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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Extrakorporale Proteinstrukturen — Seiden und seidendhnliche Proteine

In seiner urspringlichen Bedeutung bezog sich der Begriff Seide hauptsachlich auf die
Proteinfasern, die von den Larven des Maulbeerspinners Bombyx mori produziert und
zum Bau der Kokons verwendet werden, sowie auf die aus diesen Proteinfasern herge-
stellten Textilien. Ahnlich wie B. mori verwenden aber auch andere Vertreter der
Arthropoden (GliederfiiRer) auf Proteinfasern beruhende, extrakorporale Strukturen, die
ebenfalls der Erflllung (iberlebenswichtiger Aufgaben dienen™®. Aufgrund ihrer makro-
skopischen und molekularen Ahnlichkeiten zur B. mori Kokonseide wurde die urspriingli-
che Definition des Begriffs Seide deswegen erweitert und inzwischen bezeichnet man
mit diesem Oberbegriff allgemein fibrilldare, aus hochrepetitiven Aminosauresequenzen
aufgebaute Proteine, die hochkonzentriert in |6slicher Form innerhalb eines Tieres ge-
speichert und dann mithilfe eines als Spinnen bezeichneten Prozesses in unldsliche Pro-
teinfasern tberfiihrt werden'?. Da sich diese Definition jedoch ausdriicklich auf die von
Vertretern der Arthropoden gebildeten, extrakorporalen Proteinstrukturen sowie deren
zugrunde liegende Proteine bezieht, wird zur Bezeichnung vergleichbarer Proteine und
Proteinstrukturen der Lebewesen, die nicht dem Stamm der Arthropoden angehoéren,
eher der Begriff ,seidenahnlich” verwendet. Aufgrund ihrer weiten Verbreitung und der
diversen biologischen Aufgaben, die sie erfiillen, soll dieser Paragraph einen ersten
Uberblick Giber Herkunft, Verbreitung und Funktionsspektrum sowohl von Seiden wie

auch seidenahnlichen Proteinstrukturen geben.

1.1.1 Arthropodenseide

Vertreter verschiedenster Ordnungen innerhalb der Klassen Insekten (/nsecta), Spinnen-
tiere (Arachnida) und Tausendfiiler (Myriapoda) produzieren und verwenden Seiden

(vgl. Abb. 1-1 A).
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A

Insekten Spinnentiere TausendfiilRer
(Insecta) (Arachnida) (Myriapoda)
— Schmetterlinge (Lepidoptera) — Webspinnen
- Kécherfliegen (Trichoptera) (Araneae)
— Hautfliigler (Hymenoptera) — Spinnmilben

— Netzfligler (Neuroptera) ;Prosdtlgr:ata.)
— Pseudoskorpione

— Zweiflugler (Diptera) (Pseudoscorpi-
— Fransenflugler (Thysanoptera) onida)

— Fléhe (Siphonaptera)

— Staublause (Psocoptera)

— Tarsenspinner (Embioptera)

— Zottenschwénze (Thysanura)

B
Strukturelle Diversitat der Arthropodenseide
cross-B- |ausgedehntes kollagenahnli-
Faltblatt B-Faltblatt coiled-coil 3,-Helix che Tripelhelix
Funktionelle Diversitat der Arthropodenseide
Fortpflanzung Ernédhrung Nestbau
[Entwicklun
— Konstruktion & — Bau von Fangnet- — Baumaterial
Auskleidung der zen — Klebematerial
Eikokons — Umwickeln / Befesti- |  (,Zement*)
— Befestigung / gen von Beutetieren | _ |solationsmaterial
Ablegen von
Samenzellen
— Paarungsfaden
— Konstruktion des
Verpuppungskokons

Abb. 1-1. Zusammenfassung seidenproduzierender Vertreter der Arthropoden und Ubersicht iiber die
strukturelle und funktionelle Diversitit der Arthropodenseide. (A) Alle seidenproduzierenden Individuen
gehoren zu Ordnungen (rot) innerhalb der Klassen (gelb) Insekten, Spinnentiere oder TausendfiiRer. (B)
Verschiedene Arthropodenseidenproteine kénnen innerhalb der Seidenfaden spezifische Konformationen
einnehmen und der Seide so die fiir das jeweilige Aufgabenfeld bendtigten Eigenschaften verleihen.



