2010) und fiir die Versuche maximal bis Passage 50 kultiviert (Anhang I).
Die adhérent wachsende Vero Zelllinie (Verogcwm sem, American Type Culture Collection (AT-
CC), Nummer: CCL-81, Passage 121) wurde in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Kallel (Institut
Pasteur, Viral Vaccine Research and Development Unit, Tunis, Tunesien) kultiviert und iiber
mehrere Passagen an das Wachstum in Medium frei von tierischen Produkten adaptiert. Aus
dieser Adaption ging die Verorpr.ary Zelllinie hervor (Rourou et al. 2007, 2009a, 2009b).

Das Virus Influenza A /Puerto Rico/8/34 (HIN1) wurde vom Robert-Koch-Institut (RKI, Ber-
lin) bestellt. Der Virusgehalt und die Infektiositét wurden mittels Himagglutinations Assay
(HA-Assay) (Abschnitt 3.3.3) und tissue culture infectious dose 50 (TCIDsg) (Abschnitt 3.3.4)
bestimmt. Die Herstellung des Saatvirus erfolgte in der Abteilung BPT in MDCK Zellen nach
SOP (Anhang I) und zeigte eine Infektiositit von 5 x 108 aktive Viruspartikel je mL (TCIDj).

Den Tollwutvirus stellte das Institut Pasteur (Paris, Frankreich) bereit. Es handelte sich um
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den, an Vero Zellen adaptierten, humanen Louis Pasteur 2061 attenuierten Virusstamm. Die In-
fektiositat des Tollwutvirus wurde mit dem Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT)
bestimmt (Abschnitt 3.3.4). Das verwendete Saatvirus zeigte eine Infektidsitéit von 5 x 107
Fluorescent Focus Units je mL (FFU/mL).

3.2.2. Kultivierungsysteme, Medien und Zellanzucht

Fiir die Zellkultivierung, Virusreplikation und Zelladaption kamen verschiedene Medien zum
Einsatz, die in Tabelle 3.1 aufgefiihrt sind. In Abhéingigkeit vom Ziel des Versuches, von der
Versuchsdurchfithrung und von den Probenahmen wurden verschiedene statische und dynami-
sche Kultivierungssysteme genutzt (Tab. 3.2). Alle Kultivierungen erfolgten bei 37 °C und einer
CO4-Sittigung von 5% im Brutschrank (Ausnahme sind Bioreaktorkultivierungen).

Fiir die Durchfithrung eines biologischen Replikates wurde immer eine Vorkultur verwendet. An-
gepasst an den Kulturmaflstab wurden die Vorkulturen der MDCK py Zellen in T-Flasche mit
175 ecm? (T175-Flaschen) fiir einzelne Spinnerflaschen und in Rollerflaschen 850 cm? (RF850)
fiir parallele Spinnerflaschen (z. B. Virus- und Scheininfektion) und Bioreaktoren angezogen. Bei
MDCKgys Zellen bestand nach der Anzucht in T175-Flaschen (fiir Suspensionszellen, T175gys-
Flaschen) die Schwierigkeit, die Zellen aus einem statischen in ein dynamisches System zu
iiberfithren. Daher wurden die Zellen nach dem Transfer aus de T175-Flaschen in Spinnerfla-
schen oder in Schiittelkolben iiber drei bis fiinf Passagen an die neue Bedingung adaptiert, bis

sie stabiles Wachstum zeigten. Die Vitalitat der Zellen betrug in allen Vorkulturen > 80%.

3.2.3. Adaption der adhirenten MDCK Zelllinie an

Suspensionswachstum in chemisch definiertem Medium

Die MDCK apy Zelllinie wurde von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Klaus Schar-
fenberg (Fachhochschule Emden/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland) an Suspen-
sionswachstum und CDM adaptiert (Lohr et al. 2010). Zunéchst erfolgte die Anpassung der
Zelllinie an die Kultivierung in SMIF8 Medium mit 5% FCS (SMIF8+S) innerhalb von drei
Passagen, anschliefend begann der Adaptionsprozess (Abb. 3.1). Die Adaption wurde, abhéngig
von den Probenahmen, in vier Stadien untergliedert (Tab. 3.3).

Der Adaptionsstart mit der an SMIF8+S adaptierten MDCKpy Zellkultur erfolgte in T175-
Flaschen bei 15% COy-Atmosphire (Stadium AC). Im ersten Adaptionsschritt wurde innerhalb
von zwei bis drei Wochen mindestens ‘—; des verbrauchten Mediums mit frischem, vorgewarmten
SMIF8 Medium ersetzt (Stadium CL). In Folge der Serumreduktion begannen die Zellen sich
von der Oberfldche abzulosen (Stadium DC). In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat.
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Tab. 3.1.: Verwendete Medien fiir die Kultivierung von MDCK und Vero Zelllinien.

Zelllinie Medium Prozessschritt Medienzusammensetzung

und -herstellung

Vero SCM Zellwachstum Trabelsi et al. (2006)
SFM Virusreplikation ~ Trabelsi et al. (2006)
IPT-AFM  Zellwachstum und Rourou et al. (2009a, 2009b)
Virusreplikation
MDCKapg Z-Medium Zellwachstum Anhang I,

Zugabe von Serum®
V-Medium Virusreplikation siehe Z-Medium,
ohne Zugabe von Serum
SMIF82+4S  Zelladaption siche SMIFS,
Zugabe von Serum®
MDCKgys SMIF8? Zellwachstum und Anhang I

Virusreplikation

SCM - serumhaltiges Medium, SFM — serumfreies Medium, Z — Zellwachstum, V — Virusreplikation, +S —
Serumzugabe.

1-10% (v/v) foetales Kilberserum, Gibco Invitrogen, Karlsruhe

2 — SMIF8 Medium erhéltlich iiber Kontakt zu Prof. Dr. rer. nat. Klaus Scharfenberg (Fachhochschule
Emden/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland); enthélt 10% verbrauchtes Medium der Vorpassage
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Tab. 3.2.: Kultivierungssysteme. Aufgefiihrt sind alle Systeme, die in der vorliegenden Arbeit

fiir die Kultivierung von MDCK und Vero Zelllinien verwendet wurden.

Bezeichnung

Kultivierungssysteme

Name, Firma

T175-Flasche
T175gys-Flasche

RF850
Schiittel-
kolben
Spinnerpg
Spinnerpy

1L-BR

2L-BR

T-Flasche 175 cm?
T-Flasche 175 c¢m?

Rollerflasche 850 cm?

250 mL Erlenmayerkolben

mit Schikanen und Entliiftungs-
deckel (0,2 pm)

Spinnerflaschen mit Pendel-
riithrer!

Spinnerflaschen mit Paddel-
riithrer?

1 L Bioreaktor

2 L Bioreaktor

Cellstar®, Greiner Bio One
Cellstar®, Greiner Bio One
oder der Firma BD Biosciences
fiir Suspesionszellen

Cell Master®, Greiner Bio One

Corning Incorporated

250 mL Cell Culture Vessels, Techne
250 mL Celstir, Wheaton

Advanced Spinner 400-1200 mL,

DasGip
Discovery 100, Inceltech

1 — In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Klaus Scharfenberg (Fachhochschule Emden/Leer,

Fachbereich Technik, Emden, Deutschland) wurde ein Pendelriihrer verwendet. 2 — In der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Reichl (Abteilung BPT, Max-Planck-Institut, Magdeburg, Deutschland) wurde ein Paddelriihrer

verwendet.
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2 bis 3 Wochen 4 bis 9 Wochen
Schritt 1: Schritt 2:
4/5 Mediums- schrittweise
wechsel mit von 20 auf
q frischem 75 rpm

—

SMIF8 |
\ / 7
CL

Stadium AC
Adaption 1 2xBR 2xBR 2xBR
Adaption 2 2xBR 2xBR 3xBR 2xBR

Abb. 3.1.: Schema des Adaptionsprozesses einer MDCKapy Zelllinie an Suspensi-
onswachstum in CDM. Der Prozess untergliederte sich in vier verschiedene Stadien (Tab. 3.3).
Es wurden zwei unabhéingige Adaptionen, mit je zwei oder drei parallelen biologischen Replikaten
(BR), durchgefiihrt. AC — MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8+S Medium, CL — MDCKspy
Zellen adaptiert an SMIF8 Medium, DC — abgelosten Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium,

SC — langsam wachsende Suspensionszellen.

Klaus Scharfenberg (Fachhochschule Emden/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland)
wurden die abgelosten Zellaggregate fiir den zweiten Adaptionsschritt in Spinnerflaschen mit
Pendelriihrer (Spinnerpg) tiberfithrt. Die erste Suspensionskultur wurde in einem Volumen von
40 mL mit gleichen Anteilen von frischem und verbrauchtem SMIF8 Medium gehalten. Es folg-
ten mehrere Mediumswechsel und Zellpassagierungen iiber vier bis neun Wochen, in denen die
Zellen langsam mit dem Wachstum begonnen und geleichzeitig die Riithrerdrehzahl von 20 rpm
auf 75 rpm erhoht wurde.

Es wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Scharfenberg (Fachhochschule Em-
den/Leer, Fachbereich Technik, Emden, Deutschland) zwei unabhéngige, in der Durchfiithrung
identische Adaptionen mit parallelen Replikaten durchgefiihrt (Adaption 1 (2009) und Adap-
tion 2 (2010). Die Replikate, die fiir beide Adaptionen analysiert wurden, sind in Tabelle 3.1
aufgefiihrt.

3.2.4. Vergleich der adhirenten MDCK Zellen mit MDCK

Suspensionszellen

Die Vorversuche fiir das Wachstum der adaptierten MDCKgyg Zelllinie fanden in Spinnerfla-
schen mit Paddelriihrer (Spinnerpy ) statt. Die Startzellkonzentration betrug 4 x 10° Zellen/mL.
Die Zellen wurden in SMIF8 Medium (10% verbrauchtes Medium der vorherigen Passage und
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Tab. 3.3.: Stadien des Adaptionsprozesses einer MDCK Apy Zelllinie an Suspensions-
wachstum in CDM. Die Unterteilung erfolgte abhéngig von der Proteomprobenahme (Abschnitt
3.4.1) in 4 verschiedene Stadien.

Stadium Kultivierungssystem Erlauterung

AC T175-Flasche MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8+S Medium
CL T175-Flasche MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8 Medium

DC T175-Flasche/ Spinnerpy,  Abgeloste Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium
SC Spinnerpg Langsam wachsende Suspensionszellen

Tab. 3.4.: Kultivierungsbedingungen im 1L-BR unter Anwendung des DasGip-

Systems.
Bedingung MDCKapy MDCKgyg
Medium Z-Medium  SMIF8
Rithrerdrehzahl (rpm) 50 75
Microcarrier (g/L) 2 —
Sauerstoffpartialdruck > 40% > 40%
pH-Wert 7,3 7,3
Temperatur 37 °C 37 °C

90% frisches Medium) bei 75 rpm kultiviert. Es wurden drei parallele Kulturen mit der gleichen
Vorkultur angesetzt. Im Versuch wurde die Zellkonzentration (Abschnitt 3.3.1) an den Tagen
1, 3, 4 und 5 bestimmt.

Der Unterschied der Proteome zwischen MDCK  pg und MDCKgyg Zellen wurde fiir die expo-
nentielle Wachstumsphase wihrend Kultivierung im 1 L Bioreaktor (1L-BR) untersucht (Ver-
suchsaufbau Abb. 3.2). Es wurde eine Startzellkonzentration von 3 x 10° Zellen/mL im 1L-BR
eingestellt. Die automatisierte Prozesssteuerung des DasGip-Systems garantierte stabile Pro-
zessbedingungen fiir die Kultivierung beider Zelllinien (Tab. 3.4).

Wahrend des gesamten Versuches wurden die Temperatur, der pH-Wert und der Sauerstoffpar-
tialdruck (pOz) im Bioreaktor online gemessen und alle zwei Minuten aufgezeichnet. Die Tempe-
rierung erfolgte iiber einen elektrischen Heizmantel. Uber ein Tauchrohr wurde mit einem steril
gefilterten Gasgemisch aus 20% Sauerstoff, 80% Stickstoff und 5% Kohlendioxid in einer Kaska-
denregelung (1. Volumenstrom von einem bis fiinf Standardliter je Stunde (sL/h), 2. Zunahme
des Sauerstoffgehalts im Gasgemisch) der Sauerstoffpartialdruck auf >40% Luftsittigung ein-
gestellt. Die konstante Zuleitung von 5% Kohlendioxid fiihrte zu einem stabilen pH-Wert von
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7,3. Die Probenahme fiir offline Messungen zur Bestimmung der Zell- und Metabolitkonzen-
tration erfolgte iiber ein Tauchrohr. Das Funktionsprinzip dieses Tauchrohrs zur Probenahme
entsprach einer Abwandlung des Patents von Sann et al. (2004), dass die Entnahme kleiner
Probenvolumina ohne Totvolumen ermdglichte. Nach drei Tagen wurde die Zellkonzentration
von 1 x 10° Zellen/mL (Standardabweichung 40, 1 x 10°) erreicht und das Probenmaterial fiir
die Proteomanalyse entnommen (Abschnitt 3.4.1). Extrazelluldre Metaboliten wurden an Tag

1 und 3, und die Zellkonzentration zusétzlich an Tag 2 gemessen.

Anzucht Vorkultur Experiment

MDCKapH

MDCK.SUS2

Abb. 3.2.: Versuchsaufbau fiir den Proteomvergleich von MDCK ppyg und MDCKgys
Zelllinien wihrend der Wachstumsphase. Dargestellt sind die Kulturen von der Anzucht bis

zum Experiment. Die Versuchsbedingungen sind in Tab. 3.4 aufgefiihrt.

3.2.5. Replikation von Influenzaviren in MDCK Zellen

Die virusinduzierte Zellantwort wurde fiir die MDCKpy und MDCKgyg Zelllinien auf der
Ebene des Proteoms untersucht. Bei den Kultivierungen in Spinnernpy wurden die Startzell-
konzentrationen auf 4 x 10° Zellen/mL in einem Gesamtvolumen von 250 mL eingestellt. Fiir die
Kultivierung adhérenter Zellen wurde Z-Medium, 2 g/L Microcarrier und eine Riihrerdrehzahl
von 50 rpm verwendet. MDCKgyg Zellen wurden bei 75 rpm gerithrt und in SMIF8 Medium
(10% verbrauchtes Medium der vorherigen Passage und 90% frisches Medium) kultiviert. Es
wurden je zwei parallele Spinnerflaschen aus der gleichen Vorkultur angesetzt und im Anschluss
an die Wachstumsphase mit Erreichen einer Zellkonzentration von ca. 2 x 10° Zellen/mL mit
der Infektion begonnen (ca. 100 h fiir MDCKapy und 70 h fiir MDCKgys).

Wiéhrend bei der MDCKgyg Zelllinie das gleiche Medium fiir die Wachstums- und Infek-
tionsphase Verwendung fand, wurde fiir die MDCKapy Zellen zum Wachstum Z-Medium mit
Serum und fiir die Infektion V-Medium ohne Serum verwendet. Um beide Produktionssysteme
gleich zu behandeln, erfolgt bei beiden ein Mediumswechsel vor dem Infektionsstart (TOI).

Die Zellen wurden dreimal mit sterilem, vorgewdrmtem phosphatgepufferten Salzpuffer (PBS)
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Tab. 3.5.: Durchgefiihrte Infektionsbedingungen im Vergleich zur Standardinfektion
der MDCK Zelllinien mit Influenzaviren. Die Standardinfektion ist im Anhang I aufgefiihrt.

In Anlehnung an Versuche von Vester et al. (2009) wurden die Infektionsversuche geplant.

Standardbedingung  Abweichung Begriindung
MOI = 0,025 MOI = 6 Ein Infektionszyklus,
100% Infektion zur TOI

Trypsinzugabe Kein Trypsin Vermeidung von Einfliissen
2 x 107% Units/Zelle auf Proteinanalytik
Inkubation im End- Initiale Inkubation fiir Effiziente Infektion
volumen 30 min im halben Kultur-

volumen

MOI — Virus:Zell-Verhéltnis, TOI — Infektionsstart.

gewaschen. Die bewachsenen Carrier sedimentierten innerhalb von fiinf Minuten. Die Abtren-
nung der Suspensionszellen wéhrend der Waschschritte erfolgte mit einem Ausschwingrotor
einer groBen Tischzentrifuge (150 g, 5 min, Anhang D).

Die Infektion wurde nach SOP (Anhang I) mit einer modifizierten MOI von sechs infektiosen Vi-
ren je Zelle durchgefiihrt. Weitere Abweichungen von der SOP sind in Tabelle 3.5 beschrieben.
Die Zugabe von Influenzaviren erfolgte zusammen mit dem frischen vorgewérmten Medium.
Parallel wurde ein zweiter Spinnerpy fiir die Scheininfektion nur mit Medium befiillt. Auf die
Zugabe von Trypsin wurde verzichtet, um Nebeneffekte auf die anschlieBende Proteomuntersu-
chungen zu vermeiden. Die initiale 30 miniitige Inkubation erfolgte im halben Kulturvolumen
(125 mL), um eine effiziente Infektion zu ermoglichen. Uber den Versuchszeitraum (32 h nach
Infektion, p.i.) wurden Proben fiir die Bestimmung der Zellkonzentration (Abschnitt 3.3.1; 0,
8,12, 32 h p.i.), der Virustiter (Abschnitt 3.3.3, 3.3.4; 0, 4, 8, 12, 32 h p.i.) die Quantifizierung
der viralen messenger RNA (mRNA) der Segmente 5 und 7 (Abschnitt 3.3.6; 0, 4, 6, 8, 10, 12
h p..), fiir die Durchflusszytometrie (DFZ, Abschnitt 3.3.5 und3.4.7; 0, 8, 32 h p.i.) und fiir
den Vergleich des zelluldren Proteoms (Virus- versus Scheininfektion, Abschnitt 3.4.1; 0, 8, 12,

32 h p.i.) entnommen.

3.2.6. Replikation von Tollwutviren in Vero Zellen

Die Infektion von Tollwutviren in Vero Zellen und die Probenahmen wurden von der Arbeits-

gruppe von Frau Prof. Ph.D. Hela Kallel (Institut Pasteur, Viral Vaccine Research and Deve-
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lopment Unit, Tunis, Tunesien) durchgefiihrt. Die Kultivierungsbedingungen der Vero Zellen
wurden durch Rourou et al. (2007, 2009a) beschrieben. Die Kultivierung erfolgte im 2 L Bio-
reaktor (2L-BR) mit 1,2 L Fiillstand ohne Perfusionsmodus wéhrend der Wachstumsphase (6
d) und mit Perfusionsmodus wéhrend der Infektionsphase (8 d p.i.).

Zum Versuchsstart wurde die Zellkonzentration auf 2,5 x 10° Zellen/mL, die Temperatur auf
37°C, die Riihrerdrehzahl auf 30 rpm im 2L-BR eingestellt und 3 g/L Microcarrier zugege-
ben. Um die Zellen vor der Infektionsphase an den Perfusionsstrom zu gewohnen, wurde einen
Tag nach dem Versuchsstart die Rezirkulation des Mediums begonnen und téglich gesteigert.
Waéhrend der Wachstumsphase wurde die Glucosekonzentration im Medium manuell auf 5 mM
alle 24 h eingestellt.

Fiir die Infektionsphase der Verogca/sem Zellen und der Verorproapm Zellen wurde jeweils das
Medium SFM (Trabelsi et al. 2006) und IPT-AFM (Rourou et al. 2007, 2009a) verwendet.
Nachdem die Zellen eine Konzentration >4 x 10® Zellen/mL erreicht hatten (ca. 6 d) wurde die
Temperatur von 37°C auf 34 °C abgesenkt und die Kulturen mit einer MOI von 0,1 infiziert.
Vor der Verogca/sem Zellinfektion wurde ein Mediumswechsel zu SFM, inklusive eines zwei-
maligen Waschschrittes mit frischem Medium, durchgefiihrt. Zwei Stunden nach TOI begann
die Perfusion mit einer Flussrate von 0,6 L/d. Die Proteomproben wurden 1, 3, 5 und 8d p.i.
entnommen (Abb. 3.3, Abschnitt 3.4.1). Bei jedem Infektionsversuch wurden zwei Bioreaktor-
kultivierungen, virusinfiziert und scheininfiziert, durchgefiihrt. Die Versuche erfolgten in zwei

unabhéngigen, biologischen Replikaten fiir die Verogcn/spv und die Verorproapn Zelllinie.

3.3. Prozessanalytik

Die Bestimmung der Zellkonzentrationen, der Vitalitdt und der extrazelluldiren Metaboliten
gaben einen Aufschluss {iber das Wachstum der Zellkulturen. Die Virusproduktion nach TOI
und die finalen Ausbeuten der Prozesse konnte mit verschiedenen Assays (HA-Assay, RFFIT,
TCID5o, Abschnitte 3.3.3, 3.3.4) bestimmt werden. Fiir eine Influenzavirusinfektion erfolgte

zusétzlich die Bestimmung der Transkription viraler mRNA.

3.3.1. Bestimmung der Zellkonzentration und Vitalitit

Die Zellzéhlungen erfolgten automatisiert mit dem ViCell-System oder manuell mit einem
Hemazytometer nach der giiltigen SOP (Anhang I). MDCK py und MDCKgys Zellen wur-
den, wie bei der Zellpassagierung (Anhang I), zunéchst mit Trypsing vereinzelt und anschlie-
Bend automatisiert gezéhlt und die Vitalitdt mittels einer Trypanblau-Farbung bestimmt.

Uberstandszellen einer Microcarrierzellkultur wurden vor jeder automatischen Messung durch
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Abb. 3.3.: Versuchsaufbau fiir den Vergleich der Virusinfektion mit der Scheininfek-
tion fiir die Verorpr-arm und Verogcni/srpv Zelllinien. Dargestellt sind die Kultivierungen
im 2L-BR. Wihrend des Ubergangs von der Wachstums- zur Infektionsphase (gestrichelte Pfeile)
wurde bei den SCM/SFM-Kultivierungen ein Mediumswechsel durchgefiihrt. Fiir den quantitati-
ven Proteomvergleich wurden die Virusinfektionen mit den Scheininfektionen sowie die Scheinin-

fektion der Verorpr.apm und Verogopg JSFM Zelllinien verwendet (gepunktete Pfeile).
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einen Microcarrierfilter gegeben. Zur Bestimmung der Zellzahl auf bewachsenen Microcarrieren

wurden die Zellen manuelle ausgezéhlt (Anhang I).

3.3.2. Bestimmung extrazelluldrer Metaboliten

Die Konzentrationsbestimmung der extrazellularen Metaboliten Glucose, Lactat, Glutamin,
Ammonium und Glutamat erfolgte mit einem Enzymsensor (Genzel et al. 2004). Fiir die Mes-
sung wurde ein Probenvolumen von mindestens 0,5 mL bereitgestellt. Die bestimmte Metabolit-
konzentration musst innerhalb des validierten Messbereiches sein (Tab. 3.6). Bei Bestimmungen

obehalb des Messbereiches wurde die Probe verdiinnt und erneut gemessen.

Tab. 3.6.: Validierte Messbereiche und relative Standardabweichungen des Enzym-

sensors Bioprofile 100 Plus.

Parameter Glucose Laktat  Glutamin Glutamat Ammonium
Relative Standardabweichung 1,9 10,5 9,1 2,1 1,8
Validierter Messbereich 1,1 -41,1 23-273 02-26 0526 0,252

3.3.3. HA-Assay

Zur Bestimmung der Konzentration von Influenzaviren im Uberstand wurde eine Titration
durchgefiihrt, welche auf einer Himaggluination von Influenzaviren mit Erytrozyten basiert
(Anhang I). Der HA-Assay beruht auf der Eigenschaft des viralen HA, Sialinsduren auf Zello-
berflichen zu binden und Hiithnererytrhozyten (RBC) dariiber zu vernetzen (Mahy and Kangro
1996). Bei einer ausreichenden Viruszahl im Verhéltnis zu RBC, wurde die Agglutination durch
einen roten Ring in der Mikrotiterplatte sichtbar. Mit einer Titration von 100 pL Probe in einer
96-well Platte wurde die Verdiinnungsstufe bestimmt, bei der gerade noch eine Agglutination
zu erkennen war. Fiir diese Stufe wurde angenommen, dass das Virus:RBC-Verhéltnis eins ist
(Burleson et al. 1992). Unter dieser Annahme konnte die Konzentration der Viruspartikel ¢y ;s
im Bezug zur Konzentration der RBC cgpe aus dem HA-Titer nach Gleichung 3.1 berechnet
werden. Der Fehler einer Einzelmessung im HA-Assay betrigt 0,149 lloé’(i f (95% Konfidenzin-
tervalls, Kalbfuss et al. 2008).

logHA
CVirus — 10100sZ" x CRBC (31)
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3.3.4. Bestimmung der Infektiositit von Influenzaviren und

Tollwutviren

Die Quantifizierung infektioser Influenzaviren erfolgte mit einem TCID5y Assay Mahy and Kan-
gro (1996) nach SOP (Anhang I). Konfluent wachsende MDCK Zellen wurden in einer 96-Well
Platte mit verdiinnter Virusbriihe fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von fluoreszenzmar-
kiertem Antikorper gegen HA konnte die Anzahl infizierter Zellen pro Well detektiert werden.
Der Titer infektitser Viren wurde von acht Replikaten nach der Methode von Spearman-Kérber
berechnet (Mahy and Kangro 1996). Das Detektionslimit des Assays liegt bei 3,2 x 102 infek-
tivsen Viren/mL und die Standardabweichung betrigt 0,3 log TCIDsp.

Die Konzentrationsbestimmung infektioser Tollwutviren erfolgte mit einem modifizierten RF-
FIT (Smith et al. 1973) von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Ph.D. Hela Kallel (Institut

Pasteur, Viral Vaccine Research and Development Unit, Tunis, Tunesien).

3.3.5. Durchflusszytometrische Quantifizierung infizierter Zellen

Die Bestimmung der Anzahl infizierter Zellen erfolgt mit Hilfe der DFZ. Dazu wurde ein
Fluoresceinisothiocyanat-markierter Antikorper gegen virales Nukleoprotein (NP) verwendet
(Anregungswellenlédnge 488 nm, Emissionswellenléinge 525 nm). Die Methode wurde im De-
tail von Schulze-Horsel et al. (2008) fiir MDCKapy Zellen und von Peschel et al. (2013) fiir
MDCKgyg Zellen beschrieben.

3.3.6. Quantifizierung der viralen mRNA

Zur Quantifizierung der Kopienzahl viraler mRNA (Influenza RNA-Segmente 5 und 7) von
MDCK Zellen die mit Infuenzaviren infiziert wurden, musste die Zellkonzentration in der Pro-
be bestimmt, anschliefend die Zellen lysiert und mit dem INSTANT Virus RNA Kit analysiert
werden Frensing et al. (2014). Zur Differenzierung der viralen mRNA wurden Primerpaare fiir
die quantitative real time Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR), &hnlich wie von Kawakami
et al. (2011) beschrieben, verwendet.

Die Umschreibung der RNA-Proben sowie der RNA-Standardreihe in ¢cDNA erfolge mit einer
Maxima H Minus reversen Transkriptase (200 U/ulL). Die RNA-Standardreihe enthielt je 350
ng zelluldre total-RNA und RNA-Referenzstandard in einer 10-fach Verdiinnungsreihe von 5
ng bis 5 x 1077 ng. Der RNA-Referenzstandard hatte die gleiche Sequenz wie die zu messen-
de virale mRNA und wurde zuvor in einem Plasmid (pUC 19) in E. coli DHBa amplifiziert.
Fiir die reverse Transkription kam ein Oligo(dT)-Primer mit spezifischer Erkennungssequenz
fir die qunatitative PCR zum Einsatz (GTAAAACGACGGCCAGTTTTTTTTTTTTTTTTT
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(5’-3")). Wihrend des ersten Schrittes der reversen Trankription wurden zu 1 uL. RNA-Extrakt
je 1 uL Primer (10 mM, aq) und 1 pl. ANTPs (10 mM, aq) zugegeben, auf 14,5 pl. mit nu-
kleasefreiem Wasser aufgefiillt, und bei 65°C fiir 5 min inkubiert. Nach der Erwidrmung der
Reaktionslosung auf 40 °C wurde die Enzymlosung zugegeben (4 pl 5-fach Reaktionspuffer; 0,5
pL Transcriptase; 1 pL nukleasefreies Wasser). Anschlieflend folgte die Inkubation bei 60 °C fiir
30 min und die Abstoppung der Reaktion fiir 5 min bei 85°C.

Die Konzentration der viralen mRNA wurde mit Hilfe eines Rotor-Gene SYBR Green PCR
Kits und eines Rotor-Gene @ real-time PCR Thermozyklers bestimmt. Zu 4 ul. cDNA wurden,
5 ul Reaktionslosung, 1 puli eines vorwiérts Primers und 1 pL eines riickwérts Primers zugege-
ben (1 mM, aq; 1. Primer: Segment 5 vorwérts, GGAAAGTGCAAGACCAGAAGAT (5-3’);
2. Primer: Segment 7 vorwérts, CATTGGGATCTTGCACTTGACATT (5-3’); 3. Primer: Oli-
go tagedTRT riickwérts, GTAAAACGACGGCCAGTTTTTTTTTTTTTTTTT (5-3%)). Die
quantitative PCR wurde wie folgt programmiert: 1) 5 min Inkubation bei 95°C, 2) 40 Zyklen
je 10 s bei 95°C und 20 s bei 60°C, 3) Aufnahme einer Schmelzkurve bei 65°C bis 90 °C. Im
Anschluss an die PCR wurden die Ct-Werte, welcher den Zyklus an dem die Fluoreszenz des
SYBR Greens erstmals signifikant iiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt, fiir die RNA-
Standardreihe ermittelt.

Fiir die absolute Quantifizierung der RN A-Molekiile wurde die Anzahl der RNA-Molekiile ngya
mit Hilfe der Menge des Fragments 7', der Fragmentlinge Lp,sen, der mittleren Masse der Ba-
sen (340 Da) mgqo und der Avogadro-Konstante N4 nach Gleichung 3.2 berechnet. Die linea-
re Regression der Zykluszahl des signifikanten Fluoreszenzsignals Ct der RNA-Standardreihe
aufgetragen gegen die LoglO-transformierten nzya erméglichte die Bestimmung der absoluten
Molekiilzahl in der Probe. Dafiir wird der Anstieg der Kalibriergeraden a und der Achsenschitt-
punkt b der linearen Regression bestimmt. Die Berechnung der Konzentration viraler mRNA pro
Zelle in der Probe SQ prope mit Einbezug des Probenvolumens Vigy,q:, des Verdiinnungsfaktors

der reversen Transkription Frr und der Zellzahl n e, ist in Gleichung 3.3 gezeigt.

T
NrNaA — ] (32)
M340 X LBasen X NA x 109
Ct—b
10 X Fpr X VEa
SQProbe - izl Bluat (33)

NZellen

3.4. Proteomanalytik

Die Versuche fiir die Proteomvergleiche und die angewandten Methoden sind in Tabelle 3.7

zusammengefasst. Fiir alle Proteomvergleiche wurde eine Quantifizierung mittels 2-D DIGE
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vorgenommen und vorab die Proteinseparation mit Hilfe der 2-D PAGE realisiert. Eine Proteini-
dentifizierung wurde nach in-Gel Proteinspaltung und Anwendung der MALDI-TOF /TOF-MS
erreicht. Zusétzlich zum 2-D DIGE wurde fiir den Vergleich des Proteoms von MDCK py mit
MDCKgys Zellen eine LF-Quantifizierung angewendet. Bevor diese Proteinquantifizierungsme-
thode ihre Anwendung fand, wurden die Proteine in-Losung gespalten, die Peptide mit nano-
HPLC separiert und anschlieBender ESI-Q/Orbitrap-MS Analytik identifiziert. Eine signifikan-
te Proteinregulation wurde mit Hilfe von Messwerten aus Western Blots, qRT-PCR und DFZ
verifiziert (Abschnitt 3.4.7).

3.4.1. Probenvorbereitung

Eine Ubersicht iiber Probenahmezeitpunkte und Probenvolumen fiir die verschiedenen
Projekte ist in Tabelle 3.8 zusammengefasst. Die Verarbeitung der Zellkulturproben wurde
fir die entsprechenden Analysemethoden optimiert (Tab. 3.9). Fiir die Gelseparation bei
einer Proteinquantifizierung mittels 2-D DIGE war das Ziel eine gute Auftrennung mit
definierten Proteinsignalen (Proteinspots bzw. Spots). Fiir die LF-Quantifizierung wurde
der Zellaufschluss auf eine maximale Proteinausbeute optimiert. Wenn Microcarrier zur
Kultivierung Verwendung fanden, wurde die Probe vor dem Zentrifugationsschritt durch einen
Microcarrierfilter (50 pm) gegeben. Fiir den Vergleich der MDCKapy mit der MDCKgys
Zelllinie (Abschnitt 3.2.4) wurden die Proben der Suspensionszellen ebenfalls mit diesem Filter

geklart.
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Tab. 3.7.: Ubersicht iiber die in der Arbeit verwendeten Methoden zur Proteom-

analytik.
Projekt Virusreplikation Zelllinien- Zelllinienvergleich
Influenza Tollwut adaption Vero MDCK
Abschnitt (3.2.5) (3.2.6) (3.2.3) (3.2.6) (3.2.4)
Zelllinien N[DCI(ADH7 VerOSCM/SFM, MDCKADH VGTOSCM/SFM, MDCKADH,
(3 2. 1) MD CKSUS VerOIPT-AFM VeroIpT_AFM MD CKSUS
Quantifizie- 2-D DIGE 2-D DIGE, LF
rung (3.4.6)
Separation 2-D PAGE 2-D PAGE,
(3.4.2) nano-HPLC
Proteinspal- In-Gel In-Gel,
tung (3.4.3) In-Losung
MS MALDI-TOF MALDI-TOF,
(3.4.4) ESI-Q/TOF ESI-Q/Orbi-
trap
Verifizierung DFZ, - Western Western
(3.4.7) qRT-PCR Blot Blot

MDCK — Madin-Darby Hundenierenzelllinie, Vero — Nierenzelllinie der Griinen Meerkatze, DIGE —
differenzielle Gelelektrophorese, LF — label free, 2-D PAGE — zweidimensionale
Polyacrylamid-Gelelektrophorese, HPLC — Hochleistungs-Fliissigchromatographie, MALDI —
Matrixunterstiitzte Laserdesorption/Ionisation, TOF — Flugzeitanalysator, ESI — Elektrospray-Ionisation,

DFZ — Durchflusszytometrie, qRT-PCR — quantitative real time Polymerase Kettenreaktion.



Material und Methoden 49

Tab. 3.8.: Probenahme fiir die Proteomuntersuchungen.

Projekt Zellen lokalisiert Probenzeitpunkt Probenvolumen

Virusreplikation Microcarrier, Uberstand 0, 8, 32 h p.i. 4 mL

Influenza (3.2.5)  Suspension 0,8, 32 h p.i. 8 mL

Virusreplikation Microcarrier 1, 3,5, 8d p.i. 10 mL

Tollwut (3.2.6)

Zelladaption Oberflache AC, CL T175-Flasche

(3.2.3) Uberstand DC T175-Flasche
Suspension SC 10 mL

Zelllinienvergleich  Microcarrier 1,3,5,8d p.i. 10 mL

Vero (3.2.6)

Zelllinienvergleich  Microcarrier, Uberstand ca. 70 h 100 mL

MDCK (3.2.4) Suspension ca. 70 h 100 mL

AC — MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8+S Medium, CL — MDCKapy Zellen adaptiert an SMIFS8
Medium, DC — abgeltsten Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium, SC — langsam wachsende
Suspensionszellen p.i. — nach der Infektion, T175-Flasche — T-Flasche mit 175 cm?.

Mit zunehmender Proteinmenge nimmt auch die Menge an stérenden Substanzen fiir die Pro-
teinseparation (z. B. Salze, Detergenzien) zu. Fiir die analytischen Gele wurden 150 ug Protein
und fiir die préaparativen Gelen der massenspektrometischen Proteinidentifizierung zwischen
300 und 500 pg Protein verwendet. Die in Tabelle 3.9 aufgefiihrten Fillungen waren fiir ei-
ne gute Separation sowohl in den analytischen und préaparativen Gele ausreichend. Nur bei
dem préaparativen Gel fiir die Zelllinienadaption wurde zusétzlich eine Phenolextraktion fiir

das préaparative Gel durchgefiihrt (Anhang I).



Tab. 3.9.: Probenvorbereitung fiir die Proteinquantifizierung. Die Pufferzusammensetzung ist im Anhang H und die Protokolle

fiir die Féllungen sind im Anhang I zu finden.

Zelluléres Waschschritt! Zelllyse->  Mechanische, Zentrifu- Konzentration,

Proteom puffer enzymatische gation 3 Aufreinigung?
Zerkleinerung

MDCK Zellen 3 x Sucrosepuffer DIGE 2 x Spritzenkaniile®’, 36 000 g, Ethanol-Fillung

Virusreplikation (3.2.5) Ultraschall® 30 min

Vero Zellen 1 x PBS und DIGE 10 x Spritzenkaniile®, 12 000 g, TCA-Fallung

Virusreplikation (3.2.6) 2 x Sucrosepuffer Ultraschall® 10 min

MDCK Zellen 2 x Sucrosepuffer DIGE Homogenisator’ 10 000 g, -

Zelladaption (3.2.3) 30 min

MDCK Zellen 3 x Sucrosepuffer SDS 2 x Spritzenkaniile>, 36 000 g, LF: FASP

Zelllinienvergleich (3.2.4) Benzonase® 30 min 2-D DIGE: Ethanol-Féllung

Vero Zellen 1 x PBS und DIGE 10 x Spritzenkaniile’, 12 000 g, TCA-Féllung

Zelllinienvergleich (3.2.6) 2 x Sucrosepuffer Ultraschall® 10 min

1 — Fiir jeden Waschschritt wurden die Zellen bei Suspensionswachstum durch Zentrifugation (300 - 400 g, 5 min) oder bei bewachsenen Microcarriern

mittels Sedimentation (5 min) abgetrennt. 2 — Die Zelllyse wurde mit 1 mL Lysepuffer je Probenvolumen (Tab. 3.8) durchgefiihrt. 3 — Die Abtrennung

von Zellbruchstiicken nach dem Aufschluss erfolgte durch Zentrifugation. 4 — Die durchgefiihrten Proteinfidllungen erfolgte nach SOP (Anhang I) und

wurde je nach notwendiger Proteinmenge angepasst. 5 — Die Proben wurden durch eine Spritzenkaniile gepresst. 6 — Die Proben wurden mit 5 Pulsen
Ultraschall mit 40% Intensitéit behandelt und anschlieflend 30 min bei RT inkubiert. 7 — Die Proben wurden 5 mal fiir 2 s homogenisiert. 8 — Die Proben
wurden mit 1 puL. Benzonase bei RT inkubiert. DIGE — Differenzielle Gelelektrophorese, FASP — filterbasierte Probenvorbereitung, SDS —

Natriumdodecylsulfat, TCA — Trichloressigséure.
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3.4.2. Separationsmethoden

In der vorliegenden Arbeit kamen verschiedene Methoden zur Separation von Protein- und
Peptidgemischen zum Einsatz. Die gelbasierte Quantifizierung mit 2-D DIGE (Abschnitt 3.4.6)
setzte eine Separation mit einer IEF und einer SDS-PAGE voraus. Der gelfreie Ansatz fiir die
Proteinquantifizierung erfolgte auf der Peptidebene. Dabei wurde die erfolgreiche enzymatische
Proteinspaltung in Peptide mit Hilfe der Monolithseparation und UV-Detektion gezeigt. Die
massenspektrometrische Proteinidentifizierung mittels ESI-Q/Orbitrap-MS (Abschnitt 3.4.3)
setzte eine Peptidseparation mittels nano-HPLC System voraus. Dieses Kapitel enthalt die

detaillierten Beschreibungen zur Durchfithrung der verschiedenen Separationsmethoden.

Isoelektrische Fokussierung

Die Proteinproben wurden bei RT aufgetaut und anschliefend mit DeStreak (enthielt 3% Phar-
malyte) auf 500 pl aufgefiillt. Anschlieend folgte eine Zentrifugation (30 min, 12 000 rpm,
kleine Tischzentrifuge). Fiir die Analyse von Vero Zellproteomen wurde in der IEF ein pH-
Bereich von 4-7 und bei den MDCK Zellproteomen ein pH-Bereich von 3-11 verwendet. Je
Probe kam ein IPG-Streifen zum Einsatz, der mit ca. 3 mL Immobiline Dry Cover Fluid be-
deckt wurde. Die Rehydrierung erfolgte iiber Nacht, bei pridparativen Gelen ohne angelegte
Spannung, im Fall der analytischenn Gele mit angelegter Spannung (7 h 30 V, 6 h 60 V, Tab.
3.11).