1 Einleitung

Die groRe Zahl verschiedener Arthropodenseidenproteine, die Molekulargewichte von
30 kDa bis zu tiber 350 kDa aufweisen®, ist das Ergebnis einer konvergenten Evolution.
Trotzdem weisen die Proteine sowie die aus ihnen bestehenden Seiden einige charakte-
ristische Gemeinsamkeiten auf. Alle Seidenproteine besitzen ungewoéhnlich hohe Anteile
der Aminosauren Glycin (G), Alanin (A) und Serin (S). Die jeweiligen Seidenproteine wer-
den hochkonzentriert als wassrige Losungen in spezialisierten Driisen gelagert. Durch
Aneinanderlagern und Ausrichten der Proteine bilden sich flissigkristalline Phasen sowie
wihrend des Spinnprozesses kristalline Bereiche innerhalb der Seidenfaden aus™*. Fiir
das Verspinnen der hochkonzentrierten und oft flUssigkristallinen Proteinlésungen zu
Seidenfdaden sind Scherkrdfte notig, um Uber die scherverdiinnend (pseudoplastisch)
wirkende Ausrichtung der Molekile ein Herabsetzen der Viskositat der Proteinlésung zu
erreichen™**. Innerhalb der fertigen Seidenfdden herrschen dann ein oder mehrere
dominante Sekundarstrukturelemente bzw. aus diesen entstandene Quartarstrukturen
vor, die gleichzeitig charakteristisch fir den jeweiligen Seidentyp sind. Bisher nachge-
wiesene Proteinkonformationen in Arthropodenseiden sind parallel oder senkrecht zur
Fadenachse verlaufende B-Faltblatter, a-helikale coiled-coils, 3:-Helices, kollagenahnli-
che tripelhelikale Strukturen™™ (vgl. Abb. 1-1 B) sowie Abfolgen von B-Schleifen[14]. Die
fertig gesponnenen Faden haben schliefllich, abhangig vom Seidentyp, Durchmesser von
ca. 2 um bis 200 um und werden von Vertretern der Arthropoden zur Bewadltigung ver-

schiedenster iiberlebenswichtiger Aufgaben genutzt®® (vgl. Abb. 1-1 B).

1.1.1.1 Insektenseiden

Zu den am umfangreichsten und besten untersuchten Insektenseiden zahlen diejenigen
der Schmetterlinge (Lepidoptera), der Kocherfliegen (Trichoptera) und der Hautfllgler
(Hymenoptera). Die Larven fast aller Vertreter dieser Ordnungen produzieren, zumindest
wihrend eines bestimmten Zeitraums ihres Larvenstadiums, Seiden”. Das Anwendungs-
spektrum der von den Larven hergestellten Seiden ist dabei recht breit gefachert (vgl.
Abb. 1-1 B). Hauptsachlich benutzen Larven die produzierte Seide, um sich in einen Ko-
kon, der als geschiitzter Raum wahrend der Verpuppung und Puppenruhe dient, einzu-
spinnen, oder um dhnliche Schutzbehausungen und Tunnel zu bauen. Die bekannteste

Kokonseide ist sicherlich die der Raupen des Seidenspinners Bombyx mori (einem
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Vertreter der Schmetterlinge), da sie von Menschen bereits seit der Antike als Rohstoff
fur edle Stoffe und Textilien verwendet wird. Aufgrund ihrer langen kulturhistorischen
Geschichte und ihrer enormen wirtschaftlichen Bedeutung ist diese Seide zugleich auch
die am umfangreichsten erforschte Arthropodenseide tGberhaupt.

Die Seiden der Insektenlarven lbernehmen neben ihrer reinen Schutzfunktion auch
wichtige Rollen bei der Erndhrung und beim Nestbau. Die Larven von Kdcherfliegen nut-
zen ihre Seide zum Bau von Fangnetzen und als Verbindungsmaterial, um organische
und anorganische Substanzen (Blatter, Sandkorner, Steine, etc.) zu Schutzbehausungen
und Verstecken zusammenzuf[]gen[3]. Honigbienen- und Hornissenlarven (beides Vertre-
ter der Hautfllgler) kleiden ihre aus Wachs geformten Brutwaben zusatzlich mit Seiden

aus. Neben der dadurch erreichten mechanischen Stabilisierung der Brutstitten!*>*®!

(1518 ynd sorgt fiir eine

Ubernimmt die Seide auch thermoregulatorische Eigenschaften
konstant (hohe) Luftfeuchtigkeit'™?. Beides ist fiir die korrekte Entwicklung und das
Uberleben der Larven unabdingbar.

Die Fahigkeit, Seide Uber das Larvenstadium hinaus zu produzieren, ist hingegen weit
weniger verbreitet und bleibt nur bei einigen Spezies erhalten. Adulte, weibliche Wes-
pen (Hautfligler) produzieren z.B. noch Seide, um diese, wie die Larven auch, zum Ver-
binden von pflanzlichen Fasern wahrend des Nestbaus sowie zur Nestbefestigung zu

verwenden”.,

1.1.1.2 Spinnenseiden

Webspinnen (eine Ordnung der Spinnentiere, vgl. Abb. 1-1 A) produzieren und verwen-
den ebenso wie zahlreiche Vertreter der Insekten Seide. Im Gegensatz zu letzteren pro-
duzieren Webspinnen jedoch nicht nur eine einzelne, sondern zwischen zwei und sieben
verschiedene Seidenarten, fir deren Produktion jeweils auch unterschiedliche Driisen
verwendet werden®®. Jeder Seidentyp Ubernimmt, alleine oder im Verbund mit weite-
ren Seidentypen, eine spezifische Funktion. Zwei universell bei Webspinnen anzutref-
fende Anwendungen der Seide sind die Herstellung von Eikokons, um die Eier vor dulle-
ren Einflissen zu schiitzen, sowie das Umwickeln gefangener Beutetiere. Letzteres dient
der Fixierung der Beute bis zum Wirkungseintritt des injizierten Verdauungssafts. Uber

diese beiden weit verbreiteten Anwendungen hinausgehend werden Seiden noch zur
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Konstruktion komplexer Beutefangvorrichtungen verwendet. Vertreter aus der Uberfa-
milie der Radnetzspinnen (Araneoidae) benutzen zum Beutefang aus verschiedenen Sei-
dentypen hergestellte Fangvorrichtungen. Die bekannteste dieser Strukturen ist sicher-
lich das Radnetz. Zum Bau dieser Netze verwenden Echte Radnetzspinnen (Araneidea)
flinf verschiedene Seidenarten, wobei jeder Seidenart eine wichtige und spezialisierte
Aufgabe innerhalb des Netzes zukommt. Zahlt man noch die fiir die Konstruktion des
Eisacks sowie die fiir das Umwickeln der Beute verwendeten Seiden hinzu, sind weibli-
che Individuen der Echten Radnetzspinnen somit zur Produktion von sieben verschiede-
nen Seidenarten in der Lagem'zz]. Die meisten wissenschaftlichen Erkenntnisse hinsicht-
lich Aufbau, Eigenschaften und Funktion existieren fiir die zwei Hauptseidenarten der
Radnetze. Die in der GroBen Ampullendrise gebildete Seide wird fiir die Konstruktion
des Rahmes und der Speichen der Radnetze sowie als Abseilfaden, um sich vor Gefahren
in Sicherheit zu bringen, verwendet. Diese Seide wird entweder aufgrund der sie bilden-
den Driise als GroRe Ampullenseide (MAS, von engl. ,major ampullate silk“) oder auf-
grund ihrer Funktion auch als Abseilfaden bezeichnet. lhre relativ unkomplizierte Zu-
ganglichkeit (verglichen mit anderen Spinnenseidenarten) und ihre herausragenden
mechanischen Eigenschaftenlza] fuhrten dazu, dass die Seide des Abseilfadens die be-
kannteste und bisher auch am griindlichsten erforschte Spinnenseide ist?**! Eine zwei-
te, weniger gut erforschte Hauptseidenart der Radnetze ist die Flagelliformseide, die die
Fangspirale bildet und die sich durch eine auBergewdhnliche Elastizitdt und Dehnbarkeit

auszeichnet!**2%?7),

1.1.2 Seidendhnliche Proteinstrukturen bei Muscheln

Neben den zahlreichen Vertretern der Arthropoden verwenden auch Lebewesen ande-
rer Klassen extrakorporale Proteinstrukturen, die aufgrund ihrer Funktion und ihres Auf-
baus mit Seiden vergleichbar sind und deshalb als seidendhnlich bezeichnet werden
kénnen. So besitzen einige Muschelarten die Fahigkeit, ein auf Proteinen basierendes,
extrakorporales Gebilde (den sog. Muschelbyssus) herzustellen. Bei den zugrunde lie-
genden Proteinen handelt es sich zwar nicht um Seiden nach den in 1.1.1 genannten,
,klassischen” Definitionen, jedoch werden sie aufgrund ihrer natirlichen Funktion, ihres

makroskopischen sowie molekularen Aufbaus und ihrer in der Antike erfolgten
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Verwendung als Rohmaterial zur Herstellung exklusiver Textilien haufig ebenfalls als
,Muschelseide” bezeichnet?®?°!, Der Byssus selbst dient bestimmten, in Gezeitenzonen
sesshaften Muschelarten als Verankerungs- und Schutzmechanismus. Mit Hilfe der zwei
bis finf Zentimeter langen Byssusfaden befestigen sich die Muscheln an Steinen, Pfahlen
oder auch anderen Muscheln in ihrer direkten Umgebung[28'301. Uber diese reine Veran-
kerungsfunktion hinaus bietet der Byssus zusatzlich mechanischen Schutz, da er als
Kompositmaterial mit sich graduell entlang der Fadenachse dandernden mechanischen
Eigenschaften die durch Wellen und Meeresstromungen verursachten, auf die Muschel
einwirkenden Krafte groRteils absorbieren kannY, Aufgrund der interessanten mecha-
nischen Eigenschaften und seines Kompositmaterialcharakters riickt auch der Mu-

schelbyssus zusehends in den Fokus von Natur- und Materialwissenschaften®"*3!,

1.2 Aufbau von Seiden und seidendhnlichen Strukturen

Sowohl Arthropodenseiden als auch der seidendhnliche Muschelbyssus sind komplexe,
aus Proteinen und z. T. zusatzlichen Biopolymeren aufgebaute Kompositmaterialien. Ein
ganzheitliches Verstandnis der Eigenschaften dieser faszinierenden Materialien setzt
sowohl die Erforschung des makroskopischen Aufbaus, eine umfassende Charakterisie-
rung der beteiligten Einzelkomponenten und deren Interaktionen sowie in besonderem
Mal3e auch die Aufklarung der Struktur-Funktions-Beziehungen der beteiligten Proteine

voraus.