Der Aufbau der Fokussiereinheit erfolgte nach Herstellerangaben und der Start der Fokussie-
rung mit den in den Tabellen 3.10 und 3.11 aufgefiithrten Programmen. Nach erreichten 80 000
Vh konnte die IEF gestoppt werden. Vor der vertikalen SDS-PAGE wurden die Streifen fiir 15
min in 130 mM DTT-Aquilibrierlésung und 15 min in 130 mM IAA-Aquilibrierlésung inkubiert

und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.

Tab. 3.10.: Sequenz fiir die isoelektrische Fokussierung priparativer Gele. Bei der

Rehydrierung der Streifen wurde keine Spannung angelegt.

Schritt Spannung [V] Zeit [h]  Modus

1 200 5 Stufe
2 500 1 Stufe
3 1000 1 Stufe
4 8000 0,5 Gradient
5 8000 10 Stufe
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Tab. 3.11.: Sequenz fiir die isoelektrische Fokussierung analytischer Gele. Die Rehy-

drierung der Streifen wird unter angelegter Spannung durchgefiihrt.

Schritt  Spannung [V] Zeit [h]  Modus

1 30 7 Stufe
2 60 6 Stufe
3 200 1 Stufe
4 1000 1 Stufe
5 8000 0,5 Gradient
6 8000 8 Stufe

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die 2-D SDS-PAGE kamen zwei Standardverfahren zum Einsatz. Das erste Verfahren nutzt
eine vertikale Ausrichtung der Elektrophorese (GE Healthcare) und fand fiir die Versuche 3.2.3
und 3.2.6 Verwendung. Das zweite Verfahren besitzt eine horizontale Ausrichtung (Serva) und
kam bei den Versuchen 3.2.4 und 3.2.5 zum Einsatz.

Fiir das Verfahren, mit der vertikalen Ausrichtung, wurden die Gele zunéchst nach Hersteller-
angaben, mit der in Tabelle 3.12 beschriebenen Zusammensetzung, gegossen. Zusétzlich wurde
fiir das automatisierte Spotpicken eine der Glasplatten nach Herstellerangaben mit Bindsilan
beschichtet. Die Gele mussten in die mit Laufpuffer befiillte Kammer eingesetzt werden. Die
IEF-Streifen wurden luftblasenfrei auf die Geloberkante gelegt. Anschliefend wurden die Strei-
fen mit 0,5% Agarosegel (aq) iiberschichtet. Die Elektrophorese lief bei 2 W und 15°C iiber
Nacht. Bis zum Gelscan wurden die Gele ein bis zwei Tage im Kiihlschrank aufbewahrt. Beim
zweite 2-D SDS-PAGE Verfahrung fanden Fertiggele Verwendung und die Gelldufe wurden nach
Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die Visualisierung der Proteinspots erfolgte fiir analytische Gele eines 2-D DIGE Ansatzes mit
Hilfe einer Fluoreszenzdetektion (Abschnitt 3.4.6). Praparative Gele wurde entweder wie beim

2-D DIGE mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert oder mit Coomassie eingefirbt (SOP im
Anhang I).
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Tab. 3.12.: Zusammensetzung 12%-iger Polyacrylamidgele fiir die vertikale 2-D SDS-
PAGE.

Chemikalie Konzentration Zugabe
Tris-HCI1 pH 8,8 0,375 M 1t
SDS-Losung? 0,1% (v/v) 2
Acrylamid 12% (v/v) 3
TEMED 0,05% (v/v) 4
Ammoniumperoxodisulfat ~ 0,1% (w/v) 53

1 — Ein Drittel des berechneten Endvolumens wurde mit Wasser vorgelegt, 2 — Die Zugabe wird von einer 10%

(w/v) SDS-Losung durchgefiihrt, 3 — Die Chemikalie wird vor der Zugabe in Wasser gelost.

Eine eindimensionale SDS-PAGE fiir anschlieende Western Blot Analysen (Abschnitt 3.4.7)
wurde mit NuPAGE Bis-Tris-Gelen nach Herstellerangaben mit dem Gelelektrophoresesystem
Xcell SureLock™ durchgefiihrt. Als Laufpuffer fand der NuPAGE MOPS Natriumdodecylsul-
fat (SDS) Puffer Verwendung.

Monolithseparation

Die LF-Quantifizierung auf Peptidebene setzt eine vollstindige Spaltung aller Proteine in
der Probe voraus. Dazu war es notig eine Qualitétskontrolle nach Burkhart et al. (2012)
mit Hilfe der C18-Monolith-RP-LC durchzufiithren. Von der Probe wurden 0,25 ug injiziert
(entspricht 2 pLL) und zunéchst mit einer Flussrate von 20 . /min auf eine Trap-Séule geladen.
Anschliefend wurde die Probe iiber die Trennséule mit einem bindren Gradienten der mobilen
Phase A (0,05% (v/v, aq) TFA, 2% (v/v, aq) Acetonitril) und B (0,04% (v/v, aq) TFA,
50% (v/v, aq) Acetonitril) aufgetrennt. Die Separation erfolgte mit einer Flussrate von 300
nL/min, einer Temperatur von 60°C und einem linearen Gradienten von 0% auf 84% der
mobilen Phase B innerhalb von 20 min. Die Detektion der Peptide erfolgte iiber UV-Absorption

bei 214 nm. Zur Auswertung der Chromatogramme wurde die Software Chromeleon verwendet.

Nano-HPLC System

Zur Separation von Peptiden nach dem tryptischen Verdau wurden nano-HPLC-Systeme ver-
wendet, welche online an ESI-MS-Systeme gekoppelt wurden. Die Module der HPLC-Systeme

werden im Zusammenhang mit dem dazugehorigen Massenspektrometer néher erldutert (Ab-
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schnitt 3.4.4). Sie enthielten eine Trap-Séule fiir die Entsalzung der Proben und eine nachfol-
gende Trennsédule. Die Fliisse iiber die Trap-Séule wurden mit Micropumpen (2 uL/min — 100
pL/min) gesteuert, wihrend die Fliisse von der Trap-Séule tiber die Trennséule durch Nano-
pumpen (0,3 pL/min — 3 pL/min) eingestellt wurden. Bei der Elution kamen Gradienten mit

zunehmender Acetonitril Konzentration zum Einsatz.

3.4.3. Tryptische Proteinspaltung

Fiir den in-Gel Verdau mussten die Gelspots zunéchst manuell oder automatisiert mit dem
Spotpicker ausgeschnitten werden. Dafiir wurden den selektierten Proteinspots in einer
Bilddatei préaparativer Gele mit Hilfe der Software Delta2D Koordinaten zugewiesen. Die
Liste der Spots mit den zugehdrigen Koordinaten konnte im Anschluss in die Software Spot
Picker importiert und die Spots, mit dem Spotpicker automatisiert, ausgeschnitten werden.
Die Gelspots wurden in 96-Well Platte pipettiert, mit Waschlésung bedeckt und zur weiteren
Analyse bei -20°C gelagert. Der Verdau fir die MALDI-TOF/TOF-MS wurde nach SOP
(Anhang I) durchgefiithrt. Fir die ESI-Q/TOF-MS wurde das Verdauprotokoll von Vester
et al. (2009) beschrieben.

In-Gel Verdau

Fiir den in-Gel Verdau wurden die Gelspots zundchst manuell oder automatisiert ausgeschnit-
ten. Die automatisierte Spotisolierung wurde mit dem Spotpicker durchgefiihrt. Dafiir wurden
den selektierten Proteinspots auf einer Bilddatei praparativer Gele mit Hilfe der Software
Delta2D Koordinaten zugewiesen. Die Liste der Spots mit den zugehdrigen Koordinaten wurde
in die Software Spot Picker importiert. Mit dieser Software wurde der Spotpicker gesteuert
und die Gelspots wurden automatisch ”gepickt”. Die Gelspots wurden in 96-Well Platte
pipettiert und mit Waschlosung bedeckt. So wurden sie bis zur weiteren Analyse bei -20°C
gelagert. Das Verdauprotokoll fiir die MALDI-TOF/TOF-MS befindet sich im Anhang I). Fiir
die ESI-Q/TOF-MS wurde das Verdauprotokoll von Vester et al. (2009) beschrieben. Nach der
massenspektrometrischen Identifizierung werden den Spots auf einer Bilddatei der praparativen

Gele die Proteine zugeordet, was in der vorliegenden Arbeit als Gekarte bezeichnet wird.
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In-Lésungs Verdau

Die Optimierung des tryptischen Verdaus des gesamten Zellproteoms der MDCK Zelllinien
wurde in-Losung durchgefiithrt. Es wurden drei Protokolle (Tab. 3.13) im Hinblick auf das
Enzym:Substrat-Verhéltnis (1:100, 1:50 und 1:30 in ABC-Puffer) und die Inkubationszeit (2,
4,6, 7,8, 9 und 11 h) getestet. Die Inkubation des Verdaus erfolgte mit 1 mM CaCly und mit
5% (v/v) Acetonitril.

Tab. 3.13.: Protokolle fiir die Optimierung des in-L6sungs Verdaus.

Parameter Protokoll 1 Protokoll 2 Protokoll 3

ABC-Puffer (aq) 50 mM, 0,1% (v/v) 50 mM 50 mM
Rapigest

Reduktion mit DTT 5 mM 10 mM 10 mM

Inkubation der 30 min — 60°C 10 min — 99°C, 30 min — 56 °C

Reduktion 60 min — RT

Alkylierung mit TAA 15 mM 40 mM 30 mM

Inkubation der 30 min — RT, 60 min — RT, 30 min — RT,

Alkylierung dunkel dunkel dunkel

Abstoppen der - 40 mM DTT, -

Alkylierung 60 min — RT

Quelle WATERS Protokoll BIOCHEM Protokoll Burkhart et al. (2012)

ABC — Ammoniumbicarbonat, DTT — Dithiothreitol, RT — Raumtemperatur.

FASP

Die FASP Methode wurde von Wisniewski et al. (2009) adaptiert. Die Proben mit 50 ug Pro-
tein (iiber BCA bestimmt, Abschnitt 3.4.6) wurden in Harnstoflosung aufgenommen und auf
Filtersdulen gegeben. Die Filtration fand bei einer Zentrifugation (14 000 g, 10 min, RT, kleine
Tischzentrifuge) statt. Die Reduktion der Proteine mit DTT erfolgte beriets auf der Ebene
der Zelllyse (Abschnitt 3.4.1). Nach einem Waschschritt mit 200 pL. Harnstofflosung folgte die
Alkylierung fiir 20 min im Dunkeln mit [AA-Losung (50 mM in Harnstofflsung). Anschliefend
wurde je dreimal mit 100 pL. Harnstoflosung und 100 pl. ABC-Puffer (50 mM, aq) gewa-
schen. Danach folgte der tryptische Verdau mit einem Enzym:Substrat-Verhéltnis von 1:50 (in

ABC-Puffer) fiir 7 h. Die Filtersiaulen wurden auf ein neues Reaktionsgefafl gesetzt, der Verdau



56 Material und Methoden

filtriert und die Filtermembran mit 50 ul. Wasser gewaschen. Anschliefend wurden die Proben

mit Hilfe eines Zentrifugalvakuumverdampfers getrocknet.

3.4.4. Massenspektrometrische Analytik

MALDI-TOF/TOF-MS

Im Anschluss an die tryptische Proteinspaltung folgte die Probenvorbereitung fiir die MS
(Anhang I). Eine detaillierte Beschreibung fiir die massenspektrometrische Hochdurchsatz-
Proteinidentifizierung mit Hilfe der MALDI-TOF /TOF-MS findet sich bei Kluge et al. (2013).
Fiir jede Messung wurde 1 pL der Losung des tryptischen Verdaus auf einen Spot des
MALDI-Targets gegeben. Nachdem die Probe eingetrocknet war, konnte 1 pul. Matrixlosung
(0,7 mg/mL HCCA in 85% (v/v) Acetonitril, 0,1 % (v/v) TFA und 1 mM Ammoniumphos-
phat) darauf pipettiert werden. Die Massenspektren wurden im reflection mode des, iiber die
SoftwareFlexControl gesteuerten, MALDI-TOF/TOF-MS aufgenommen. Die externe Kali-
brierung der MS- und MS/MS-Messungen erfolgte iiber den Peptid Kalibrierstandard II. Die
Kalibrierung der MS-Messung wurde alle vier MALDI-Targetspot-Messungen durchgefiihrt.
Fiir jede MS-Messung wurden 4000 Laserschiisse (je achtmal 500er Schusspakete) im Bereich
von 700 bis 4000 m/z akkumuliert. Der Laserbeschuss wurde mit je 100 Schuss pro Raster iiber
einen random walk gesteuert. Die MS/MS-Spektren wurden iiber die LIFT Technik (Suckau
et al. 2003) und eine Akkumulation von 4000 Laserschiissen (je 16 mal 250er Schusspakete)
im Bereich von 40 m/z bis zum m/z des Vorlduferionen aufgenommen. Der Laserbeschuss
konnte ebenfalls iiber einen random walk, mit je 100 Schuss pro Raster gesteuert werden.
Es wurden maximal 30 Vorldufer-Tonen aus dem MS-Spektrum selektiert (Intensitdt >400,
Signal:Rausch-Verhéltnis >4). Die Kalibration der MS/MS-Spektren erfolgte intern iiber die
Detektion von Iminiumionen.

Die Datenprozessierung (Kalibrierung, Peakselektion) erfolgte automatisch iiber die Software
FlexAnalysis. Nach der Kalibrierung wurden Massenlisten mit Hilfe des Peakdetektionsalgo-
rithmus Snap generiert. Das gewéhlte Signal:Rausch-Verhéltnis betrug 3 fiir Vorlauferionen
und 1 fiir Produktionen. Adduktpeaks (Aufnahme eines Natrium- oder Kaliumionen) und
Hintergrundpeaks (z.B. Matrixpeaks, Keratin, Trypsin) wurden gefiltert. Anschlielend wurden
die Massenlisten automatisch in die Software ProteinScape importiert. Die so erhaltenen
MALDI-MS/MS-Spektren wurden iiber eine automatische Datenbanksuche mit Mascot
ausgewertet (Perkins et al. 1999).
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ESI-Q/TOF-MS

Die Proteinidentifizierung mit Hilfe der ESI-Q/TOF-MS wurde von Vester et al. (2009) be-
schrieben. Die getrockneten Peptidproben mussten in 10 uL 0,1% (v/v) (aq) TFA-Losung auf-
genommen werden. Die Peptidseparation erfolgte durch ein nano-HPLC System bei der die
Probe auf eine Trap-Saule mit einer Flussrate von 10 pL/min gezogen wurde. Danach konnte
die Trap-Saule mittels automatisierter Saulenschaltung vor die Nano-Saule geschaltet werden.
Anschlielend erfolgte eine Acetonitril-Gradientenelution mit einer Flussrate von 300 pL/min
(mobile Phase A (aq) - 0,1% (v/v) Ameisensdure, 2% (v/v) Acetonitril, versus mobile Phase
B (aq) - 0,1% (v/v) Ameisenséure, 80% (v/v) Acetonitril). Innerhalb von 30 min wurde die
mobile Phase B linear im Anteil von 0% auf 50% erhoht. Die massenspektrometrische Detekti-
on erfolgte direkt durch online-Kopplung des nano-HPLC Systems mit dem ESI-Q/TOF-MS.
Die so erhaltenen ESI-MS/MS-Spektren wurden iiber eine automatische Datenbanksuche mit

Mascot ausgewertet (Perkins et al. 1999).

ESI-Q/Orbitrap-MS

Die Durchfiihrung der ESI-Q/Orbitrap-MS Methode erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Dr. rer. nat. Albert Sickmann (Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften - ISAS -
e.V., Arbeitsgruppe Systemanalyse, Dortmund, Deutschland). Die nach dem tryptischen Verdau
getrockneten Proben wurden in 0,1% (aq) TFA-Losung aufgenommen. Das Massenspektrome-
ter wurde online an ein nano-HPLC System gekoppelt und 1,5 ug Peptidlosung, bezogen auf
das Startmaterial von 50 pug (Abschitt 3.4.3), in 15 pL 0,1% (aq) TFA-Losung injiziert. Die
Beladung der Trap-Séule mit Probe erfolgt bei einem Fluss von 20 pL/min in 0,1% (aq) TFA-
Losung. Anschlieend wurden die Peptide iiber eine Trennsdule mit einem bindren Gradienten
der mobilen Phase A (0,1% (v/v, aq) Ameisensdure) und B (0,1% FA, 84% Acetonitril) auf-
getrennt. Die Separation erfolgte bei einer Flussrate von 250 nL/min, einer Temperatur von
60 °C und einem linearen Gradienten von 3% auf 42% der mobilen Phase B innerhalb von 90
min. Das Massenspektrometer wurde in einem data-dependent acquisition Modus betrieben und
aquirierte MS-Scans im Massenbereich von 300 — 1500 m/z (Auflésung = 70 000), gefolgt von
MS/MS-Scans der 15 haufigsten Ionen eines Spektrums (Auflésung = 17 500). Der Ladungs-
zustand der Tonen von +2 bis +5 wurde fiir die high energy collision dissociation (HCD) mit
einem dynamischen Ionenausschluss von 12 s und einer Kollisionsenergie von 27% gewéihlt. Der
Fiillzustand der Ionenfalle wurde mit 3 x 10° und 120 ms fiir MS-Scans sowie 5 x 10% und
250 ms fiir MS/MS-Scans festgelegt.
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3.4.5. Datenbanksuchen

Die Identifizierung der Proteine erfolgte iiber einen Datenbankabgleich. Die generierten Spek-
tren der MALDI-TOF/TOF-MS und der ESI-Q/TOF-MS wurden mit der Datenbank NCBInr
(eingeschrénkt auf Mammalia) abgeglichen. Die Datenbanksuchen wurden wie von Vester et al.
(2009), Kluge et al. (2013) und Kluge et al. (2015) beschrieben, durchgefiihrt. Die verwendeten
Suchkriterien waren: tryptischer Verdau, eine fehlende Schnittstelle, fixe Modifikation - Carba-
midomethylierung von Cystein, flexible Modifikation - Oxidation von Methionin, Peptidladung
+1, monoisotoptische Peptidmassen, Peptidtoleranz von 50 ppm, MS/MS-Toleranz von 0,7 Da.
Es mussten mindestens zwei Vorlaufer-lonen auf der Ebene ihrer Fragmentspektren detektiert
worden sein, um das Protein zu identifizieren. Das Protein mit dem héchsten Mascot-Score der
Arten Canis familiaris fiir MDCK Zellen und Macaca mulata fiir Vero Zellen wurden fiir die
Untersuchung weiter betrachtet. Auch die Identifizierung von verschiedenen Proteinen in einem
Spot wurde bei der spiteren Auswertung berticksichtigt.

Die Spektren der ESI-Q/Orbitrap-MS wurden zunéchst in der Software Progenesis prozessiert.
Nach dem Export der Daten folgte die Fraktionierung der Datei in 15 Abschnitte. Mit den
Suchalgorithmen OMSSA und Xl!tandem iiber die UniProt KB/ Trembel Datenbank (Canis
familiaris, Juli 2013) konnten die Spektren mit der Software SearchGUI (Vaudel et al. 2011)
ausgewertet werden. Die verwendeten Suchkriterien waren: tryptischer Verdau, eine fehlende
Schnittstelle, fixe Modifikation - Carbamidomethylierung von Cystein, flexible Modifikation -
Oxidation von Methionin, Peptidladung zwischen +2 und +4, monoisotoptische Peptidmassen,
Peptidtoleranz von 0,3 Da, MS/MS-Toleranz von 0,5 Da. Die Identifizierungsdaten wurden in
die Software Peptide-Shaker importiert und nach der FDR mit p<0,5 korrigiert (Barsnes et al.
2011, Vaudel et al. 2011).

Fiir eine zweite Auswertung der MS/MS-Spektren des ESI-Q/Orbitrap-MS der einzelnen Pro-
ben wurde die Software Proteome-Discoverer verwendet. Die UniProt KB (Art: Canis fami-
liaris) war die Grundlage fiir die Proteinsuche mit Hilfe des SEQUEST HT Suchalgorithmus.
Eine Selektion signifikant identifizierter Proteine erfolgte durch die Funktion Percolator (mit
den Voreinstellungen, FDR (streng) mit p<0,01, FDR (locker) mit p<0,05) und durch die Fil-
teranwendung > 2 Peptiden/Protein.

Die gefundenen Proteineintrdge in der UniProt KB stellten héufig nicht charakterisierte
Proteine dar, welche {iber einen BLAST homologen Humanproteinen zugeordnet wurden.
Die funktionelle Klassifzierung der Proteine erfolgte anhand der UniProt KB FEintragun-
gen. Fiir die Detektion verstiarkt differenziell exprimierter biologischer Prozesse wurde eine
Uberreprisentationsanalyse mit dem overrepresentation analysis tool von Reactom (Croft et al.

2014) durchgefiihrt. Bei der Auswertung wurde ein Signifikanzgrenze von p<0,0006 gewahlt,
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um nur signifikante biologische Prozesse zu detektieren und eine {iberschaubare Liste zu ge-
nerieren. Viele der Proteine représentieren verschiedene biologische Prozesse in Abhédngigkeit
ihrer Gruppierungsebene. So zéhlt zum Beispiel ein Enzym der Glykolyse in seiner kleinsten
Gruppierungsebene zur Glykolyse (27 Proteine in der Gruppe) und in seiner groften Gruppie-

rungsebene zum Metabolismus (1446 Proteine in der Gruppe).

3.4.6. Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Bicinchoninsiureassays (BCA, Prote-
inassay Kit) oder Bradford-Reagenz (SOP im Anhang I) nach der Probenahme. Die relative

Quantifizierung einzelner Proteine auf Protein- und Peptidebene werden im Folgenden erldutert.

Proteinbasierte Quantifizierung mit 2-D DIGE und Delta2D

Fiir die Quantifizierung auf Proteinebene fand die 2-D DIGE Methode Verwendung (Unlii
et al. 1997). Es wurden je 50 ug Protein einer Probe mit 200 pmol Farbstoff der Firma GE
Healthcare oder NH-Dyeagnostics nach Herstellerangaben fluoreszenzmarkiert. Die Proben
wurden fiir 30 min auf Eis mit dem Farbstoff inkubiert und die Reaktion anschliefend
mit Lysinlosung abgestoppt. Fiir jede quantitative Messung auf Proteinebene wurden drei
Farbstoffe verwendet. Die ersten beiden Farbstoffe markierten die zu vergleichenden Proben.
Der dritte Farbstoff wurde fiir den internen Standard verwendet, welcher eine Mischung
der zu vergleichenden Proben eines Ansatzes darstellt. Das experimentelle Design mit den
verglichenen Ebenen innerhalb analytischer Gele, die Zusammensetzungen des internen
Standards und die Herstellung préaparativer Gele fiir die Proteinidentifizierung sind im Anhang
A.1 dargestellt. Es wurde fiir jede Messung zwei oder vier technische Replikate angefertigt,
die den Farbstoffaustausch fiir die Probenmarkierung enthielten (dye swab). Nach der 2-D
SDS-PAGE (3.4.2) wurde jedes analytische Gel mit dem Typhoon Scanner bei drei verschie-
denen Extinktions- und Emissionseinstellungen gescannt (Tab. 3.14) und die drei Bilddateien
gespeichert. Die drei Bilddateien wurden in die Software Delta2D importiert und nach dem

vom Hersteller empfohlenen Arbeitsablauf prozessiert (Tab. 3.15).
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Tab. 3.14.: 2-D DIGE Extinktions- und Emissionseinstellungen am Typhoon Scanner.

Bezeichnung - Firma 1!/ Firma 22 Laser (Extinktion) Filter (Emission)

Dye S - Cye 2/ G100 blau (488 nm) Bandpass 40 nm (520 nm)
Dye 1 - Cye 3/ G200 grin (532 nm) Bandpass 30 nm (580 nm)
Dye 2 - Cye 5/ G300 rot (633 nm) Bandpass 30 nm (670 nm)

1 — GE Healthcare. 2 — NH-Dyeagnostics

Tab. 3.15.: Arbeitsschritte in Delta2D. Aufgefiihrt sind die Arbeitsschritte und die Methode

zur Prozessierung der Gelbilder.

Arbeitsschritt Angewandte Methode

Warping Strategie In-Gel Standard Warping

Warping Automatisiert mit manueller Korrektur
Gelfusion Union Algorithmus

Consensus Spotmuster  Spotdetektion auf dem Fusionsgel, modelliert

Statistische Auswertung Multi Ezperiment Viewer

Im Anschluss an die Spotdetektion folgten zwei Datennormalisierungen in der Software Del-
ta2D. Die erste Normalisierung wurde innerhalb einer Bilddatei durchgefiihrt. Sie berechnete
den relativen Anteil Vp(x;) eines detektierten Spots z; mit i € N, bezogen auf die Gesamtheit
der Graustufenwerte Gp(z;) aller Spots (3.4). Diese Normalisierung wurde fiir alle drei
Fluoreszenzfirbungen D (Dye S — interner Standard, Dye 1 und Dye 2 — zu vergleichenden
Proben, Tab. 3.14) unabhingig angewandst.

GD<I1>

Vp(zi) = —
;Gp(xi)

x 100 De{1,2,S}; neN (3.4)

Die zweite Normalisierung wurde innerhalb mehrerer Gele durchgefiihrt. Fiir jedes Gel g; mit
j € N wurde der relative Anteil der Fluoreszenzfarbung Dye 1 Vi(x;) und Dye 2 Va(x;) auf
den internen Standard Vg(x;) bezogen (3.5). Dieser Wert wird als normalisierte Spotintensitét

Iy, r(x;) bezeichnet.

Fe{1,2} (3.5)
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Fiir die relative Quantifizierung wurde das Verhéltnis R(z;) zwischen der mittleren normalisier-
ten Spotintensitéit tiber alle Bilddateien d einer Kontrolle I;(x;) und einer Probe I,(x;) gebildet
(3.6, 3.7). Das Verhéltnis R(z;) wurde als differenzielle Proteinexpression beschrieben. Nach
einer logarithmischen Transformation zur Basis zwei verhielten sich die Werte mit positiver
(R(z;) >1) und negativer (0 <R(z;) <1) Ausprigung symmetrisch. In besonderen Féllen, zum
Beispiel bei der Auswertung von technischen Replikaten, wurde anstelle des Mittelwerts (3.6)

der Median errechnet.

Zlgj,kg(x1>
Li(z) = = y k; € {1,2}
; (3.6)
;Igjapj(x1>
L(z;) = = y pi € {1,2}\k;
R(z) = % (3.7

Fiir die vergleichende Darstellung mehrerer Verldufe von normalisierten Spotintensititen
1

g;,F(2i), zum Beispiel in einer Heatmap oder einem Balkendiagramm, wurden fiir die sym-
metrische Ausprigung der Werte zunéchst eine logarithmische Transformation zur Basis zwei
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde eine Standardisierung der Spotintensititen Z(x;) aller be-
trachteter Werte durchgefiihrt. Bei der z-Transformation wurde unter Einbezug des Mittelwerts
einer Spotintensitiit iiber alle betrachteten Messpunkte I(z;) der normalisierten Spotinten-

sitdten Iy, p(z;) und deren Varianz o(z;) standardisiert (3.8).

[gj,F(mi) - I_($1)
0'(.73'1)

Z(w1) = (3.8)

Peptidbasierte Quantifizierung und Auswertung

Bei der LF-Quantifizierung fand die Software Progenesis Anwendung. Die Auswertung wur-
de in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Albert Sickmann (Leibniz-Institut fiir
Analytische Wissenschaften - ISAS - e.V., Arbeitsgruppe Systemanalyse, Dortmund, Deutsch-
land) durchgefiihrt. Die LC-MS Léaufe wurden durch ein Alignment an einen automatisch aus-
gewéahlten Referenzlauf angeglichen. Nachdem die Peaks analysiert waren, konnte eine Liste an
features vom generierten Projekt in der Software exportiert werden. Nach erfolgreicher Iden-

tifizierung wurden die Daten in die Software Progenesis importiert (Abschnitt 3.4.5). Bei der
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LF-Quantifizierung wurde die detektierte Intensitat (normalized abundance) der features fiir
mindestens zwei identifizierte Peptide eines Proteins zwischen den zu betrachtenden Proben

verglichen. Als Rechengrundlage galten ebenfalls:

e Formel 3.7 zur Bestimmung des Verhéltnisses Ry r(z;) zwischen der mittleren detektierten

Intensitét einer Probe I,(z;) und einer Kontrolle I, (x;)

e Formel 3.8 zur Standardisierung der Intensitéten eines features Zp(x;) fiir die graphische
Darstellung unter Einbezug des Mittelwerts einer Intensitét I(z;) iiber alle betrachteten

MS-Laufe und deren Varianz

Signifikanztests fiir die differenzielle Proteinexpression

Bei dem Vergleich der differenziellen Proteinexpression zweier Gruppen kam der Student’s t-
Tests zum Einsatz. Bei diesem Test besagt die Nullhypothese, dass der Mittelwert der Probe A
und B gleich ist. Fiir komplexere Vergleiche mehrerer Gruppen wurden die Ergebnisse mit einer
Varianzanalyse (ANOVA) auf Signifikanz getestet. Nach einer ANOVA wurde eine Post-Hoc
Analyse durchgefiihrt, die auf dem Student’s t-Test beruht. Die Analysen zeigten zwischen wel-
chen Gruppen signifikante Unterschiede anzunehmen sind. Die angewendeten Signifikanztests
stellten zwei grundlegende Anforderungen an den zu analysierenden Datensatz. Erstens mussten
die zu untersuchenden Daten normalverteilt sein und zweitens sollte der Datensatz homogene
Varianzen aufweisen. Der Test auf Normalverteilung wurde in dieser Arbeit mit dem Shapiro-
Wilk-Tests durchgefiihrt (R-Programm, Funktion: shapiro.test(x)). Fiir den Test auf homogene
Varianzen fand der Levene-Test Anwendung (R-Programm, Funktion: levene.test(x)). In Ta-
belle 3.16 sind die im Voraus ausgewéhlten Signifikanzkriterien zu den einzelnen Versuchen
aufgelistet.

Zusétzlich zum Signifikanztest wurde ein Schwellenwert von mindestens zweifacher differenzielle
Proteinexpression (0,5 < R(x;) > 2) fiir alle Analysen festgelegt. Ausnahmen bildete die 2-D
DIGE Analyse der Virusreplikation mit Influenzaviren. Die Schwellenwerte von 0,7 < R(z;) >
1,4 wurden fiir die differenzielle Proteinexpression bei der Influenzavirusinfektion in MDCK Zel-
len anhand einer Negativkontrolle (0 h p.i.) festgesetzt. Mit den gewahlten Signifikanzkriterien
zeigte die Negativkontrolle keine differenzielle Proteinexpression. Die gleichen Schwellenwerte
von 0,7 < R(z;) > 1,4 wurden auch fiir die Auswertung der LF-Analyse angewandt, um ein

umfassendes Bild der Proteomantwort zu erhalten.
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Tab. 3.16.: Signifikanztests fiir differenzielle Proteinexpression.

7 )
e
< B|1O| &

: EE|ZAS .
Projekt n 4| <<| & | p-Wert Auswertung in
2-D DIGE: Biologische Varianz MDCK spgy X 0,05  Delta2D
— Spinnerpy (3.2.5)

2-D DIGE: Biologische Varianz MDCKgysg X 0,05  Delta2D

— Spinnerpa (3.2.5)

2-D DIGE: Virusreplikation — Influenza (3.2.5) | x 0,06 Delta2D

2-D DIGE: Virusreplikation — Tollwut (3.2.6) X 0,005  Delta2D

2-D DIGE: Zelladaption — (3.2.3) x | x| 001 Delta2D und
R-Programm?

2-D DIGE: Zelllinienvergleich — Vero (3.2.6) X 0,005  Delta2D

2-D DIGE: Zelllinienvergleich - MDCK (3.2.4) X 0,06 Delta2D

LF: Zelllinienvergleich - MDCK (3.2.4) X 0,05  R-Programm?

1 — Durchfiihrung der Post-Hoc Analyse in R-Programm (Funktion: pairwise.t.test(x)), 2 — Durchfithrung des
Student’s t-Test in R-Programm (Funktion: t.test(x)); MDCK — Madin-Darby Hundenierenzelllinie, DIGE —
differenzielle Gelelektrophorese, LF — label free.

3.4.7. Verifizierung zellulidrer Proteinantworten

Western Blot Analytik

Die Auftrennung von Proteinproben erfolgte mittels eindimensionaler SDS-PAGE (Abschnitt
3.4.2), anschliefendem Western Blot und Immundetektion (Anhang I). Das Blotmodul der
Firma Invitrogen wurde nach Herstellerangaben fiir ein oder zwei Blots verwendet. Die Proteine
wurden auf einer Polyvinylidenfluorid Membran geblottet. AnschlieBend wurde die Membran
mit Milchpulver (5% w/v, in TBS-Puffer) oder BSA (3% w/v, in TBS-Puffer) blockiert. Die
verwendeten Antikorper und die zugehorigen Verdiinnungen sind in Tabelle 3.17 aufgefiihrt.
Als Ladekontrolle diente ein Antikorper gegen die extrazelluldre, signalregulierte Kinase 2
(ERK2), wie von Heynisch et al. (2010) beschrieben. Die Detektion der Chemilumineszenz
erfolgte unter Verwendung des Substrates SuperSignal Western Dura Fxtended Duration mit

der Kamera Chemocam.
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Tab. 3.17.: Antikorper der Firma Biorbyt (GB) fiir die Western Blot Analytik.

Bezeichnung Artikelnummer Verdiinnung Blockierung 2. Antikérper?
Catalase antibody orb19252 1:500 BSA Ziege
Ezrin antibody orb19239 1:500 Milch Ziege
Gelsolin antibody orb19350 1:500 Milch Ziege
OAT! antibody orb128480 1:500 Milch Hase

1 — Die Inkubation mit dem 2. Antikorper fiir die finale Detektion mittels Chemilumineszenz wurde bei einer
Verdiinnung von 1:10 000 durchgefithrt. OAT — Ornithin-Aminotransferase.

Quantifizierung der zelluldren Myxovirus-Resistenzprotein-RNA

Die Expression zellulirer RNA fiir das Myxovirus-Resistenzprotein (Mx1) konnte mit Hilfe
einer RT-qPCR, wie von Seitz et al. (2010) beschrieben, analysiert werden. Zur Normali-

sierung wurde die Expression der 185 rRNA und die Kontrollprobe (Scheininfektion) verwendet.

Durchflusszytometrische Bestimmung virusinduzierter Apoptose

Die Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen nach Virusinfektion erfolgte mit Hilfe der
DFZ. Dafiir wurde die Apoptose iiber DNA-Strangbriiche (7TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling, TUNEL) mit Tetramethylrhodamin detektiert und bei einer Extinktion/Emission
von 488 nm/ 620 nm gemessen. Die Methode ist detailliert von Schulze-Horsel et al. (2009) fiir
MDCKapg Zellen und Peschel et al. (2013) fiir MDCKgys Zellen beschrieben.



Ergebnisse 65

4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind teilweise veroffentlicht:

e Proteomverdnderungen der MDCK Zellen wéhrend der zelluldren Adaption an CDM und
Suspensionswachstum (Kluge et al. 2015)

e Medienbedingte und virusinduzierte Proteomverdnderungen der Vero Zellen vor und nach

Adaption an optimiertes Medium wéhrend der Virusproduktionsphase (Kluge et al. 2013)

4.1. Qualitiat der optimierten Methoden der zelluldren

Proteomanalytik

In diesem Abschnitt sollen einige der im Rahmen dieser Arbeit angewandten und optimierten
Methoden vorgestellt und ein Eindruck iiber die Verlésslichkeit der gewonnenen Ergebnisse und

deren Bewertungsgrenzen vermittelt werden.

4.1.1. Zellaufschluss fiir die Proteinextraktion

Der initiale Schritt der Proteinextraktion ist die Zelllyse. Die Zelllyse wurde fiir die LF-
Proteomanalytik optimiert (Abschnitt 3.4.6), mit dem Ziel Zellen effizient aufzuschlieBen und
storendes Detergenz nur in geringen Mengen zuzugeben. Ein hiufig verwendeter Aufschluss-
puffer fiir Zellen und Gewebe ist der Radioimmunoprizipitations Assay (RIPA) Puffer (Ngoka
2008). Die nach Zellaufschluss mit RIPA-Puffer gemessene Proteinkonzentration wurde als Re-
ferenzwert fiir die Zelllyse verwendet. Ein héufig verwendetes Detergenz fiir das Losen von
Proteinen ist SDS, das in verschiedenen Konzentrationen (0,5%, 1%, 2%) fiir die Zelllyse getes-
tet wurde. Ein Schritt in Richtung MS Kompatibilitdt war die Verwendung des RapiGest (RG)
Puffers. Dieser enthélt das anionische Tensid (Natrium-3-[(2-Methyl-2-Undecyl-1,3-Dioxolan-4-
yl)Methoxyl]-1-Propansulfonat), welches zur Steigerung der Proteinléslichkeit fithrt und unter
sauren Bedingungen in zwei fiir LC-MS unkritische Nebenprodukte zerfillt (Meng et al. 2002,
Yu et al. 2003). Um die Effizienz der Zelllyse mit verschiedenen Puffern zu testen, wurden je
eine Million Zellen der Zelllinien MDCK spy und MDCKgyg mit verschiedenen Waschpuffern
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Abb. 4.1.: Effizienz verschiedener Lysepuffer fiir den Zellaufschluss. D MDCKpy,

MDCKgys Zellen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem BCA Assay
durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.6). Je 1 x 10° Zellen/mL von Spinnerkulturen der MDCKapy und
MDCKgus Zelllinie (Abschnitt 3.2.2) wurden zweimal gewaschen und in Lysepuffer aufgenommen
(Abschnitt 3.4.1). Fiir den Aufschluss zur LF-Proteomanalytik wurden eine zusétzliche Homogeni-
sierung mit einer Einwegspritze sowie ein Einfrier- Auftauschritt durchgefiihrt. Es sind Mittelwert
und Standardabweichung von drei wiederholten Zellaufschliissen dargestellt. SDS - Natriumdode-
cylsulfat, PBS - Phosphatgepufferte Salzlosung, RIPA - Radioimmunoprizipitations Assay, RG -
RapiGest, Aufschluss - finaler Aufschluss fiir die LF-Quantifizierung.

behandelt (PBS, Tris, Sucrose) und anschlieend mit den Lysepuffern (SDS-basiert, RIPA, RG)
inkubiert (Abschnitt 3.4.1). Zur Homogenisierung wurden die Lysate auf- und abpipettiert. Die
Bestimmung der mittleren Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit Hilfe des BCA Assay
von drei Zelllysaten fiir je drei technische Replikate.

Die ermittelten Proteinkonzentrationen der MDCKpy Zellen variierten in Abhéngigkeit des
Lysepuffers (Abb. 4.1). Die Lyse mit RG-Lysepuffer ergab die geringsten Proteinkonzentratio-
nen (0,18 mg Protein/1 x 10° Zellen, Tris-Waschpuffer) wihrend der 2%-SDS-basierte Lysepuf-
fer nach einem Waschschritt mit Tris-Waschpuffer die héchsten Proteinkonzentrationen zeigte
(0,28 mg Protein/1 x 10° Zellen, Tris-Waschpuffer). Fiir die Lyse von MDCKpy Zellen ergab
sich bei jedem Testansatz eine hohere Proteinkonzentration pro Zelle als fiir MDCKgyg Zellen.
Die Zellaufschliisse der MDCKgys Zellen zeigten, mit der Ausnahme des finalen Aufschlusses,
keine Unterschiede fiir die Effizienz der Lysepuffer und die Proteinkonzentrationen wiesen eine
kleinere Standardabweichung auf. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die SDS-basierten
Puffer und der RG-Puffer keinen Unterschied in der lytische Effizienz im Vergleich zum RIPA-
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Puffer zeigten (Abschnitt 4.1.1). Eine Tendenz fiir einen effizienteren Zellaufschluss konnte fiir
die SDS-basierten Puffer nach dem Waschschritt des Zellpellets mit Tris-Waschpuffer detektiert
werden.

Um den Eintrag storender Agenzien gering zu halten wurden fiir die LF-Quantifizierung die
Proben mit 0,5%igem SDS-Puffer aufgeschlossen. Der finale Aufschluss wurde, nach zwei Wasch-
schritten mit Tris-Puffer, mit 0,5%igem SDS-Aufschlusspuffer und zusétzlicher Homogenisie-
rung mit einer Einwegspritze sowie einem Einfrier-Auftauschritt bei -80°C und RT durchgefiihrt.
Im Fall der MDCKgyg Zellen steigerten die zusétzlichen Schritte die extrahierte Proteinkon-
zentration (Abb. 4.1). Fiir MDCKapy Zellen wurde eine Proteinkonzentration von 0,22 + 0, 04
mg Protein/1 x 10° Zellen und MDCKgyg von 0,18 40,01 mg Protein/1 x 10° Zellen ermittelt
(Abb. 4.1).

4.1.2. 2-D DIGE Proteomanalytik

Bei der 2-D DIGE Proteomanalytik wird auf der Ebene der Proteine quantifiziert. Nach der 2-D
PAGE befinden sich Proteine mit gleichen MW und gleichem pl in einem Spot (Abschnitt 3.4.2).
In der vorliegenden Arbeit wurden vier Bereiche fiir die 2-D DIGE Analytik ndher betrachtet:

1. Proteinseparation
2. Proteinidentifizierung
3. Proteinquantifizierung

4. Biologische Schwankung

Proteinseparation

Eine optimierte Proteinseparation zeichnet sich bei der 2-D PAGE durch klar definierte
Abgrenzung der Proteinspots iiber die Dimensionen MW und pl aus. Dafiir wurde die
Probenvorbereitung fiir jedes Proteom unter Beriicksichtigung der Spotqualitdt optimiert.
Eine Ubersicht iiber die Probenvorbereitung fiir die bearbeiteten Projekte ist in Tabelle
3.9 gezeigt. Besonderer Wert wurde auf die Reduktion von Arbeitsschritten gelegt, um den
Einfluss auf die Proteinzusammensetzung moglichst gering zu halten. Final wurden zwei bis
drei Waschschritte, die Zelllyse, ein bis zwei Schritte fiir den mechanischen Aufschluss, eine
Zentrifugation zum Abtrennen der unloslichen Probenbestandteile und maximal eine Féallung
durchgefiihrt.

Seit den 70er Jahren existiert die Methode der 2-D PAGE und erfuhr seither zahlreiche Ver-
besserungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden der pH-Bereich der IEF und die Ausrichtung
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der SDS-PAGE fiir die untersuchten Systeme angepasst. Der Bereich fiir die pI-Auftrennung
kann verschieden gewéhlt werden. Ein geringerer pH-Bereich erhoht die Auflésung der darin
enthaltenden Proteine und ermoglicht eine verbesserte Spottrennung. Die Proteine auflerhalb
des gewéhlten pH-Bereiches werden dann gar nicht oder schlecht separiert. Speziell fiir die
Detektion viraler Proteine (z.B. NP, errechneter pl 9,63, UniProt KB) wurde ein weiterer
pH-Bereich von 3-11 gewéhlt. Auf dem préparativen Gel des MDCK Zellproteoms wéahrend
der Zelladaption konnten 908 Proteinspots im pH-Bereich 3-11 und 802 Proteinspots im pH-
Bereich 4-7 detektiert werden (Abb. 4.2). Innerhalb des pH-Bereiches 4-7 der Proteinseparation
mit dem pH-Bereich von 3-11 wurden 647 Proteinspots detektiert. Auf der anderen Seite
konnten zusétzlich 261 Proteinspots im Basischen separiert werden (pH-Bereich 7-11), dass
die Verwendung des weiten pH-Bereiches 3-11 bei der Untersuchung des MDCK Zellproteoms
rechtfertigte (Abschnitt 3.4.2).

Durch eine verbesserte Fokussierung der Proteine in einem Spot kann die Auflésung verbessert
werden. Zu Beginn dieser Arbeit wurde ein Elektrophoresesystem mit vertikaler Ausrichtung
verwendet (GE Healthcare, verwendet fiir die Versuche: 3.2.6, 3.2.3). Mit dem Umstieg auf
ein anderes Elektrophoresesystem wurde die Auftrennung nach dem MW von der vertikalen
Ebene auf die horizontale Ebene verlagert (Serva, verwendet fiir die Versuche: 3.2.5, 3.2.4).
Das horizontale System verwendet aulerdem kommerziell erhéltliche Gele mit 0,5 mm Dicke,
wéhrend das vertikale System 1 mm dicke Gele aus manueller Herstellung verwendet (Abschnitt
3.4.2). Es konnte beim Vergleich beider Gelbilder eine Verbesserung der Proteinfokussierung
(kleinere Spotflachen) beobachtet werden. Weiterhin zeigte die horizontale Auftrennung eines

MDCKapn Proteoms eine verbesserte Separation im niedermolekularen Bereich (<15 kDa)
(Abb. 4.3).
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Abb. 4.2.: Vergleich der Gelbilder nach Verkleinerung des pH-Bereichs der Protein-
auftrennung mittels IEF. A) pl Bereich pH-Wert 3 bis 11 (nicht linear), B) pI Bereich pH-Wert
4 bis 7 (linear). Als Probenmaterial diente Proteinextrakt der MDCKapy Zelllinie (Abschnitt
3.2.4). Die Proteine wurden vor der 2-D PAGE mit Dye 1 fluoreszenzmarkiert und im Gel mit

Hilfe des Fluoreszenzscanners visualisiert (Abschnitt 3.4.6).
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Abb. 4.3.: Vergleich der Gelbilder nach einer vertikalen und einer horizontalen 2-D
PAGE. A) Vertikale 2-D PAGE, B) Horizontale 2-D PAGE. Die schwarzen Rechtecke heben den
niedermolekularen Bereich (von < 15 kDa bis zur Lauffront) hervor. Als Probenmaterial diente
Proteinextrakt der MDCKapp Zelllinie (Abschnitt 3.2.4). Die Proteine wurden vor der 2-D PAGE

mit Dye 1 fluoreszenzmarkiert und im Gel mit Hilfe des Fluoreszenzscanners visualisiert (Abschnitt

3.4.6).
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Tab. 4.1.: Ubersicht der Proteinidentifikationen der verschiedenen Projekte. Jede Pro-
teinidentifizierung kann einem Proteinspot auf dem préparativen Gelen zugeordnet werden. Fiir
vier der Projekte wurden diese Daten (priaparatives Gel und zugehérige Identifizierungen) in der
Datenbank GELMAP abgelegten und stellen projektbezogene Gelkarten dar. Die Ubersicht aller
identifizierten Proteine findet sich im Anhang A.2.

Projekt (Abschnitt) Spotanzahl!  Eintrige? Gelkarte

Zelladaption der MDCKapy Zellen (4.3) 908 498 hitps://gelmap.de/228
Vero Tollwutinfektion (4.2.2) 562 157 https://gelmap.de/1108
MDCKapg Influenzainfektion (4.6.1) ~8003 266 https://gelmap.de/288
MDCKgys Influenzainfektion (4.6.1) ~10003 202 hitps://gelmap.de/297
MDCK Zelllinienvergleich (3.2.4) 853 65 (nicht erstellt)

1 — Anzahl aller detektierten Spots mit der Software Delta2D (Abschnitt 3.4.6), 2 — In der Datenbank
GELMAP (Rode et al. 2011) eingetragene Proteinidentifizierungen, 3 — Gerundete Spotanzahl der drei
Consensus Spotmuster der Projekte in der Software Delta2D (0, 8, 32 h p.i.; Abschnitt 3.4.6).

Proteinidentifizierung

Fiir die Identifizierung der Proteinspots wurde eine Hochdurchsatzanalytik mit der MALDI-
TOF/TOF-MS etabliert (Abschnitte 3.4.3, 3.4.4). Diese Analytik ermoglichte auf einem
praparativen Gel fast ausschliellich die Identifizierung eines einzigen Proteins pro Spot (Ab-
schnitt 3.4.4). Die projektbezogenen Proteinidentifizierungen wurden in der Datenbank GEL-
MAP als Gelkarten abgelegt (Tab. 4.1). Die Metadaten jedes identifizierten Spots enthalten den
Proteinnamen, die Mascot-ID, den Mascot-Score, die Anzahl identifizierter Peptide und die
Nummer des Gelspots. Die Gelkarten sind fiir jedes Proteom individuell und zeigten deutliche
Unterschiede in den Gelbildern der Proteome beider Zelllinien (Abb. 4.4).

Fast die Hélfte aller Proteinidentifizierungen der Vero (46,35%) und MDCK Zellen (42,6%)
konnten Struktur-, Stress- oder metabolischen Proteinen zugeordnet werden (Abb. 4.5, Ab-
schnitt 3.4.5). Dasselbe spiegelte sich auch in den fiinf am stérksten exprimierten Proteinspots
des MDCK Zellproteoms (Gelkarte: MDCK Zelladaption, Tab. 4.1) wieder, mit der Zuordnung
Keratin (Vp(z;) = 1,76%), Actin (Vp(z;) = 1,35%) und Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehy-
drogenase (Vp(x;) = 1,3%, Abschnitt 3.4.6). Mit der niedrigsten Spotintensitit (Vp(x;) =
0,0002%) konnte das Leucine-rich PPR-Motiv enthaltende Protein detektiert werden. Somit
deckt die MALDI-TOF /TOF-MS Proteinidentifizierung in Kombination mit der 2-D DIGE bis

zu fiinf GroBenordnungen der Proteinquantifizierung ab.
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Abb. 4.4.: Vergleich der Gelbilder nach 2-D PAGE eines Vero und MDCK Zellpro-
teoms. A) Verogcn/grm Zellen (Abschnitte 3.2.6), B) MDCKapn Zellen (Abschnitte 3.2.4). Die
Proteine wurden vor der 2-D PAGE mit Dye 1 fluoreszenzmarkiert und im Gel mit Hilfe des

Fluoreszenzscanners visualisiert (Abschnitt 3.4.6).

Die Gelkarte des MDCK Zellproteoms zeigte, dass einige der Proteine mehrfach identifiziert
wurden (Abb. 4.6). Die am héufigsten auftretenden Proteinidentifizierungen waren Keratin mit
33 Spots und Actin mit 15 Spots. Das bedeutet, jeder identifizierte Spot beschreibt eine Isoform
einer Proteingruppe. Das wiederum bedeutet, dass die in dieser Arbeit identifizierten Proteine
zu Proteingruppen gehoren. Jedes Protein, das mehrfach (in mehreren Spots) identifiziert wur-
de, wurde in der vorliegenden Arbeit nur einmal als identifiziert aufgefiihrt und zur Information

wurden die Spotnummern der dazugehorigen Gelkarte angegeben.
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B Andere Klassen (< 5 %)

B Zellulare Struktur

B Stressantwort

® Metabolismus

B Proteine des Proteasomens

= Annexine

B Membranproteine

= Medmmbestandteile
Prozessierung genetischer Information

® Prozessierung von Protemen
Regulation zellularer Prozesse

Abb. 4.5.: Funktionelle Klassifizierung der identifizierten Proteine auf den Gelkarten.
A) Gelkarte: MDCK Zelladaption, B) Gelkarte: Vero Tollwutinfektion (Tab. 4.1). Die Klassifizie-
rung wurde anhand der biologischen Prozesse und im Fall der Membranproteine anhand des zel-
luldren Kompartiments vorgenommen, die in der Uniprot KB (Consortium 2014) hinterlegt sind
(Abschnitt 3.4.5). Funktionelle Klassifizierungen, die weniger als 5% aller identifizierten Proteine

beinhalteten, wurden bei dieser Betrachtung vernachléssigt.
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Abb. 4.6.: Verteilung der Anzahl detektierter Proteinisoformen auf der Gelkarte der
MDCK Zelladaption. Nach Identifizierung der Proteine mit Hilfe der MALDI-TOF /TOF-MS
(Abschnitt 3.4.4) wurde die Anzahl detektierter Proteinisoformen gezihlt.



Ergebnisse 73

Proteinquantifizierung

Bei der fluoreszenzbasierten Quantifizierung der Proteine fanden drei Farbstoffe Verwendung.
Der interne Standard wurde ausschlieflich mit Dye S gefirbt. Die Proben wurden mit Dye 1
und Dye 2 gefiarbt. Eine Grundvoraussetzung fiir den Vergleich zweier Proben (z. B. Scheinin-
fektion gegen Virusinfektion) ist die identische Férbeeffizienz der Farbstoffe Dye 1 und 2. Dafiir
wurde eine Probe der MDCK-Zelllinie je dreimal mit Dye 1 und Dye 2 fluoreszenzmarkiert. Die
Mittelwerte der gemessenen 908 normalisierten Spotintensititen I, p(x;) fiir den jeweiligen
Farbstoff wurden in einem Streudiagramm aufgetragen (Abb. 4.7). Die lineare Regression
wurde in der Software Origin durchgefiihrt und ergab den Anstieg nahe Eins (1,047) mit einem

Pearson-Korrelationskoeffizient von r = 0,98. Dies bewies die Abhéngigkeit beider Datensétze.

3309 v = 1,047 x + 0,17

r=10,98
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Abb. 4.7.: Streudiagramm der gemessenen Proteinintensitéten I, p(z;) fiir die mit
Dye 1 und Dye 2 gefarbten Spots. Fiir den 2-D DIGE Ansatz wurde ein Proteinextrakt der
stationdr wachsenden MDCK zpy Zelllinie verwendet (Abschnitt 3.2.4). Die Auswertung wurde in
Delta2D durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.6). Dargestellt sind die Mittelwerte von drei technischen Re-
plikaten der gemessenen 908 normalisierten Spotintensititen Iy, p(w;) fiir den jeweiligen Farbstoff.
Die lineare Regression und die Bestimmung des Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) wurden mit

der Software Origin durchgefiihrt.
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Abb. 4.8.: Verteilung der detektierten Proteinspots einer 2-D PAGE iiber die pro-
zentuale Abweichung der normalisierten Proteinintensitét Iy, (2). Prozentuale Abwei-
chung der technischen Replikate in Bezug auf den Mittelwert (relative Standardabweichung)
und auf den . Median (relative MAD); H Prozentuale Standardabweichung der biologischen
Replikate. Es wurden Proteinextrakte der stationéir wachsenden MDCKapyg Zelllinie verwendet
(Abschnitt 3.2.4) welche fiir die 2-D DIGE Quantifizierung angefiirbt wurden. Die logarithmische

Normalverteilungen und ihr Maxima wurden mit der Software Origin bestimmt.

Die technischen Schwankungen, induziert durch unterschiedliche Farbeeffizienzen oder Lau-
funterschiede der 2-D PAGE, sollten geringer sein als die biologischen Schwankungen. Um
beide Schwankung ndher zu charakterisieren wurde die Verteilungen der relativen Stan-
dardabweichung vom Mittelwert untersucht (Abb. 4.8). Fiir die Beurteilung der technischen
Schwankung wurde eine biologische Probe der MDCK-Zelllinie jeweils dreimal mit Dye 1 und
2 fluoreszenzmarkiert. Zur Bestimmung der biologischen Schwankung wurden drei biologische
Replikaten der MDCK-Zelllinie je einmal mit beiden Farbstoffen angeférbt.

Die Histogramme der prozentualen Standardabweichungen vom Mittelwert der normalisierten
Spotintensitdten Iy, r(z;) wurden in Origin erstellt. Die Verldufe der Histogramme folgten
einer logarithmischen Normalverteilung deren Maximum fiir die technischen Replikate bei
6% und fiir die biologischen Replikate bei 21% lag. Damit war der Grofiteil der prozentualen
Abweichung der Mittelwerte der technischen Replikate unterhalb der biologischen Abweichung.
Von 908 Datenpunkten zeigten 15% der Mittelwerte der technischen Replikate eine hohere
relative Standardabweichung als der Grofiteil der Mittelwerte der biologischen Replikate.

Die gemessene Iy, p(z;) hingt stark von der Qualitdt des Gels, der Proteinseparation und
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des Fluoreszenzscans ab. Daher konnen einzelne Messwerte durch Staubpartikel oder Protein-
schmier beeinflusst werden. Der Median und der Median der absoluten Abweichung (MAD)
werden weniger stark von Extremwerten des Datensatzes beeinflusst. Um den Effekt fiir die
Gelauswertung zu verdeutlichen, wurde fiir den gleichen Datensatz der technischen Replikate
die Verteilung der relativen MAD vom Median bestimmt. Das Maximum der logarithmischen
Normalverteilung lag bei 3% (Abb. 4.8). Von 908 Datenpunkten zeigten damit nur 5% eine
hohere prozentuale Abweichung als der Grofiteil der Mittelwerte der biologischen Replikate
mit 21%. In der vorliegenden Arbeit wurde daher bei der manuellen Auswertung (auflerhalb
der Software Delta2D) mit Hilfe der R Software der Median iiber die technischen Replikate
berechnet (Abschnitt 3.4.6).

Die differenzielle Proteinexpression detektiert mit der 2-D DIGE Analyse wurde mittels eines
Student’s t-Tests oder einer ANOVA auf Signifikanz gepriift. Beide Testverfahren setzen
normalverteilte Daten und Varianzhomogenitidt voraus. Dazu wurde der Shapiro-Wilk-Test
auf die Proteinexpression (657 Datenpunkte) von sechs biologischen Replikaten einer MDCK-
Zelllinie angewandt. Er besagt, dass die Nullhypothese (die Daten sind normalverteilt) in
der Regel angenommen wird, wenn der errechnete p-Wert gréfler ist als das festgelegte
Signifikanzniveau «. Bei einem Signifikanzniveau von o = 0,01 kann fiir mehr als 99% der
Daten eine Normalverteilung nicht ausgeschlossen werden (Abb. 4.9).

Der Levene-Test wurde auf die Proteinexpression aller technischen und biologischen Replikate
der MDCK-Zelladaption (Abschnitt 3.2.3) angewandt (42 Gelbilder). Er besagt, dass die
Nullhypothese (die Daten haben homogene Varianzen) in der Regel angenommen wird, wenn
der errechnete p-Wert grofler ist als das festgelegte Signifikanzniveau «. Bei einem Signifikanz-
niveau von o = 0,01 kann fiir mehr als 89% der Daten homogene Varianzen angenommen
werden (Abb. 4.10). Die Kriterien der Normalverteilung und Varianzhomogenitét wurden

daher von einem Grofiteil der Daten erfiillt.
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Abb. 4.9.: Verteilung der p-Werte des Shapiro-Wilk-Tests der gemessenen Daten
Inorm des Proteoms von MDCKgys Zellen. D Gruppierung der Proteinspots nach dem
p-Wert, 1 Festgelegtes Signifikanzniveau von o = 0,01. Die Abbildung zeigt nur einen Teil der
Daten bis p-Wert 0,5. Fiir die 2-D PAGE wurden Proteinextrakte der MDCKgysg Zelllinie bei
einer Zellkonzentration von 2 x 10 Zellen/mL verwendet (Abschnitt 3.2.4), die mit Dye 1 und
Dye 2 angefiarbt wurden. Der Test erfolgte {iber sechs biologische Replikate mit der R-Software
(Abschnitt 3.4.6). Bei einem Signifikanzniveau von a = 0,01 kann fiir mehr als 99% der Daten

eine Normalverteilung nicht ausgeschlossen werden (Abb. 4.9).

Biologische Schwankung

Fiir die Beurteilung des Ergebnisses ist nicht nur die Wahl des Signifikanztests entscheidend,
sondern auch die Beriicksichtigung der biologischen Schwankung. Um eine Vorstellung dariiber
zu bekommen, wie sehr die extrahierten Zellproteome in ihrer Expression schwanken, wurden
Proteomlysate der MDCKapy und der MDCKgyg Zelllinien auf Unterschiede zwischen drei
biologischen Replikaten gepriift. Dafiir wurden Spinnerkultivierungen untersucht, die anschlie-
Bend fiir die Replikation von Influenzaviren verwendet wurden (Abschnitt 3.2.5, zelluldres
Proteom 0 h p.i.).

Fiir die statistische Auswertung wurden die Gelbilder der parallelen Kulturen mit Hilfe von
Delta-2D ausgewertet (drei biologische Replikate mit je zwei parallelen Kulturen fiir die Schein-
und Virusinfektion und je zwei technischen Gelldufen fiir die Quantifizierung, Abschnitt 3.4.6,
ANOVA, p-Wert 0,05). Die Auswertung der Gelbilder der MDCK py Zellen ergab 49 Spots mit
differenziell exprimierten Proteinen innerhalb der drei unabhéngigen biologischen Replikate.

Die MDCKgygs Zellen zeigten zwei signifikant veranderte Spots.
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Abb. 4.10.: Verteilung der p-Werte des Levene-Tests der gemessenen Daten Iy,
wihrend der MDCK Zelladaption. D Gruppierung der Proteinspots nach dem p-Wert, I
Festgelegtes Signifikanzniveau von o = 0,01. Die Abbildung zeigt nur einen Teil der Daten bis
p-Wert 0,5. Die Messdaten stammen von den mit 2-D PAGE separierten Proteinextrakten der
MDCK Zelladaption (Abschnitt 3.2.3). Der Test wurde tiber die vier Probenahmezeitpunkte und
deren Replikate (42 Gelbilder) mit der R-Software durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.6). Bei einem Si-
gnifikanzniveau von o = 0, 01 kann fiir mehr als 89% der Daten homogene Varianzen angenommen

werden (Abb. 4.10).

Der Signifikanztest zur Bestimmung der differenziellen Expression zwischen Schein- und Virus-
infektion sollte fiir das untersuchte Beispiel zur TOI (0 h p.i.) keine signifikante Expression
ergeben. Der angewandte Student’s t-Test (p-Wert 0,05; 1,3-facher Differenz) bestétigte dieses
Ergebnis. Damit ist fiir das Ziel des Versuches mit dem gewé&hlten Test auf Signifikanz die

Durchfiithrung von drei biologischen Replikaten ausreichend.

4.1.3. Label free Proteomanalytik

Die Quantifizierung von Proteinen basiert bei der LF-Proteomanalytik auf der Detektion von
tryptischen Peptiden, wobei Aminoséduresequenzen mit iiberlesenen Schnittstellen oder fehler-
haft gespaltenen Peptiden (z.B. semitryptische Peptide) meist von der anschlieBenden Auswer-
tung ausgeschlossen werden. Daher sind die Reproduzierbarkeit und die Vollstdndigkeit der
proteolytischen Spaltung fiir eine verlissliche Quantifizierung von Bedeutung. Mit Hilfe der in
der Literatur beschriebenen monolithischen Separationsmethode (Burkhart et al. 2012) wur-
de die Verdaueffizienz der tryptischen Spaltung (Abschnitt 3.4.3) untersucht. Die Methode

erméglicht die parallele Auftrennung von Proteinen und Peptiden innerhalb eines LC-Laufs,
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bei der Proteine aufgrund ihrer erhohten Hydrophobizitit zu einem spéteren Zeitpunkt von der
Trennséule eluieren als Peptide (Abschnitt 3.4.2).

Der Unterschied einer enzymatisch gespaltenen Probe und eines unverdauten Zelllysats zeigte
eine klare Separation der Peptide und Proteine (Abb. 4.11, exemplarisch fiir die MDCKapy
Zelllinie, 7 h Inkubation, 1:50 — Enzym:Substrat). Daran angelehnt wurde eine Unterscheidung
der drei Bereiche tryptische, semi-tryptische und nicht tryptische Peptide erzielt. Der semi-
tryptische Bereich wurde manuell innerhalb der Uberschneidung der Chromatogramme der
verdauten und unverdauten Probe gewé&hlt. Die Chromatogramme der unbehandelten Probe
(Zelllysat von MDCKapy, Abb. 4.11) lieen auf eine hohe Komplexitét der Probe schliefien.
Fiir die behandelten Proben konnte nach 12 min ein Anstieg des UV-Signals detektiert werden.
Da dieser Anstieg in der unbehandelten Probe nicht detektiert wurde, ist dieser auf eine hohe
Anzahl eluierender Peptide zuriickzufiihren.

Es wurden drei Versuchsprotokolle, das Enzym:Substrat-Verhéltnis und die Inkubationszeit fiir
die enzymatische Reaktion getestet (Abschnitt 3.4.3). Wahrend das Enzym:Substrat-Verhéltnis
und die Inkubationszeit keinen deutlichen Effekt auf die Chromatogramme hatten (Daten nicht
gezeigt), zeigten sich Unterschiede zwischen den Versuchsprotokollen (Abschnitt 3.4.3). Proto-
koll 3 ergab die grofite relative Peakfliche im Bereich erwarteter tryptischer Peptide (Abb.
4.12).
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Abb. 4.11.: Kontrolle der enzymatischen Reaktion des Trypsins zur Spaltung von
Proteinlysaten mittels monolithischer Auftrennung. Behandeltes () und unbehandeltes
(!) Proteinlysate der MDCKapy Zelllinie. Die monolithische Auftrennung wurde mittels UV-
Detektion bei 214 nm bestimmt (Abschnitt 3.4.2). Die Auswertung der Peakflachen und der Export

der Chromatogramme erfolgte mit der Software Chromeleon.

Fiir den ersten Durchlauf der MS-Analytik wurde das Protokoll 3 mit einem Enzym:Substrat-
Verhéltnis von 1:50 und 7 h Inkubationszeit verwendet. Im Kooperationslabor von Prof.

Dr. rer. nat. Albert Sickmann traten jedoch Schwierigkeiten bei der LC-Separation auf, die
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Abb. 4.12.: Optimierung der tryptischen Spaltung zelluldrer Proteinlysate mit drei

Versuchsprotokollen.
Peptide. Es wurden drei Versuchsprotokolle durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.3). Die monolithischen
Auftrennungen wurde mittels UV-Detektion bei 214 nm bestimmt (Abschnitt 3.4.2) und mit der

Tryptische Peptide, D semitryptische Peptide, nicht tryptische

Software Chromeleon ausgewertet (Vergl. Abb. 4.11). Die Kontrolle entspricht der unbehandelten

Probe.
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auf Storsubstanzen schlieBen liefen. Die Chromatogramme der technischen und biologischen
Replikate verliefen nach der dritten Probeninjektion nicht reproduzierbar. Daher wurde in
einem weiteren Optimierungsschritt fiir den tryptischen Verdau FASP verwendet (Abschnitt
3.4.3, Manza et al. (2005), Wisniewski et al. (2009)). Das Einsetzen von Filtern ermoglichte
das intensive Waschen der Proben vor der tryptischen Spaltung.

Fiir den Vergleich der Zelllinien MDCKapyg und MDCKgys wurden je drei Kultivierungen
durchgefiihrt und die extrahierten Proteome dreimal tryptisch iiber FASP gespalten. Die neun
Wiederholungsmessungen beider Zelllinien zeigten in den LC-UV-Chromatogammen einen
hohen Grad an Vergleichbarkeit (Abb. 4.13). Die Signalintensitét der 18 L#ufe ldsst auch auf
vergleichbare Proteinkonzentrationen schlieflen, die nach Zelllyse mit BCA-Assay bestimmt
wurden (Abschnitt 3.4.6).

Die hohe Reproduzierbarkeit der Messungen ermoglichte ein Alignment aller 18 Verldufe
(neun LC-MS/MS-Laufe je Zelllinie) in der Software Progenesis (Nonlinear Dynamics).
Damit wurde die Grundlage fiir die relative Quantifizierung geschaffen. Bevor auf Protei-
nebene eine quantitative Aussage getroffen werden kann, miissen die Peptide identifiziert
werden und iiber Datenbankeintrige den Proteinen zugeordnet werden. Die anschlieflende
MS-Analyse und Datenbanksuche resultierte in je 3 — 3,5 x 10* Peptiden, welche 2 x 103
Proteinen zugeordnet werden konnten (Abb. 4.14). Im Durchschnitt unterschieden sich die
biologischen Wiederholungsmessungen (enthalten Messungen von drei tryptischen Spaltungen)

in je 250 identifizierten Proteinen. Dies entsprach einer Ubereinstimmung von 90% (Abb. 4.15).
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Abb. 4.13.: Qualitidtskontrolle mittels nano-HPLC Auftrennung von tryptisch gespal-
tenen Proteinlysaten. Chromatogramme von neun Replikaten tryptisch gespaltener Proteinly-
sate (verschieden farblich markiert) von A) MDCK py und B) MDCKgyg Zellen. Die Probenahme
erfolgte wihrend der exponentiellen Wachstumsphase (Abschnitt 3.2.4). Nach Ethanol-Fallung
wurden die Proteinlysate iiber FASP enzymatisch gespalten (Abschnitt 3.4.3). Die Chromato-
gramme wurden von der Software Chromeleon exportiert. Die LC Auftrennung fiir anschlielende
MS Analytik wurde mittels UV-Detektion bei 214 nm gemessen (Abschnitt 3.4.2).
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Abb. 4.14.: Anzahl identifizierter Peptide und Proteine der LC-MS/MS-Léiufe. . Pep-

tide, D Proteine. Jedes der neun Replikat fiir die Zelllinien wurde einzeln, mit Hilfe der Software

Proteome-Discoverer, analysiert (Abschnitt 3.4.5; n=9). Anschlieflend wurden die Mittelwerte der

Anzahl identifizierter Peptide und Protein gebildet. Ein Filter fiir > 2 Peptide pro Protein fiir

mindestens eine Zelllinie resultierte in 976 Proteinen (8389 Peptide), welche fiir die vergleichende

Quantifizierung beider Zelllinien verwendet werden konnten.
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Abb. 4.15.: Ubereinstimmung detektierter Proteine bei LC-MS-Messungen von drei
biologischen Replikaten der MDCKapyg und MDCKgys Zelllinie. . Bereich der
Ubereinstimmung. Die Anzahl der detektierten Proteine fiir jede der drei durchgefiihrten Kulti-
vierungen fiir die MDCK spy und MDCKgys Zelllinie und deren Ubereinstimmung untereinander
wurde ermittelt. Die Peptidaufbereitung und anschlieBende LC-MS-Messung wurde fiir jedes Pro-
teinextrakt dreimal durchgefiihrt und die Summe der detektierten Proteine mit Hilfe der Software

Proteome-Discoverer bestimmt (Abschnitt 3.4.5).

Eine Peptididentifizierung des kompletten Datensatzes mit Hilfe des Suchalgorithmus der Sear-
chGUI (18 LC-MS-Laufe) resultierte in 3183 Proteinen. Ein zusétzlicher Filter fiir > 2 Peptide
pro Protein fiir mindestens eine Zelllinie resultierte in 976 Proteinen, welche fiir die vergleichen-

de Quantifizierung beider Zelllinien verwendet werden konnten. Jeweils 101 und 173 Proteini-
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Abb. 4.16.: Ubereinstimmung aller identifizierten und quantifizierten Proteine fiir
MDCK Apyg und MDCKgys Zellen. . Bereich der Ubereinstimmung, MDCKapy Zellen,

MDCKgus Zellen. Es wurden alle LC-MS/MS-Daten mit der Progenesis Software kombiniert,
die Proteinidentifizierung durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.5) und mit den quantitativen Daten kom-
biniert (Abschnitt 3.4.6).
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Abb. 4.17.: Verteilung der Proteine iiber die Anzahl spezifischer Peptide fiir die
Quantifizierung. Es wurden 976 detektierte Proteine fiir die anschlieBende Quantifizierung néher
betrachtet. Die Uniprot KB (Art: Canis familiaris) wurde als Grundlage von der Software Proge-
nesis fiir die Proteinidentifizierung verwendet und bestimmt das Vorkommen spezifischer Peptide

pro Protein.

dentifizierungen konnten ausschliellich fiir die MDCK pg und MDCKgyg Zelllinien detektiert
werden (Abb. 4.16). Die meisten Proteine wurden mit fiinf spezifischen Peptiden identifiziert

(Abb. 4.17), was eine robuste LF-Quantifizierung gewihrleistete.
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4.2. Untersuchung der Zelllinien fiir die Virusreplikation

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Zelllinien fiir die Vermehrung zweier Virusarten verwen-
det: 1) MDCK Zelllinien fiir die Influenzavirusreplikation und 2) Vero Zelllinien fiir die Tollwut-
virusreplikation. Beide Zelllinien wurden an verbesserte Kultivierungsbedingungen adaptiert.
Die Wachstums- und Virusreplikationsverhalten mit den gewé#hlten Kultivierungsbedingungen
(Abschnitte 3.2.5 und 3.2.6) wurden vor und nach Adaption fiir die Zelllinien untersucht (Ab-
schnitt 3.3) und sind in diesem Kapitel ndher beschrieben. Als Referenz fiir jede Virusinfektion

wurde parallel eine Scheininfektion durchgefiihrt.

4.2.1. MDCK Zelllinien fiir die Influenzavirusreplikation

Die Verinderungen des Proteoms wihrend einer Influenzainfektion wurden sowohl fiir die
MDCKapy als auch fiir die MDCKgys Zelllinien untersucht. Als Bezugspunkt fiir die virusin-
duzierte Proteinexpression wurde jeweils eine parallele Kultur im gleichen System mit gleicher
Behandlung als Scheininfektion mitgefithrt. Beide MDCK Zelllinien wurden weiterhin unter
vergleichbaren Bedingungen kultiviert (Abschnitt 3.2.5).

Nach der Wachstumsphase erreichten alle Kulturen eine Zellkonzentration von 1,8 — 2,2 x 10°
Zellen/mL (Abb. 4.18 A). Vor der Viruszugabe wurden die Zellen gewaschen und frisches Me-
dium zugegeben. Die Zellkonzentration der scheininfizierten Spinnerkulturen von MDCKapy
Zellen blieb iiber den betrachteten Zeitraum stabil. Bei der verwendeten Microcarrierkonzen-
tration von 2 g/L mit einer begrenzten Wachstumsoberfliche wurde maximal eine Zellkonzen-
tration von 2 x 10° Zellen/mL erneut erreicht (Bock et al. 2009). Die virusinfizierten MDCK apg
Kulturen zeigten eine Abnahme der Zellkonzentration auf 1,3 x 10° Zellen/mL (Abb. 4.18 A).
Am Ende der Kultivierung wurden 0,5 x 10° Zellen/mL im Uberstand bestimmt (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 4.18.: Zellkonzentration und Influenzavirusvermehrung in 250 mL Spinnerpa -
Kultivierungen von MDCKapyg und MDCKgys Zellen. B @ — MDCKapyg Zellen, [0 O
— MDCKgys Zellen. Dargestellt sind A) die Zellkonzentration (- Virusinfektion, - - Scheininfekti-
on), B) der HA-Titer, C) der TCIDsp-Titer und D) die Ergebnisse der RT-qPCR (- Segment 5,
Nukleoprotein; - - Segment 7, Matrixproteine). Die Infektion wurde mit MOI 6, Mediumswechsel
und ohne Zugabe von Trypsin zur TOI fiir drei biologische Replikate durchgefiihrt (Abschnitt
3.2.5, Standardabweichung fiir n=3).
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Zu Beginn der Infektionsphase bis 12 h p.i. zeigten die scheininfizierten Kulturen der MDCKgyg
Zelllinie eine stabile Zellkonzentration und 32 h p.i. eine Zunahme auf 2,5 x 10% Zellen/mL.
Da Suspensionszellen keine begrenzende Wachstumsoberfliche haben, setzten die Zellen nach
Mediumswechsel das Wachstum fort. Die virusinfizierten Kulturen zeigten 12 h p.i. nur eine
geringe Abnahme der Zellkonzentration und eine geringe Zunahme 32 h p.i. (Abb. 4.18 A). Die
Zellvitalitit lag am Ende der Kultivierung bei 70% fiir die virusinfizierte Kultur.

Die Virusvermehrung gemessen mit HA-Assay, TCIDsp-Assay und RT-qPCR resultierte in
dhnlichen Verldufen mit geringen Unterschieden zwischen beiden Zelllinien (Abb. 4.18 B, C, D).
Die letzte Probenahme erfolgte 32 h p.i., da dann das Kulturvolumen erschépft war (mindestens
100 mL Medium, um effizientes Rithren zu gewihrleisten). Da fiir eine synchrone Infektion eine
hohe MOI von 6 eingestellt wurde (Vester et al. 2009), konnte bereits zum TOI ein HA-Signal
gemessen werden. Ein erster signifikanter Anstieg des HA-Titers (Student’s t-Test, p-Wert <
0,05) wurde 4 h p.i. fiir MDCKgys aber erst 6 h p.i. fiir MDCKapn Zellen detektiert (Abb.
4.18 B). Zum Zeitpunkt 12 h p.i. konnte fiir MDCKgys ein signifikant hoheres Signal (Student’s
t-Test, p-Wert < 0,05, 0,3 log;op HA/100 pL hoher) als fir MDCKapy gemessen werden. Die
hoheren Zellkonzentration von MDCKgyg Kulturen konnten eine Ursache fiir die Unterschiede
im HA-Verlauf sein. Um diesen Aspekt auszuschlieen, wurden die zellspezifische Virusaus-
beuten mit Bezug auf die maximale Zellzahl und den maximalen HA-Titer berechnet (Peschel
et al. 2013). Diese resultierten in 4600 £ 770 Viren/Zelle fiir MDCKapy Zellen und 6200 4 400
Viren/Zelle fiir MDCKgys Zellen. Der finale HA-Titer zeigte 2,6 log;o HA /100 uL fiir beide
Zelllinien (Abb. 4.18 B). Die TCIDj, Titerbestimmung resultierte 12 h p.i. in 2,5 x 107 infek-
tiose Viruspartikel /mL fiir MDCKapg und 7,6 x 107 infektiose Viruspartikel /mL fiir MDCKgys
(Abb. 4.18 C).

Die Expression der viralen mRNA wurde fiir Segment 5 (NP) und Segment 7 (Matrixproteine)
mit Hilfe der RT-qPCR verifiziert (Abschnitt 3.3.6). Beide Virussegmente wurden gewihlt, da
sie iiberwiegend frei an defektive interfering particles (DIP) sind, welche die Quantifizierung
storen konnten (Frensing et al. 2013). Die maximale Anzahl an viralen mRNA Segmenten wur-
de fiir beide Zellen zwischen 4 und 6 h p.i. detektiert (Abb. 4.18 D). Es wurden maximal 2 x 10*
Molekiile/Zelle fiir Segment 5 und 4 x 10* Molekiile/Zelle fiir Segment 7 erreicht. Anschliefend
nahm die Anzahl an mRNA Segmenten leicht ab. Uber den gesamten Verlauf der Infektion
zeigten MDCKgys Zellen eine hohere mittlere Anzahl an mRNA Segmenten als MDCKapy
Zellen (Abb. 4.18 D).

Die maximale virale mRNA Expression des Segments 5 (NP) wurde zwischen 4 und 6 h p.i.
fiir beide Zelllinien erreicht. Folglich sollten 8 h p.i. auch die Proteinexpression fiir die Zellen,
welche bei TOI infiziert wurden, mit NP-Fluoreszenzmarkierung und DFZ detektierbar sein.
Fiir 96 + 0,3% (Standardabweichung von n=3, biologische Repliakte) aller MDCKapy Zellen
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konnte 8 h p.i. ein NP-Signal detektiert werden. Im Gegensatz zeigten die MDCKgug Zellen
nur bei 68 +11% (Standardabweichung von n=3, biologische Repliakte) ein NP-Signal. Fiir den
spéten Infektionszeitpunkt (32 h p.i.) zeigten beide Zelllinien 100% NP-Signal (Daten nicht ge-
zeigt). Die Ergebnisse gaben einen Eindruck iiber die Synchronitét aller Spinnerkultivierungen.
Weiterhin wurde die Wahl des Probenahmezeitpunkts der frithen Infektionsphase (8 h p.i.) fiir
DFZ- und Proteomanalysen verifiziert.

Die Anwendung des TUNEL Assays auf die hoch MOI Kulturen zum spéten Zeitpunkt der
Infektion (32 h p.i.) resultierte fir MDCKappn Zellen in 20 + 10% (Standardabweichung von
n=3, biologische Replikate) und fiir MDCKgyg Zellen in 35 + 14% (Standardabweichung von
n=3, biologische Repliakte) apoptotisch, infizierten Zellen (Daten nicht gezeigt).

4.2.2. Vero Zelllinien fiir die Tollwutvirusreplikation

Fiir Vero Zellen wurde der Einfluss der Zelladaption an optimiertes Medium frei von tierischen
Produkten untersucht. Unter den gewihlten Kultivierungsbedingungen (Abschnitt 3.2.6) wur-
den vor und nach Adaption vergleichbare Zellkonzentrationen von durchschnittlich 4 —4, 7 x 106
Zellen/mL fiir SCM/SFM und 4,6 — 5,5 x 10° Zellen/mL fiir IPT-AFM erreicht (Abb. 4.19).