Trotz ihrer verschiedenen Urspriinge, ihrer konvergenten Evolution und ihrer breiten
Verteilung Uber verschiedene Stamme des Tierreichs weisen Seiden und seidendhnliche
Proteine sowohl auf makroskopischer als auch molekularer Ebene einige gemeinsame
Prinzipien hinsichtlich Aufbau und Struktur auf. Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit
diesen gemeinsamen Prinzipien sowie den daraus bisher ableitbaren Erkenntnissen zu

Struktur-Funktions-Beziehungen.
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1.2.1 Makroskopischer Kern-Hiille-Aufbau

Sowohl die Seidenfaden der Insekten und der Webspinnen als auch der seidendhnliche
Muschelbyssus sind komplexe, aus zahlreichen Komponenten bestehende Systeme. Das
Zusammenspiel verschiedener Proteine fihrt zur Ausbildung hierarchischer Struktur-
ebenen und dulert sich makroskopisch in der Ausbildung einer Kern-Hulle-Struktur. Der
fibrillare Kern, der fir die mechanischen Eigenschaften des Gesamtfadens bestimmend
ist, entsteht durch die Assemblierung der eigentlichen Seidenproteine bzw. im Fall des
Muschelbyssus durch die Assemblierung der seidenahnlichen Molekile (preCols, vgl.
Kapitel 1.3.2). Dieser Kern ist mit weiteren Proteinen sowie teilweise auch anderen Bio-
polymeren (Lipide, Zuckerreste) beschichtet. Die dadurch entstehende Hiille Gbernimmt
hauptsachlich Schutzfunktionen und verhindert eine Beschadigung des Kerns durch abi-
otische und biotische Einflisse.

Der Kern des Seidenfadens von Larven des Maulbeerspinners B. mori besteht aus zwei
gleichartigen Filamenten, die jeweils aus drei verschiedenen Proteinen aufgebaut sind:
einer leichten und einer schweren Fibroinkette (L- und H-Fibroin, von engl. light und
heavy chain fibroin) und dem Glykoprotein P258!. H- und L-Fibroin bilden ein disulfid-

(44 Und 3 dieser Dimere mit P25 zusammen bilden die elemen-

verbriicktes Heterodimer
tare Grundeinheit des Fadens (6:6:1 Stdchiometrie)[45]. Nach Assemblierung der Grund-
einheiten werden jeweils zwei der entstandenen Filamente mittels eines zur Gruppe der
Sericine gehorenden Proteins miteinander verklebt. Bei letzteren handelt es sich um
repetitive, glykosylierte Proteine mit Molekulargewichten zwischen 24 kDa und 400 kDa,
die einen Serinanteil von bis zu 40 % aufweisen**®. Die Klebeeigenschaften der Sericine
beruhen v. a. auf zwischen ihren Serinresten und den Fibroinfilamenten entstehenden
Wasserstoffbrt‘jckenbindungen[?’]. Das entstandene Doppelfilament, das den Kern der
B. mori Kokonseide bildet, wird wiederrum von mehreren, aus unterschiedlichen Serici-

Bl Diese schiitzen nicht nur den Fadenkern,

nen gebildeten Hullschichten ummantelt
sondern vermitteln ebenfalls Klebeeigenschaften, so dass die fertigen Kokonseiden ana-
log zu den Fibroinfilamenten wiederrum mit sich selbst sowie mit Umgebungsgegen-
stinden verklebt werden kénnen®! (Abb. 1-2 A).

Das makroskopische Bauprinzip der Kocherfliegenseide ist dem der Kokonseide der

Schmetterlinge sehr dhnlich. Der Fadenkern besteht ebenfalls aus Filamenten, welche
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dB®4748 m Gegensatz zu den Schmetterlingsseiden

aus H- und L-Fibroin aufgebaut sin
weisen die Grundeinheiten der Kernfilamente jedoch kein P25 bzw. ein diesem homolo-
ges Protein auf®*8 zwischen den einzelnen Filamenten sowie als Hiille um diese herum
existieren wie bei den Schmetterlingsseiden Schichten aus Proteinen, die aufgrund ihrer
Analogie zu den Sericinen der Schmetterlingsseiden ebenfalls als Sericin(e) bezeichnet

werden!*748! (Abb. 1-2 A).

A B C
MaSp1 preCol-Trimere in
(auBerer Kern) 6+1 Bundeln

MaSp1 & MaSp2 (Byssusfadenkern)
(innerer Kern)

H-Fibroin, L-Fibroin und p25
(6:6:1) Grundeinheiten
(Seidenfilament)

- \
Sm ® yasp- ||

-‘-‘ Cluster
8 N

" MiSp-ahnliche
Proteine TMPs
(“Haut®) (Proteinmatrix)

Sericin-Schichten
(Hullschichten)

Glykoproteinschicht Mfp-1
(innere Hulle) (Kutikula)

Abb. 1-2: Schematische Darstellung von Querschnitten verschiedener Seidenfiden und eines Mu-
schelbyssusfadens. (A) Faden der Kokonseide von Vertretern der Schmetterlinge und Kocherfliegen be-
stehen aus miteinander verklebten Fibroinfilamenten (H- und L-Fibroin sowie je nach Ordnung weitere
Proteine) und sind von mehreren Sericinschichten umhdillt. (B) Der in zwei Bereiche unterscheidbare Kern
der Abseilfaden Echter Radnetzspinnen besteht aus homogen verteiltem MaSp 1 und inhomogen verteil-
tem MaSp 2. Die Hille des Abseilfadens besteht aus 3 Schichten: einer als Haut bezeichneten Protein-
schicht, die von MiSp-dhnlichen Proteinen (MiSp selbst wird zum Bau einer als Schablone fiir die Konstruk-
tion der Fangspirale des Radnetzes dienenden Hilfsspirale genutzt) gebildet wird sowie einer
Glykoprotein- und einer abschlieRenden Lipidschicht. (C) Der Kern des Muschelbyssusfadens besteht aus
6+1 Bundeln von preCol-Trimeren, die in eine aus Matrixproteinen (TMPs) bestehende Matrix eingebettet
sind. Die Kutikula besteht hauptsachlich aus Mfp-1.