Die virusinfizierten Kulturen verglichen mit den scheininfizierten Kulturen lieBen nach der Vi-
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Abb. 4.19.: Zellkonzentration und Tollwutvirusvermehrung in Vero Zellen kultiviert
im 2 L Bioreaktor. (A A) Zellinfektion in SCM/SFM, (B O) Zellinfektion in IPT-AFM, volle
Symbole — Virusinfektion, leere Symbole — Wachstum und Scheininfektion, (®) Virustiter der infi-
zierten Kultur. Dargestellt ist ein, bestimmt mit dem Hamazytometer, reprisentativer Verlauf der
Zellkonzentration von Vero Zellen. Der vertikale Strich zeigt die TOI mit MOI 0,1. Die Infektion
wurde in SCM/SFM mit Mediumswechsel und in IPT-AFM ohne Mediumswechsel 144 h nach
Inkulturnahme durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.6).
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rusinfektion (TOI = 144 h) eine stérkere Abnahme der Zellkonzentration beobachten. Die virus-
infizierte Zellkultur nahm mit einer Rate von 22 400 Zellen/(mL h) (ab 144 h) fir SCM/SFM
und 37 500 Zellen/(mL h) (ab 168 h) fiir IPT-AFM ab. Die scheininfizierten Kulturen zeigten
eine Abnahme von 13 100 Zellen/(mL h) (ab 168 h) fiir SCM/SFM und 10 400 Zellen/(mL
h) (ab 192 h) fiir IPT-AFM. Die Virusproduktion resultierte in &hnlichen viralen Titern von
1,95 x 107 FFU/mL fiir SCM/SFM und 3,54 x 107 FFU/mL fiir IPT-AFM (Abb. 4.19).
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4.3. Zelladaption an Suspenionswachstum in chemisch

definiertem Medium

Im folgenden Kapitel werden die Verdnderungen des Proteoms wéahrend einer Adaption von
MDCKpy Zellen an Suspenionswachstum in chemisch definiertem Medium beschrieben (Abb.
3.1). Fur die Proteinanalytik wurden kritische Zeitpunkte der Adaption, im Folgenden als
Stadien bezeichnet, gew#hlt (Tab. 3.3). Es wurden zwei unabhéngige Adaptionen, Adaption 1
und 2 (Abb. 3.1), mit je zwei bis drei biologischen Replikaten nédher untersucht. Um globale
Effekte der zweiphasigen Zelladaption zu beobachten, wurden beide Adaptionen gemeinsam

ausgewertet.

4.3.1. Reproduzierbarkeit der Zelladaption

Vor der gemeinsamen Auswertung fiir Adaption 1 und 2, sollte festgestellt werden, wie unter-
schiedlich sich die Adaptionsansétze auf der Ebene der Proteomantwort verhielten. Die sta-
tistische Analyse iiber die Adaptionsstadien in Delta2D (Abschnitt 3.4.6, ANOVA, p-Wert <
0,01, zwei bis drei biologische Replikate) ergab fiir Adaption 1 (Adaptionsstadien AC, CL, SC)
597 Spots mit differenziell exprimierten Proteinen und fiir Adaption 2 (Adaptionsstadien AC,
CL, DC, SC) 809 Spots. Die Ursache fiir die erhthte detektierte Spotanzahl bei Adaption 2 ist
vermutlich das zusétzlich analysierte Stadium DC.

Eine gemeinsame Auswertung fiir Adaption 1 und 2 iiber die Adaptionsstadien (AC, CL, DC,
SC; ANOVA; p-Wert < 0,01; post hoc Analyse; > zweifache differenzielle Expression; drei bis
vier biologische Replikate; Abschnitt 3.4.6) resultierte in 318 nicht redundanten Proteinspots
mit einer signifikanten Anderung in der Spotintensitit (Tab. 4.2). Diese 318 Spots repriisentieren
53% aller verinderten Proteinspots von Adaption 1 und 39% aller verinderten Proteinspots von
Adaption 2. Damit zeigen beide Adaptionen einen relativ geringe Ubereinstimmung in der Pro-
teomantwort.

Nach der Beobachtung der geringen Ubereinstimmung von Adaption 1 und Adaption 2 sollte
gepriift werden, ob die gemeinsame Auswertung der Proteomdatensétze einen globalen Einblick
in die Zelladaption ermoglicht. Dazu wurde das finale Stadium SC beider Adaptionen auf der
Ebene des Proteoms verglichen. Interessanterweise konnten nur 49 Spots mit differenziell expri-
mierten Proteinen detektiert werden (Student’s t-Test, p-Wert < 0,01, > zweifache differenziel-
le Expression, Tab. 4.3, Abschnitt 3.4.6). Die Proteinidentifizierung resultierte in 24 Proteinen
(49% erfolgreiche Identifizierung mit der Gelkarte der MDCK Zelladaption, Tab. 4.1). Sieben
dieser Proteine konnten metabolischen Prozessen zugeordnet werden. Darunter zeigten zwei

Enzyme der Glykolyse (Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase und Triosephosphatisomera-
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se) eine gesteigerte Expression fiir das Stadium SC von Adaption 1. Auf der anderen Seite zeigte
das Stadium SC der Adaption 2 eine gesteigerte Expression dreier Enzyme des Citratzyklus
(Malatdehydrogenase, Aconitase 2 und Adenosintriphosphat (ATP) abhéngige Citratsynthase).
Trotz der Unterschiede in der Expression dieser Enzyme zeigte der Proteomvergleich insgesamt
gesehen jedoch eine grofie Ubereinstimmung der Proteinexpression der Stadien SC beider Zel-

ladaptionen. Daher erschien eine gemeinsame Auswertung beider Adaptionen sinnvoll.

Tab. 4.2.: Anzahl differenziell exprimierter Proteinspots im Verlauf der Zelladaption.
Die Proteomdatensitze der Adaption 1 und 2 wurden gemeinsam ausgewertet. Es wurden nur
Spots mit signifikant verdnderter, normalisierter Intensitét betrachtet (ANOVA, p-Wert < 0,01,
post-hoc Analyse, > zweifache differenzielle Expression, Abschnitt 3.4.6).

Abschnitt  Vergleich! Spotanzahl mit Spotanzahl mit Summe der
zunehmender abnehmender Spots

Spotintensitét Spotintensitét

I AC - CL 89 67 156
Serum- AC - DC 143 97 240
entzug AC - SC 89 56 145

I1 Cl-DC 32 27 59

Suspensions-  CL - SC 8 11 19
wachstum DC - SC 17 15 32
Summe der nicht redundanten Spots 318

1 — Stadien des Adaptionsprozesses: AC, MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8+S Medium; CL, MDCKapy
Zellen adaptiert an SMIF8 Medium; DC, abgeltste Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium; SC, langsam

wachsende Suspensionszellen.

4.3.2. Effekte der Zelladaption auf die Proteomantwort

Die gemeinsame Analyse von Adaption 1 und 2 ergab insgesamt 318 nicht-redundante Spots
mit signifikant differenziell exprimierten Proteinen (Abschnitt 3.4.6, ANOVA, p-Wert < 0,01,
post hoc Analyse, > zweifache differenzielle Expression, Tab. 4.2). Die Spotidentifizierungen
(75% erfolgreich identifiziert) resultierten in 138 Proteinen (Tab. 4.1, MDCK Zelladaption).
Eine post hoc statistische Analyse wurde durchgefiihrt, um nach der ANOVA spezifische
Unterschiede fiir alle Vergleichsebenen zu identifizieren (Tab. 4.2). Die post hoc Analyse
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Tab. 4.3.: Differenziell exprimierte Proteine zwischen den Stadien SC der Adaption

1 und 2. Es wurden nur Spots mit signifikant verdnderter, normalisierter Intensitéit betrachtet

(Student’s t-Test, p-Wert < 0,01, > zweifache differenzielle Expression, Abschnitt 3.4.6).

Gelspots! Identifizierte Proteine? R(z;)?
Spot_510 Purine nucleoside phosphorylase isoform 0,44
Spot_218 Glyceraldehyde 3-phosphate-dehydrogenase 0,45
Spot_499 Annexin Ab 0,46
Spot_004 Nascent-polypeptide-associated complex 0,46
a polypeptide
Spot_509 Annexin A8 0,47
Spot_221 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,48
Spot_388 Annexin A8 0,48
Spot_127 Triosephosphate isomerase 0,50
Spot_268 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 2,01
Spot_440 Malate dehydrogenase 2,10
Spot_254 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribo- 2,14
nucleotide formyltransferase
Spot_077 Uridine phosphorylase 1 2,25
Spot_178/179 CDC10 protein variant 2,63
Spot_240 Stress-70 protein, mitochondrial 2,67
Spot_197 Vinculin 2,87
Spot_498 Testin 3,02
Spot_223 Aconitase 2, mitochondrial 3,20
Spot_235 Programmed cell death 6 3,40
Spot_246 Transitional endoplasmic reticulum 4,19
ATPase
Spot_102 Glutathione S-transferase A2 4,29
Spot_508 Aconitase 2, mitochondrial 4,54
Spot_213 Iron-responsive element binding protein 1 5,20
Spot_269 Aconitase 2, mitochondrial 6,01
Spot_495 ATP-citrate synthase 12,28

1 — Bezug zur Gelkarte: MDCK Zelladaption (Tab. 4.1); 2 — NCBInr Datenbankeintréige nach

MALDI-TOF/TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt 3.4.4); 3 — Verhéltnis zwischen
normalisierter Spotintensitéit der Kontrolle Iy (z;) (SC Stadium Adaption 1) und der Probe I,(x;) (SC

Stadium Adaption 2, Abschnitt 3.4.6); CDC — Zellzyklusprotein, ATP — Adenosintriphosphat.
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resultierte in 19 bis 240 Spots mit signifikant differenziell exprimierten Proteinen zwischen zwei
Stadien. Die Datenauswertung gliedert sich in: Abschnitt I - Serumentzug (Vergleichsebenen:
AC-CL, AC-DC, AC-SC) und Abschnitt IT - Suspensionswachstum (Vergleichsebenen: CL-DC,
CL-SC, DC-SC, Tab. 4.2).

Abschnitt I - Serumentzug

Die meisten Spots mit differenziell exprimierten Proteinen ergab der Vergleich des Stadiums
AC mit den drei Stadien CL, DC und SC (Tab. 4.2). Es wurden 300 der insgesamt 318 Spots
innerhalb dieser Vergleichsebenen mit signifikant verinderter Intensitéat detektiert (Abschnitt
I - Serumentzug, Tab. 4.2). Die Expression der 300 Spots wiederum zeigten zwei deutliche
Profile. Die Spotintensitit war im Stadium AC im Vergleich zu den Stadien CL, DC und SC
entweder erhoht oder vermindert. Von den 300 Spots konnten 216 Spots identifiziert (75%
erfolgreiche Identifizierung) werden. Die massenspektrometrische Analyse identifizierte 132
Proteine (43 gesteigert und 89 gemindert fiir Stadium AC).

Innerhalb des Datensatzes wurde mit Hilfe des overrepresentation analysis tool von Reaktom
(Croft et al. 2014) nach biologischen Prozessen gesucht, denen mehrere identifizierte Proteine
zugeordnet werden konnten (Anhang A.3). Zusammenfassend wurden differenziell exprimierte
Proteine nach Serumentzug zu biologischen Prozessen des Transmembranglykoproteins L1,
des Abbaus im Proteasom und der preemRNA Prozessierung zugeordnet (Tab. 4.4). Proteine
welche nach Serumentzug ausschliefllich mit zunehmender Expression detektiert wurden,
konnten spezifisch dem Endostatinabbau durch die Protease Cathepsin, der Rekrutierung des
Faktors Dab2 zu den Junctional Plaques und dem Purinkatabolismus zugeordnet werden. Die
Proteinexpression des Carbonmetabolismus und der cytoskeletalen Organisation zeigten eine

Abnahme nach Serumentzug.
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Tab. 4.4.: Regulierte zellulire Prozesse nach Serumentzug. Die biologischen Prozesse

wurden mit dem Programm Querrepresenting analysis tool (p-Wert < 0,0006) von Reaktom (Croft
et al. 2014) ermittelt (Anhang A.3, Abschnitt 3.4.5). Die Tabelle enthélt die biologischen Prozesse

und die identifizierten Proteine.

Biologischer Prozess

Identifizierte Proteine!

1) Proteinvarianten detektiert mit abnehmender Expression

Glucosemetabolism

Aktinfaltung CCT/TriC

Ausschleusen von cyto-

skelettalen Komponenten

Fructose-bisphosphate aldolase B
a-Enolase

Phosphoglycerate kinase 1

Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Phosphoglycerate mutase 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glucose-6-phosphate isomerase
Actin, cytoplasmic 1

T-complex protein 1 subunit £
T-complex protein 1 subunit &
Cofilin-1

Adenylyl cyclase-associated protein 1

2) Proteinvarianten detektiert mit zunehmender Expression

Endostatin Abbau durch
Cathepsin

Dab2 Rekrutierung zu den
Gap Junctions®

Purinkatabolismus

Cathepsin L1 precursor
Cathepsin D precursor

Actin, cytoplasmic

Clathrin light chain A

Purin nucleosid phosphorylase

Glutathion peroxidase 1

3) Proteinvarianten detektiert mit abnehmender und zunehmender Expression

Verbindung durch L1 mit
Treadmilling? F-Actin

Destabilisierung der
mRNAdurch AUF1

Villin 2

Actin, cytoplasmic 1

Radixin

Heat shock 70kDa protein 8

26S protease regulatory subunit 6A
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0
Proteasome subunit «

Heat shock cognate 71 kDa protein
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Proteasome 26S ATPase subunit 2

Proteasome subunit g type-4

1 — NCBInr Datenbankeintrige nach MALDI-TOF /TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt
3.4.4, Gelkarte: MDCK Zelladaption, Tab. 4.1); 2 — Nettodurchfluss von Aktinmonomeren bei der
Polymerisation von Aktinfilamenten im Cytoplasma; 3 — Ansammlungen durchquerender Zell-Zell-Kanile der
Zellmembranen zweier benachbarter Zellen; AUF — RNA-bindendes Protein in einer AU-reichen Sequenz, ATP
— Adenosintriphosphat.

Innerhalb der 300 Proteinspots, welche fiir den Abschnitt I Serumentzug eine differenzielle
Expression zeigten, konnte ein Drittel (91 Spots, 47 Proteine) mit signifikant differenzieller
Expression in allen drei Vergleichsebenen detektiert werden (Stadien: AC versus CL, AC versus
DC, AC versus SC, ANOVA, p-Wert < 0,01, post hoc Analyse, > zweifache differenzielle
Expression, Abb. 4.20). Die identifizierten Proteine mit zunehmender Intensitit von mindestens
zwei Spots nach Serumentzug waren Keratin (11 Spots), Cathepsin (sechs Spots), Myosin (zwei
Spots), Annexin (Anx) A5 (zwei Spots), Gelsolin (zwei Spots), Endoplasmatisches Retikulum
Protein 29 (zwei Spots) und das Hitzeschockprotein (HSP) 1 (zwei Spots). Eine Abnahme in
der Spotintensitit zeigten heterogene nukledre Ribonukleoproteine (HNRNP, drei Spots), der
eukaryotische Translations-Initiationsfaktor (drei Spots), die Protein-Disulfid-Isomerase (drei
Spots), die Ornithin-Aminotransferase (OAT, zwei Spots) und Keratin (zwei Spots). Auch der
Medienbestandteil Serumalbumin resultierte fiir das Stadium AC in drei starken Proteinspots.
Exemplarisch wurde die Proteinexpression von OAT und Gelsolin mit Western Blot Analyse
verifiziert (Abb. 4.21). Die Western Blot Analyse von Gelsolin korrelierte mit der 2-D DIGE
Analyse und zeigte eine zunehmende Expression nach Serumreduktion (Abb. 4.21). Im Gegen-
satz dazu zeigte der Western Blot fiir OAT keine signifikante Proteinexpression. Es konnte nur
ein Trend fiir die Abnahme der Expression nach Serumentzug gezeigt werden (Abb. 4.21). Die
massenspektrometrische Proteinidentifizierung detektierte jedoch drei Proteinspots fiir OAT
und nur zwei zeigten eine signifikante Abnahme der Proteinexpression nach Serumreduktion.
Diese Tatsache kann erkldren, warum bei der 1-D Western Blot Analyse ausschliellich ein
Trend zu erkennen war. Als Ladekontrolle wurde eine Antikérper gegen ERK2 verwendet,
was den gleichméfligen Auftrag der Proteinmenge pro Bande bestétigte. Das Signal fiir ERK2
zeigte eine starke Bande und eine unspezifische schwache Bande wie in der Literatur bereits
gezeigt (Heynisch et al. 2010).
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Stadien

Gelspots!

Identifizierte Proteine?

AC CL DC SC

Spot_027

Spot_404

Nicht identifiziert 5

Nicht identifiziert 12 - Spot_398
Spot_399

Nicht identifiziert 13

Spot_415

Nicht identifiziert 6 - Spot_443
Spot_398

Spot_410

Nicht identifiziert 9

Spot_030

Nicht identifiziert 11

Spot_403

Nicht identifiziert 15

Nicht identifiziert 16 - Spot_484
Spot_193/194

Spot_477

Spot_080

Spot_395

Nicht identifiziert 10 - Spot_201
Spot_231

Spot_067

Spot_464

Nicht identifiziert 14

Spot_292

Nicht identifiziert 3 - Spot_287
Spot_291

Nicht identifiziert 8 - Spot_443
Spot_330

Nicht identifiziert 7

Spot_125

Nicht identifiziert 1 - Spot_048
Spot_287

Nicht identifiziert 2

Nicht identifiziert 4 - Spot_331
Spot_113

Myosin regulatory light chain 2, nonsarcomeric
Heat shock protein beta-1

Endoplasmic reticulum resident protein 29
Keratin, type II cytoskeletal 8

Glutathione peroxidase 1

Keratin, type I cytoskeletal 19-like
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Keratin, type I cytoskeletal 19

Calcyphosin

Heat shock protein beta-1

Phosphoglycerate kinase 1
Cathepsin D precursor
Cathepsin D precursor
Cathepsin D precursor
Cathepsin D precursor
Gelsolin

Gelsolin

Cathepsin L1 precursor
Keratin, type II cytoskeletal 8
Keratin, type IT cytoskeletal 8
Keratin, type II cytoskeletal 8
Keratin, type II cytoskeletal 8
Keratin, type I cytoskeletal 19
Keratin, type I cytoskeletal 18
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial precursor
Cathepsin L1 precursor
Keratin, type II cytoskeletal 8
Keratin, type I cytoskeletal 18
Alpha-crystallin B

Spot_042 Annexin A5

Spot_114 Alpha-crystallin B

Spot_010 Tropomyosin alpha-3 chain

Spot_074 Annexin A5

Spot_421/422 Glutathione S-transferase P

Spot_097 Glutathione S-transferase theta-1

Spot_143 Fructose-bisphosphate aldolase A

Nicht identifiziert 29 -

Spot_079 Proteasome subunit alpha type 1

Spot_327 Elongation factor 1-gamma

Spot_066 CG1532-PA

Spot_328 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Spot_174 Beta-galactosides-binding lectin

Spot_435 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B

Nicht identifiziert 17 - Spot_200
Spot_248

Spot_031

Nicht identifiziert 20 - Spot_073
Spot_054

Spot 219

Nicht identifiziert 22
Spot_374

Nicht identifiziert 21
Nicht identifiziert 24
Spot_376

Spot_234

Nicht identifiziert 28
Spot_230

Spot_049

Spot_312

Spot_468

Spot_262

Spot_469

Spot_148

Nicht identifiziert 19 - Spot_264
Nicht identifiziert 18
Spot_108

Spot_268

Spot_273

Spot_483

Spot_491

Spot_071

Spot_475

Spot_144

Spot_109

Spot_243

Spot_416

Nicht identifiziert 26
Spot_313

Nicht identifiziert 23
Spot_332/333
Spot_253

Nicht identifiziert 25
Nicht identifiziert 27

Villin 2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Eukaryotic translation initiation factor SA-1
Hypothetical protein

Keratin 10

Serum albumin

Annexin Al

LIM and SH3 protein 1

Villin 2

Radixin

14-3-3 protein gamma

Protein disulfide-isomerase A6 precursor
Ornithine aminotransferase, mitochondrial

60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor
Ornithine aminotransferase, mitochondrial
Mitochondrial malate dehydrogenase 2

Protein disulfide-isomerase A3

Peroxiredoxin 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14

Protein disulfide-isomerase A3

Phosphoglycerate kinase 1

Keratin 10

Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1
NADP-dependent leukotriene B4 12-hydroxydehydrogenase
Actin, cytoplasmic 2

Serum albumin

Serum albumin

268 protease regulatory subunit 6A
Vesicle amine transport protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Abb. 4.20.: Differenziell exprimierte Proteine der drei Stadienvergleiche: AC versus

CL, AC versus DC, AC versus SC. Fortsetzung néchste Seite.
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Fortsetzung Abb. 4.20: ! Starke Spotintensitét D schwache Spotintensitat (1,55 >
Z(x;) < -1,65; Abschnitt 3.4.6). Die Expression wurde mit 2-D DIGE detektiert und
auf Signifikanz gepriift (Abschnitt 3.4.6). Nicht identifizierte Proteinspots befanden sich
teilweise in Spotreihen identifizierter Spots. 1 — Gelspotnummer auf der Gelkarte fiir die
MDCK-Zelladaption (Tab. 4.1), 2 - NCBInr Datenbankeintrége nach MALDI-TOF /TOF-
MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt 3.4.4); AC — MDCKapy Zellen adap-
tiert an SMIF8+S Medium, CL — MDCKpy Zellen adaptiert an SMIF8 Medium, DC
— abgeloste Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium, SC — langsam wachsende Suspen-
sionszellen; CoA — Coenzym A, LIM — zweifaches Zinkfingermotiv, SH — Src homologe

Doméne, NADP — Nicotinamidadenindinukleotidphosphat.

Abschnitt II - Suspensionswachstum

Die Vergleichsebenen des Abschnitts II Suspensionswachstum (Tab. 4.2) resultierten in 18
Spots (60% erfolgreiche Identifizierung mit der Gelkarte der MDCK Zelladaption, Tab. 4.1),
welche ausschliefllich innerhalb der Stadien CL versus DC, CL versus SC und DC versus SC
eine signifikante Verdnderung in ihrer Intensitét zeigten. Die Spots représentierten folgende
sechs Proteine nach massenspektrometrischer Identifizierung: 1) Sulfotransferase 1A1 (drei
Spots, gesteigerte Intensitidt des Stadiums CL relativ zum Stadium DC); 2) RuvB-dhnliches
Protein 2 (ein Spot, gesteigerte Intensitdt des Stadiums CL relativ zum Stadium SC); 3)
Transaldolase (drei Spots) und 4) Galectin-3 (zwei Spots, gesteigerte Intensitdt des Stadi-
ums DC relativ zum Stadium CL); 5) eukaryotischer Translations-Initiationsfaktor 3 (ein
Spot, gesteigerte Intensitdt des Stadiums SC relativ zum Stadium CL); 6) Lactoylgluta-
thionlyase (ein Spot, gesteigerte Intensitidt des Stadiums SC relativ zum Stadium DC) (Abb.
4.22). Diese sechs Proteine wurden nicht fiir den Abschnitt I Serumentzug detektiert (Tab. 4.2).
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Stadien AC CL DC SC
Replikate 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Gelsolin — . . R [ ——
OAT
ERK 2 - 1 T .
- Y w— - —

Abb. 4.21.: Western Blot Analyse zweier reprisentativer Proteine wihrend der
MDCK-Zelladaption. Dargestellt sind die Gelabschnitte des Western Blots fiir drei biologi-
sche Replikate (Abschnitt 3.4.7). OAT — Ornithin Aminotransferase, ERK2 — extrazellulidre Si-
gnale regulierende Kinase 2 (entspricht der Ladekontrolle), AC — MDCKapy Zellen adaptiert an
SMIF8+S Medium, CL. — MDCKapy Zellen adaptiert an SMIF8 Medium, DC — AbgelGste Zellen

nach Adaption an SMIF8 Medium, SC — Langsam wachsende Suspensionszellen.
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EIF 3 GLO 1 Galectin-3 RuvB 2 SULT 1Al

Abb. 4.22.: Expression der Proteinspots mit signifikant veréindertem Z(z;) wihrend
der Adaption an Wachstum in Suspension.  Stadium AC - MDCKpy Zellen adaptiert an
SMIF8+S Medium, | Stadium CL — MDCK apy Zellen adaptiert an SMIF8 Medium, . Stadium
DC — Abgeloste Zellen nach Adaption an SMIF8 Medium, . Stadium SC — Langsam wachsende
Suspensionszellen. Z(x;) wurde nach der Gleichung 3.8 berechnet. Es sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung von drei bis vier biologischen Replikaten dargestellt. EIF2 — eukaryotischer
Translations-Initiationsfaktor 3, GLO 1 — Lactoylglutathionlyase, SULT 1A1 — Sulfotransferase
1A1, % — signifikant differenzielle Expression (Student’s t-Test, p-Wert < 0,01).
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4.4. Vergleich einer adhirenten Zelllinie mit ihrer

verwandten Suspensionszelllinie

Die MDCKapy Zelllinie ist von der Arbeitsgruppe BPT (Prof. Dr.-Ing. Udo Reichl, Max-
Planck-Institut, Magdeburg, Deutschland) umfassend charakterisiert worden (Bock et al. 2009,
Genzel et al. 2005, Janke et al. 2010, Rehberg et al. 2014). Die nach Zelladaption entstandene
MDCKgys Zelllinie (Lohr et al. 2010) wurde fiir Vorversuchen im Spinnerpy kultiviert
(Abschnitt 3.2.4). Ziel war es, den Verlauf der Zellkonzentration (Abschnitt 3.3.1) und der
extrazelluldren Metaboliten (Abschnitt 3.3.2) nidher zu bestimmen. Anschliefiend erfolgte die
Identifizierung eines Kultivierungszeitpunkts, der sich fiir einen Vergleich auf Proteomebene
beider MDCK Zelllinien eignete. Die mit Hilfe der 2-D DIGE und der LF-Methode generierten
Daten der Proteomanalytik sind nachfolgend zusammenfassend dargestellt.

Die Suspensionszellkultivierungen im Spinnerpa erreichten nach drei Tagen eine Zellkonzen-
tration von durchschnittlich 2,1 x 10° Zellen/mL (Abb. 4.23). Anschlieflend stagnierte das
Wachstum und eine Absterbephase begann, in der die Vitalitdt von 86% auf 60% abnahm
(Abb. 4.23). Die extrazelluldren Metaboliten Glucose und Glutamin nahmen tiber 120 h auf
je 6 und 3 mmol/L ab (Abb. 4.24, 4.25). Die Glutamatkonzentration blieb nahezu konstant
bei 3 mmol/L. Die Metaboliten Lactat und Ammonium nahmen iiber die Zeit auf je 21 und
7 mmol/L zu (Abb. 4.24, 4.25) und konnten somit eine wachstumsinhibierende Wirkung
verursacht haben (Glacken et al. 1986).
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; 190
i) 6 -
% S0 /§ \ i
[} 6
2 2,5x10° 470
S e S
= 2,0x10° =
: — A 5 B
£ 1.5x10° 140 B
8 S
£ 1,0x10° 730
% % 120
S 5.0x10°4 — 11
050 T T T T T O
0 20 40 60 80 100 120

Zeit [h]

Abb. 4.23.: Zellkonzentration und Vitalitit der MDCKgys Zellkultivierung im
Spinnerpa . ! Verlauf der Zellkonzentration, ! Verlauf der Vitalitit (Standardabweichung von
n=3, biologische Replikate, Abschnitt 3.2.4).
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Abb. 4.24.: Glucose- und Lactatkonzentration wihrend der Kultivierung der
MDCKgys Zelllinie im Spinnerpa . j Glucosekonzentration, : Lactatkonzentration (Stan-
dardabweichung von n=3, biologische Replikate, Abschnitt 3.2.4).

Konzentration [mmol/L]

0 20 40 60 80 100 120
Zeit [h]

Abb. 4.25.: Glutamin-, Glutamat- und Ammoniumkonzentration wihrend der Kulti-
vierung der MDCKgys Zelllinie im Spinnerpay. ! Glutaminkonzentration, Glutamat-
konzentration, . Ammoniumkonzentration (Standardabweichung von n=3, biologische Replikate,
Abschnitt 3.3.2).



100 Ergebnisse

Eine stationdre Wachstumsphase kann fiir MDCKgyg Zellen {iber die Glucose- und Lactatkon-
zentration im Medium anndhernd bestimmt werden. Das Wachstum der MDCKapy Zellen
erreicht eine stationdre Phase wenn die Wachstumsoberflache limitiert ist. Da verschiedene
Limitierungen die stationdre Wachstumsphase auslosen, wurde fiir den Proteomvergleich
zwischen den MDCK Apg und der MDCKgyg Zellen die Wachstumsphase, bei der eine Zellkon-
zentration von 1 x 10° Zellen/mL erreicht wurde, als Zeitpunkt fiir die Probenahme definiert
(Abschnitt 3.2.4). Im 1L-BR erreichten die drei biologischen Replikate der MDCKapy Zellen
(Vorkulturen aus der Rollerflasche) und der MDCKgyg Zellen (Vorkulturen aus dem Shaker)
nach ca. 70h die gewiinschte Zellkonzentration von 1 40,1 x 10° Zellen/mL (Standardabwei-
chung von n=3, biologische Replikate). Die Zellen waren weder iiber die Glucosekonzentration
noch iiber die Oberfliche im Wachstum limitiert (Daten nicht gezeigt).

Die 2-D DIGE Proteomanalyse (Abschnitt 3.4.6) ergab 76 Spots mit differenziell exprimierten
Proteinen (36 Spots mit stéarkerer Intensitét fiir MDCKapy und 40 Spots fir MDCKgys). Es
konnten 24 Proteine identifiziert werden (78% erfolgreich identifiziert, Tab. 4.5). Von diesen
24 Proteinen zeigten acht eine gegenldufige Expression verschiedener Spots bzw. Isoformen.
Fiir Anx A1 konnten beispielsweise drei Spots mit differenzieller Proteinexpression detektiert
werden, zwei mit gesteigerter Expression fiir MDCKapyg und einer fiir MDCKgys Zellen.
MDCKapy Zellen zeigten iiberwiegend eine gesteigerte Expression fiir strukturelle Proteine,
wie Ezrin (Ezr), Anx A4 und A8. Die MDCKgys Zelllinie besafl eine gesteigerte Expression
von Proteinen verschiedener funktioneller Gruppen. Darunter zdhlen zwei Signalproteine,
das translational-kontrollierte Tumorprotein 1 (TCTP-1) und der Rho GDP-Dissoziations
Inhibitor 1 (Rho-GDI-1). Weiterhin konnten Stressproteine wie das Peroxiredoxin-1 und das
glucoseregulierte Protein 78 kDa (GRP78) detektiert werden. Ebenfalls waren die strukturellen

Proteine Vimentin und Cofilin-1 hochreguliert.
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cytoplasmic (Sus_01/25/32)

2,09 0,59 Calreticulin (Sus_33) E2QU37 6 13 (11) A G

17,31 (0,99)  Cofilin-1 (Sus_04) FIPQN5 4 14 (10) AP

2,6 2.4 High mobility group Q6YKA4 5 11 (7) A
box 2 (Sus_38) E2QY30

5,54/1,82 0,87 Peroxiredoxin-1 (Sus_03/32) E2RHG2 9/ 8 13 (11) AP

0,54/1,56/3,43 (1,03) Rho GDP-dissociation F1PL93 7/8/ 11 11 (8) A, P S
inhibitor 1 (Sus-22/39)

2,21 (0,83) Serotransferrin (Sus_12) E2QSMS 6 (6) G, M

2,73 0,29 Tumor protein translationally- E2RMA1 4 6 (5) P, S
controlled 1 (Sus_23)

Erhohte Spotintensitiiten fiir Proteinisoformen (Verhéltnis: MDCKpy zu MDCKgys)! 2

0,23/0,36/2,56 2,12 Annexin Al (Adh_03/33; Sus.10) F1P6B7 4/13/14 32(27) A, P

0,03/(0,63)/2,60/2,34 0,73 Enolase (Adh_10/19; Sus.38/31)  FIPCH3 5/11/9/7 18(16) A, P

(1,31)/(1,19)/3,70/  (1,16)  Keratin, type II cytoskeletal 8 FIPW9S 4/6/6/9/ 27(20) A, G,P

4,05/(1,78)/0,07 (Sus_05/15/35/16/39; Adh_24) 11/ 12

0,10/0,32/3,55 (0,86) Laminin-binding protein E2RJ06  4/8/ 8 10 (9) AP
(Adh_27/29; Sus_20)

0,42/0,15/0,49/0,48/ 1,18 Prelamin-A/C FIPBJ3 3/5/6/8/ 36(27) A, M,P,

(1,41)/2,96/2,01 (Adh_14/22/20/08; Sus_06/24/07) 3/ 5/ 6 Pr, S

0,45/3,41 4,18 Retinal dehydrogenase 1 Jop9J4  3/9 30 (4) A
(Adh_09; Sus_26) E2RMX7

0,18/3,56 1,26 Transketolase (Adh_28; Sus_17)  FIPE28 3/ 9 20 (17) A, P, S

¢0T

OSSIUqOSIH]
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Fortsetzung Tab. 4.5: 1 und 2 — Verhéltnis zwischen der Kontrolle (MDCKapy) und der
Probe (MDCKgys, Abschnitt 3.4.6); 3 — UniProt KB Eintrége als Ergebnis des Blast ho-
mologer humaner Proteine im Anschluss an die Spektrensuche nach MALDI-TOF /TOF-
MS und ESI-Qq/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Abschnitt 3.4.4); 4 — UniProt KB Eintrége
im Anschluss an die Spektrensuche nach MALDI-TOF /TOF-MS und ESI-Qq/Orbitrap-
MS Peptidanalytik (Canis familiaris); 5 und 6 — Identifizierte Peptide nach massenspek-
trometrischer Analyse; 6 — Angegeben sind die identifizierten Peptide und in Klammern
die Peptidanzahl, welche fiir die Quantifizierung verwendet wurde; 7 — Proteinmodifi-
zierungen sind in der UniProt KB aufgefiihrt fiir das humane homolog Protein (Stand:
07.02.2015): A — Acetylierung, G — Glykosylierung, M — Methylierung, N — Nitrierung,
P — Phosphorylierung, Pr — Prenylierung, S — alternatives Splicing; LF — labelfree; ATP
— Adenosintriphosphat; GDP — Guanosindiphosphat; GRP78 — glucosereguliertes Prote-
in 78 kDa; NADP(H) — Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrogenphosphat. R(z;)

bzw. Rypp(x;) Werte in Klammern sind nicht signifikant.

Die 2-D DIGE Methode ermoglicht die Separation und Quantifizierung von Proteinisoformen
(Maurer et al. 2014). Daher ist es nahezu unméglich, ein Protein mit all seinen Isoformen in
seiner Gesamtheit zu quantifizieren. Die zusétzlich angewandte LF-Quantifizierung (Abschnitt
3.4.6) ist von Proteinisoformen nahezu unabhéingig und wurde daher als orthogonale Methode
verwendet.

Die LF-Quantifizierung (Abschnitt 3.4.6) hatte zum Ziel: 1) eine relative Quantifizierung der
Proteine unabhéngig von Isoformen, 2) eine Detektion globaler Unterschiede zwischen den
Zelllinien und 3) speziell die relative Quantifizierung von Membranproteinen zu erméglichen.
Die Auswertung der Ergebnisse wurde auf diese drei Zielvorgaben fokussiert. Im Ergebnisver-
gleich beider Methoden wurden nur zwei Proteine, Serum Albumin (fir MDCKapy Zellen)
und High mobility group box 2 (fiir MDCKgys Zellen), in Ubereinstimmung gefunden (Tab.
4.5). Daher représentieren die weiteren mit 2-D DIGE detektierten Proteine voraussichtlich
Isoformen mit differenzieller Expression, die in ihrer Gesamtheit bei der LF-Quantifizierung
als nicht differenziell exprimiert detektiert wurden.

Es wurde exemplarisch fiir zwei Proteine, die nicht das gleiche Ergebnis fiir beide Methoden
zeigten, eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.7). Zum einen wurde Ezr
gewihlt, das nach 2-D DIGE Analytik eine gesteigerte Expression fiir MDCKapy Zellen
und nach LF-Analytik eine konstante Expression zeigte (Tab. 4.5). Im Western Blot konnte
keine Zunahme der Expression von Ezr detektiert werden (Abb. 4.26). Fir alle mit 2-D
DIGE detektierten Proteine sind in der UniProt KB Modifikationen beschrieben, so auch
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MDCK s MDCKqc
1 2 3 1 2 3
Catalase 3 g p— . -

ERK 2 — — --—

Abb. 4.26.: Western Blot Analyse zweier reprisentativer Proteine fiir den Vergleich
der MDCK-Zelllinien. Dargestellt sind die Gelabschnitte der Western Bots fiir drei biologische
Replikate (Abschnitt 3.4.7). ERK2 — extrazellulidre Signale regulierende Kinase 2 (entspricht der
Ladekontrolle), Ezr - Ezrin.

fir Ezr (Tab. 4.5). Diese Proteinmodifikationen kénnen mit Hilfe der 2-D PAGE separiert
werden und als Proteinisoform eine differenzielle Expression zeigen. Ein zweites mit Western
Blot analysiertes Protein war die Catalase, die mittels LF-Quantifizierung aber nicht mit
2-D DIGE detektiert wurde (Anhang Tab. A.4). Die Western Blot Auswertung resultierte
in einer Abnahme der Expression zwischen beiden Zelllinien (Abb. 4.26). Die Ladekontrolle
bestéitigte den gleichméfligen Auftrag der Proteinmenge pro Bande. Das Signal fiir ERK2
zeigte erneut eine starke Bande und eine unspezifische schwache Bande wie in der Literatur
bereits gezeigt (Heynisch et al. 2010). Die LF-Quantifizierung deckte alle Proteine, die mit
2-D DIGE detektiert wurden, ab und zeigte zusétzliche Proteine auf. Damit ist die 2-D DIGE
Methode selektiver und limitiert fiir die Analyse des Gesamtproteoms.

Bei der LF-Quantifizierung wurden 976 Proteine fiir den Vergleich des MDCKjpy und
MDCKgys Proteoms betrachtet. Davon waren 287 Proteine signifikant differenziell exprimiert
(Student’s t-Test, p-Wert 0,05), die sich vier funktionellen Gruppen zuordnen lieflen (> 30
Proteine): 1) Metabolismus, 2) Genexpression, 3) Signaltransduktion und 4) Membranproteine
(Abb. 4.27). Mit Hilfe eines weiteren Filters (Proteine mindestens zweifach differenziell
exprimiert) konnten 107 Proteine detektiert werden (66 Proteine fiir MDCKapy und 41
Proteine fiir MDCKgys Zellen, Anhang A.4).

Fiir die vier funktionellen Gruppen (Abb. 4.27) wurden die signifikant regulierten Proteine
(Student’s t-Test, p-Wert 0,05) ndher betrachtet. Mit Hilfe einer Heatmap erfolgte die
iibersichtliche Darstellung der Expression metabolischer und an der Genexpression beteiligter
Proteine. (Abb. 4.28). MDCKgys Zellen zeigten fiir glykolytische Enzyme eine geminderte
Expression und fiir Enzyme des Citratzyklus und der Atmungskette eine gesteigerte Expression

im Vergleich zur MDCKapy Zelllinie. Im Bezug auf die Genexpression wurde eine gesteigerte
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I Genexpression

[ | Signaltransduktion
[ |Membranproteine
[ |zellulare Struktur
I Multifunktionale Enzyme
I Nukieus

I Redoxstatus

[ Proteasomen

Il Proteintransport

[ ] Gluthathionsynthese

I Proteolyse
| | sterolbiosynthese

n =287

Abb. 4.27.: Funktionelle Klassifizierung der differenziell exprimierten Proteine nach

LF-Quantifizierung. Die Klassifizierung wurde anhand der biologischen Prozesse und im Fall

der Membranproteine anhand des zelluliren Kompartiments vorgenommen, die in der UniProt

KB fiir humane homologe Proteine (Consortium 2014) hinterlegt sind.

Expression ribosomaler Proteine fiir MDCKgus Zellen detektiert. Insgesamt 35 Proteine

konnten der Signaltransduktion zugeordnet werden (Abb. 4.27, Tab. 4.6). Drei Proteine mit

gesteigerter Expression fiir MDCKgyg Zellen konnten apoptotischen Signalen zugeordnet

werden. In den MDCKapy Zellen war der iiberwiegende Anteil an Zellzyklusproteinen und

Signalwegproteinen stérker exprimiert. Unter anderen wurden drei Proteine des Ras-Signalwegs

detektiert.