Die Seidenfaden von Vertreter der Hautflliger bestehen aus mehreren unterschiedlichen
Proteinen. So kénnen in Honigbienen, Hummeln, Hornissen und Ameisen vier in Zu-
sammenhang mit der Seidenproduktion stehende Proteine mit Molekulargewichten von
29 kDa bis 60 kDa nachgewiesen werden!®. Diese assemblieren zu tetrameren coiled-

[49]

coils™™" und bilden den strukturellen Kern der Hautflliglerseiden. Der Fadenkern wird

vermutlich ebenfalls von einer aus weiteren Proteinen bestehenden Hiille umgeben, da,
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je nach Spezies, noch 1-2 weitere Proteine detektiert wurden, denen eine den Sericinen

ahnliche Rolle zugeschrieben werden kann'™.,

Ahnlich den Insektenseiden sind auch einige Spinnenseiden komplexe Kompositmateria-
lien, die auf makroskopischer Ebene einen Kern-Hille-Aufbau zeigen. Der strukturelle
Kern des Abseilfadens Echter Radnetzspinnen kann in zwei Bereiche unterschieden wer-
den und besteht aus Proteinen der beiden Spidroinklassen MaSp1 und MaSp2 (von engl.
»major ampullate ggidroin”)[9’5°]. Wahrend MaSp1 als Hauptkomponente des Fadenkerns
homogen verteilt vorliegt und sich sowohl im inneren wie duReren Kern findet, bildet
MaSp2 Cluster, die auf das Zentrum des inneren Fadenkerns beschrankt sind®!. Zudem

B2 per

zeigt das Verhaltnis von MaSpl zu MaSp2 speziesabhdngige Unterschiede
MAS-Fadenkern wird von einer Hille umgeben, deren Aufbau komplexer als bei den
Insektenseiden ist und die aus drei unterscheidbaren Schichten besteht. Der Fadenkern
wird von einer als ,,Haut” bezeichneten Schicht umschlossen, die aus einem Protein be-
steht, welches dem Kleinen Ampullenseidenprotein (MiSp, von engl. ,minor ampullate
spidroin®) shnelt®. Seide aus letzterem wird von Radnetzspinnen normalerweise zum
Bau einer (als Schablone dienenden) Hilfsspirale fir die Konstruktion der eigentlichen
Fangspirale des Randnetzes verwendet!?>?>>*>4 Nach dieser ,Haut” folgt noch eine aus
Glykoproteinen bestehende Lage sowie eine abschliefende Lipdischicht[51]. Die komple-
xe Hille Gbernimmt mehrere Funktionen. Sie dient in erster Linie dem Schutz des Fa-
denkerns vor biotischen und abiotischen Umwelteinfliissen, (bernimmt aber auch Auf-

gaben bei der sozialen Kommunikation zwischen Radnetzspinnen, da die Lipide der

auBersten Hullschicht auch als Trager von Pheromonen in Frage kommen®®® (Abb. 1-2 B).

Der bei den Seidenfaden der Arthropoden zu findende Kern-Hiille-Aufbau ist auch im
Bauplan des seidendhnlichen Muschelbyssus erkennbar. Jeder Byssusfaden umfasst ins-
gesamt bis zu 10 Strukturproteine und Enzyme[43]. Der strukturelle Kern des Byssusfa-
dens, der makroskopisch fir die mechanischen Eigenschaften der Faden verantwortlich
ist, besteht aus den drei kollagenahnlichen Proteinen preCol-D, preCol-P und preCol-NG,
[31,56-58] (von engl. ,pre-pesinized collagen”, vgl. Kapitel 1.3.2). Innerhalb des Fadenkerns
formen die hochstwahrscheinlich als Homotrimere vorkommenden preCols 6+1 Bilindel
mit einer lokal begrenzten, flUssigkristallinen (smektischen) Ordnung. Die flachig ange-

ordneten Biindel sind ihrerseits in eine Matrix, die die einzelnen preCol-Biindel
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voneinander trennt, eingebettet[59’6°]. Die Matrix selbst wird von Vertretern einer als
TMP (von engl.: ,thread matrix proteins”) bezeichneten Proteinfamilie gebildet[sol. Der
strukturelle Kern wird von einer schitzenden Hiille, der Kutikula, welche aus dem Pro-
tein Mfp-1 (von engl. ,mussel foot protein 1“) sowie Lipiden und Wachsen besteht, um-

schlossen>741.61.62l (Abb. 1-2 C).

1.2.2 Molekularer Aufbau

Die den Arthropodenseiden zugrunde liegenden Proteine sowie die preCols des Mu-
schelbyssus zeigen nicht nur im makroskopischen Bauplan Ahnlichkeiten. Auch auf mo-
lekularer Ebene sind Gemeinsamkeiten in der Primarstruktur der jeweiligen Proteine zu
finden.