Die LF-Quantifizierung detektierte 33 Membranproteine und zeigte fiir 25 eine gesteigerte

Expression fiir MDCKapy Zellen (Abb. 4.7). Dazu gehorten drei Integrinvarianten, Galectin-1,

Galecin-3 und das L1-Adhésionsprotein. MDCKgys Zellen zeigten hingegen eine gesteigerte

Expression fiir drei Anx Varianten und Thrombospondin-1.
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A) Metabolismus

MDCKaon MDCKsus

B) Genexpression

MDCKaon MDCKsus

Kohlenstoffwechsel

| | L-lactate DH A chain

|| 6-phosphofructokinase
Fructose-bisphosphate aldolase A
Glyceraldehyde-3-phosphate DH
Hexokinase-2
Phosphoglycerate kinase
Pvruvate kinase
Fumarate hydratase
Isocitrate DH [NADP]
Pyruvate DH (lipoamide) beta
Succinate DH [ubiquinone] flavoprotein SU
Succinyl-CoA:3-ketoacid CoA transferase 1
NADP-dependent malic enzyme; Malic enzyme
Pyruvate carboxylase
Pirin

Atmungskette

ATP synthase, H+ transporting, FO complex, SU B1
ATP synthase-coupling factor 6

ATPase family, AAA domain containing 3A
Cytochrome b-c1 complex SU 1

Cytochrome c-1

Electron-transfer-flavoprotein

NADH DH (ubiquinone) flavoprotein 2, 24kDa
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex core 2
Glycerol-3-phosphate DH 2

NADH-cytochrome b5 reductase 3

Aminoséure Metabolismus
3-hydroxyisobutyrate DH
Adenosylhomocysteinase
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate DH
Methylmalonate-semialdehyde DH
Cystathionase (cystathionine gamma-lyase)

Lipidmetabolismus

Acetyl-CoA synthetase 2

Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

Emerin

Fatty acid synthase

Flap endonuclease 1

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic

Acid ceramidase

Acyl-CoA thioesterase 9

I Copine Ill
Golgi membrane protein 1
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4
Oxysterol binding protein 3

Andere

Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 1
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
Glucosidase 2 SU beta

Glutaminase kidney isoform

Purine nucleoside phosphorylase

I.'

Transkription

Cofactor of BRCA1

GATA zinc finger domain containing 2B
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
High mobility group protein B3

High-mobility group box 2

Pre-mRNA-processing factor 19
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like
Polymerase | and transcript release factor

Splicing

Myosin-14

U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 1
Splicing factor 1

Splicing factor 3A SU 3

Transformer 2 beta

Transportin 3

Translation

Cytochrome P450, family 1 B, polypeptide 1
Echinoderm microtubule-associated protein-like 4
Putative eukaryotic translation initiation factor 3
Ribonuclease UK114

Signal recognition particle subunit SRP68
Tyrosyl-tRNA synthetase

Eukaryotic translation initiation factor 3 SU A
Eukaryotic translation initiation factor 3, SU B
Eukaryotic translation initiation factor 3, SU G
Eukaryotic translation initiation factor 4B
Lysine--tRNA ligase

Seryl-tRNA synthetase

Ribosomale Proteine

608 ribosomal protein L5

60S ribosomal protein L7
Ribosomal protein 17-like
Ribosomal protein L15
Ribosomal protein L18
Ribosomal protein L8
Ribosomal protein S3A
Ribosomal protein S24 isoform 3

BCL2-associated transcription factor 1

H2A histone family, member Y

NOP56 ribonucleoprotein homolog
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1

tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase
Protein arginine methyltransferase 5

RNA (guanine-7-) methyltransferase

Elongation factor 1-beta

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1
RNA-binding protein FUS

Tankyrase 1 binding protein 1, 182kDa

Abb. 4.28.: Differenziell exprimierte Proteine im Stoffwechsel und der Genexpression
fiir den Vergleich von MDCK apyg und MDCKgys Zellen. . Hohe Proteinexpression, D
schwache Proteinexpression (1,96 > Z(z;) <-1,57, Abschnitt 3.4.6). Die Expression wurde mit der
LF-Methode detektiert und auf Signifikanz gepriift (Student’s t-Test, p-Wert < 0,05, Abschnitt
3.4.6). Die Proteinidentifizierung erfolgte mit ESI-Q/Orbitrap-MS (Abschnitt 3.4.4). ATP — Ade-
nosintriphosphat, NADH — Nicotinamidadenindinukleotid, DH — Dehydrogenase, CoA — Coen-
zym A, SU — Untereinheit, BRCA — Breast Cancer 1 Protein, GATA — Promotorregion, mRNA —

messanger Ribonukeinsdure, snRNA — small nuclear Ribonukleinsdure, BCL2 — B-Zelllymphoma

2 Protein.
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Tab. 4.6.: Differenziell exprimierte Proteine der Signaltransduktion fiir den Vergleich
von MDCK Apg und MDCKgys Zellen.

Rrpr(x;)'  Identifizierte Proteine? Eintrag®  Peptide?
Apoptose
1,44 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1 E2RPZ9 6 (3)
1,47 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 ~ E2RKJ1 12 (11)
3,17 Peptidyl-tRNA hydrolase 2 QIGL24 9 (7)
Zellzyklus
0,19 Dihydropyrimidinase-related protein 3 F1Q3Y2 14 (7)
0,46 Dihydropyrimidinase-related protein 2 F1P9U4 19 (16)
0,48 CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 ~ E2QZ50 16 (16)
0,52 Microtubule-associated protein RP/EB E2QYH4 10 (7)
family member 1
0,53 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M E2RGJ9 8 (6)
0,58 PDS5, regulator of cohesion maintenance E2R7R4 10 (9)
0,59 DNA replication licensing factor MCM4 E2QSM6 7 (5)
0,60 Prostaglandin E synthase 3 JINT37 4 (4)
0,62 Non-SMC condensin I complex E2RHZ0 12 (8)
0,63 Condensin complex subunit 2 F1Q313 4 (4)
0,63 Microtubule-associated protein 4 FIPCX8 32 (23)
0,66 Minichromosome maintenance complex E2RF73 10 (9)
component 3
0,67 Microtubule-actin cross-linking factor 1 F1Q1P4 19 (14)
0,68 Nucleosome assembly protein 1-like 1 FIPRE1 7 (6)
0,68 Mitotic interactor and substrate of PLK1 JONX80 12 (11)
0,70 Cysteine-rich protein 2 F1PP40 4 (4)
1,50 SEC14-like protein 2 E2RN29 8 (7)
1,61 Presequence protease F1PQU2 8 (6)
1,74 Emerin DOVWQ5 6 (4)
1,95 platelet-activating factor acetylhydrolase E2QY31 8 (4)
2,03 Cell growth-regulating nucleolar protein E2RHX1 5 (5)
2,17 Sister chromatid cohesion protein PDS5 F1Q0Z0 3 (3)
homolog B
Andere Signalwege
0,43 A-kinase anchor protein 12 FIPGL8 40 (34)
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0,54 DnaJ homolog subfamily C member 2 E2RS54 5 (5)
0,56 Ras-related protein Rab-21 FIPGI1 6 (4)
0,58 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  F1PJ65 36 (33)
0,59 Ras-related protein Rab-10 F274P9 6 (4)
0,63 Protein LSM14 homolog A F1PSJ7 4 (4)
0,65 Protein S100-A10 JONYC2 5 (3)
1,47 14-3-3 protein ~y JONRH5 7 (3)
1,61 Solute carrier family 9, member 3 regulator 1 E2RGF3 15 (13)
2,28 Adapter molecule Crk E2QWD3 6 (6)

1 — Verhéltnis zwischen der Kontrolle (MDCKapg) und der Probe (MDCKgys, Abschnitt 3.4.6); 2 — UniProt
KB Eintrége als Ergebnis des Blast homologer humaner Proteine im Anschluss an die Spektrensuche nach
ESI-Q/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Abschnitt 3.4.4); 3 — UniProt KB Eintréige im Anschluss an die
Spektrensuche nach ESI-Qq/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Canis familiaris); 4 — Angegeben sind die
identifizierten Peptide und in Klammern die Peptidanzahl, welche fiir die LF-Quantifizierung verwendet
wurde; LF — labelfree, tRNA — transfer Ribonukleinséuren, RP/EB — proteinbindene Proteinfamilie, PDS —
PolySUMO-abhéngige Separation, MCM — Minichromosomale Instandhaltung, SMC — strukturelle
Instandhaltung der Chromosomen, PLK — Serine/Threonin-Proteinkinase, SEC14 — sekretorisches Protein,
GTP — Guanosintriphosphat, IQGAP — Ras GTPase-aktivierendes Protein, LSM14 — RNA-bindendes Protein.

Tab. 4.7.:

Differenziell exprimierte Membranproteine fiir den Vergleich von

MDCKapa und MDCKgys Zellen. Dargestellt ist die gesteigerte Proteinexpression Ry p(x;)
fiir MDCKappu Zellen mit Bezug auf MDCKgys Zellen als Kontrolle und fiir MDCKgys Zellen
mit Bezug auf MDCKpy Zellen als Kontrolle (Abschnitt 3.4.6).

Rpp(x;)t

Identifizierte Proteine?

Eintrag®

Peptide*

Erhohte Expression fiir MDCKpy Zellen (Verhiltnis: MDCK zpg zu MDCKgys)?

10,57
8,40
4,52
3,15
2,85
2,70
2,49
2,37
2,35
2,34
2,28

Galectin-1

Secreted phosphoprotein 1
Ephrin type-A receptor 1
Protein AHNAK?2

Utrophin

Moesin

Integrin a-6

Syndecan-4

Epididymis luminal protein 57
Desmoglein-2

Agrin

E2RJL1
E2R161
E2R6AG6
JONZV9
JOP1H1
E2R7F1
E2RLSS
JONZ79
E2RKJ6
F1PGX1
F1Q276

4(4)
11 (6)
4 (4)
15 (13)
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2,13 Myoferlin F1PZD5 20 (15)
2,13 Integrin §-4A JONXR3 10 (9)
2,06 L1 cell adhesion molecule E2R2V5 12 (8)
1,95 Caveolin-1 P33724 3 (3)
1,91 Galectin-3 E5Q8W5 10 (9)
1,77 Serpin peptidase inhibitor C7C419 16 (12)
1,72 Plakoglobin Q6VAH9 7 (5)
1,64 Syntenin-1 FIPKRO 13 (13)
1,59 Annexin A8 E2R0S6 9 (6)
1,56 Integrin (-3 F1PPG5 7 (7)
1,55 Cadherin-1 F1PAA4 4 (3)
1,50 Neuroblast differentiation-associated ~ J9P969 137 (107)

protein AHNAK
1,49 Actinin, a 1 E2QY07 29 (13)
1,49 Serpin B6 E2RGP2 8 (7)
Erhohte Expression fiir MDCKgyg Zellen (Verhiltnis: MDCK ypg zu MDCKgys)?
0,70 Carnitine O-palmitoyltransferase 1 F1PM56 9 (7)
0,70 Myosin VI E2QURS 22 (19)
0,68 AT-rich interactive domain-containing E2RSH9 5 (5)

protein 1A
0,63 Annexin A5 E2RQ14 7 (6)
0,59 Stomatin B6F250 7 (5)
0,46 Annexin Al F1PTI7 6 (6)
0,39 Thrombospondin-1 F1PBI6 13 (11)
0,32 Annexin A13 JopP497 11 (8)

1 — Verhéltnis zwischen der Kontrolle (MDCKapg) und der Probe (MDCKguys, Abschnitt 3.4.6); 2 — UniProt
KB Eintrége als Ergebnis des Blast homologer humaner Proteine im Anschluss an die Spektrensuche nach
ESI-Q/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Abschnitt 3.4.4); 3 — UniProt KB Eintriige im Anschluss an die
Spektrensuche nach ESI-Qq/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Canis familiaris); 4 — Angegeben sind die
identifizierten Peptide und in Klammern die Peptidanzahl, welche fiir die LF-Quantifizierung verwendet
wurde; AHNAK — Neuroblast-Differenzierung assoziiertes Protein, AT — Adenin Thymin, LF - label free.
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4.5. Medienbedingte Proteomverinderungen wihrend

der Virusinfektionsphase

Es wurde eine Prozessverbesserung erreicht indem eine Vero Zelllinie fiir die Tollwutvirusin-
fektion von klassischem Medium (SCM/SFM) an ein Medium frei von tierischen Produkten
(IPT-AFM) adaptiert wurde (Abschnitt 3.2.6). Die Verdnderung des Kultivierungsmediums
fiir den Produktionsprozess von Tollwutviren kann eine verédnderte Proteinexpression in der
Wirtszelllinie auslosen. Diese Anderung sind in diesem Kapitel beschrieben. Es wurden die
Proteome der scheininfizierten Kulturen in den zwei Medien zu den Zeitpunkten 1, 3, 5 und 8
d p.i. miteinander verglichen.

Bei dem Kultivierungsvergleich der Vero Zelllinien konnten 300 Spots mit differenzieller
Proteinexpression detektiert werden (Abschnitt 3.4.6). Davon wurden 149 Spots mit Hilfe
des praparativen Gels identifiziert (50% erfolgreich identifiziert, 46 Proteine, Gelkarte: Vero
Tollwutinfektion, Tab. 4.1). Um den Effekt des Medienwechsels bei den SCM/SFM-Kulturen
und des fehlenden Medienwechsels der IPT-AFM-Kulturen auf das zellulire Proteom fiir
die Detektion differenziell exprimierter Spots zu mindern, wurden die Ergebnisse der vier
Zeitpunkte fiir jedes Medium gemeinsam betrachtet. Nur die Proteinspots, die in allen
Zeitpunkten signifikant differenziell exprimiert waren, wurden weiter betrachtet.

Fiir Verogom/srm Zellen zeigten 29 Proteine und fiir Veroproapm Zellen 17 Proteine eine
gesteigerte Expression (Tab. 4.8). Diese differenziell exprimierten Proteine konnten ver-
schiedenen funktionellen Gruppen zugeordnet werden, darunter: Struktur (Cytoskelett,
Membran), zelluldre Stressantwort, Metabolismus, Prozessierung genetischer Informationen,
Proteinfaltung und -abbau (Tab. 4.8). Die Proteine wurden nach ihrer Zugehorigkeit zu
zelluldren Kompartimenten in einer schematischen Zelldarstellung abgebildet (basierend auf
Eintragungen der UniProt KB, Abb. 4.29).

Proteine des Cytoskeletts reprisentierten auf der Gelkarte die grofite Spotanzahl (Gelkarte:
Vero Tollwutinfektion, Tab. 4.1). Jedoch konnte eine signifikant differenzielle Expression
zwischen beiden Vero Zelllinien nur fiir vier Proteine detektiert werden. Die Verogcm/srm
Zellen zeigten eine gesteigerte Expression fiir Actin a. Das Proteom der Veropr.apm Zellen
resultierte in einem hoheren Anteil an Major-Vault Protein (MVP) und jeweils einer Proteini-
soform von Actin sowie Keratin. Verschiedene membranassoziierte Proteine zeigten ebenfalls
eine differenzielle Expression. Vinculin und das apikal lokalisierte Ezr sind dafiir bekannt,
die Verkniipfen des Cytoskeletts mit der Plasmamembran zu unterstiitzen (Critchley 2000,
Fehon et al. 2010) und zeigten fiir Veropr apm Zellen eine gesteigerte Expession. Andererseits

waren fiir Verogom/srv Zellen Proteine der Anx Proteinfamilie, Anx Al, A2 und A3, vermehrt
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exprimiert. Diese sind unter anderem fiir die Verkniipfung zwischen Membran und Cytoskelett
verantwortlich (Burgoyne and Geisow 1989). Weiterhin wurden fiir die leichte Kette von
Clathrin und das Protein Galectin-3 fiir Veroscm/sem Zellen gesteigerte Spotintensitéten
detektiert.

Detektierte Proteine, die der zelluldren Stressantwort oder dem Redoxstatus zugeord-
net wurden, zeigten eine stérkere Expression fiir Verogen/spm Zellen. Darunter zéhlten
Hitzeschockproteine (HSP) verschiedenen Molekulargewichts, die als Chaperone fiir die
Stabilisierung der Faltung bestimmter Proteine zustdndig sind. Weiterhin z&hlten die
Gluthathion-S-Transferase (GST) und eine Peroxidreduktase (POR) zu dieser funktionellen
Klassifizierung. Zusétzlich lie sich fiir die SCM/SFM-Kulturen ein verstéirktes Vorkommen
von Proteinen mit Proteaseaktivitdt erkennen, wie z. B. Calpain und verschiedene Protease
Untereinheiten. Im Gegensatz dazu wurden ER-gekoppelte Proteine fiir Veropr.apy Zellen
detektiert.

Metabolische Proteine der Glykolyse, wie z. B. die Pyruvatkinase Isomerase M1/M2 (PKI)
und die Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase (FBP Aldolase), wurden stéirker wéihrend der Kul-
tivierung in SCM/SFM exprimiert. Des Weiteren zeigten ribosomale Proteine und Prohibitin
fir Verogcm/sem Zellen und das HNRNP Al sowie das Ruv-B-like Protein fiir Veropr.arm

Zellen eine zunehmende Expression.
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1,32 SCM/SFM  Glutathione S transferase P (GSTP) F_3181
1,14 SCM/SFM  Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial (Prx) F_3564
Stressantwort
11,08 SCM/SFM Heat-shock 70-kDa protein (HSP70) F_3132, F_3456
5,27 SCM/SFM  Heat shock protein 90kDa (HSP90) F_3561
4,84 SCM/SFM 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSP60) F_3427, F_3431,
F_3471
2,61 SCM/SFM Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial (HSP75) F_3483, F_3531
2,35 SCM/SFM  Heat shock protein -1 (HSB1) F_3565
2,32 SCM/SFM  Stress-70 protein, mitochondrial (HSP70) F_3466, F_3468,
F_3476

Zellulare Struktur

2,49 SCM/SFM  Actin, « cardiac muscle F_3548
-0,51 IPT-AFM  major vault protein (MVP) F_3061
-0,51 IPT-AFM  Actin-related protein 3 (Actin RP) F_3566
-2,32 IPT-AFM  Keratin, type II cytoskeleton 8 F_3110

1 — Logarithmische Transformation zur Basis 2 des Verhiltnis zwischen Inorm () der Kontrolle (Verogem/spm) und Inorm () der Probe (Verorpr-arm,
Abschnitt 3.4.6); 2 — Kultivierungsbedingung mit gesteigerter Expression; 3 — NCBInr Datenbankeintrige nach MALDI-TOF /TOF-MS Peptidanalytik
und Spektrensuche (Abschnitt 3.4.4, Gelkarte: Vero Tollwutinfektion, Tab. 4.1).
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Abb. 4.29.: Veridnderte zellulire Proteinexpression von scheininfizierten Vero Zellen
wihrend der Kultivierung in SCM/SFM und IPT-AFM. A) Kultivierung in SCM/SFM,
B) Kultivierung in IPT-AFM (Abschnitt 3.2.6). Die Untersuchung der scheininfizierten Proben
erfolgte im Infektionszeitraum von 1, 3, 5 und 8 d p.i. (Abschnitt 3.2.6). Es wurden nach 2-D
DIGE Analytik Proteine mit signifikant verdndertem Z(z;) (Student’s t-Test, p-Wert < 0,005)
beriicksichtigt. Aufgefiihrt sind die zelluldren Zuordnungen der identifizierten Proteine (mit Hilfe
der UniProt KB). Die identifizierten Proteine zeigten eine stérkere Spotintensitéit iiber den Pro-
duktionszeitraum im entsprechenden Kultivierungsmedium. Die Abkiirzungen sind in Tabelle 4.8

erldutert.
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4.6. Einfluss der Zelladaption auf die virusinduzierte

Proteinexpression

Die MDCK und Vero Zelllinien zeigten vor und nach Adaption vergleichbares Zellwachstum
und vergleichbare Virustiter (Abschnitt 4.2). Nachdem die Verdnderungen der Proteinexpres-
sion nach den Zelladaptionen untersucht wurden, galt es den Einfluss der Zelladaption auf die
virusinduzierte Proteinexpression zu analysieren. In diesem Kapitel werden fiir die MDCK und
Vero Zelllinien vor und nach Adaption die Proteomantworten auf die virale Infektion beschrie-

ben.

4.6.1. Vergleich der virusinduzierten Zellantwort einer adhérenten

MDCK Zelllinie mit ihrer verwandten Suspensionszelllinie

Antiviraler Zustand der Zelllinien

Die Proteomstudien von Vester et al. (2009, 2010) zeigten fiir die MDCKapy Zelllinie die
Aktivierung INF-induzierter Signalwege nach Virusinfektion mit Influenza A/PR/8/34 HIN1
(Stdmme des RKI und des National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC)).
Im speziellen Fall, dass kein Trypsin zur TOI zugegeben wurde, wird der antivirale Zustand
durch INF Ausschiittung verstarkt (Seitz et al. 2012). Das Transkriptionslevel eines bekannten
Markerproteins fiir INF Induktion, bekannt als Myxovirus-Resistenzprotein (Mx1), diente als
initialer Vergleich der infizierten Zelllinien MCDKapy und MDCKgys (Abb. 4.30). Mit Hilfe
einer RT-qPCR (Abschnitt 3.4.7) wurde die Expression des Mx1-Proteins im Vergleich der
Schein- zur Virusinfektion quantifiziert. Die Probenahme erfolgte 12 h p.i., wie in fritheren
Studien von Seitz et al. (2010), um die maximale Mx1-Expression von MDCKapy Zellen zu
detektieren. Im Vergleich des Expressionslevels der Schein- und der Virusinfektion konnte fiir
MDCKapn Zellen eine 25-fache Zunahme detektiert werden (Abb. 4.30). Seitz et al. (2010)
berichtete bei hoher MOI ohne Trypsinzugabe eine 5-fache Zunahme nach Virusinfektion.
Infizierte MDCKgyg Zellen resultierten in einer 6-fachen Steigerung des mRNA-Levels fiir Mx1
(Abb. 4.30). Der Unterschied beider Zelllinien ist nicht signifikant (gepaarter Student’s t-Test,
p-Wert < 0,05) aber eine Trend fiir eine reduzierte Mx1-Expression von infizierten MDCKgyg

Zellen lief} sich erkennen.
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Abb. 4.30.: Relative Induktion von Mx1 wihrend der Influenzavirusinfektion zum
Zeitpunkt 12 h p.i. fiir MDCK Zelllinien analysiert mit RT-pPCR. Die Virusinfek-
tion wurde im Spinnerpa bei MOI 6, ohne Trypsin-Zugabe, nach Mediumswechsel mit Influ-
enza A/PR/8/34 (RKI) durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.5). Dargestellt ist der Mittelwert der Mx1-
Expression bezogen auf die scheininfizierte Zellkulturprobe und die Standardabweichung der drei

Kultivierungen (Abschnitt 3.4.7).

Allgemeine Veridnderungen des Proteoms

Die virusinduzierte Zellantwort wurde auf der Ebene des Proteoms mit Hilfe der 2-D DIGE
Technologie analysiert (Abschnitt 3.4.6). Jeweils 800 (MDCKapn Zellen) und 1000 Protein-
spots (MDCKgys Zellen) wurden fiir die Consensus Spotmuster der Zeitpunkte 0, 8 und 32
h p.i. in der Software Delta2D detektiert (Abschnitt 3.4.6). Zum Zeitpunkt TOI wurde ein
2-D DIGE Ansatz als Negativkontrolle fiir differenzielle Expression fiir beide Zelllinien durch-
gefiihrt. Mit dem gewihlten statistischen Signifikanzlevel (Student’s t-Test, p-Wert < 0,05, >
1,3-fache differenzielle Expression) konnte fiir die Negativkontrolle (TOI) keine differenzielle
Expression zwischen den scheininfizierten und virusinfizierten Kulturen detektiert werden. Mit
dem préparativen Gel konnten 75% der Spots mit differenziell exprimierten Proteinen identifi-
zierte werden (240 Spots, 104 Proteine, Gelkarten fiir Influenzainfektion, Tab. 4.1).

Friihe Phase der virusinduzierten Zellantwort

Die Proteomanalyse einer frithen Infektionsphase wurde 8 h p.i. durchgefiihrt. Der Zeitpunkt
wurde auf der Grundlage des Zeitpunktes der maximalen viralen mRNA Expression zwischen 4
und 6 h p.i. (Abschnitt 4.2.1) und in Anlehnung an die Proteomstudien von Vester et al. (2009,
2010). Diese infizierten die MDCKpg Zelllinie mit Influenza A/PR/8/34 HIN1 (Stdmme des



118 Ergebnisse

RKI und des NIBSC). Sie konnten 4 h p.i. keine signifikante Proteinexpression mittels 2-D
DIGE detektieren, 8 h p.i. zeigten fiinf Proteinspots (Infektion mit dem Stamm von RKI) und
20 Proteinspots (Infektion mit dem Stamm von NIBSC) eine differenzielle Expression.

Die 2-D DIGE Analyse detektierte sechs und acht Proteinspots mit gesteigerter Spotintensitét
fiir die infizierten Zellen MDCKapyg und MDCKgys im Vergleich zur scheininfizierten Kon-
trollprobe. Die Spots konnten nach massenspektrometrischer Proteinidentifizierung viralen
Proteinen, wie dem nicht-strukturelle Protein 1 (NS1) und NP (Abb. 4.31), zugeordnet werden.
Ein Spot resultierte in zwei signifikanten Proteinidentifizierungen fiir NS1 und Peroxiredoxin-6
(MDCKgys). Fiir das zweite Protein konnte durch die Uberlagerung mit einem viralen Protein
keine Aussage iiber dessen Expression getroffen werden. Ein zelluldres Protein (Ezr) wurde

mit einer 3-fach stirkeren Spotintensitét in virusinfizierter MDCKgyg Zellen detektiert.

Spite Phase der virusinduzierten Zellantwort

Die Proteomanalyse der spidten Phase der virusinduzierten Zellantwort wurde 32 h p.i.
durchgefiihrt. Der Zeitpunkt wurde fiir beide Zelllinien gewéahlt, da fiir MDCKapy Zellen eine
Abnahme der adhirenten Zellen um 30% und fiir MDCKgyg Zellen eine Abnahme der Vitalitit
um 30% gemessen wurde. Beide Zelllinien zeigten zu diesem Zeitpunkt einen signifikanten
Anteil an virusinduziert-apoptotischen Zellen bestimmt mit Hilfe eines Assay fiir den spéten
Apoptosemarker DNA-Fragmentierung (TUNEL-Assay, Daten nicht gezeigt, Abschnitt 3.4.7).
Im Vergleich der schein- und der virusinfizierten Zellen wurden fiir MDCKapy 72 und fiir
MDCKgys 154 Proteinspots mit differenzieller Expression detektiert. Davon zeigten 13 Spots
fiir MDCKpg und 65 Spots fiir MDCKgys Zellen eine zunehmende Intensitét nach Virusin-
fektion. Die zugehorigen Proteinidentifizierungen konnten strukturellen Proteinen (Keratin,
Aktin, Profilin), viralen Proteinen (NS1, Matrixprotein 1, Polymeraseprotein (sauer), NP) und
Stressproteinen (HSP 70, 71, 105 und -1, Tab. 4.9, 4.10) zugeordnet werden.

Der groflere Teil der detektierten Proteinspots zeigte nach Virusinfektion eine abnehmende
Intensitdt im Bezug zur scheininfizierten Kontrollprobe. Es handelte sich um 59 Spots (28
identifizierte Proteine) fiir MDCKpy und 89 Spots (41 identifizierte Proteine) fiir MDCKguyg
Zellen. Die identifizierten Proteine mit abnehmender Expression wurden funktionellen Klassen
zugeordnet (Abb. 4.32). Uber die meisten funktionellen Gruppen, wie Proteine des Cy-
toskeletts, der Membran, des Metabolismus und der zelluldren Stressantwort, zeigten beide
Zelllinien eine dhnliche Anzahl an Proteinen. Der grofite Unterschied war fiir die funktionelle
Gruppe “Prozessierung genetischer Information® zu erkennen (Abb. 4.32), die fir MDCKpy
Zellen zwei Proteine und fiir MDCKgyg Zellen zehn Proteine beinhaltete. Die identifizierten

Proteine dieser Gruppe représentierten iiberwiegend verschiedene Proteinspezies der HNRNPs,
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Abb. 4.31.: Differenziell exprimierte Proteinspots fiir den Vergleich der Schein- mit
der Virusinfektion zum Zeitpunkt 8 h p.i. fiir MDCK Zellen. Die Virusinfektion wurde
im Spinnerpa, bei MOI 6, ohne Trypsin-Zugabe, nach Mediumswechsel mit Influenza A /PR/8/34
(RKI) fiir jede Zelllinie in drei Replikaten durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.5). Die Spotintensitéten fiir
die Virusinfektion im Vergleich zur Scheininfektion waren signifikant erh6ht (Student’s t-Test, p-
Wert < 0,05). Die Proteinidentifizierung (Proteinname, Spotnummer in Klammern, Peptidanzahl)
wurde sowohl fiir die MDCK zpg als auch fiir die MDCKgyg Zellproteome durchgefiihrt (Gelkarten
Tab. 4.1). Die Bilder wurden fiir je ein Gel repréisentativ aus der Software Delta2D exportiert.
1 — NCBInr Datenbankeintriige nach MALDI-TOF/TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche
(Abschnitt 3.4.4); NS1 - Nicht-strukturelles Protein 1, NP - Nukleoprotein, pt - Peptide.
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wie HNRNP K, U, M, A/B und H1. Fiir eine iibersichtliche Darstellung der differenziellen
Expression aller HNRNP Spezies wurden von beiden Zellen die Gelausschnitte im Vergleich

Schein- gegen Virusinfektion in einer Abbildung zusammengefasst (Abb. 4.33).

Tab. 4.9.: Proteine mit gesteigerter Expression 32 h p.i. fiir die influenzainfizierte
MDCKapy Zelllinie.

Identifizierte Proteine! R(z;)? Gelpots?
Keratin, type I cuticular Hal 1,7 249

NS1 — Influenza A > 2,3 113, 116, 117
Profilin-1 1,5 081
Protein S100-A11 1,6 042

1 — NCBInr Datenbankeintriige nach MALDI-TOF/TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt
3.4.4); 2 — Verhiltnis zwischen Inomm (2) der Kontrolle (Scheininfektion) und Inopm (2) der Probe
(Virusinfektion, Abschnitt 3.4.6); 3 — Bezug zu den Gelkarten der MDCK Influenzainfektion (Tab. 4.1); NS1 -
Nicht-strukturelles Protein 1.

Tab. 4.10.: Proteine mit gesteigerter Expression 32 h p.i. fiir die influenzainfizierte
MDCKSUS Zelllinie.

Identifizierte Proteine R(z;)? Gelspot?
14-3-3 protein [/« > 19 038, 040
78 kDa glucose-regulated protein >5 043
Actin, cytoplasmic 1 3,7 132
Calcyphosin 4,6 103
Cytosolic prostaglandin E synthase 2,2 105
Ezrin isoform 1 2,0 041
Heat shock 70 kDa protein 1 > 1,6 035, 070, 071
Heat shock cognate 71 kDa protein 1,4 226
HSP 105 kDa > 1.8 220, 147
HSP g-1 1,4 126
HNRNP K 3,7 118
Keratin, type I cytoskeletal 10 >14 026, 148
Keratin, type I cytoskeletal 18 > 2,6 004, 127, 198
Keratin, type I cytoskeletal 19 > 3,0 021, 025
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102, 022, 208
062
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014, 063, 119, 121, 150
066
078

032, 125, 156

099
101
005

036
116, 192

1 — NCBInr Datenbankeintriige nach MALDI-TOF/TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt
3.4.4); 2 — Verhéltnis zwischen Inorm (z) der Kontrolle (Scheininfektion) und Inorm (z) der Probe
(Virusinfektion, Abschnitt 3.4.6); 3 — Bezug zu den Gelkarten der MDCK Influenzainfektion (Tab. 4.1); HSP —
Hitzeschockprotein, HNRNP — heterogenes nukleéres Ribonukleoprotein, M1 — Matrixprotein 1, NS1 —
Nicht-strukturelles Protein 1, NP — Nukleoprotein, SU — Untereinheit.
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Abb. 4.32.: Funktionelle Klassifizierung differenziell exprimierter Proteine mit abneh-
mender Expression nach Influenzavirusinfektion zum Zeitpunkt 32 h p.i. fiir MDCK
Zelllinien . MDCK apy Zelllinie, | MDCKgysg Zelllinie. Die Virusinfektion wurde im Spinnerpa,,
bei MOI 6, ohne Trypsin-Zugabe, nach Mediumswechsel mit Influenza A /PR/8/34 (RKI) fiir jede
Zelllinie in drei Replikaten durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.5). Die Klassifizierung der Proteine er-
folgte anhand der in der UniProt KB dokumentierten zelluliren Kompartimente und biologischen
Prozesse. Die Proteine wiahrend der Virusinfektion zeigten im Vergleich zur Scheininfektion eine

signifikante Reduktion der Spotintensitéiten (Student’s t-Test, p-Wert < 0,05).
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Abb. 4.33.: Differenziell exprimierte Proteinspots der heterogenen nukleiren Ribo-
nukleoproteine im Vergleich der Schein- und Virusinfektion zum Zeitpunkt 32 h p.i.

fiir MDCK Zellen. Fortsetzung néchste Seite.
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Fortsetzung Abb. 4.33: 1 — NCBInr Datenbankeintrige nach MALDI-TOF /TOF-MS
Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt 3.4.4, Gelkarten der MDCK Influenzain-
fektion, Tab. 4.1); HNRNP - heterogenes nukledres Ribonukleoprotein, pt - Peptide. Die
Virusinfektion erfolgte im Spinnerp,, bei MOI 6, ohne Trypsin-Zugabe, nach Mediums-
wechsel mit Influenza A/PR/8/34 (RKI) fiir jede Zelllinie in drei Replikaten (Abschnitt
3.2.5). Die Spotintensititen fiir die Virusinfektion im Vergleich zur Scheininfektion wa-
ren signifikant verschieden (Student’s t-Test, p-Wert < 0,05). Die Proteinidentifizierung
(Proteinname, Spotnummer in Klammern, Peptidanzahl) wurde fiir die MDCKapy und
MDCKgys Zellproteome durchgefiihrt (Gelkarten Tab. 4.1). Die Bilder wurden fiir je ein

Gel reprasentativ aus der Software Delta2D exportiert.

Nachweislich war ein signifikanter Anteil der virusinfizierten Zellpopulationen beider
Zelllinien 32 h p.i. apoptotisch (20 4+ 10% MDCKapy Zellen und 35 4+ 14% MDCKgys Zellen,
Abschnitt 4.2.1, TUNEL-Assay Abschnitt 3.4.7). Auf der Ebene des Proteoms konnten
ebenfalls apoptotische Proteine detektiert werden. Darunter zdhlten die drei Membranproteine
Ezr, Radixin und Moesin, die gemeinsam den ERM-Komplex bilden. Weiterhin wurden das
GRP78 und Nucleolin detektiert, die fiir eine antiapoptotische Wirkungsweise in der Literatur
beschrieben sind und eine Zunahme der Expression fiir MDCKguyg zeigten. Infizierte MDCKgyg
Zellen zeigten zusétzlich eine abnehmende Expression fiir zwei proapoptotische Proteine
(programmierter Zelltod Protein 5, PDCD5 und programmierter Zelltod interagierendes
Protein 6, PDCDGIP). Die apoptotischen Proteine sind in Tabelle 4.11 mit den dazugehorigen

Literaturstellen zusammengefasst.



Tab. 4.11.: Apoptotische Proteine mit differenzieller Expression 32 h p.i. in influenzainfizierten MDCKapy und

MDCKgsys Zelllinien.

Protein Expression  Expression Wirkungsweise Literatur
MDCKapy MDCKgys

GRPT78 - zunehmend Bindung des proapoptotischen Fu et al. (2007)
Proteins bik-2 zur Degradation

Aconitase - abnehmend Zerstoérung der Mitochondrien Gardner et al. (1994)
verursacht abnehmende Enzymaktivitét

Ezr abnehmend zunehmend Mechanismus zur Zerstorung der Kondo et al. (1997)
Microvilli

Moesin - abnehmend Mechanismus zur Zerstorung der Kondo et al. (1997)
Microvilli

Nucleolin — zunehmend  Stabilisierung des antiapoptotischen Sengupta et al. (2004)
Proteins bcl-2

PDCD5 — abnehmend Proapoptotische Aktivitét Liu et al. (2004)

PDCD6IP - abnehmend Proapoptotische Aktivitat Chatellard-Causse et al. (2002)

Radixin abnehmend abnehmend Mechanismus zur Zerstorung der Kondo et al. (1997)

Microvilli

1 — 78 kDa Glucose-reguliertes Protein; 2 — B-cell lymphoma-2 Proteinfamilie; 3 — programmierter Zelltod Protein 5; 4 — programmierter Zelltod

interagierendes Protein 6, auch bekannt als ALIX - ALG-2-interagierendes Protein X.
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4.6.2. Einfluss der medienbedingten Zelllinienadaption auf die

virusinduzierte Zellantwort bei Vero Zellen

Die Vero Zellen, kultiviert in zwei Medien, dienten als Wirt und Produzent der Tollwutviren.
Dafiir ist eine Virus-Wirtszell-Interaktion notwendig, die mit Hilfe eines 2-D DIGE Ansatzes
analysiert wurde. Ein Proteomvergleich der virusinfizierten Kulturen mit den scheininfizierten
Kulturen nach 1, 3, 5 und 8 d p.i. ergab fiir beide Medien 269 differenziell exprimierte
Proteinspots fiir Verogcm/srm Zellen und 198 Spots fiir Verorprapm Zellen. Beide Medien
zeigten eine Schnittmenge von 90 Proteinspots. Davon konnten 47 Spots mit dem préparativen
Mastergel identifiziert werden. Innerhalb dieser identifizierten Spots konnten 16 Proteinspots
(9 Proteine) einem gleichen Expressionsprofil fiir beide Medienbedingungen zugeortnet werden.
Die restlichen 31 Spots (14 Proteine) zeigten verschiedene Expressionsprofile fiir die beiden
Bedingungen (Tab. 4.12, Anhang A.5).

Fiinf Proteinspots der virusinfizierten Proben zeigten eine mehr als fiinffache Zunahme der
Expression im Vergleich zu den scheininfizierten Proben. Es handelte sich um das virale
Nucleoprotein und das virale Phosphoprotein M1. Eine Abnahme der Spotintensitét fiir beide
Medienbedingungen des Proteoms virusinfizierter Zellen im Vergleich zu scheininfizierten
Zellen konnte fiir 11 Spots, welche 7 Wirtszellproteine reprisentierten, detektiert werden.
Bei den Wirtszellproteinen handelte es sich unter anderem um S100a6 und Reticulocalbin 1.
Beide Proteine sind dafiir bekannt, Kalziumionen (Ca’") zu binden (Ozawa and Muramatsu
1993, Schifer and Heizmann 1996) und in vielen zelluldren Regulationswegen eine Rolle zu
spielen. Weiterhin konnten zwei Proteine, 14-3-3 ¢ und Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase activation protein (YWHA), der 14-3-3 Proteinfamilie identifiziert werden.
Die Proteine dieser Familie sind in einer Vielzahl von Signaltransduktionswegen involviert
(Zhao et al. 2011). Proteine mit unterschiedlichen Expressionsprofilen fiir Verogcn/sem Zellen
und Verorpr.arm Zellen konnten dem Cytoskelett, dem Nukleus, der Stressantwort, der Mo-
difikation von Aminoséduren und der Prozessierung von genetischer Informationen zugeordnet
werden.

Bei separater Betrachtung der virusinduzierten Zellantwort in verschiedenen Medien konnten
deutliche Unterschiede in der Proteinexpression beider Zelllinien gesehen werden. Mit 269
differenziell exprimierten Spots konnte eine stirkere Reaktion fiir die Veroscm/spm Zellen als
fiir die Veroppr.apm Zellen mit 198 Spots festgestellt werden. Davon konnten 50% mit dem
priaparativen Mastergel identifiziert werden. Allerdings ergab eine funktionelle Betrachtung der
exprimierten Proteine wiahrend der Tollwutinfektion eine Ahnlichkeit beider Zelllinien (Abb.
4.34). Vor allem Proteine des Cytoskeletts, des Metabolismus und der zelluléren Stressantwort

waren wahrend des Produktionsprozesses differenziell exprimiert.
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Tab. 4.12.: Virusinduzierte Proteinexpression in Vero Zellen kultiviert im 2L-BR

nach Tollwutinfektion. Aufgefiihrt sind die identifizierten Proteine und ihre zelluldre Zuord-

nung. Die identifizierten Proteine zeigten fiir beide Kultivierungsmedien (SCM/SFM, IPT-AFM)

eine differenzielle Expression im Vergleich der scheininfizierten Kultur zur virusinfizierten Kultur
(Student’s t-Test, p-Wert < 0,005, Abschnitt 3.4.6). Die Proteinidentifizierung erfolgte mit Hil-
fe der Gelkarte (Gelkarte: Vero Tollwutinfektion, Tab. 4.1). Die Virusinfektion wurde bei einer
MOI von 0,1 durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.6). Die Expression der Proteinspots ist im Anhang A.5

dargestellt.

Klassifizierung! Identifizierte Proteine? Gelspot Abkiirzung?

Expressionsprofil - gesteigerte Expression

Virus- Nucleoprotein F_ 3511, F.3513 NP

proteine Phosphoprotein M1 F_3009, F_3010, PP

F_3012

Expressionsprofil - geminderte Expression

Zellulére Annexin A5 F_3008, F_.3359 Anx A5

Struktur

Metabolismus Serum paraoxonase,/ arylesterase F_3446 Serum P/A
2-like isoform 1

Multifunktionelle Enolase 1 F_3308 Eno 1

Enzyme

Regulation Reticulocalbin-1 F_3016 RC-1
S100a6 F_3028 S100a6

Signal- 14-3-3 ¢ Protein F_3025 14-3-3

transduktion Tyrosine 3-monooxygenase/ F_3023 YWHA
tryptophan 5-monooxygenase
activation protein

Expressionsprofil - verschieden

Zelluldre Ezrin F_ 3107, F.3544 Ezr

Struktur Keratin, type II cytoskeleton 8 F_3110 Ker 8
Keratin, type I cytoskeleton 10 F_3483 Ker 10
Lamin A/C F 3364, F 3549 Lam A/C
Vimentin F_ 3003, F_3004, Vim

F_3014, F_3015
Prozessierung 408 ribosomal protein SA F_3289 40S RP
genetischern Pre-mRNA-splicing factor SPF27 F_3562 SPF27
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Informatione
Protein-
modifizierung

Stressantwort

Prohibitin
Adenosylhomocysteinase
Neutral a-glucosidase AB
60 kDa heat shock protein
Heat shock protein 90kDa
Heat-shock 70-kDa protein 5

T-complex protein 1

F_3349
F_3560

F_3071

F_3005

F_3561

F_3035

F_3499, F_3501,
F 3432

PH

AHC
Gluc AB
HSP60
HSP90
HSP70
TC

1 — Klassifizierung wurde mit Hilfe der UniProt KB durchgefiihrt; 2 — NCBInr Datenbankeintrige nach
MALDI-TOF/TOF-MS Peptidanalytik und Spektrensuche (Abschnitt 3.4.4, Gelkarte: Vero Tollwutinfektion,
Tab. 4.1); 3 — Bezug zum Anhang A.5.
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Endozytose

Zelladhdsion
Proteinfaltung
Zellentwicklung
Zellspeicher

Nukleus

Exozytose

Medium

Membran
Antigenprozessierung
Virusprotein

Regulation
Signaltransduktion
Multifunktionale Enzyme
Proteinmodifikation
Keine Zuordnung
Proteasom

Prozessierung genetischer Information
Metabolismus
Stressantwort

Zellulédre Struktur

0 2 4 6 8 10 12 14

Anzahl identifizierter Proteine

Abb. 4.34.: Funktionelle Klassifizierung der signifikant differenziell exprimierten Pro-
teine wihrend der Tollwutinfektion von Vero Zellen im 2L-BR. . Veropt.ArM, .
Verogcn/seu Zelllinie. Die Virusinfektion wurde bei MOI 0,1 durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.6). Auf-
gefiihrt sind die identifizierten Proteine, die fiir die Kultivierungsmedien (SCM/SFM, IPT-AFM)
eine differenzielle Expression im Vergleich der scheininfizierten Kultur zur virusinfizierten Kultur
zeigten (Student’s t-Test, p-Wert < 0,005, Abschnitt 3.4.6). Die Klassifizierung der Proteine er-
folgte anhand der in der UniProt KB dokumentierten zellularen Kompartimente und biologischen

Prozesse.
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5. Diskussion

Die Zelladaption adhérenter tierischer Zelllinien an Suspensionswachstum und optimiertes
Medium stellt fiir die Zellkulturtechnik eine Herausforderung dar. Bislang ist detailliertes
Wissen iiber die komplexen zellularen Mechanismen und deren Zusammenspiel wéahrend
der Zelladaption nur begrenzt verfiighar. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Zelllinien,
MDCKapy und Veroscwm/sem, betrachtet und vier Fragestellungen auf Proteomebene im

Kontext der zellbasierten Impfstoffproduktion untersucht:

1. Welche Proteinexpressionen werden durch eine Adaption an Suspensionswachstum in
CDM induziert? (Abschnitt 5.3)

2. Wie unterscheiden sich die Zelllinien vor und nach Adaption an Suspensionswachstum in

CDM in ihrer Proteinexpression? (Abschnitt 5.4)

3. Wie unterscheiden sich die Zelllinien vor und nach Adaption an optimiertes Medium in

ihrer Proteinexpression wihrend der Virusreplikationsphase? (Abschnitt 5.5)

4. Wie verédndert sich die virusinduzierte Zellantwort durch eine Zelladaption? (Abschnitt
5.6)

Dazu wurden zunéchst die verwendeten Methoden der Proteinanalytik (Abschnitt 5.1) und die

Zelllinien vor und nach Zelladaption (Abschnitt 5.2) néher untersucht.

5.1. Qualitit der optimierten Methoden der zellulidren

Proteomanalytik

5.1.1. Zellaufschluss fiir die Proteinextraktion

Fiir die Proteinidentifizierung und -quantifizierung ist die Probenvorbereitung entscheidend.
Dafiir wurden drei Parameter fiir MDCKypy und MDCKgys Zellen verglichen. Dies erfolg-
te mit der Betrachtung des Einflusses des Waschschrittes, der lytische Effizienz verschiedener

Puffer und des mechanischen Aufschlusses anhand der Proteinkonzentration der Losung nach
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der Extraktion. Das Ziel der Untersuchung war es, eine geeignete Probenvorbereitung beider
Zelllinien fiir die LF-Quantifizierung zu etablieren.

Fiir die Analytik sind eine effiziente Proteinextraktion und eine minimale Zugabe stérender
Agenzien fiir die nachfolgende massenspektrometrische Analytik essenziell. Um den Eintrag
storender Agenzien gering zu halten, wurden fiir die LF-Quantifizierung die Proben mit
0,5%igem SDS-Puffer aufgeschlossen. Die MDCK zpy Zellen zeigten im Gegensatz zu MDCKgyg
Zellen stérkere Abweichungen der messbaren Proteinkonzentrationen (Abb. 4.1). Diese Abwei-
chungen kénnen durch ungewollte Proteinanheftungen iiber ladungsabhingige Wechselwirkun-
gen an den Microcarriern ausgelost worden sein.

Auf den lytischen Zellaufschluss folgte ein mechanischer Aufschluss. Dafiir wurden die Prote-
inlosungen mit einer Einwegspritze homogenisiert, eingefroren und wieder aufgetaut. Interessan-
terweise hatte dieser Aufschluss einen deutlichen Effekt auf die messbare Proteinkonzentration
der MDCKgys Zellen. Die Proteinkonzentration konnte anndhernd verdoppelt werden (Abb.
4.1). Das bedeutet, dass fiir die MDCKgyg Zellen eine Zelllyse durch Puffer keinen vollstandigen
Zellaufschluss erreicht. Ob die Proteinextraktion durch weitere Schritte, wie Ultraschallbehand-
lung oder mechanische Zerkleinerung in der Kugelmiihle, weiter verbessert werden kann, sollte
in zukiinftigen Versuchen gepriift werden.

Final wurde fir MDCKapy Zellen eine Proteingehalt von 220 + 40 ug Protein/1 x 10° Zel-
len und MDCKgys Zellen von 180 + 10 pg Protein/1 x 10% Zellen ermittelt (Abb. 4.1). Die
Differenz zwischen dem Proteingehalt der MDCK pg und MDCKgyg Zellen kann mit grofler
Wahrscheinlichkeit auf den Unterschied im Zellvolumen (Durchmesser: MDCKapy Zellen ca.
14 pm, MDCKgys Zellen ca. 12 pum) zuriickgefithrt werden. Die Proteingehalte sind mit Ergeb-
nissen fiir andere Séugerzellen aus der Literatur vergleichbar (Tab. 5.1). Der berichtete Wert
von 410 pg Protein/1 x 10° Zellen fiir eine MDCK Zelllinie des Ludwig Institutes fiir Krebsfor-
schung (Tan et al. 2012) ist im Vergleich doppelt so hoch. Ursachen fiir diese Differenz kénnen
zum einen der unterschiedliche Ursprung der MDCK Zelllinie und zum anderen eine andere
Wachstumsphase zum Untersuchungszeitpunkt sein.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in der vorliegenden Arbeit der BCA-Assay
mit Bezug auf eine Serumalbumin-Eichkurve verwendet. Die Aminosédurezusammensetzung des
Serumalbumin stimmt jedoch nicht mit der Zusammensetzung der verwendeten Proteinlosung
iiberein. Da der BCA-Assay stark durch die vier Aminosduren Cystein, Cystin, Tyrosin und
Tryptophan beeinflusst wird (Pierce BCA Protein Assay Kit), wurde der Proteingehalt der
Zellen mit einer methodenabhéingigen Abweichung ermittelt. Denkbar wire eine weitere Auf-
trennung der Proteinlésung in einzelne Aminoséuren und deren absolute Quantifizierung (Bar-
tolomeo and Maisano 2006). Diese Methode ist jedoch sehr zeitaufwendig. Da sowohl die 2-D

DIGE als auch die LF-Methode eine relative Quantifizierung von Proteinen ist, war die Bestim-
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mung des absoluten Proteingehalts nicht im Fokus der Arbeit und die Methode wurde nicht

weiter optimiert.

Tab. 5.1.: Proteingehalt verschiedener Sdugerzellen.

Zelllinie Proteingehalt Literatur
[ng/1 x 10° Zellen]

Chang’s liver (Mensch) 190 - 314 Volpe and Eremenko-Volpe (1970)
Hela (Mensch) 146 — 195 Volpe and Eremenko-Volpe (1970)
Hela (Mensch) 150 Finka and Goloubinoff (2013)
Mesangiumzellen (Ratte) 93 Ling et al. (1998)

MDCK (Hund) 410 Tan et al. (2012)

HEK293T (Mensch) 180 Tan et al. (2012)

SW480 (Mensch) 150 Tan et al. (2012)

5.1.2. 2-D DIGE Proteomanalytik

In der vorliegenden Arbeit erfasste die 2-D DIGE Proteomanalytik hauptséichlich hochabundan-
te Proteine (Abb. 4.5). Die Methode kann bis zu fiinf Gréflenordnungen (z. B. 10 ng bis 1 mg) bei
der Proteindetektion abdecken (Gorg et al. 2004), was in dieser Arbeit bestétigt werden konnte
(Abschnitt 4.1.2, 2% bis 0,0002% Vp(z;)). Um in einem zelluldren Proteom (Proteinmengen-
unterschiede iiber 9 Grofienordnungen, Schwanhéusser et al. 2011) weniger abundante Proteine
zu detektieren, gibt es verschiedene Moglichkeiten. Ein vielversprechender Ansatz ist die Vor-
fraktionierung zelluldrer Bestandteile fiir die 2-D DIGE Methode (Mathias et al. 2011, Tauro
et al. 2013) oder die Abreicherung hochabundanter Proteine iiber Affinitdtschromatographien
(Hyung et al. 2014).

In der Proteinanalytik weisen gelbasierte Verfahren im Allgemeinen eine relativ geringe Repro-
duzierbarkeit auf. Verbesserungen wurden durch die fluoreszenzbasierte Quantifizierungen mit
einem internen Standard (Unlii et al. 1997) und die Anwendung von horizontalen Gelelektro-
phoresesystemen mit kommerziell erhéltlichen Gel-Kits (HPE-Tower, Serva, Moche et al. 2013)
erreicht. Ein in dieser Arbeit untersuchter Methodenparameter ist die statistische Genauig-
keit der 2-D DIGE Methode. Sie kann iiber die Richtigkeit (accuracy) eines Messwertes und
ihre Prézision (precision) bestimmt werden (Wellmitz 2005). Eine Aussage iiber die Metho-
denprézision kann durch die Betrachtung der Abweichungen (Standardabweichung oder MAD)
innerhalb technischer Wiederholungsmessungen getroffen werden. Die Verteilung der relativen

Abweichung folgte einer logarithmischen Normalverteilung {iber die Gesamtheit aller Proteins-
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pots (n=6, Abb. 4.8). Die Maxima der Verteilungen lagen fiir die relative Standardabweichung
bei 6% und fiir die relative MAD bei 3%. Das Maximum der Verteilung der relativen Standard-
abweichung der biologischen Replikate lag bei 21% (n=3, Abb. 4.8).

Die relative Quantifizierung basierte in der vorliegenden Arbeit immer auf zwei bis vier tech-
nischen Replikaten und zwei bis vier biologischen Replikaten. Fiir die Anwendung von Signi-
fikanztests, wie t-Test und ANOVA, wurde die Normalverteilung und die Varianzhomogenitét
an je einem Datensatz gepriift (Abb. 4.9, 4.10). Beide statistische Eigenschaften konnten fiir
die durchgefiihrten Proteomanalysen fiir jeweils mehr als 95% und 89% aller Proteinspots an-
genommen werden (Karp and Lilley 2005).

Die gelbasierte Proteomanalytik hat den Vorteil, dass die Separation und die relative
Verdnderung der Proteinexpression fiir den Bearbeiter sichtbar sind. Um diesen Vorteil zu nut-
zen, wurden fiir jede untersuchte Zelllinie eine Gelkarte erstellt (Tab. 4.1). Diese Darstellung
ist iibersichtlich und ermdglicht die Erkennung von Proteinisoformen mit unterschiedlichem pl
oder MW (Abb. 4.6, Senkler and Braun 2012). Weiterhin kénnen die Gelkarten fiir nachfolgen-
de Studien als Anhaltspunkt und zum Vergleich verschiedener Experimente verwendet werden.
Allerdings sind Gelkarten fiir MDCK und Vero Zelllinien in der Literatur bisher nicht beschrie-
ben.

Theoretisch kann eine 2-D PAGE (pI-Separation 3-11) des MDCK Zellproteoms 76% aller Pro-
teine enthalten (Abschnitt 2.3.3). Im Falle von niederabundanten Proteinen kommt es jedoch
haufig im 2-D Gel zu Uberlagerungen mit hochabundanten Proteinen. In der Literatur ist durch
die zusétzliche Separation bei der LC-MS/MS-Analyse eines Gelspots die Identifizierung von
bis zu 23 Proteinen in einem Spot beschrieben (Thiede et al. 2013). Das bedeutet, die Pro-
teomabdeckung kann durch die Anwendung der LC-MS/MS-Analyse gesteigert werden. Die
Methode ist jedoch fiir eine Proteinspotanalytik zeitaufwendiger, sowohl bei der Messung als
auch bei der Datenauswertung. Die Daten von Thiede et al. (2013) zeigen weiterhin, dass 80%
aller untersuchten Spots ein dominantes Protein (> 60% emPai-Index) enthalten. Im Rahmen
der Arbeit wurde sich auf die MALDI-TOF-MS/MS-Analyse beschrénkt mit der Annahme,

dass der Grofteil der Proteinspots ein dominantes Protein enthélt.
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5.1.3. Label free Proteomanalytik

Die LF-Quantifizierung basiert auf den tryptischen Peptiden eines Proteins. Eine Optimierung
der enzymatischen Spaltung in-Losung wurde initial durchgefiihrt, um eine nahezu vollstandige
Zerlegung der Proteine in Peptide zu garantieren. Fiir die Qualitdtskontrolle der enzymatischen
Spaltung wurde eine monolithische RP-LC Methode verwendet (Burkhart et al. 2012). Die Me-
thode eignete sich, um Unterschiede in der Effizienz verschiedener Protokolle der enzymatischen
Spaltung zu erkennen. Um reproduzierbare Unterschiede fiir die getesteten Inkubationszeiten
(2 h — 11 h) oder fiir das Enzym:Substrat-Verhéltnis (1:30, 1:50, 1:100) aufzuldsen, eignete sie
sich nicht (Abschnitt 4.1.3). Fiir die Versuche wurde das Protokoll 3 (Abschnitt 3.4.3), 7 h Inku-
bationszeit und das mittlere Enzym:Substrat-Verhéltnis verwendet. Burkhart et al. (2012) be-
schrieb die Unterscheidung der enzymatischen Effizienz verschiedener Trypsinvarianten. Dabei
wurde zusétzlich eine Auftrennung der Proben iiber eine Kationenaustauschchromatographie
und anschliefende MS Analytik durchgefiihrt. Eine zusétzliche Fraktionierung und MS geben
einen tieferen Einblick in die Qualitdt der enzymatischen Spaltung.

Bei der Bottom-up Analytik konnten die Proben nach Ethanolfdllung und anschliefendem in-
Losungs Verdau iiber eine RP-LC nicht reproduzierbar separiert werden. Die Beobachtung
wurde hauptséchlich bei den Peptidlosungen der MDCKgyg Zellen gemacht. Eine Ursache fiir
diesen Effekt kénnten Riickstdnde von Pluronic-F68 sein. Das nicht-ionische Tensid wird zum
Schutz der Suspensionszellen vor Scherstress dem Kultivierungsmedium zugegeben (Tharmalin-
gam and Goudar 2014). FASP erwies sich hier als eine effiziente Methode zur Aufreinigung der
Proteinlosung (Manza et al. 2005, Wisniewski et al. 2009) und ermdoglichte nach dem tryptischen
Verdau eine reproduzierbare RP-LC Separation (Abb. 4.13). Weiterhin wére die Anwendung
einer alternativen Féllung, wie der Phenolextraktion, fiir die Aufreinigung der Proteinlosung
vorstellbar.

Die LC-MS Messung und die quantitative Auswertung wurden von der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Albert Sickmann durchgefiithrt. Nach Datenbanksuche und Anwendung von
Qualitatsfiltern (FDR = 0,05, > 2 Peptide pro Protein fiir mindestens eine Zelllinie) wurden
976 Proteine fiir den Vergleich beider Zelllinien detektiert. Kummer et al. (2014) detektierten
fiir MDCK Zellen 1311 zellulére Proteine bei der Quantifizierung mit stabilen isotopenmarkier-
ten Aminosiuren. Sie wendeten auflerdem die enzymatischer Spaltung mit Lys-C (spaltet am
C-terminalen Ende von Lysin) und Trypsin an. Die Kombination von mehreren Proteasen kann
zu einer Verbesserung der Proteindetektion fiihren (Meyer et al. 2014). Eine Fraktionierung
der Proben kann die Detektion weiterer Proteine erméglichen. Mathias et al. (2011) extrahierte
745 MDCK Plasmamembranproteine und Tauro et al. (2013) 458 Proteine der extrazelluldren
Matrix.
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Tab. 5.2.: Ergebnisgegeniiberstellung der 2-D DIGE und der LF-Proteomanalytik.

Studienobjekt Differenziell exprimierte Proteine Literatur

2-D DIGE LF Beide!
Milchfettkiigelchen des Schafs 23 67 9 Addis et al. (2011)
infiziert mit Mycoplasmen
MCF-7/BOS Zellen behandelt 782 120 6 Collodoro et al. (2012)
mit 178-Estradiol
Vergleich der MDCK spy 24 107 2 vorliegende Arbeit

mit der MDCKSUS Zelllinie

1 — Differenziell exprimierter Proteine die sowohl mit 2-D DIGE als auch mit der LF-Proteomanalytik
detektiert wurden.
2 — Angabe detektierter Spots.

5.1.4. Vergleichende Betrachtung der 2-D DIGE und der label free

Proteomanalytik

In der Literatur sind einige Beispiele einer Gegeniiberstellung der 2-D DIGE und der LF-
Proteomanalytik beschrieben. Auffillig ist die geringe Ubereinstimmung beider Methoden in
ihrer Detektion differenziell exprimierter Proteine (Tab. 5.2). Der Vergleich der MDCK spy mit
der MDCKgys Zelllinie in der vorliegenden Arbeit ergab nur zwei Proteine, welche sowohl mit
2-D DIGE als auch mit LF-Quantifizierung detektiert wurden (Abschnitt 4.4). Bei den restli-
chen 22 Proteinen, die mit der 2-D DIGE Methode aber nicht mit der LF-Methode detektiert
wurden, kann es sich um Proteinvarianten handeln. Ein Hinweis, dass es sich im Fall von Eazr,
bei der Detektion differenzieller Expression mit 2-D DIGE, um eine Anderung der Proteiniso-
form handelt, gab die Western Blot Analytik (Abb. 4.26). Das Protein konnte mit Hilfe der 2-D
DIGE Analyse detektiert werden, zeigte jedoch keine Expressionséinderung in der 1-D Western
Blot Analyse. Die Proteinvarianten kénnen durch PTMs, alternatives Splicing oder die Expres-
sion verschiedener Genvarianten (Allele) entstehen. MDCK Zelllinien wurden in der Literatur
nach mehreren Passagen auch als pseudo-diploid bezeichnet. Dies ldasst auf eine Verédnderung

des Chromosomensatzes nach der Zelladaption iiber mehrere Passagen schliefen (Cassio 2013).

Die LF-Quantifizierung detektiert in der Regel keine Proteinvarianten, da die Quantifizierung
auf den identifizierten Peptiden beruht und modifizierte Peptide je nach den gewahlten Suchkri-

terien in der Analyse ignoriert werden. Bevor eine Quantifizierung erfolgt, wurden die Proteine
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und ihre zugehorigen Peptide identifiziert. Somit liegt ein kompletter Proteindatensatz vor
(Identifizierungs- und Quantifizierungsdaten). Beim Vergleich beider Methode in der vorliegen-
den Arbeit deckte die LF-Quantifizierung alle Proteine die mit 2-D DIGE detektiert wurden
ab und zeigte zusétzliche Proteine auf. Am Beispiel der Catalase konnte mit Hilfe einer Wes-
tern Blot Analyse ein deutliches Signal fiir differenzielle Expression detektiert werden (Abb.
4.26). Das Protein wurde mittels 2-D DIGE Ansatz nicht als differenziell exprimiert detektiert.
Die Ursache kann eine Uberlagerung mit hochabundanten Proteinen sein, da die Catalase, wie
andere Proteine, ein MW von 60 kDa und ein pl von 6,88 (UniProt KB) aufweist. Auf der
Peptidebene konnte die differenzielle Expression gezeigt werden. Damit ist die 2-D DIGE Me-
thode selektiver und limitiert fiir die Analyse des Gesamtproteoms von Saugerzellen. Mit der
LF-Quantifizierung konnte somit ein tieferer Einblick erreicht werden.

Beide Methoden sind in der Detektion hydrophober Proteine limitiert und es miissten
zusétzliche Schritte durchgefithrt werden, um diese zu analysieren. Bei der 2-D DIGE Me-
thode gibt es die Moglichkeit ein alternatives Detergenz mit zwitterionischen Eigenschaften
zu nutzen (Bednarz-Misa et al. 2014, Wright et al. 2014). Bei der LF-Methode konnen zel-
luldre Transmembrandoménen teilweise nicht massenspektrometrisch detektiert werden. Die
Doménen besitzen keine tryptische Schnittstelle und generieren deshalb zu grofie Peptide. Wie
bereits erwiahnt kann durch die Anwendung von alternativen Enzymen und deren Kombination
eine Verbesserung der Proteinspaltung und somit der Proteindetektion erzielt werden (Peng
et al. 2012). Im Allgemeinen kénnen fiir beide Methoden Anreicherungsstrategien die Quanti-
fizierung von Membranproteinen verbessern (Mathias et al. 2011). Bei der Gegeniiberstellung
beider Methode wurde jedoch deutlich, dass die LF-Methode eine gréfiere Anzahl differenziell
exprimierter Membranproteine detektierte (Abb. 4.7).

Die Wahl der Sequenzdatenbank ist fiir die Proteinidentifizierung beider Methoden entschei-
dend. In dieser Arbeit wurde entweder die NCBInr oder die UniProt KB verwendet. Die Pro-
teineintrédge der UniProt KB enthielten meist nicht charakterisierte Proteineintrédge und die
hinterlegten Proteinsequenzen wurden manuell iber BLAST homologen humanen Proteinen
zugeordnet (Tab. 7?7, Anhang A.4). Der Proteineintrag der NCBInr Datenbank enthielt meist
die Information homologer Proteine. Fiir eindeutige Zuordnung der Massenspektren zu Prote-
inen wire jedoch die Etablierung einer zelllinienspezifischen Proteindatenbank von Vorteil.
Fiir die Auswertung der differenziell exprimierten Proteine auf funktioneller Ebene wurden
Netzwerkanalysen (z. B. STRING, KEGG, Reactom) durchgefiihrt. Die Proteineintrage fiir
Canis familiaris oder Macaca mulata ergaben, auf Grund der geringen Datengrundlage aus der
Literatur, meist kein Ergebnis bei einer Netzwerkanalyse. Es gibt mindestens zwei Strategien
trotz der geringen Datenlage mit Hilfe von Netzwerkanalysen Zusammenhénge zwischen Pro-

teinen auf funktioneller Ebene zu finden. Eine Strategie wurde in dieser Arbeit verfolgt. Die
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Netzwerkanalyse wurde mit den homologen, humanen Proteineintriagen durchgefiihrt, um Klas-
sifizierungen der Proteine zu biologischen Prozessen zu erhalten (Tab. 4.4, Anhang A.3). Das
wiederum ermoglichte die Selektion relevanter Proteingruppen, um die nachfolgende Literatur-
recherche zu fokussieren. Eine weiterte Moglichkeit Proteindaten funktionell auszuwerten ist es,
den Bezug zu ihren Genen zu nutzen. Uber Gene Ontology (GO, Vereinheitlichung der Begriffe
zur Beschreibung von Genprodukteigenschaften) sind drei verschiedene Ontologien verfiigbar:
biologische Prozesse, molekulare Funktionen und zellulire Kompartimente (Ashburner et al.
2000). Proteindaten konnen auf der Ebene ihrer GO Eintrége klassifiziert und ausgewertet wer-
den. Dies setzt jedoch die Nutzung weiterer bioinformatischer Anwendungen voraus (Falcon
and Gentleman 2007, Kummer et al. 2014, Pan et al. 2009).

5.2. Untersuchung der Zelllinien fiir die Virusreplikation

Die Prozessanalytik wurde fiir die Infektionsversuche mit MDCK und Vero Zelllinien ange-
wandt. Fiir jede Zelllinie vor und nach Zelladaption konnte eine Vergleichbarkeit auf Grund
der Verldufe der Zellkonzentration, der Virustiter und zusétzlich, fiir die influenzainfizierten
MDCK Zellen, der Expression viralen mRNA gezeigt werden (Abschnitt 4.2). Fiir beide Vero
Zelllinien verliefen die Virus- und die Scheininfektionen dhnlich (Abb. 4.2.2). Die Virustiter in
der GroBenordnung von 107 FFU/mL stimmen mit berichteten Werten von 2 x 107 FFU/mL,
1x 108 FFU/mL (Rourou et al. 2007), 4 x 107 FFU/mL (Rourou et al. 2009b), 8 x 10" FFU/mL
und 3 x 107 FFU/mL (Trabelsi et al. 2006) iiberein. Eine Auffilligkeit im direkten Vergleich
beider Vero Zelllinien war eine schnellere Abnahme der Zellzahl fiir Veropr.arpm Zellen, was auf
eine schnellere, virusinduzierte Zelllyse hindeutete.

Die Influenzainfektionsversuche mit hoch MOI in MDCK Zelllinien ohne Trypsinzugabe resul-
tierten in #hnlichen Virustitern von 2,5 logig HA /100 pL und 107 infektiose Viruspartikel /mL
(Abb. 4.18 B, C). In der Literatur sind jedoch hohere Virustiter beschrieben. Bei einer Influ-
enzainfektion von MDCK Zellen mit niedriger MOT (107°) und Trypsinzugabe kénnen hohere
HA-Titer von bis zu 3,2 log;p HA/100 pL und TCIDjso-Titer von 10° infektiése Virusparti-
kel/mL erreicht werden (Peschel et al. 2013). Mit zunehmender MOI wurde eine Abnahme der
Virustiter detektiert (Isken et al. 2012). Die Abnahme kann durch die Anhdufung von DIPs bei
Viruspassagen mit hoher MOI hervorgerufen werden (von Magnus 1951). Ahnliche Ergebnisse
fanden Frensing et al. (2014), die den Effekt gesteigerter DIP Produktion in MDCK Zellen auf
den Virustiter untersuchten. Bei hoher MOI kann es mit hoher Wahrscheinlichkeit zu Koinfek-
tionen kommen und die Vermehrung von DIPs kann dadurch begiinstigt werden.

Eine Trypsinzugabe zur TOI begiinstigt die Influenzavirusreplikation in Zellkulturen (Klenk
et al. 1975, Seitz et al. 2012). Trypsin unterstiitzt, neben zelluldren Proteasen, die Spaltung
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von HAO in die aktiven Untereinheiten HA1 (bindet zelluldre Sialinsduren mit «-2,3- oder
a-2,6-Bindung) und HA2 (Fusion zelluldrer und viraler Membran) (Bertram et al. 2010). Das
verwendete Saatvirus wurde unter Trypsinzugabe hergestellt und gespaltenes HA war somit bei
der Infektion vorhanden (Seitz et al. 2012). Die hohe MOI sollte fiir einen Grofiteil der Zellen
die Infektion mit dem Saatvirus erméglicht haben. Das bedeutet, die Abwesenheit des Trypsins
hat im Versuch der vorliegenden Arbeit auf die initiale Virusinfektion vermutlich nur einen sehr
geringen Effekt. Dafiir spricht, dass die HA-Titerbestimmung der MDCKapy Zellen und auch
die Replikation viraler mRNA fiir beide Zelllinien mit fritheren Untersuchungen iibereinstimmt
(Frensing et al. 2014, Genzel et al. 2005, Isken et al. 2012, Schulze-Horsel et al. 2008).

Der Titeranstieg war fiir beide MDCK Zelllinien vergleichbar. Peschel et al. (2013) beobachteten
eine Verzogerung des Anstiegs im HA-Titer der MDCKgyg Zellen im Vergleich zu MDCKapy
Zellen. Sie vermuteten, dass der Effekt durch inhibierende Substanzen im Medium wéhrend
der Zellwachstumsphase der MDCKgygs Zellen verursacht wurde (Glacken et al. 1986). Im von
Peschel et al. (2013) beschriebenen Versuch erfolgte vor TOI ein halber Mediumswechsel. Bei
den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde das Medium komplett gewechselt und keine
Verzogerung detektiert, was die Hypothese von Peschel et al. (2013) stiitzt.

Im Gegensatz zu Peschel et al. (2013) konnte fiir MDCKgyg Zellen ein fritherer Anstieg des
HA-Titers beobachtet werden (Abb. 4.18 B). Ein Influenzainfektionsmodell in MDCKapy Zel-
len von Heldt et al. (2012) basiert auf intrazelluldren Replikationsdynamiken und zeigte 6 h
p.i. eine Virusausschleusung. Dies konnte fiir die adhérenten Zellkulturen gezeigt werden (Abb.
4.18 B). Ein erster signifikanter Anstieg des HA-Titers konnte jedoch bei den MDCKgyg Zellen
bereits 4 h p.i. detektiert werden. Weiterhin wurde 8 h p.i. ein geringerer Anteil infizierter Zel-
len fiir MDCKgyg Zellen im Vergleich zu MDCKapy Zellen detektiert. Dieses Ergebnis zeigte
eine verzogerte Infektionsrate in Suspensionszellen. Wenn 8 h p.i. weniger Zellen infiziert waren,
jedoch 4 h p.i. ein signifikanter Anstieg im HA-Titer fiir die Suspensionszellen detektiert wurde,
scheint die Virusreplikation effizienter zu sein. Ob diese Beobachtung durch Batchvariationen,
DIP Produktion, fehlende zellulire Proteasen, Zellaggregation oder verdnderte Virusausschleu-

sung verursacht wurde, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht beantwortet werden.

5.3. Zelladaption an Suspenionswachstum in chemisch

definiertem Medium

Nachdem die Vergleichbarkeit der Influenzareplikation fiir MDCK py und MDCKgyg Zellen ge-
zeigt werden konnte, war das Ziel der Arbeit die Verdnderungen der Proteinexpression wahrend

der Zelladaption zu untersuchen. Die beiden unabhéngig voneinander durchgefithrten MDCK-
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Zelladaptionen zeigten eine Ubereinstimmung mit gleicher differenzieller Proteinexpression von
weniger als 55% (Abschnitt 4.3.1). Weiterhin wurde iiber den gesamten Prozess der Zelladaption
fiir Adaption 1 656% (597 Spots der Gelkarte der MDCK Zelladaption mit 908 Proteinspots) und
fiir Adaption 2 89% (809 Spots der Gelkarte der MDCK Zelladaption mit 908 Proteinspots) aller
Proteinspots mit differenziell exprimierten Proteinen detektiert. Diese Heterogenitédt wahrend
der Zelladaption wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Sie kann die Grundlage fiir
widerspriichliche Beobachtungen im Verhalten von Zellen nach Verédnderung von Prozessbedin-
gungen sein. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Zelladaption der MDCKpy Zelllinie an
Suspensionswachstum in CDM nicht in geordneter und vorhersagbarer Weise verléduft.

Im speziellen Fall der MDCK Zellen finden verschiedene Zelllinien in Wissenschaft und Indus-
trie Verwendung (Dukes et al. 2011). Bereits diese Zelllinien weisen unterschiedliche Wachs-
tumseigenschaften auf. Im Gegensatz zu einer aufwendigen Adaption der MDCKgys Zelllinie
(Ursprung: MDCKapy der European Collection Of Cell Cultures, ECACC, Lohr et al. 2010)
konnte die MDCK.2 Zelllinie der amerikanischen Zellbank (American Type Culture Collecti-
on, ATCC) durch einfaches Passagieren in SFM4BHK21 Medium (HyClone) adaptiert werden
(van Wielink et al. 2011). Es existieren ebenfalls widerspriichliche Aussagen fiir verschiedene
adhérent wachsende MDCK Zellen in Bezug auf ihre tumorogenen Eigenschaft (Boerner et al.
1985, Liu et al. 2010, Omeir et al. 2011, Schwartz et al. 2012). Das bedeutet, dass sich bereits
die urspriinglichen MDCK Zelllinien verschieden verhalten. Ein weiterer Aspekt, welcher der
Komplexitit der Proteinexpression wiahrend der Zelladaption zu Grunde liegt, ist die Grofie des
zelluldren Genoms (Hunde haben durchschnittlich 48 Chromosomen). In der Literatur wurde
wihrend der Passagierung von MDCK Zelllinien eine Verdnderung der Chromosomenanzahl
beschrieben (Cassio 2013).

Der Proteomvergleich der Stadien SC der Adaptionen 1 und 2 zeigte > 95% Ubereinstimmung
der Proteinexpression (Abschnitt 4.3.1). Interessanterweise handelte es sich bei den Unter-
schieden hauptsichlich um metabolische Proteine der Glykolyse (gesteigert fiir Adaption 1)
und des Citratzyklus (gesteigert fiir Adaption 2). Das Ergebnis dieses Vergleichs zeigte, dass
die Zelladaption trotz ihres ungeordneten und nicht vorhersagbaren Verlaufs der Adaption
1 und 2 im finalen Adaptionsstadium (SC) reproduzierbar ist. Die finale Kultivierungsbedin-
gung (Suspensionswachstum in CDM) scheint trotz der unterschiedlichen Adaptionen in MDCK
Zellen ein spezifisches Proteinexpressionsprofil zu selektieren. Die Beobachtung kénnte bedeu-
ten, dass durch den spezifischen Selektionsdruck fiir eine Zellspezies der MDCKapy Zelllinie
begiinstigende Wachstumsbedingungen vorlagen. Das wiederum ldsst auf eine gerichtete Mo-
difikation statt auf eine zufillige Mutation schlieBen. Um diese Fragestellung zu adressieren,
sollten in zukiinftigen Untersuchungen das Genom der MDCKpy und MDCKgyg Zellen se-

quenziert und verglichen werden.
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Die Proteomstudien zeigten, dass fiir die Vergleichsebenen des Abschnitts I - Serumentzug
(Abschnitt 4.3.2, Tab. 4.2) die meisten Spots mit differenzieller Expression (94%) detektiert
wurden. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Adaption von NSO Myeloma Zellen von SCM an
proteinfreies Medium berichtet (de la Luz-Herndndez et al. 2008). Diese Adaption induzier-
te viele Verdnderungen in der Proteinexpression des Kohlenstoffwechsels, der Proteinsynthese
und des Membrantransports. Der Entzug von Serum, mit seiner komplexen Zusammensetzung
(Wachstumsfaktoren, Vitamine, Hormone, Spurenelemente, etc.), hatte auch in der vorliegenden
Arbeit einen starken Einfluss auf die Proteinexpression. Der Serumentzug induzierte eine Viel-
zahl zellularer Netzwerke, wie zum Beispiel des Metabolismus, des Cytoskeletts, des Proteinauf-
und abbaus, der pre-mRNA-Prozessierung und der Zellmembran. Durch die Komplexitéit der
zelluldren Reaktion wurden fiir die Diskussion der Ergebnisse ausschliellich die Effekte des Se-
rumentzugs auf Suspensionswachstum néher betrachtet.

Wiéhrend des Serumentzuges im ersten Adaptionsschritt 16sen sich Zellen und Zellaggregate von
der Oberfliche ab (Lohr et al. 2010, Scharfenberg and Wagner 1995). Deshalb konnten beide
Prozesse, Serumentzug und Suspensionswachstum, nicht getrennt voneinander untersucht wer-
den. Die MDCK apy Zellen erreichten die stationdre Phase mit konfluentem Zellwachstum bevor
mit dem Serumentzug gestartet wurde. Ein Mediumswechsel mit Serum fiihrt zu hyperkonflu-
entem Wachstum. Das bedeutet die Zellen sind in der Lage, in den Grenzen des Monolayers,
weiter zu wachsen. Bei Mediumswechsel werden die im Serum enthaltenen Adhérenzfaktoren,
zum Beispiel Fibronektin und Vitronektin (Underwood and Bennett 1989), verdiinnt. Die beob-
achteten Zellaggregate bildeten eine lockere Bindung zum Monolayer und zur Wachstumsober-
flache. Dieser Effekt konnte schon fiir verschiedene Zelllinien beobachtet werden (Lewandowska
et al. 1976, Scharfenberg and Wagner 1995).

Die Bildung von Zellaggregaten, die in lockerer Bindung zum Monolayer stehen, kann auf ver-
schiedenen Mechanismen beruhen. So ist zum Beispiel bekannt, dass MDCK Zellen durch die
Ras-Induktion EMT ausfiihren kénnen (Mathias et al. 2010). Bekannte differenziell exprimier-
te Proteine wiahrend der EMT (Tab. 2.3) wurden wéhrend der Zelladaption an Suspensions-
wachstum in CDM jedoch nicht detektiert. Um EMT néher zu untersuchen, miissten relevante
Signalproteine auf der niedermolekularen Ebene, mit Hilfe von Antikoérpern oder iiber die Gen-
expression, analysiert werden.

Fiir MDCK Zellen wurde weiterhin berichtet, dass aus einem Monolayer einzelne Zellen aus-
geschleust werden kénnen (Rosenblatt et al. 2001). Benachbarte Zellen induzieren dabei eine
Aktin-Myosin-Kontraktion. Diese Kontraktion ist ein sehr frithes apoptotisches Signal. Zwei
verschiedene Myosinvarianten, die leichte Kette des Myosin 2 und Topomyosin a-3, wurden im
Vergleich zum Stadium AC in den folgenden Stadien (CL, DC, SC) hoher exprimiert (Abschnitt

4.3.2). Diese Beobachtung ldsst auf einen Zellausschluss aus dem Monolayer {iber eine Aktion-
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Myosin-Kontraktion schlieBen. Mit Hilfe bildgebender Verfahren (z. B. konfokale Mikroskopie)
konnte dieser Mechanismus fiir die MDCK Zelladaption nachgewiesen werden

Anoikis (Apoptose durch Verlust der Zell-Matrix-Verbindung, Grossmann 2002) wurde erstmals
fir MDCK Zellen in der Literatur beschrieben (Emoto 2008, Frisch and Francis 1994). In der
vorliegenden Arbeit wurden wiahrend der Zelladaption nur wenige apoptotische Proteine detek-
tiert (z. B. Radixin, Programmed Cell Death 6, Abschnitt 4.3). Die Versuche von Rosenblatt
et al. (2001) zeigten weiterhin, dass das Ausschleusen der Zellen aus dem Monolayer stattfindet
bevor zellulare Apoptose detektiert werden kann. Damit stellt sich die Frage, ob die Apoptose
vor oder nach der Zellausschleusung ausgelost wird. Fiir die Zelladaption wiederum setzt es im
ersten Fall eine Uberwindung der Apoptose und im zweiten Fall einen alternativen zelluléren
Mechanismus, wie zum Beispiel EMT, voraus.