Der grofRte Teil der Seidensequenz (der deshalb oft auch als Kerndoméane bezeichnet
wird) umfasst Abfolgen sich wiederholender und fiir das jeweilige Protein charakteristi-
scher Konsensusmotive, die haufig so angeordnet sind, dass sich hydrophobe und hyd-
rophile Bereiche in einer blockcopolymerahnlichen Weise abwechseln®“%!. Die deutlich
kiirzeren, terminalen Domanen der Fibroine, Spidroine und preCols zeigen hingegen eine
nichtrepetitive Aminosduresequenz. Eine weitere Gemeinsamkeit ist, dass die Konsen-
susmotive der Kerndomanen aus einigen wenigen, meist nichtessentiellen Aminosauren
zusammengesetzt sind, was in einem Uberdurchschnittlich hohen prozentualen Anteil

der entsprechenden Aminosauren resultiert.

1.2.2.1 Repetitive Kerndoménen

Die repetitive Kernsequenz der H-Fibroine von Schmetterlingen und Kdocherfliegen wei-
sen einen Uberproportional hohen Anteil der Aminosduren Glycin und Serin, sowie bei
Schmetterlingen zusatzlich noch Alanin, auf®. Der Kern des B. mori H-Fibroins wird von
(GX)n-und GXlXZG—Sequenzmotiven (X ist vorwiegend eine der Aminosauren A, S oder V)
dominiert. Die beiden Arten von Sequenzmotiven sind so angeordnet, dass zwei Arten
von Clustern unterschieden werden konnen: das (GX),-Sequenzmotiv bildet sowohl
GAGAGS-Abfolgen mit 2 bis 15 als auch GX'GX’GX>-Abfolgen (X ist meist eine der Ami-

nosduren A, V oder Y) mit 2 bis 5 Wiederholungen aus, und das GX'X’G-Sequenzmotiv

10
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folgt meist auf das erste GAGAGS-Motiv innerhalb des Clusters. Diese hydrophoben Mo-
tive kdnnen zu zwolf Gbergeordneten Modulen, die jeweils von 43 Aminosdauren umfas-
sende, hydrophileren Sequenzen unterbrochen werden, zusammengefasst werden!®®3,
Wie bei B. mori findet man auch bei anderen Schmetterlingen diesen charakteristischen,
modularen Aufbau der H-Fibroinsequenz, wobei Anzahl der Module sowie Art und evo-
lutiondre Konservierung der darin vorkommenden Wiederholungssequenzen jedoch von
Spezies zu Spezies variieren®.

Die repetitiven Kernsequenzen der H-Fibroine der Kocherfliegen unterscheiden sich von
denen der Schmetterlinge hauptsachlich darin, dass alaninreiche Sequenzmotive ((GX),
mit X=A oder A,) fehlen (Tab. 1-1). Stattdessen sind neben den durch X*X’GPG-Motiven
gepragten glycinreichen Bereichen v. a. (SX),-Sequenzabfolgen zu finden. Darliber hin-
aus ist die Anzahl unterscheidbarer Konsensusmotive groRer als bei den H-Fibroinen der
Schmetterlinge, die Sequenzen sind starker konserviert und Muster einzelner Konsen-
susmotive werden deutlich seltener wiederholt, was letztendlich auch die Gruppierung
dieser Motive zu libergeordneten Modulen erschwert. Unterschiede zwischen den Sei-
denproteinen einzelner Gattungen aullern sich bei Kocherfliegenseiden deshalb eher in
einer variablen Anordnung der Motive denn in Sequenzunterschieden innerhalb der
Konsensusmotive!.

Der repetitive Kern der 4 paralogen, bei allen Vertretern der Hautfliigleriberfamilien
Vespoidea und Apoidea vorkommenden Seidenproteine weist einen liberdurchschnitt-
lich hohen Anteil der Aminosauren Alanin, Serin, Glutaminsdure (E), Leucin (L), Lysin (K),
Glutamin (Q) und Threonin (T) auf. Charakteristisch ist flr diese Proteine die sich wie-

derholende Abfolge eines Heptapeptidmotivs, wobei sich auf Position 1 und 4 hydro-

phobe Aminosiuren mit kleinen Seitenketten (meist A und S) befinden™ (Tab. 1-1).

Die repetitiven Kernsequenzen der Proteine der beiden Spidroinklassen MaSpl und
MaSp2 der Echten Radnetzspinnen weisen analog den Fibroinen der Insektenseiden
ebenfalls einen hohen Anteil der Aminosauren Alanin, Glycin und Serin auf und sind in
Form sich wiederholender Sequenzmotive angeordnet. Die Kernsequenz der
MaSp1-Proteine beinhaltet Abfolgen alaninreicher ((A)s.12 / (GA),) und glycinreicher Mo-
tive (GGX, mit X = Tyrosin (Y), L oder Q). Die MaSp2-Kersequenzen beinhalten genauso

(A)s.12- und (GA),-Sequenzmotive, aber Glycin tritt typischerweise nicht mehr als GGX-,

11
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sondern in Form von X*X’GPG-Motiven (X = Q, G oder Y) aufl206463l (Tab. 1-1). Dies ver-
leiht MaSp2 einen etwas hydrophileren Charakter als MaSp1l. Die Funktion der in den
repetitiven Kernsequenzen der Insektenseidenproteine vorkommenden, hydrophilen
Abstandhalter-Sequenzmotive (engl. spacer) wird bei den MAS durch unterschiedliche