Scharfenberg and Wagner (1995) beschrieben die abgeltsten Zellaggregate als gewebeédhnliche,
wachstumsfordernde Umgebung. Im Gegensatz dazu konnte Emoto (2008) zeigen, dass aggre-
gierende MDCK Zellen in Suspension schneller in Apoptose iibergehen. Die meisten regulierten
zelluldren Prozesse nach Serumentzug waren im Zell-Zellkontakt involviert. Darunter zéhlen
die Verbindung des transmembranen Glykoproteins L1 mit F-Actin, die Dab2 Rekrutierung
zu den Gap Junctions und der Endostatinabbau durch Cathepsin (Abschnitt 4.3.2; Tab. 4.4).
Waéhrend des Abschnitts II - Suspensionswachstum wurde Galectin-3 differenziell exprimiert de-
tektiert, welches mit dem Ubergang von Stadium CL zu Stadium DC eine erhéhte Expression
zeigte (Abschnitt 4.3.2). Galecin-3, auch bekannt als galactosebindendes Lektin, kann Laminin
(extrazelluldres Glykoprotein) binden oder die Bindung an Laminin unterstiitzen (Margadant
et al. 2012, van den Brile et al. 1994). Weiterhin konnte fiir Galectin-3 gezeigt werden, dass
es die Proanoikisaktivitdt seines Gegenspielers Galectin-1 in Tumorsuppressor pl6 exprimie-
renden Pankreakrebszellen mindern kann (Sanchez-Ruderisch et al. 2011). Ob der bestehende
Zell-Zellkontakt eher einen wachstumsfordernden oder apoptoseférdernden Einfluss hat, sollte
in nachfolgenden Studien untersucht werden. Eine detaillierte Untersuchung der Zellaggrega-
te mit bildgebenden Verfahren in Kombination mit einer Membranproteomanalyse kann einen
tieferen Einblick geben.

Suspensionswachstum wurde schon frither kanzerogenen Zellen als Eigenschaft zugesprochen.
Von diesem Standpunkt betrachtet ist es wenig iiberraschend, dass wihrend der Zelladapti-
on an Suspensionswachstum differenziell exprimierte Proteine auch in Untersuchungen kan-
zerogener Gewebe identifiziert wurden (Abschnitt 4.3.2). Bereits wéhrend des Abschnitts I
- Serumentzug weisen die regulierten zelluldren Prozesse auf kanzerogene Mechanismen hin.
Das Adhésionsmolekiil L1 und die Endoprotease Cathepsin werden in verschiedenen Krebs-
geweben verstirkt exprimiert (Weidle et al. 2009, Zhu et al. 2013). Das AUF1 Protein (auch
bekannt als HNRNP D0) moduliert die Stabilitdt der mRNA und kann die Krebsentwicklung
unterstiitzen (Yang et al. 2014). Fiir fast alle Proteine, die ausschliefllich im Abschnitt II -
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Suspensionswachstum detektiert wurden, ist in der Literatur ebenfalls ein Bezug zu kanzero-
genen Mechanismen beschrieben. Fiir die Sulfotransferase 1A1, die im Katecholamin-, Lipid-
und Steroidmetabolismus involviert ist, wurde der Einfluss auf die Kanzerogenese gezeigt (Ga-
mage et al. 2003). RuvB-dhnliches Protein 2 (auch bekannt als Reptin) spielt eine Rolle in der
Prozessierung genetischer Informationen. Unter anderem wird es fiir die Aktivierung der Tran-
skription benotigt, welche mit onkogenen Mechanismen assoziiert ist (Grigoletto et al. 2011).
Galectin-3 spielt, wie oben erwiihnt, in Pankreaskrebszellen eine Rolle (Sanchez-Ruderisch et al.
2011). Die Aktivierung der Translation durch den eukaryotischen Translations-Initiationsfaktor
3 wurde fiir verschiedene Krebszelllinien beschrieben (Saletta et al. 2010). Lactoylglutathion-
lyase (auch bekannt als Glyoxalase I) kann die fordernde Aktivitdt des Tumornekrosefaktors
(TNF) fiir die Translation des nukledren Faktors kB (NF-xB, zentrales Protein zelluldrer Si-
gnalwege) unterdriicken (de Hemptinne et al. 2009). Zusammenfassend ldsst sich fiir das finale
Adaptionsstadium SC und fiir die MDCKgyg Zelllinie keine Aussage iiber ihre Tumorogenitét
treffen. Die Ergebnisse zeigen die differenzielle Regulation krebszellassoziierter Proteine jedoch

sind Mausstudien notwendig um die tumorogenen Eigenschaften einer Zelle zu untersuchen.

5.4. Vergleich einer adhirenten MDCK Zelllinie mit

ihrer verwandten Suspensionszelllinie

Fiir den Vergleich einer adhérenten MDCK Zelllinie mit ihrer verwandten Suspensionszelllinie
wurden zwei orthogonale Methoden angewendet. Dieses Vorgehen ermoglicht es einen tiefen
Einblick in die differenzielle Proteinexpression zwischen den beiden Zelllinie zu erhalten (Ab-
schnitt 5.1.4). Beide Proteinquantifizierungsmethoden ergaben einen Unterschied von ca. 10%
zwischen den MDCKapy und MDCKgyg Zelllinien auf Proteinspotebene (2-D DIGE, 76 Spots
von 804 Spots) und Proteinebene (LF, 107 Proteine von 976 Proteinen, Abschnitt 4.4). Das Er-
gebnis steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Zelladaptionen, die eine starke Verédnderung
der Proteinexpression nachwies (Adaption 1 - 597 Spots, Adaption 2 - 809 Spots, Abschnitt
4.3.1). Bei den Zelladaptionen spielten Unterschiede der Wachstumsphase und die Induktion zel-
luldrer Mechanismen durch den Selektionsdruck eine Rolle. Der Zelllinienvergleich betrachtete
hingegen nur eine Wachstumsphase und stabile Kultivierungsbedingungen. Beide Proteomun-
tersuchungen zeigen starke Verschiebungen der Genexpression, die eine Aufrechterhaltung der
Homdostase ermoglichten.

Neben der differenziellen Proteinexpression resultierten beide Analysen in zusétzlichen Infor-
mationen iiber die Zelllinien. Die LF-Methode identifizierte mehr als 900 Proteine in einer Ana-

lyse. Sowohl die differenziell exprimierten Proteine als auch die konstant exprimierten Proteine
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wurden betrachtet. Bei der 2-D DIGE Methode lasst sich durch den Vergleich der Proteinpro-
file einer Probe die biologische Varianz der Zelllinien, auf einer detaillierteren Ebene als das
Zellwachstum, néher betrachten (Abschnitt 4.1.2). Die MDCKapy Zelllinien zeigte innerhalb
der drei biologischen Replikate 49 Spots mit differenziell exprimierten Proteinen wohingegen
MDCKgys Zellen eine Proteinregulation fiir nur einen Spot zeigten (Abschnitt 4.1.2). Die pa-
rentale MDCK Zelllinie besteht aus einer relativ heterogenen Zellpopulation (Lugovtsev et al.
2013, Omeir et al. 2011). Das Wachstum auf Microcarriern ist fiir die MDCKapy Zellen als
Adaptionsschritt zu sehen. Die Zellen wechseln von einem statischen in ein dynamisches Zellkul-
tursystem mit gesteigerten Scherkriften (Merten et al. 2014). Ein up-scaling des Bioprozesses
von GefaBwandwachstum (T-Flaschen, Rollerflaschen) auf Carrierwachstum beeinflusst die Re-
produzierbarkeit eines Herstellprozesses (van Wenzel 1973). Dieser Aspekt kann eine Erklarung
dafiir sein, dass die MDCKapg Zellen eine stirkere Schwankung im zelluldren Proteom im Ver-
gleich zu den MDCKgys Zellen zeigten (Abschnitt 4.1.2).

Bei der Anwendung der orthogonalen Methoden zur Proteinquantifizierung wurde deutlich, dass
nur zwei Proteine, Serumalbumin und high mobility group box 2 (Tab. 4.5), von beiden Metho-
den als differenziell exprimiert detektiert wurden. Alle weiteren mit der 2-D DIGE Analytik
detektierten Proteine, wie Ezr und verschiedene Anx Proteine, beschreiben differenziell expri-
mierte Proteinvarianten, die durch die LF-Quantifizierung nicht detektiert wurden (Maurer
et al. 2014). Fiir die meisten Proteine sind in der Literatur Modifikationen wie Deamidierungen
und Phosphorylierungen beschrieben (Tab. 4.5). Beide kénnen zu einer Verschiebung des pl
fithren und resultieren in einer Proteinspotreihe auf einem 2-D Gel (Maurer et al. 2014).

Die induzierten Veranderungen der Proteinexpression werden im Folgenden auf den funktionel-
len Ebenen des Metabolismus, der Genexpression, der Signalwege und der zelluldren Adhésion
betrachtet. Da die LF-Quantifizierung, im Vergleich zur 2-D DIGE Analytik einen tieferen
Einblick gab (Abschnitt 5.1.4), wurden fiir den weiteren Vergleich beider MDCK Zelllinien
auf funktioneller Ebene diese Ergebnisse herangezogen. Auf metabolischer Ebene wurden fiir
beide Zelllinien Proteine des Kohlenstoffmetabolismus differenziell exprimiert (Abb. 3.4.4).
Auftillig war die gesteigerte Expression von Proteinen der Glykolyse fiir MDCKapy Zellen
und Proteinen des Citratzyklus fiir MDCKgyg Zellen. Weiterhin waren viele Proteine der At-
mungskette fiir MDCKgyg Zellen vermehrt exprimiert. Diese Beobachtung kann einen Hinweis
auf einen erhohten Beitrag der Atmungskette zum Energichaushalt in den Suspensionszellen
sein. Die gesteigerte Proteinexpression der Glykolyse kann jedoch auch durch eine gesteigerte
Wachstumsrate der MDCKapy Zellen erklédrt werden. Dagegen spricht, dass beide Zelllinien
nach gleicher Startzellkonzentration und 70 h Wachstum eine dhnliche Zellkonzentration von
1 x 108 Zellen/mL erreichten. Bei MDCKapy Zellen ist jedoch eine Latenzphase von 20 h zu
berticksichtigen (Rehberg et al. 2013). Aber auch die MDCKgyg Zellen zeigten nach Transfer in
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den 1L-BR ein langsameres Anwachsen im Vergleich zu den Vorversuchen im Spinnerpy (Abb.
4.23).

Der Kohlenstoffmetabolismus und die Atmungskette konnen durch Signalwege reguliert werden.
Hypoxia-induzierbarer Faktor 1 (HIF-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der als Hauptregulator fiir
Sauerstofthomdostase in Metazoa (vielzellige Tiere) bekannt ist (Semenza 2007). HIF-1 beein-
flusst die Expression vieler Gene, darunter Gene der Glykolyse und des Energiemetabolismus
(Elvidge et al. 2006). Es konnten in dieser Arbeit jedoch keine Faktoren der HIF-1 Regulation
detektiert werden, was an der Detektionsgrenze der Methode liegen kann. Mit Hilfe der Wes-
tern Blot Analytik oder RT-qPCR sollte die Expression dieses Signalwegs in Zukunft weiter
charakterisiert werden.

MDCKgys Zellen zeigten im Vergleich zu MDCKpy Zellen eine gesteigerte Expression ver-
schiedener ribosomaler Untereinheiten, wie L5 oder S3A (Abb. 4.28). Ribosomen bestehen aus
iiber 80 groflen und kleinen Untereinheiten und spielen nicht nur in der Proteintranslation son-
dern auch wahrend der Reparatur der DNA, der Apoptose und der zelluliren Homo6ostase eine
Rolle (Shenoy et al. 2012). Die ribosomale Biogenese ist eng mit einem bekannten Signalweg
der Stressantwort, dem Mouse double minute 2 homolog p53 Tumorsuppressor (Mdm2-p53)
Signalweg verbunden (Deisenroth and Zhang 2010). Das Mdm2 Protein, auch bekannt als E3
Ubiquitinligase, bindet p53 und vermittelt iiber die Ubiquitinierung dessen Abbau. Das Signal-
protein p53 wiederum induziert den Arrest des Zellzykluses und die zelluldare Apoptose. Von
diesem Mdm2-p53 Signalweg wurden ebenfalls keine Proteine identifiziert, jedoch kann die De-
tektion differenziell exprimierter ribosomaler Proteine ein Hinweis auf eine verédnderte Aktivitat
sein. Binden verschiedene ribosomale Proteine, wie L5 oder 123, an das Mdm2 Protein wird die
Menge an intrazelluldrem p53 beeinflusst (Warner and McIntosh 2009). Zum Beispiel induziert
ein loss of function Experiment mit S3A eine Steigerung der Apoptose, wohingegen ein loss
of function Experiment mit L5 die Anreicherung von p53 verhindert (Warner and McIntosh
2009). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Energiemetabolismus eng mit dem Mdm2-
p53 Signalweg verbunden ist (Deisenroth and Zhang 2011). Wird das Level an p53 stabilisiert,
nimmt die Aktivitdt der Glykolyse ab und die der Atmungskette zu. Ist p53 inaktiviert nimmt
die Glykolyseaktivitiat zu und die Aktivitdt der Atmungskette ab. Inwiefern der Mdm2-p53 oder
der HIF-1 Signalweg den Energiemetabolismus der MDCKgyg Zelllinie mafigeblich beeinflusst,
sollte in zukiinftigen Studien betrachtet werden.

Ein Grofiteil der differenziellen Expression von Signalproteinen zwischen beiden Zelllinien konn-
te dem Zellzyklus zugeordnet werden (Tab. 4.6). Da das molekulare Netzwerk des Zellzyklus sehr
komplex ist und in dieser Arbeit nicht néher betrachtet wurde, werden die Proteine nicht tiefer-
gehend diskutiert. Interessanterweise wurden drei Signalproteine, welche wiahrend der Apopto-

se eine Rolle spielen, mit gesteigerter Expression fiir MDCKgyg Zellen detektiert. Zum einen
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zeigte die Glycylpeptid N-Tetradecanoyl-Transferase 1 (NMT-1) eine gesteigerte Expression.
Das NMT-1 Protein induziert Myristoylierung (Anheftung einer gesittigten 14-C Fettsédure)
verschiedener Proteine sowohl wiahrend als auch nach ihrer Translation und kann proapoptoti-
sche sowie antiapoptotische Eigenschaften haben (Perinpanayagam et al. 2013). Die Aktivitét
des NMT-1 kann durch Caspase-3 und 8 beeinflusst werden. Die Abspaltung einer basischen
Proteindoméne induziert die Verlagerung des NMT-1 von der Membran ins Zytoplasma (Perin-
panayagam et al. 2013). Diese Verlagerung beeinflusst das Myristoylierungsprofil der Proteine
wéhrend zellularer Apoptose. Eine gesteigerte Expression der NMT-1 deutet auf ein verdndertes
Myristoylierungsprofil zwischen der MDCK Suspensionszelllinie und ihrer adhérenten Form hin.
Zwei Proteine, die in der Literatur mit proapoptotischen Eigenschaften beschrieben sind, zei-
gen eine gesteigerte Expression in MDCKgyg Zellen. Das Zellzyklus-Apoptose Regulatorprotein
2 (CCAR2) inhibiert die Aktivitdt einer Proteindeacetylase SIRT1, was wiederum die Acety-
lierung von pb3 steigert und Apoptose auslost (Zhao et al. 2008). Weiterhin wurde die mit-
ochondriale Peptidyl-tRNA hydrolase 2, auch bekannt als Bcl-2 Inhibitor der Transkription 1
(Bit-1), identifiziert. Das Protein interagiert mit den zwei Regulatorproteinen AES und TLE1
der Transkription. Die Integrin-vermittelte Zellanheftung reduziert die Bildung des Bit-1-AES-
Komplexes, was zu einer Anreicherung von TLE1 fiihrt. Das Protein TLE1 wiederum wirkt
antiapoptotisch (Jan et al. 2004). Das heiit im Falle der Anoikis kann die Apoptoseinduktion
durch das Anheften und Ablésen von Zellen iiber diesen Signalweg reguliert werden. Die gestei-
gerte Expression von Bit-1 in MDCKgyg Zellen im Vergleich zu ihrer adhérenten Form korreliert
mit der geminderten Expression von Integrin-o und . Die Inhibierung von CCAR2 und Bit-1
birgt somit das Potential in MDCK Zellen die pb3-induzierte Apoptose und die Anoikis zu
inhibieren.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Zelladaption konnte fiir den Vergleich der MDCK py und
der MDCKgug Zelllinie ein Protein des EMT detektiert werden. Das einzige detektierte Signal-
protein als eindeutiges Indiz fiir eine Verdnderung der EMT Regulation nach Zelladaption war
das Adaptermolekiil Crk, das eine gesteigerte Expression fiir MDCKgyg Zellen zeigte. Das Prote-
in Crk besitzt Src-homologe Doménen, die verschiedene tyrosinphosphorylierte Proteine binden.
In MDCK Zellen kann eine zunehmende Expression das Ablésen von Adhédrenzverbindungen
(adhering junctions) induzieren (Lamorte et al. 2002).

Das Signalprotein Ras ist ein zentraler Botenstoff des EMT (Mathias et al. 2010). Im Pro-
teomvergleich der MDCKpg und MDCKgys Zelllinie wurden drei Ras-verwandte Faktoren
mit erhohter Expression fir MDCKapy Zellen detektiert (Tab. 4.6). Rab-21 vermittelt den
effizienten Integrintransport zu neuen, adhédrenten Abschnitten der Zelloberfliche (Tang and
Ng 2009). Rab-10 reguliert die basolaterale und apikale Ausrichtung des Proteintransports
iiber Recyclingmechanismen zelluldrer Endosomen (Babbey et al. 2006). Das Protein IQGAP1
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unterstiitzt die Assoziation membrangebundenen E-Cadherins und Nectins. Letzteres vermit-
telt die Anordnung von IQGAP1 innerhalb der Adhésionsverbindungen (Katata et al. 2003).
Weiterhin wurde CAP-1 und ein Vertreter der A-Kinase Ankerproteinfamilie (AKAP) mit ge-
steigerter Expression fiir MDCK py Zellen identifiziert. Das CAP-1 Protein bindet Aktinmo-
nomere und vermittelt deren Anordnung (Ono 2013). Das Protein AKAP 12 interagiert mit der
cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PKA), die iiber den cAMP-Mechanismus vor zunehmender
parazelluldrer (zwischen den Zellen) Permeabilitét schiitzt (Radeva et al. 2014). Eine gemin-
derte Expression der drei Ras-verwandten Faktoren, sowie CAP-1 und AKAP 12 in MDCKgys
Zellen deutet auf eine Abnahme der Adhisionsverbindungen und eine Anderung der polaren
Ausrichtung hin, was ebenfalls fiir die EMT Regulation spricht.

Die adhérente Ausrichtung der MDCK spy Zelle wird durch das Wachstum in Suspension aufge-
hoben. Das bedeutet, dass basolaterale und apikale Membrandoménen bei Einzelzellwachstum
keiner starren Ausrichtung folgen. Interessanterweise konnte eine gesteigerte Expression von
Stromatin in MDCKgyg Zellen im Vergleich zu MDCKapy Zellen detektiert werden (Abb. 4.7).
Stromatin ist in MDCK Zellen ausschliefSlich in apikalen Microvilli exprimiert und leistet einen
Beitrag zur Verankerung von Glycoproteinen an der Auflenseite der Plasmamembran (Snyers
et al. 1999). Weiterhin wurde fiir Thrombospondin 1 der Abbau fokaler Adhésion berichtet (Orr
et al. 2004), was ebenfalls eine gesteigerte Expression in MDCKgys Zellen zeigte. Im Gegensatz
dazu ist eine Vielzahl adhérenter Proteine, wie Integrine, Galectine, Serpine und Cadherin-1,
fir MDCKapy Zellen hoher exprimiert (Abb. 4.7).

Abschlieflend lésst sich zusammenfassen, dass sowohl im Metabolismus, der Genexpression,
der Signalwege als auch der zellularen Adhésion eine deutliche Verédnderung der zelluldren
Homdostase nach Zelladaption an Suspensionswachstum in CDM erkennbar war. Eine zentrale
Rolle scheint der Energiemetabolismus, das p53 Protein und die EMT Regulation zu spielen.
Die vergleichende Betrachtung der adhirenten MDCK Zelllinie mit ihrer verwandten Suspen-
sionszelllinie hat Proteine fiir zukiinftige molekularbiologische Experimente im Kontext des
Energiemetabolismus (HIF-1, Mdm2), der Apoptoseinduktion (NMT-1, CCAR2, Bit-1) und
der EMT Regulation (Crk, Thrombospondin 1) identifiziert.

5.5. Medienbedingte Proteomverinderungen wihrend

der Virusinfektionsphase

Die Virusproduktionsprozesse konnen auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt werden. Bei ei-
nem serumhaltigen Prozess wird vor dem Start der Virusinfektionsphase das im Medium ent-

haltene Serum durch mehrere Waschschritte und einen Mediumswechsel entfernt. Der Produk-
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tionsprozess von Tollwutviren in Vero Zellen kultiviert in IPT-AFM (serumfrei) kann auf einen
Mediumswechsel verzichten. Die Umstellung von serumhaltigen auf serumfreie Kultivierungs-
bedingungen erforderte eine Adaption an das modifizierte Zellkulturmedium in der Zellwachs-
tumsphase.

Eine vorausgegangene Proteomuntersuchung der NSO Myeloma Zelllinie, die an SFM adap-
tiert wurde, zeigte nach der Adaption an serumfreie Bedingungen 102 differentiell exprimierte
Proteine (de la Luz-Herndndez et al. 2008). Die meisten Verdnderungen der zelluldren Prote-
inexpression konnten dem Kohlenhydratstoffwechsel, der Proteinsynthese und dem Membran-
transport zugeordnet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Vero Zellen in IPT-AFM
und in SCM/SFM kultiviert. Der Vergleich beider Zellproteome wurde wihrend der Schein-
infektionsphase bis zu 8 d p.i. durchgefiihrt. Hierbei wurden 60 Proteine mit differenzieller
Expression detektiert (149 Proteinspots, Abschnitt 4.5). Dazu gehéren Proteine der zelluléren
Strukturierung, der Membranfunktion, der Stressantwort, des Metabolismus, der Proteinfal-
tung im endoplasmatischen Retikulum (ER) und des Proteinabbaus (Tab. 4.8). Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass die Verdnderungen des Kulturmediums Zellpopulationen mit spezifischen,
an die Bedingungen angepassten, Proteinexpressionen hervorbringen. Im Folgenden werden die
betroffenen zelluldren Ebenen néher betrachtet.

Das Cytoskelett {ibernimmt in tierischen Zellen viele zentrale Funktionen. Hierzu zéhlen der
Aufbau der zelluldren Struktur, Transportprozesse und die effiziente Ausschleusung von Meta-
boliten (Ovadi and Saks 2004). Daher ist die Ausrichtung des Cytoskeletts, insbesondere fiir
intrazelluldre Signalkaskaden und metabolische Fliisse, von entscheidender Bedeutung. Die Pro-
teine MVP und Vimentin, die eine differenzielle Proteinexpression zwischen Verogeai/spv und
Verorproarm Zellen zeigten (Tab. 4.8), sind in Transportprozesse involviert (Ivaska et al. 2007,
van Zon et al. 2006). Das Cytoskelett iibernimmt in priméren Zellen, durch die Bindung von
glykolytischen Enzymen, regulierende Funktionen innerhalb der Glykolyse (Knull and Walsh
1992). Glykolytische Enzyme, wie PKI M1/M2 und FBP Aldolase, wurden in Verogcwm/sem
Zellen mit gesteigerter Expression detektiert. Dieses Ergebnis korreliert mit Beobachtungen in
adaptierten NSO Zelllinien an SFM (de la Luz-Hernandez et al. 2008). Die Autoren beschrieben
eine verminderte Expression von 10 Proteinen der Glykolyse in adaptierten NSO Zellen. Eine
geminderte Expression der Glykolyseenzyme konnte auch fiir MDCKgyg Zellen, im Vergleich
zu MDCKapy Zellen, gezeigt werden (Abb. 4.28).

Die verénderte Expression von Membranproteinen, induziert durch die Anpassung an serumfreie
Kultivierungsmedien, scheint direkt mit der Fiahigkeit der Zelladhésion zu korrelieren. Es wur-
de bereits berichtet, dass IPT-AFM keine essenziellen adhésionsférdernden Faktoren enthélt.
Das adhédrente Wachstum der Veroppr.apym Zellen kann nur durch vorherige Beschichtung der

Zellkulturmaterialien mit Teleostean erzielt werden (Rourou et al. 2009b). Verdnderungen mem-
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branassoziierter Proteine konnten fiir beide Medienzusammensetzungen detektiert werden. Bei
den Kultivierungen mit SCM/SFM wurde eine erhohte Expression von drei Anx Proteinen, die
an der Membranorganisation beteiligt sind, detektiert. Weiterhin zeigte das adhérente Protein
Galectin-3, wie bereits im Zelllinien Vergleich der MDCK Zellen (Abschnitt 5.4), eine gestei-
gerte Expression. Hingegen konnte eine zunehmende Expression fiir Ezr in Verorpr.arm Zellen
detektiert werden. Ezr ist ein Teil des Ezr, Radixin und Moesin (ERM) Komplexes und an der
Ausbildung von komplexen Membrandoménen wie zum Beispiel Mikrovilli und intrazelluldren
Verbindungen, beteiligt (Fehon et al. 2010).

Bei der zelluldren Stressantwort spielen Chaperone eine entscheidende Rolle. Sie sind an der
Stabilisierung der Proteinfaltung, dem intrazelluldren Proteintransport und der Proteinstruk-
tur beteiligt. Die Proteomvergleiche der Veroscy/srpy mit Verorpr arpm Zellpopulationen zeigten
eine gesteigerte Expression aller detektierten HSP wihrend der Kultivierungen in SCM/SFM.
Diese sind in der Zelle meist mit den Mitochondrien assoziiert, dem Zellorganell fiir die Sauer-
stoffumsetzung und Quelle reaktiver Sauerstoffspezies. Ebenfalls wurde fiir die Proteine GST
und POR, die an der Redoxhomdostase beteiligt sind (Mitozo et al. 2011, Tew et al. 2011),
eine gesteigerte Expression in Verogcnm/spm Zellen detektiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass in
SCM/SFM kultivierte Zellen nach den Waschschritten und dem Mediumswechsel, Proteine der
zelluldren Stressantwort vermehrt exprimieren.

Die Ergebnisse des Vergleiches der IPT-AFM und SCM/SFM Kultivierung gibt Hinweise auf
eine Verschiebung der Proteinsynthese und Proteinfaltung. Zum einen waren die meisten pro-
teasomassoziierten Proteine bei der SCM/SFM Kultivierung erhoht exprimiert, was auf einen
gesteigerten Protein Turn-over im Vergleich zu Verorpr ary hinweist (Pickart and Cohen 2004).
Dies konnten de la Luz-Herndndez et al. (2008) ebenfalls fiir NSO Myeloma Zellen, kultiviert
in serumhaltigen Medium, zeigen. Zum anderen waren ER gekoppelte Proteine wéahrend der
Kultivierung von Vero Zellen in IPT-AFM erhoht exprimiert. Das ER spielt eine entschei-
dende Rolle in der Proteinprozessierung, bei der Ansammlung von sekretorischen Proteinen
und dem Kalziumhaushalt (Hubbard et al. 2000). Es ist denkbar, dass die Verdnderungen der
zelluldren Proteinexpression einen Einfluss nicht nur auf die Quantitdt sondern auch auf die
Qualitat replizierter Viren nehmen kann. Fiir die Tollwutreplikation in Vero Zellen konnte eine
erhohte Expression einer Glykosidase bei Kultivierungen in IPT-AFM nachgewiesen werden.
Von der der Influenzavirusreplikation ist bekannt, dass verdnderte Prozessbedingungen die N-

Glykosylierung modifizieren (Rodig et al. 2013).
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5.6. Einfluss der Zelladaption auf die virusinduzierte

Proteinexpression

Die Zelladaption an Suspensionswachstum und optimiertes Medium induziert Verédnderungen
der zelluldren Proteinexpression auf der Ebene des Metabolismus, der Signalwege, der Zellmem-
bran, der Stressantwort und der Proteinprozessierung. Da das Virus im zelluldren Netzwerk

repliziert, ist der Einfluss der Zelladaption auf die virusinduzierte Zellantwort von Interesse.

5.6.1. Vergleich der influenzainduzierten Zellantwort einer
adhirenten MDCK Zelllinie mit ihrer verwandten

Suspensionszelllinie

Fiir den Zeitpunkt 8 h p.i. wurde die frithe und 32 h p.i. die spéte virusinduzierte Zellantwort
fiir MDCKapyg und MDCKgug Zelllinien untersucht. Die Proteinexpression der frithen viru-
sinduzierten Zellantwort zeigte fiir beide Zelllinien nur sehr geringe Unterschiede zwischen der
Virusinfektion und der Scheininfektion (Abb. 4.31). Im Gegensatz dazu wurden 32 h p.i. fiir
MDCKapg 72 und fiir MDCKgus 154 Proteinspots mit differenzieller Expression detektiert. Der
jeweils groflere Anteil der Proteinspots zeigte eine abnehmende Spotintensitét fiir die virusinfi-
zierte Kultur. Influenzaviren sind in der Lage, die zelleigene Proteinsynthese zu inhibieren und
die virale Proteinsynthese zu induzieren (Hale et al. 2008). Damit ist es moglich, dass Proteine
mit einer konstanten Abbaurate eine abnehmende Spotintensitéit zeigen.

Das einzige differenziell exprimierte zellulare Protein, das sowohl in der frithen als auch in
der spaten Infektionsphase virusinfizierter MDCKgyg Zellen detektiert wurde, war Ezr. Das
Protein wies eine erhohte Expression auf. Es ist ein apikales Markerprotein und bildet mit
Radixin und Moesin den ERM-Komplex. Dieser reguliert die Membrandynamik und die An-
ordnung des Cytoskeletts iiber die Anheftung von Actin an die apikale Zellmembran (Neisch
and Fehon 2011). Sagara et al. (1995) detektierten Proteine des ERM-Komplexes im Proteom
verschiedener Viren. Bei dem humanen Immunodefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) resultiert eine
erhohte Wirtszellexpression von Ezr in einer Inhibition der Infektionen und eine verminderte
Expression begiinstigte die Infektion (Haedicke et al. 2008). Der Einfluss von Ezr, Radixin und
Moesin auf die Replikation des Hepatitis C Viruses wurde ebenfalls analysiert (Bukong et al.
2013). Im Gegensatz zur Wirkung im HIV-1, wurde die Virusinfektion durch ein Abschalten
der zelluldren Ezr Expression inhibiert. Die Versuche von Zhang et al. (2014) zeigten, dass
drei Kinasen iiber die Phosphorylierung des ERM-Komplexes am influenzainduzierten Wandel
des Cytoskeletts beteiligt sind. Die Phosphorylierung korreliert positiv mit der Permeabilitéit

pulmonaler mikrovascularer Endothelzellen. Eine Anderung der Spotintensitét von Ezr kann
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neben der differenziellen Expression auf eine verdnderte Phosphorylierung zuriickzufiihren sein.
Die induzierte Modifikation des Cytoskeletts kann einen Einfluss auf den Virustransport in der
Zelle und die Permeabilitdt der Membranen haben.

Die Abwesenheit von Trypsin wihrend der Virusinfektion begiinstigt das zellulére Interferonsi-
gnal (Seitz et al. 2012). Auf der Proteomebene konnte fiir beide Zelllinien keine Indikationen fiir
die Aktivierung des interferonassoziierten Signalweges detektiert werden. Vester et al. (2010)
identifizierte in MDCKapy Zellen 8 h p.i. drei interferonassoziierte Proteine, Mx1-Protein,
Proteinkinase C Inhibitorprotein-1 und IFN-induziertes Protein mit Tetratricopeptid-Repeats.
Erwahnt sei, dass dabei das Saatvirus Influenza A/PR/8/34 HIN1 eines anderen Zulieferers
(National Institute for Biological Standards and Control, Hertfordshire, UK) verwendet wurde
(Vester et al. 2010). Es ist bekannt, dass dieses Saatvirus relativ viele DIPs und einen rela-
tiv geringen Anteil infektioser Viruspartikel enthélt (Frensing et al. 2014). Weiterhin korreliert
die absolute Anzahl der DIPs mit der Aktivitit des Interferonsignalwegs (Frensing et al. 2014).
Folglich kann, fiir die Ergebnisse dieser Arbeit, das niedrige Mx1-Level auf mRNA Ebene (Abb.
4.30) und die geringe Induktion interferonabhéngiger Proteine vermutlich auf die Verwendung
von unterschiedlichen Saatviren zuriickgefiihrt werden.

Wiéhrend der Influenzainfektion wurden fiir beide Zelllinien apoptoseassoziierte Proteine mit
differenzieller Expression detektiert (Tab. 4.11). Ahnliche Ergebnisse wurden in Untersuchun-
gen von van Diepen et al. (2010) gezeigt, welche die Apoptoseinduktion durch respiratorische
Viren in A549 Zellen mittels 2-D DIGE untersuchten. Fiir die MDCKgyg Zellen wurden ver-
gleichsweise mehr apoptoseassoziierte Proteine identifiziert. Aconitase und dem GRP38 werden
proapoptotische Eigenschaften zugesprochen, wohingegen fiir Nucleolin eine antiapoptotische
Wirkungsweise in der Literatur beschrieben ist (Sengupta et al. 2004). Die Balance der be-
schriebenen Faktoren kann die Dynamik der fortschreitenden Infektion beeinflussen (Ludwig
et al. 2006). Die Ergebnisse im TUNEL-Assay wiesen auf eine gesteigerte Apoptoseinduktion
in MDCKgygs Zellen hin (Abschnitt 4.2.1).

Die Proteine des Cytoskeletts wiesen eine gesteigerte Proteinexpression 32 h p.i. in virusin-
fizierten Suspensionszellen auf (Tab. 4.10). Ahnliche Veréinderungen des Cytoskeletts wurden
bereits bei virusinfizierten MDCKpy Zellen von Vester et al. (2009, 2010) beschrieben. Wei-
terhin war in virusinfizierten Suspensionszellen die Expression verschiedener HSP erhoht (Tab.
4.10). Fiir Proteine des Cytoskeletts und der Stressantwort zeigten infizierte MDCKapy Zel-
len eine geringe Anderung der Proteinexpression (Tab. 4.9). Diese Ergebnisse deuten auf ein
erhohtes Stresslevel der virusinfizierten MDCKgyg Zellen hin.

Die Proteinspots mit abnehmender Intensitidten 32 h p.i. in MDCKpy und MDCKgyg Zellen
resultierten in der Identifizierung verschiedener Proteine &hnlicher funktioneller Ebenen (Abb.
4.32). Ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Zelllinien konnte auf der funktionellen Ebe-
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ne der Prozessierung genetischer Informationen detektiert werden. MDCKgug Zellen zeigten
32 h p.. die differenzielle Expression von HNRNP Varianten (Abb. 4.33). HNRNP sind dafir
bekannt, wéhrend der Replikation verschiedener Viren involviert zu sein (Castilla and Scolaro
2012). Sie konnen die virale Replikation positiv oder negativ beeinflussen.

Im Falle der Familie der Orthomyzoviridae, wie zum Beispiel der Influenzaviren, wurde der Ein-
fluss von HNRNP bisher nur in geringem Umfang untersucht. Es konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass die virale Polymerase in HEK293 und A549 Zellen intrazellulir mit HNRNP M
und H1 einen Komplex bildet (Jorba et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit wiesen beide
MDCK Zelllinien eine verminderte Expression der HNRNP K auf (Abb. 4.33). Fiir dieses Pro-
tein ist in der Literatur eine antiapoptotische Wirkung beschrieben (Xiao et al. 2013). Weiterhin
wurde mittels RT-qPCR in humanen A549 Zellen gezeigt, dass HNRNP K ein mafigeblicher
Mediator des viralen M1-mRNA Splicing ist (Tsai et al. 2013). Interessanterweise resultierte die
Proteinidentifizierung eines Spots des 2-D Gels im basischen pH-Bereich (Gelkarte: MDCKgys
Influenzainfektion, Gelspot 118) in einer Variante des HNRNP K Proteins und dem viralen
Protein M1. Einerseits konnte die Uberlagerung mit einem viralen Protein die gesteigerte Pro-
teinexpression von HNRNP K erkldren, andererseits deutet diese Beobachtung auf eine enge
Assoziation von beiden Proteine in den MDCKgyg Zellen hin. In der Literatur wird sowohl ein
positiver als auch negativer Einfluss von HNRNP auf die virale Genexpression von HIV-1 in
infizierten Hela Zellen beschrieben (Lund et al. 2012). In der Zukunft sollten die Konsequenzen
einer gesteigerten oder geminderten Expression von HNRNPs in MDCK Zelllinien bei der Influ-
enzareplikation untersucht werden. Der Fokus sollte dabei auf inhibitorische oder aktivierende
Effekte der viralen Gen- und Proteinexpression durch Interaktionen von HNRNPs mit viralen
RNA-Segmenten und Proteinen gelegt werden.

Interessanterweise konnten fiir die viralen Proteine NS1 und NP in der vorliegenden Arbeit
Spotreihen detektiert werden (Tab. 4.9, 4.10). Einerseits konnen Modifikationen der Protei-
ne durch die Probenvorbereitung gebildet worden sein. Die Zugabe von Harnstoff kann zum
Beispiel eine Deamidierung an Aminoséuren (z. B. Asparagin) verursachen, was wiederum eine
Ladungsheterogenitit induziert (Lindner and Helliger 2001). Andererseits sind in der Literatur
fiir NS1 die Sumoylierung und alternative Splicingvarianten und fiir NP die Spaltung durch
Caspasen beschrieben (Xu et al. 2011, Zhirnov et al. 1999), was ebenfalls eine Anderung der
Ladung verursachen kann. Die Spaltungsreaktion am NP ist in der Literatur auch als Apopto-

semarker nach Influenzainfektion beschrieben (Zhirnov et al. 2002).
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5.6.2. Einfluss der medienbedingten Zelladaption auf die

virusinduzierte Zellantwort in Vero Zellen

Die Adaption von Vero Zellen an Medium frei von tierischen Produkten zeigte einen Einfluss
auf die zelluldre Proteinexpression (Tab. 4.8). In der vorliegenden Arbeit wurden bei der
Tollwutinfektion tiber einen Zeitraum von acht Tagen (vier Probenahmen) in Veropr apm
269 und in Verogcnm/sem 189 differenziell exprimierte Proteinspots detektiert. Obwohl nur ein
geringer Anteil der differenziellen Proteinexpressionen fiir beide Zelllinien gemeinsam detektiert
wurde, wiesen beide Medienbedingungen eine dhnliche Verteilung differenziell exprimierter
Proteine auf funktioneller Ebene auf (Abb. 4.34). Das Ergebnis gibt einen Hinweis darauf, dass
die Virusinfektion mit dhnlichen zellularen Netzwerken interagiert, die durch eine Verédnderung
des Mediums nicht beeinflusst werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten nach Tollwutinfektion fiir beide Medienbedingungen
(SCM/SFM und IPT-AFM) 16 Proteinspots mit gleicher differenzieller Expression detektiert
werden. Dazu gehorten die viralen Proteine PP und NP. Die Funktion beider Proteine innerhalb
der Wirtszelle wurde in der Literatur beschrieben (Ivanov et al. 2011). Beide Proteine binden
die virale RNA und beeinflussen die virale Replikation. Die Expressionsprofile zeigen einen
Anstieg wiahrend des gesamten Probenahmezeitraums und deuten auf eine kontinuierliche
Virusreplikation hin (Anhang A.5).

Die weiteren Proteindetektionen konnten Wirtszellproteinen zugeordnet werden, die wahrend
der Virusreplikation eine abnehmende Expression zeigten (Tab. 4.12, Anhang A.5). Zwei Pro-
teine der 14-3-3 Proteinfamilie, die in verschiedenen Signalwegen involviert sind (Zhao et al.
2011), konnten fiir Vero Zellen, infiziert mit einem attenuierten Tollwutstamm, identifiziert
werden. Wang et al. (2011) detektierte mittels einer peptidbasierten Proteomanalyse bei der
Infektion von Maus N2a Nervenzellen mit verschiedenen Tollwutvirusstimmen (Wildtyp,
fixiert, attenuiert) ebenfalls Proteine der 14-3-3 Proteinfamilie. Wéahrend der Wildtyp keine
starken Expressionsénderungen in der Wirtszelle induzierte, wurden fiir einen fixierten und
einen attenuierten Stamm drei 14-3-3 Proteine mit differenzieller Expression detektiert. 14-3-3
Proteine konnen Apoptose inhibieren (Xing et al. 2000) und eine negative Regulation dieser
Proteine korreliert mit der Apoptoseinduktion (Dhingra et al. 2007). Fiir die biotechnologische
Herstellung von viralen Impfstoffen ist es von Vorteil die zellspezifische Virusproduktionsphase
zu verlangern. Ein Moglichkeit wire das Hinauszogern der virusinduzierten Apoptose, wobei
eine gesteigerte Expression des 14-3-3 Proteins ein potentieller Ansatzpunkt in Vero Zellen
darstellt.