Mengenverhaltnisse der beiden Spidroinklassen iibernommen(®#3],

Die Kernsequenzen der preCol-Molekiile des Muschelbyssus dhneln den Arthropoden-
seidenproteinen durch ihren tberdurchschnittlich hohen Anteil der Aminosauren Glycin
und Alanin. Die repetitive Kernsequenz gliedert sich in zwei voneinander unterscheidba-
re Bereiche: einen glycinreichen Teil sowie zwei amino- und carboxyterminal zu diesem
liegende Sequenzbereiche, die neben einem hohen Glycin- zusatzlich noch durch einen
hohen Alaninanteil gekennzeichnet sind. Der glycinreiche Teil ist durch die strikte Abfol-
ge eines einzigen Konsensusmotivs, dem fir fibrilldre Kollagene charakteristischen Tri-
peptidmotiv GX'X* (X! und X? sind haufig Prolin (P) bzw. 4-trans-Hydroxyprolin), charak-
terisiert®*¢>8 und wird deswegen auch bei den preCols allgemein als Kollagendomane
bezeichnet. Die amino- und carboxyterminal anschlieBenden Sequenzen, die aufgrund
ihrer Position relativ zur kollagenartigen Kerndomane auch als flankierende Regionen
bezeichnet werden, unterscheiden sich deutlich zwischen den drei preCols und sind aus
Konsensusmotiven zusammengesetzt, die charakteristisch fiir Fibroine, Spidroine und
andere weit verbreitete Strukturproteine wie z.B. Elastin und Abductin sind3+°°8 ( Tab.

1-1, und Kapitel. 1.3.2 fiir detailliertere Beschreibungen).
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Tab. 1-1: Ubersicht der Konsensusmotive innerhalb der repetitiven Sequenzen ausgewihlter Seidenproteine und Muschelbyssus preCols. Konsensusmotive innerhalb der repetitiven Kern-
sequenzen von Fibroinen, Spidroinen und preCols. Abfolgen dieser Motive neigen zur Ausbildung verschiedener Proteinkonformationen, die wiederrum fiir bestimmte Eigenschaften und
Funktionen der jeweiligen Seide von Bedeutung sind. Hochgestellte Zahlen: Nummerierung der Positionen, an denen verschiedene Aminosauren vorkommen kdnnen.

Konsensusmotiv:

Vorkommen:

Besonderheiten:

Konformation:

Rolle/Funktion:

A,

M AS[20,64,65]
preCol-NG (flanks)®"*

preCol-D (flanks) ©"*"

n= 4_12[20.64.65]

n = 3, auf aminoterminale flank be-
schrankt?"%®

subst;t}ljiert mit groBen hydrophoben

B-Faltblatter in nanokristalliner
Anordnung?°2>66-72

B-Faltblatter, vermutlich parallel™

antipe;g]allele B-Faltblatter in kristalliner Anord-

- Zugfestigkeit & Steifigkeit

- preCol-D: Rolle wahrend des Selbsthei-

ASP" nung' lungsprozesses im distalen Teil von Byssus-
faden
(XG), H-Fibroine (Schmetterlinge)® X=AY,V® > Zugfestigkeit & Steifigkeit
MAS!064691 X = AR08 Faltblatter in kristalli -> MAS: Zwischenbereich zwischen B-
B-Faltbla e[gégmrslvssgﬁgse]r Nanokristallen und nicht-kristallinen
Anordnung™ Bereichen
preCol-D (flanks)®"*" X=A/n=28"%1
preCol-NG (flanks)>"*® meist: GAGA, GAGS®"®
(GX'GX*GXY), H-Fibroine (Schmetterlinge)®®®  haufig: X', X* = A, X* = §B B-Faltblatter in kristalliner Anordnung®’® > Zugfestigkeit & Steifigkeit
(SX)n H-Fibroine (Kocherfliegen)™ X # A (keine A-reichen Motive vorhan-  B-Faltblatter in kristalliner Anordnung™
den)”
(XGum)n H-Fibroine (Kécherfliegen)™ oft: X =L, m=2% > Elastizitat & Dehnbarkeit
Masp1[20,64,65] X = A I_ Q / m= 2[20.64.65]
preCol-NG (flanks)™"* haufig: X =L, A/ m = 1-3°"% Typ-Il B-Schleifen oder helikale Konformatio- = PreCol-NG: Rolle wahrend des Selbsthei-
nen (v. a. 3r-helikal)>2%3"%81 lungsprozesses im distalen Teil von Byssus-
faden
preCol-D (flanks)®"*"! m = 28197
preCol-P (flanks)®"*" héufig: X =V, |/ m = 28"
n -Fibroine (einige Vertreter der  meist: X° = astizita
XXX°PG H-Fibroine (einige Vertreter d ist: X> = G® > Elastizitat
Kécher:‘zlgeﬁg%?)[ L s osass) Typ-Il & 'I;)Ilggl B-Schleifen sowie random coil - Entstehung einer elastischen (entropisch
MaSp2=™" X'&X°=Q,G Y, X =G Bereiche!’"™® bedingten) Riickstellkraft bei Fadendehnung
Flagelliform-Seide!™20262) X' = G, X3 = gl™42627 Abfolge vieler B-Schleifen kann zur Bildung
’ einer sog. ,B-Spirale” filhren®*"
preCol-P (flanks)®*"*® X = noch mind. 2 weitere G*"*®
GX'x? preCols (Kollagendomane)®"**%®  oft: X' = P, X2 = Hyp*" %8 kollagenartige Tripelhelix®®"*¢®! > strukturelle & mechanische Integritat der
Byssusfaden
- Assemblierung der preCols zu Tripelhelices
(AISX'XAISX?X*X®),  Seidenproteine (Vertreter der Abzw. S an Pos. 1+4% tetramere coiled coils™"

Apoidea u. Vespoidea)™
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Ahnliche Abfolgen und Wiederholungen verwandter Konsensusmotive tendieren im fer-
tigen Faden auch zur Ausbildung dhnlicher Sekundarstrukturen.