Viren erzeugen eine zelluldre Umgebung, die ihre Replikation begiinstigt (Zhou et al. 2009).

Ca?" ist ein wichtiger Botenstoff innerhalb vieler zelluldrer Signalkaskaden und spielten in fast
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jedem Stadium der viralen Replikation eine wichtige Rolle. Diese Versuche konnte zeigen, dass
zwei Ca*™ bindende Proteine, S100a6 (Schifer and Heizmann 1996) und Reticulocalbin (Ozawa
and Muramatsu 1993), wihrend der Tollwutvirusinfektion vermindert exprimiert wurden. Auch
Anx A5, das Ca®" abhiingig reguliert wird, wurde in infizierten Vero Zellen mit abnehmender
Expression detektiert. Moglicherweise kénnen fiir die Zellkulturtechnik Strategien entwickelt
werden, die intrazellulire Ca?*-Konzentration virusreplikationsfoérdernd zu beeinflussen. Damit
ergibt sich ein zweiter Ansatzpunkt, iiber eine geminderte oder gesteigerte Ca?*-Konzentration

den Virustiter zu steigern.
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6. Schlussfolgerungen und Awusblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verdnderter Kultivierungsbedingungen auf das
Proteom tierischer Zelllinien untersucht. Dabei wurden ein gelbasierter und ein gelfreier Ansatz
zur Proteomanalyse gegeniibergestellt. Die verwendeten Methoden ergénzten sich in der De-
tektion differenziell exprimierter Proteine. Die gelbasierte 2-D DIGE Methode erméglichte die
Detektion verdnderter Proteinvarianten. Die gelfreie LF-Quantifizierung detektiert zusétzlich
zu allen in der 2-D DIGE Methode identifizierten Proteine weitere Proteine, bot aber nicht die
Moéglichkeit Proteinvarianten zu unterscheiden. Damit ist die gelbasierte 2-D DIGE Methode
selektiver und fiir die Analyse des Gesamtproteoms der Zelllinien in ihrer Aussagekraft etwas
starker limitiert.

Die gelbasierte und gelfreie Proteomics bot einen umfassenden Einblick in das verdnderte Pro-
teom wéhrend zweier Zelladaptionen. Dazu wurde eine adhédrente MDCK Zelllinie an Suspen-
sionswachstum und chemisch definiertes Medium adaptiert. Weiterhin wurde eine Adaption
einer Vero Zelllinie an ein Medium frei von tierischen Produkten durchgefiihrt. Beide Zelllinien
zeigten vor und nach der Adaption vergleichbares Zellwachstum und vergleichbare Virustiter.
Die MDCK Zelladaption wurde in zwei Wiederholungen, die zwei Adaptionsschritte (Serum-
entzug, Suspensionswachstum) enthielten, untersucht. Die zwei unabhéngig voneinander durch-
gefithrten MDCK Zelladaptionen wiesen eine geringe Ubereinstimmung der differenziellen Pro-
teinexpression auf, wenngleich die finalen Adaptionsstadien @hnliche Proteinexpressionsmuster
zeigten. Fiir beide Adaptionen konnten nach Serumentzug die grofite Anzahl (94%) differenziell
exprimierter Proteine detektiert werden. Die komplexe Zusammensetzung des Serums induzier-
te nach Entzug eine Vielzahl zelluldrer Netzwerke, wie zum Beispiel des Metabolismus, des
Cytoskeletts, des Proteinauf- und abbaus, der pre-mRNA-Prozessierung und der Zellmembran.
Wihrend der Adaption an Suspensionswachstum exprimierten die MDCK Zellen Proteine, die
in der Literatur mit Krebszellgeweben assoziiert werden. Die Transformation einer adhérenten
Zelle zu einer Suspensionszelle dhnelt somit nicht nur konzeptionell, sondern auch auf Proteo-
mebene der Entstehung metastasierender Zellen. Inwiefern die tumorogenen Eigenschaften der
Zelllinien betroffen sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Denkbar ist
es, dass tumorogene FEigenschaften der Zelllinien, die im Rahmen der Vorgaben durch Zulas-
sungsbehorden fiir die Genehmigung zur Produktion von Impfstoffen relevant sein kénnten,

zukiinftig in Mausmodellen ndher zu untersuchen.
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Ein Proteomvergleich der MDCK spy und der MDCKgyg Zelllinie zeigte fiir 10% aller detektier-
ten Signale (gelbasierter Ansatz:76 von 804 Spots, gelfreier Ansatz: 107 von 976 Proteinen) eine
differenzielle Expression. Fiir das Suspensionswachstum ist anzunehmen, dass die MDCK Zell-
linie einen Weg finden muss Prozesse, die in Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod
nach Verlust des Zell-Matrix Kontakts stehen (Anoikis), auszusetzen. Es wurde eine Zunahme
der Expression des Membranproteins Galectin-3 wéihrend der Zelladaption beobachtet, das die
proapoptotische Aktivitat ihres Gegenspielers Galectin-1 hemmen kann. Interessanterweise wur-
den jedoch auch zwei proapoptotische Proteine, Zellzyklus-Apoptose-Regulatorprotein 2 und
Bcl-2-Inhibitor der Transkription 1 mit gesteigerter Expression in den MDCKgyg gegeniiber
der MDCKapy Zelllinie detektiert. Die Beobachtungen verdeutlichten, dass der Verlust des
Zell-Matrix Kontaktes komplexe Mechanismen wie EMT und Apoptose auslost, die im Detail
weiter untersucht werden sollten.

Bei der Expression metabolischer Proteine war die reduzierte Expression von Proteinen der Gly-
kolyse sowie die gesteigerte Expression von Proteinen des Citratzyklus und der Atmungskette
in MDCKgyg Zellen im Vergleich zu MDCKapy Zellen auffillig. Diese Beobachtung kann ein
Hinweis auf einen erhchten Beitrag der Atmungskette zum Energiehaushalt in den Suspensions-
zellen sein. Die im Vergleich zu MDCKgyg Zellen gesteigerte Proteinexpression der Glykolyse
fiir die MDCKapy Zellen kann, mit Beriicksichtigung einer Latenzphase fiir die zelluldre An-
heftung an die Microcarrier, auch durch eine gesteigerte Wachstumsrate erklédrt werden.

Es konnten zelllinienspezifische Effekte der Zelladaption auf die virusinduzierte Zellantwort in
MDCK Zellen gezeigt werden. Die MDCKgyg Zellen zeigten nach Influenzainfektion sowohl fiir
Ezr als auch verschiedene HNRNPs eine deutliche Verdnderung der Proteinexpression. Der Ein-
fluss der Ezr-Expression auf die Membranpermeabilitit sowie die Interaktionen von HNRNPs
mit viralen RNA-Segmenten im Hinblick auf induzierte inhibitorische oder aktivierende Effekte
auf die Virusreplikation sollten fiir MDCK Zellen weiter untersucht werden.
Interessanterweise zeigten influenzainfizierte MDCKgys Zellen im Gegensatz zu infizierten
MDCK apy Zellen Anderungen in der Expression apoptoseassoziierter Proteine. Aconitase und
dem GRP38 werden proapoptotische Eigenschaften zugesprochen, wohingegen Nucleolin eine
antiapoptotische Wirkungsweise zugesprochen wird (Sengupta et al. 2004). Eine Verénderung
der Balance der beschriebenen Faktoren, zum Beispiel iiber die Manipulation der Expressi-
on antiapoptotischer Proteine, konnte eine Mafinahme sein, die virussinduzierte Apoptose von
Wirtszellen hinauszuzégern und damit die zellspezifischen Ausbeuten zu steigern.

Die Adaption der Vero Zelllinie an ein Medium frei von tierischen Produkten induzierte ei-
ne verinderte Expression von Proteinen der zelluldren Struktur, der Membranfunktion, der
Stressantwort, des Metabolismus, der Proteinfaltung im ER und des Proteinabbaus. Ein Me-
diumswechsel von SCM/SFM zu IPT-AFM bei der Kultivierung einer Vero Zelllinie induzierte



Schlussfolgerungen und Ausblick 157

eine Verschiebung innerhalb der Proteinprozessierung, der Redoxhomé&ostase und des Energie-
haushalts. Wie auch MDCKgyg Zellen zeigten Verorpr.apy Zellen eine verminderte Expression
glykolytischer Enzyme im Vergleich zu den Zelllinien vor der Adaption.

Beide Vero Zelllinien reagierten auf die Infektion mit Tollwutviren mit differenzieller Expression
von Proteinen verschiedenster funktioneller Ebenen, wie zelluldre Strukturierung, Metabolis-
mus und Stressantwort. Interessanterweise konnte fiir beide Vero Zellen die gleiche Expression
zentraler Signalproteine der 14-3-3-Proteinfamilie und im Kalziumhaushalt involvierter Prote-
ine detektiert werden.

Die Untersuchung des Proteoms tierischer Zelllinien in ihrer Reaktion auf verdnderte Kultivie-
rungsbedingungen ermoglicht neben der Identifizierung zelllinienspezifischer Effekte auch die
Identifikation zelllinieniibergreifender Effekte. Eine Verschiebung der Proteinexpression inner-
halb der Glykolyse und der Atmungskette wurde in beiden Zelllinien detektiert. Fiir solche
Verschiebung wurden in der Literatur zwei Signalwege diskutiert: der Mdm2-p53- und der
HIF-1-Signalweg. Beide Signalwege werden {iber niederabundante Signalproteine reguliert, die
im durchgefiihrten Proteomansatz nicht detektiert werden konnten. Die Datensétze wurden
somit auf indirekt assoziierte Proteinregulationen untersucht. Eine Anderung im Mdm2-p53-
Signalweg induziert die differenzielle Expression ribosomaler Proteine, was fiir beide Zellli-
nien vor und nach Zelladaption detektiert wurde. Der HIF-1-Signalweg ist ein Hauptregula-
tor fiir Sauerstoffhomoostase. Interessanterweise konnten in diesem Zusammenhang vermehrt
Proteine des oxidativen Stresses, wie Glutathion-S-Transferase, Thioredoxinreduktase 1, und
Peroxiredoxin-1 fiir die MDCK und Vero Zelllinien nach Adaption detektiert werden.

Der Prozess der Zelladaption hat einen ausgeprigten Einfluss auf die zellulire Homoostase.
Die verdnderten Kultivierungsbedingungen induzierten in beiden Zelllinien eine differenzielle
Expression von Stressproteinen wie HSPs sowie assoziierter Proteine des ERs und des oxida-
tiven Stresses. Weiterhin erzeugte der Adaptionsprozess in beiden Zelllinien eine gesteigerte
Stresssensibilitdt gegeniiber einer Virusinfektion, was zu einem erhéhten Anteil an differenziell
exprimierten Stressproteinen in infizierten adaptierten Zellen fiihrte.

Beide Zelllinien replizieren die jeweiligen Viren unterschiedlich schnell und in verschiedenen
zellularen Kompartimenten. Der Replikationsprozess von Influenzaviren dauert in der Regel bis
zu vier Tagen (Isken et al. 2012). Vero Zellen replizieren Tollwutviren in bis zu acht Tagen
(Trabelsi et al. 2006). Tollwutviren replizieren nur im Cytoplasma, Influenzaviren zusitzlich
im Nukleus. Diese Unterschiede setzen diverse Mechanismen des Virus zur Beeinflussung der
Wirtszelle voraus - mogliche Ursache dafiir, dass weder zelllinien- noch virusstammiibergreifend
gleiche Proteinexpressionsmuster beobachtet werden konnten. Lediglich die Proteine 14-3-3,
Prohibitin, T-complex und Ezr wurden fiir beide Zelllinien wiahrend der Virusinfektion de-

tektiert. Diese zeigten jedoch unterschiedliche Expressionsprofile. Zusammenfassend liefl sich
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ein starkerer Einfluss auf die virusinduzierte Zellantwort fiir MDCK Zellen nach Adaption an
Suspensionswachstum in CDM als bei nach Vero Zellen nach Adaption an optimierte Medien-
bedingungen detektieren.

Mit Hilfe der zwei untargeted Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass die MDCK und
Vero Zelladaptionen an optimierte Kultivierungsbedingungen physiologische Verédnderungen in-
duzierten. Der verwendete explorative Ansatz konnte dabei einige Zielgene identifizieren, wel-
che durch ndhere Charakterisierung auf niedermolekularer Ebene und funktionelle Analysen
zukiinftig untersucht werden kénnen. Die aufgedeckten Ansatzpunkte und die zugehorigen Hy-
pothesen sind zusammenfassend im Anhang A.7 dargestellt.

Die Expression niederabundanter Proteine kann iiber targeted (zielgerichtete) Ansétze unter-
sucht werden. Zum Beispiel weisen antikorperbasierte Assays eine hohe Sensitivitdt auf und
eignen sich fiir Expressionsstudien. Zum Beispiel konnte im Kontext der Influenzareplikation in
MDCK Zellen mit Hilfe von Western-Blot Analysen zelluldrer Signalwege ein verbessertes Pro-
zessverstindnis erlangt werden (Heynisch et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit konnten Hin-
weise fiir die differenzielle Expression niederabundanter Signalproteine, wie HIF-1, Mdm2-p53,
Ras und Crk, gefunden werden, die mittels Western Blot ndher untersucht werden kénnen. Wei-
terhin kann die Quantifizierung eines Zielproteins {iber die Massenspektrometrie mittels single-
oder multi-reaction-monitoring (einzelner oder mehrfacher Reaktionsnachweis) erreicht werden.
Die Etablierung dieser Methodik ist erstrebenswert, da sie eine absolute Proteinquantifizierung
ermoglicht. Die dabei generierten quantitativen Daten viraler oder spezifischer zelluldrer Pro-
teine konnen in mathematischen Simulationen von Infektionsmodellen genutzt werden, um das
Prozessverstindnis weiter zu vertiefen. Auch die Molekularbiologie stellt Methoden fiir targeted
Expressionsstudien zur Verfiigung. So wurde zum Beispiel durch die detaillierte Charakteri-
sierung des Interferon-Signalwegs mit Hilfe der quantitativen real-time PCR von Seitz et al.
(2010) das Prozessversténdnis speziell im Hinblick auf die Zugabe von Trypsin wihrend der
Influenzareplikation in MDCK Zellen verbessert.

Funktionelle Analysen konnen iiber die Manipulation der genetischen Expression durchgefiihrt
werden. Uber silencing (stilllegende) RNA, Mikroinjektion (Cook et al. 2011) sowie stabile
und flexible Zelltransfektion (Mathias et al. 2010) kann die Genexpression der Zellen verdndert
werden (loss-, gain-of-function). Verdnderungen der Genexpression in den Zelllinien fiir die
in der vorliegenden Arbeit aufgedeckten Ansatzpunkte (Anhang A.7) konnen die Zell-Matrix
Interaktion, den Metabolismus, die Apoptoseinduktion und die Virusreplikation beeinflussen.
Moéglichkeiten, die Zellanheftung iiber die Manipulation einzelner Proteinexpressionen in zen-
tralen Signalwegen oder mehrerer Proteinexpressionen am Ende verschiedener Signalkaskaden
zu verdndern, konnten die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen. Fiir die verdnderte Gen-

expression eines einzelnen Proteins bieten sich codierende Gene des Ras-Signalwegs oder des
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Crk Proteins im EMT Signalweg an. Fiir eine Kombination verdnderter Genexpressionen eig-
nen sich codierende Gene der Proteine Anx A1, Galectin-3 und Ezr. Nach Serumentzug wurde
die differenzielle Expression dieser membranassoziierten Proteine fiir beide Zelllinien detektiert
(Anhang A.6). Unterdessen wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir beide Zelllinien eine Locke-
rung ihrer Anheftung an die Wachstumsoberfliche beobachtet. Ein erwartetes Ergebnis fiir die
Verénderung der Genexpression im Zusammenhang mit der Zell-Matrix Interaktion wére ein
schneller Ubergang in Suspensionswachstum fiir die MDCK und Vero Zelllinien.

Hinsichtlich der Anwendung von Sdugerzelllinien in der Biotechnologie sind noch viele Fragen
offen, die mittels Proteomanalyse des zellularen Netzwerks beantwortet werden kénnen. Eine
wichtige Fragestellung im Zusammenhang mit Suspensionswachstum widmet sich dem High-
cell-density-Effekt, der die Abnahme der zellspezifischen Produktausbeute mit zunehmender
Zelldichte beschreibt (Lindsay and Betenbaugh 1992). Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit verdeutlichen, dass der Adaption an Suspensionswachstum in CDM zentrale Mechanismen
der Zellanheftung und Apoptoseinduktion zugrunde liegen. Einige Mechanismen kénnen durch
zelllinientibergreifende Proteomanalysen aufgedeckt werden. Nachfolgende Arbeiten sollten als
Referenz humane oder CHO Zelllinien als gut charakterisierten Ausgangspunkt in die Unter-
suchung aufnehmen. Mithilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten untargeted Proteomanalysen
konnten komplexe Fragestellungen untersucht und Interaktionen im zelluldren Netzwerk aufge-

deckt werden.
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i Anhang

A. Zusatzmaterial

A.1. Versuchsaufbau fiir die 2-D DIGE Analytik

Aufgelistet sind die Poolzusammensetzungen des internen Standards (Dye 2) als Grundlage fiir
den Vergleich analytischer Gele (Abschnitt 3.4.6). Die Vergleichsebenen sind gelistet. Weiterhin
ist die Herstellung der priaparativen Gele fiir die Proteinidentifizierung aufgefiihrt (Vgl. auch
Tab. 4.1). Die biologischen Replikaten (BR) sind fiir jedes Projekt durchnummeriert.

Projekt Interner Standard (Vergleichsebenen) Préaparative Gele

MDCK Influenza

Zelladaption a) Adaption 1: alle Stadien BR1 und BR2 MDCK Zelladaption
b) Adaption 2: alle Stadien BR3 und BR4
c¢) SC-Stadium Adaption 1 und 2

Zelllinien- a) BR1, BR2 und BR3 der MDCKpy und MDCK apn, MDCKgys
vergleich MDCKgys Zelllinien

MDCK apn a) 0 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von MDCKapn
Influenza- BR1, BR2 und BR3 Influenzainfektion
replikation b) 8 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von

BR1, BR2 und BR3

¢) 32 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von

BR1, BR2 und BR3

MDCKgys a) 0 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von MDCKgys
Influenza- BR1, BR2 und BR3 Influenzainfektion
replikation b) 8 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von

BR1, BR2 und BR3

¢) 32 h p.i.: Mock- und Virusinfektion von

BR1, BR2 und BR3

Vero Tollwut

Zelllinien- a) 1 d p.i.: Mockinfektion von BR1 und BR2  Vero Tollwutinfektion
vergleich der Verogcm/srm und Verorprarm Zelllinien

b) 3 d p.i.: Mockinfektion von BR1 und BR2

der Veroscm/spm und Veroprapm Zelllinien

b) 5 d p.i.: Mockinfektion von BR1 und BR2

der VerOSCM/SFM und VeroIpT_AFM Zelllinien
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b) 8 d p.i.: Mockinfektion von BR1 und BR2

der Verogcm/spm und Veroprapm Zelllinien

Verosen/srm
Tollwut-

replikation

a) 1 d p.i.. Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 3 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 5 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 8 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2

Vero Tollwutinfektion

Verorpr-arm
Tollwut-

replikation

a) 1 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 3 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 5 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2
b) 8 d p.i.: Mock- und Virusinfektion von
BR1 und BR2

Vero Tollwutinfektion
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2,39 Glutathione S-transferase P1 F1Q0J0 10 6
2,4 High mobility group protein B2 Q6YKA4 11 7
2,18 Histone H4 F1P8YT7 8 5
2,19 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase JONVT2 6
3,52 Isoform 4 of A-kinase anchor protein 2 JONTMS8 15 13
2,17 Long-chain-fatty-acid—CoA ligase 1 E2QUL3 13 10
4,08 MHC class II antigen Q30437 3
5,8 Mucin-13 JOP914 6 5)
5,02 Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF3 E2QZ792 25 8
2,89 Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial E2RNDS8 3 3
4,34  Pirin (Homo sapiens) E2QSRO 4 4
2,17 Protein disulfide-isomerase TMX3 F1PIX5 4 4
2,52 Quinone oxidoreductase E2R3I8 7 6
2.1 Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B F1Q0Z0 3 3
2,63 Thioredoxin reductase 1 F1IPBX0 6 6
2,58 Thrombospondin-1 F1PBI6 13 11
4,85 Transgelin E2RAES 3 3
2,32 Vacuole membrane protein 1 F1PHP3

2,46 V-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (Avian) E2QWD3 6

3,82 Villin-1 E2RPX1 14 13

1 — Verhéltnis zwischen der Kontrolle (MDCKapg) und der Probe (MDCKguys, Abschnitt 3.4.6); 2 — UniProt KB Eintriige als Ergebnis des Blast
homologer humaner Proteine im Anschluss an die Spektrensuche nach ESI-Q/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Abschnitt 3.4.4); 3 — UniProt KB Eintréige im
Anschluss an die Spektrensuche nach ESI-Qq/Orbitrap-MS Peptidanalytik (Canis familiaris); 1 - Identifizierung, Q - Quantifizierung, LF - labelfree
Quantifizierung. Es wurden nur Proteine mit signifikant verinderter Peptidquantitéit betrachtet (t-Test, p-Wert < 0,05, > zweifache Differenz, Abschnitt
3.4.6).
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A.5. Expressionsprofile der differenziell exprimierten Proteine nach

Tollwutinfektion in Vero Zellen im 2L-BR.

Dargestellt sind die differenziell exprimierten Proteine, welche fiir beide Kultivierungsmedien
(SCM/SFM, IPT-AFM) eine differenzielle Expression im Vergleich der scheininfizierten
Kultur zur virusinfizierten Kultur zeigten (t-Test, p-Wert < 0,005, Abschnitt 3.4.6). Die
Proteinidentifizierung erfolgte mit Hilfe der Gelkarte (Abschnitt 4.1). Die Virusinfektion wur-
de bei einer MOI von 0,1 durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.6). Die Legende ist auf der nichsten Seite.

Verhiltnis der Spotintensititen

T T T T T T T T T T T T 1
NP PP RC-1 S100A6 14-3-3 YWHA Anx AS Eno 1 Serum P/A

4 20

Verhiltnis der Spotintensitéten

T -1 < !r T T+ 7T+ 7 17T T17 " 71T 71 | ' I ! I
Ezr* Ker 8 Vim*  40SRP* SPF27 PH AHC  Gluc AB Lam A/C* HSP60 TC* Ker 10 HSP90 HSP70
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Bidpil3dpil5dpi  8dp.i.- Verosonysen, Il 1 dpi. 3 dpi B 5dpi| [8dpi.-
Verorpr/arm. A) Proteine mit dhnlichem Expressionsprofil fiir beide Zelllinien, B) Proteine mit
unterschiedlichem (teilweise auch gegensiitzlichem (¥*)) Expressionsprofil fiir beide Zelllinien.
Die Virusinfektion wurde bei einer MOI von 0,1 durchgefiithrt (Abschnitt 3.2.6). Dargestellt
sind die Mittelwerte vom Verhéltnis der Iy, (z) der Virusinfektion zur Scheininfektion iiber
zwei biologische und vier technische Replikate (Standardabweichung n=6). Die Abkiirzungen

sind in Tabelle 4.12 aufgefiihrt.
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HSP beta-1

HNRNP K
Macrophage-capping protein
Moesin
Nascent-polypeptide-associated
complex «

Neutral a-glucosidase AB
Ornithine aminotransferase
Peroxiredoxin 1
Phosphoglycerate kinase 1
Prelamin-A/C

Profilin 1

Programmed cell death 6
Prohibitin

Proteasome SU «

Protein disulfide-isomerase A6
Radixin

Reticulocalbin-1

Ruv-B2

Serum paraoxonase/ arylesterase
Stress-70 protein

T-complex protein 1
Triosephosphate isomerase
Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 14
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3
Villin-1

Vimentin

Vinculin
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4
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\
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Vergleichsexperiment Kontrolle Probe

1 AC CL, DC, SC

2 CL DC, SC

3 SC - Adaption 1 SC - Adaption 2
4 MDCK apg MDCKsgus

5 Verogom/srm Verorpr.arm
6-9 Scheininfektion  Virusinfektion
6 MDCKapu

7 MDCKgus

8 Verogom/srm

9 Verorpr arm
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4.6.1,5.6.1 Ezr

Zelluldare Mechanismen
4.3.2,5.3 Aktin-, Myosinvarianten

4.6.2, 5.6.2 Retikulocalbin, Anx 5,
S100a6
4.4, 54 NMT-1

4.4 Glutathion-S-Transferase,
Thioredoxin reductase 1,

Peroxiredoxin-1

Die Expression von Ezr hat einen Effekt auf den Virus-
eintritt in die Zelle bei der Influenzareplikation in
MDCK Zellen.

Aktin-Myosin-Kontraktion als Adaptionsmechanismus zur
Ausschleusung von MDCK Zellen aus dem Monolayer.
Ca?*-Regulation durch Tollwutviren in Vero Zellen
begiinstigt Virusreplikation.

Verdandertes Myristolierungsprofil zwischen MDCK s py
und MDCKgyg Zellen, was eng mit der

apoptotischen Regulation verkniipft ist.

Suspensionswachstum induziert oxidativen Stress in MDCK
Zellen.

Virusvermeh-

rung

Zellanhef-
tung
Virusvermeh-
rung

Apoptose

Zellwachs-

tum

Suequy,

1]
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D. Liste der

verwendeten Gerite und Anlagen

Gerit Hersteller Modell
Autoklav Thermo Scientific (DE) Steam Sterilizer
Bioprofil Nova biomedical (DE) 100 plus Analyzer

Bioreaktor (MDCK)
Bioreaktor (Vero)
Blotkammer
Brutschrank
Brutschrank

Ceramik Streifenhalter
Chemolumineszenz Imager
Durchflusszytometer
Eismaschine
Enzymsensor
Feinwaage

Fluoreszenz-Scanner

Gelelektrophorese

- horizontal (2-D)

- vertikal (2-D)

- vertikal (1-D)
Heizblock/ Magnetriihrer
IEF System

Tonenquelle
MALDI-Target
Massenspektrometer

- MALDI-TOF/TOF-MS
- ESI-Q/TOF-MS

- ESI-Q/Orbitrap-MS
Mehrkanalpipette
Mikropipetten
Mikroskopie

- Kamera

- Mikroskope

Mikrotiterplattenreader

nano-HPLC Systeme

DasGip (DE)
Inceltech (UK)
Invitrogen (USA)
Heraeus (DE)
Heraeus (DE)

GE Healthcare (DE)
Intas (DE)

Scotsman (USA)

I&L Biosystems (DE)
Mettler-Toledo (DE)

GE Healthcare (CH)

Serva (DE)

GE Healthcare (DE)
Invitrogen (DE)
Heidolph (DE)
Pharmacia Biotech (SE)
Applied Biosystems (DE)
Bruker Daltonics (DE)

Bruker Daltonics (DE)
Applied Biosystems (DE)
Thermo Scientific (DE)
Eppendorf (DE)
Eppendorf (DE)

Sony
Zeiss (DE)

Tecan

Advanced Spinner 400-1200 mL

Discovery 100
Xcell ™ Blot Modul
Hera Safe®

Hera Cell 240
Manifold

Intas ChemoCam HR 16 3200

AF10

Bioprofile 100 Plus
Excellence Plus
Typhoon Variable Mode
Imager 9400

HPE™ FlatTop Tower
Ettan Dalt IT System
Xcell SureLock™

MR Hei-Standard
IPGphor System
NanoSpray® II Source
AnchorChip

Ultraflextreme
QSTAR XL
Q-Exactive

10, 100, 300, 1000 uL
2, 10, 20, 200, 1000 L

AVT Horn 3 CCD
Axioskop 2, Axiovert 25,
Axiovert S100

Infinite® 200PRO

NanoQuant
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- ESI-Q/TOF-MS

- ESI-Q/Orbitrap-MS

- Monolithseparation

pH-Meter

Pipettierhilfe

qPCR-Disk-Versiegler

Real-Time-PCR Thermozykler

Reinstwasseranlage

Rollerflaschen-Inkubator

Schiittler (horizontal)

Spinner mit Pendelriihrer

Spinner mit Paddelriihrer

Spotpicker

Sterilbank

Thermomixer

Ultraschall

Ultraschall-Wasserbad

Vortex

Waage

Zahlkammer

Zellzéhlung

Zentrifugalvakuum-

verdampfer

Zentrifugen

- Auschwingrotor Tisch-
zentrifuge (grof})

- Festwinkelrotor Tisch-
zentrifuge (grof})

- Rotor Tischzentrifuge (klein)

- Rotor Ultrazentrifuge

- Rotor Zentrifuge

- Tischzentrifuge (grof)

- Tischzentrifuge (klein)

- Ultrazentrifuge

- Zentrifuge

Thermo Scientific (DE)
Thermo Scientific (DE)
Thermo Scientific (DE)
InoLab (DE)
Hirschmann Laborgerite (DE)
Qiagen (DE)

Qiagen (DE)

Millipore (DE)

Bellco Glass Inc. (USA)
Heidolph (DE)

Techne (DE)

Wheaton (DE)

GE Healthcare (SE)
Heraeus (DE)
Eppendorf (DE)
Bandelin (DE)
Bandelin (DE)
Heidolph (DE)
Mettler-Toledo (DE)
LO-Laboroptik (DE)
Beckman Coulter (DE)
Thermo Scientific (USA)

Heraeus (DE)
Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)
Beckman Coulter (DE)
Beckman Coulter (DE)
Thermo Scientific (DE)

(DE)
DE)
DE)

Thermo Scientific

Beckman Coulter (
(

Beckman Coulter

Ultimate 3000 online gekoppelt
nanoRSLC online gekoppelt
Ultimate 3000

pHT7110

Pipetus®

Rotor-Disc Heat Sealer
Rotor-Gene® Q

MilloQ® Advantage A10
Bench Top Incubator
Unimax 1010

250 mL Cell Culture Vessels
250 mL Celstir

Ettan spot picker
HERAsafe®

Comfort

Sonopuls HD2200

Sonorex Digitec 10P

Reax Top

PB5001-S/FACT
Fuchs-Rosenthal

Vi-Cell™ XR

SPD 121P Zentrifuge, gekop-
pelt an gekiihlte Vapor Trap

7591
7588

75998

Type 70Ti
JA-14

Biofuge Primo R
Fresco™ 17
Optima LE-80K

Avanti J 20 XP
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E. Liste der verwendeten Software

Software Version Anwendung

ChemoStar Imager, Intas v.0.2.31 Western Blot Entwicklung
Chromeleon, Thermo Scientific 6.80 SR10 LC-Separation

Delta2D, Decodon 4.3 Proteinquantifizierung
FlexAnaylsis, Bruker 3.3 Spektrenprozessierung
FlexControll, Bruker 3.3 MS-Messung

FlowJo, Tree Star 7.6.1 Durchflusszytometrie
LabImage 1D L340, Intas 4.1 Western Blot Auswertung
Mascot, Matrix Science 2.2.07 Proteinidentifizierung
Mecha Cybernetics, Optimas 6.2 Mikroskopie

Origin 9.0 Statistische Auswertung
Peptidshaker 0.22.5 Proteinidentifizierung
Progenesis LC-MS, Nonlinear Dynamics 3.0 Proteinidentifizierung
Proteinscape, Bruker 3.1.3 Proteinidentifizierung
ProteomeDiscoverer, Thermo Scientific  1.4.1.14 Proteinidentifizierung

QS Software 1.1 QSTAR Massenspektrometer
Reactome Netzwerkanalyse
Rotor-Gene Q 2.0.2 gqRT-PCR

R-Programm 3.0.3 Statistische Auswertung
Search-GUI 1.14.0 Proteinidentifizierung
Spot Picker 1.2 Spotselektion

STRING Netzwerkanalyse

Tune Plus, Thermo Scientific 2.7.0 MS-Messung

Typhoon Scanner Control 5.0 Gelscan

Vi-Cell XR 2.03 Zellzéhlung

Xcalibur, Thermo Scientific

2.2 SP1.48 Spektrenprozessierung
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F. Liste der Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller (Land)

2D HPE Large Gel Kit, NF-12.5 %
Antikorper der Tabelle 3.17
Antikérper ERK2
BCA Protein Assay Kit
Benzonase, 25 U/uL, > 99% Reinheit
Chromatographieséulen
- Trap-Séule ESI-Q/TOF-MS

C18, 300 pm x 5 mm PepMap
- Trap-Sdule ESI-Q/Orbitrap-MS

C18, 100 pm x 2 cm PepMap RSLC
- Trap-Séule Monolith

PepSwift Monolithic, 200 ym x 5 mm
- Trennséule ESI-Q/TOF-MS

C18, 75 pm x 15 cm PepMap
- Trennséule ESI-Q/Orbitrap-MS

C18, 75 pm x 50 cm PepMap RSLC
- Trennséule Monolith

PepSwift Monolithic, 200 pm X 5 cm
Complete Ultra Tablets, Mini Easypack
Einwegpipetten Cellstar
Erlenmayerkolben
Filtersdulen, Omega Membran 10k Da cut-off
Falcon Gefafle (15 mL, 50 mL)
Hiihnerblut
INSTANT Virus RNA Kit
Tonenkalibrierlosung Negativ
Ionenkalibrierlosung Positiv
IPG-Streifen
- Immobiline DryStrip pH 3-11, NL, 24 cm
- Immobiline DryStrip pH 4-7, 24 cm
Maxima H Minus Reversen Transkriptase
Membransterilfilter (0,22 pm Poren)
Microcarrier Cytodex 1
Microcarrierfilter Cell Trics (50 pm)
Mikrotiterplatten (96-Wells, flacher und U-Boden)

Serva Electrophoresis (DE)
Biorbyt (GB)

Santa Cruz (TX)

Thermo Scientific (DE)
Millipore (DE)

Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)

Thermo Scientific (DE)

Roche Applied Science (DE)
Greiner bio-one (DE)
Corning Incorporated (DE)
Pall Corporation (DE)
Greiner bio-one (DE)
Gefliigelhof Méckern (DE)
Analytik Jena (DE)
Thermo Scientific (DE)
Thermo Scientific (DE)

GE Healthcare (SE)
GE Healthcare (SE)
Thermo Scientific (DE)
Nalgene nunc (USA)
GE Healthcare (SE)
Partec (DE)

Greiner bio-one (DE)
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NuPAGE MOPS SDS Puffer (20X)

MS-Target AnchorChip

NuPAGE Bis-Tris-Gel, 12%

Papierfilter (dick)

Papierfilter (diinn)

PCR-Platten Thermo Fast 96

PCR-Tubes Multiply Pro

Peptide Kalibrierstandard II

Pipettenspitzen Diamond TTPACK

Pipettenspitzen, Reloads

PVDF Membran

qPCR Rotor-Disc 100

qPCR Rotor-Disc Heat Sealing Film

Reaktionsgefiafe

- 1,5 mL; 2 mL

- Omnistrips; 8 Wells; 0,3 mL

- Low profile Thermo Strips

Refraction-2D Labeling Kit

Rollerflasche 850 cm?

Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit

Sekundérer Antikorper (Ziege, Hase)

Spritze

Spritzenkaniile, 0,7 x 16 mm

SuperSignal Western Dura Extended
Duration Substrats

T-Flasche 175 cm? (Zellkultur)

T-Flasche 175 cm? (Adaption)

Trypsin (2,5%, vom Schwein, 0,5 mg/mL)

Trypsin Gold lyophilisiert
uncoated SilicaTips? ™
Wasserfilter LC-Pak0001
Wasserfilter BioPAK

Invitrogen (DE)
Bruker Daltonics (DE)
Invitrogen (DE)

GE Healthcare (SE)
Serva Electrophoresis (DE)
ABGene (DE)
Sarstedt (DE)

Bruker Daltonics (DE)
Gilson (DE)
Eppendorf (DE)
Millipore (USA)
Qiagen (DE)

Qiagen (DE)

Eppendorf (DE)
Thermo Scientific (USA)
Thermo Scientific (USA)
NH DyeAgnostics (DE)
Greiner Bio One (DE)
Qiagen (NL)
Sigma-Aldrich (DE)
Braun Medical (DE)
Braun Medical (DE)
Thermo Scientific (DE)

Greiner Bio One (DE)
BD Biosciences (DE)
Gibco (GE)

Promega (DE)
NewObjective (USA)
Millipore (GE)
Millipore (GE)
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H. Zusammensetzung verwendeter Standardpuffer

Puffer Konzentration Chemikalie
ABC-Puffer (aq) 50 mM ABC
Aquilibrierpuffer (aq) 30% (v/v) Glycerol
pH 8,8 1,5 M TRIS
6 M Harnstoff
2% (w/v) SDS
Aufschluss-Lysepuffer (aq) 1 fach Complete Ultra Tablets
5 mM EDTA
1 mM MgCly
150 mM NaCl
1 mM PMSF
0,5% (w/v) SDS
30 mM Tris
50 mM DTT
DIGE-Lysepuffer (aq) 30 mM TRIS-HC1
pH 8,5-9 4% (w/v) CHAPS Detergenz
M Harnstoff
2M Thiourea
Harnstofflésung (aq) 0,1 M TRIS-HCI
pH 8,5 8 M Harnstoff
Laufpuffer (10x, aq) 250 mM TRIS
2M Glycin
35 mM SDS
Matrixlosung (aq) 1 mM (NH4)2HPO,
85 % (v/v) Acetonitril
3.7 mM HCCA
0,1 % (v/v) TFA
PBS-Puffer (aq) 2.5 mM KCl
1.5 mM KHyPOy4
8 mM NaoHPO4
135 mM NaCl
RG-Lysepuffer (aq) 150 mM NaCl
1% (w/v) RG
30 mM TRIS
RIPA-Lysepuffer (aq) 20 mM 2-PG
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SDS-Lysepuffer (aq)

Sucrosepuffer (aq)
TBS-Puffer (aq)

TRIS-Waschpuffer (aq)

1 fach

3.35 mM

6,7 % (v/v)
6,7 mM

1 mM

1 mM

100.5 mM
20 mM

200 uM
0,0335% (w/v)
33.5 mM
0,67 % (v/v)
150 mM
0,5% ; 1%, 2% (w/v)
30 mM

250 mM

137 mM

20 mM

150 mM

1 mM

30 mM

Complete Ultra Tablets
EDTA
Glycerol
KoHPO4
NasMoOy
NagVOy
NaCl
NaF
PMSF
SDS
TRIS
Triton X-100
NaCl
SDS
TRIS
Sucrose
NaCl
TRIS
NaCl
PMSF
TRIS
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I. Arbeitsanweisungen

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

M 02: Herstellung von Glasgow-MEM-Vollmedium aus gebrauchsfertigen Teillosungen,
Version 3.0 (11.09.2006)

M 03: Herstellung von Glasgow-MEM-Medium aus Pulvermedium, Version 5.0
(19.08.2010)

Z 01: Zellbestimmung auf Microcarrieren, Version 2.0 (07.03.2005)

Z 04: Passagieren von MDCK-Zellen in serumhaltigem Medium, Version 4.0 (11.09.2006)
Z 10: Auftauen und Kultivierung MDCK Suspensionszellen, Version 1.0 (17.07.2008)
Kurzanleitung Zellzéhlgeriat ViCell XR, Version 2.0 (08.08.2008)

V 03: Virenvermehrung in Kulturflaschen, Version 5.0 (15.05.2013)

V 05: HA-Assay, Version 2.2 (20.01.2011)

V 08: Bestimmung des TCIDs5q, Version 2.0 (26.09.2011)

MoBi 1: Western Blot mit anschlieender Immundetektion, Version 2.0 (07.07.2010)
Proteinbestimmung: Bradford-Test, Version 1.0 (12.09.2012)

Arbeitsanweisung: Gelfarbung Coomassie Brilliant Blau G-250, Version 3.0 (05.03.2014)

Arbeitsanweisung: Verdau MALDI-TOF/TOF-MS Proteinidentifizierung, Version 1.0
(03.09.2012)

Arbeitsanweisung: TCA-Fallungen, Version 2.0 (06.05.2013)
Arbeitsanweisung: Ethanol-Féllungen, Version 1.0 (04.02.2014)

Arbeitsanweisung: Phenolextraktion, Version 2.0 (05.03.2014)
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