Die alaninreichen Bereiche der H-Fibroine der Schmetterlinge und der MAS der Echten
Radnetzspinnen sowie die serinreichen (SX),-Motive der Kocherfliegenseidenproteine

[3,66-71]

bilden bevorzugt B-Faltblattstrukturen aus . Gleiches gilt fir Sequenzmotive, in

denen Glycin hauptsachlich mit Alanin oder Serin alterniert ((XG), oder GX1XZG)[7°’71’74’75].
Die B-Faltblatter kénnen sowohl parallel wie auch senkrecht zur Fadenachse angeordnet
sein (vgl. Abb. 1-1 B) und erlauben eine dichte Packung der Molekiile™™, was bei ~ 40 %
der entsprechenden Sequenzbereiche zur Bildung kristalliner Regionen fuhrt!2%7Y, Ledig-
lich die Seidenproteine von Vertretern der Hautfligleriberfamilien Apoidea und
Vespoidea weichen von diesem Muster ab, da in den alaninreichen Sequenzbereichen
vorrangig eine coiled-coil Konformation anstelle einer B-Faltblattkonformation nachge-
wiesen werden kann®*’ die mit dem charakteristischen Verteilungsmuster der Alanine
innerhalb der Heptapeptidwiederholungen in Verbindung steht.

Die glycinreichen Aminosduresequenzen der Seidenproteine bilden hingegen Sekun-
darstrukturmotive aus, die mit elastischen Eigenschaften in Verbindung gebracht wer-
den. Sowohl (XGm).- wie auch (X'X’GPG),-Motive bilden hiufig B-Schleifen (hauptsich-
lich Typ-Il, aber auch Typ-I), die, wenn sie direkt hintereinander auftreten, eine sog. B-
Spirale bilden kénnen”” 7!, Eine bestimmte Variante der (XGm)n-Motive, (XGG),, ist zu-
dem an der Ausbildung 3;-helikaler Konformationen beteiIigt[3’2°’31'56"58]. Im Gegensatz zu
den geordneten und dicht gepackten B-Faltblattkonformationen weisen Molekiilberei-
che mit Schleifen- sowie helikalen Konformationen meist eine lockerere Packung und
einen geringeren Grad an Orientierung sowie Ordnung auf>14202780 Finan sonderfall
stellen die kollagenshnlichen (GX'X%),-Motive der preCols dar, die eine Polyprolin-Il-
helixdhnliche (PPll-Helix) Konformation einnehmen und wie die fibrillaren Vertebraten-

kollagene auch zu dicht gepackten, rechtsgangigen Tripelhelices assemblieren®*8Y,

1.2.2.2 Nichtrepetitive Amino- und Carboxytermini

Die grolRen, repetitiven Kerndoméanen der hier beschriebenen (sowie die der meisten
anderen) Arthropodenseidenproteine und der preCols werden amino- und carboxyter-

minal von nichtrepetitiven Domanen abgeschlossen. Diese sind in der Regel hydrophiler
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als die jeweiligen repetitiven Kernsequenzen und beinhalten Aminosauren, tUber deren
Seitenketten sowohl kovalente als auch nichtkovalente intra- und intermolekulare Inter-

aktionen moglich sind.

Die Termini der H-Fibroine der Schmetterlings- und Kécherfliegenseiden sind zwischen
beiden Ordnungen konserviert. Die Aminotermini bestehen aus einer nichtrepetitiven,
amphiphilen Aminoséuresequenzlg]. Der Aminoterminus des B. mori H-Fibroins umfasst
151 Aminosduren und kann pH-Wert-abhangig sowohl in einer random coil- als auch

einer antiparallelen B-Faltblattkonformation vorliegen[82’83]

. Aufgrund der erwdhnten
Konservierung der aminoterminalen Sequenzen wird davon ausgegangen, dass diese
sich auch in den H-Fibroinen anderer Schmetterlings- und Kocherfliegenseidenproteine

konformationell dhnlich verhalten®?

. Die carboxyterminalen Domadnen der H-Fibroine
von Schmetterlingen und auch Kécherfliegen zeichnen sich v. a. durch das Auftreten von
Cysteinresten an konservierten Positionen aus®. Der aus 50 Aminosiuren bestehende,
nichtrepetitive Carboxyterminus des B. mori H-Fibroins beinhaltet drei solcher Cystein-
reste>. Zwei davon bilden eine intramolekulare Disulfidbriicke, wahrend der dritte eine

Disulfidbriicke zu einem Cysteinrest des L-Fibroins ausbildet44

. Die korrekte Bildung
spezifischer Disulfidbricken spielt bei der Biosynthese der Insektenseidenfdden eine
entscheidende Rolle, da nur das kovalent verbriickte Heterodimer aus H- und L-Fibroin
korrekt sekretiert werden kann®®*,

Innerhalb der beiden Hautfligleriiberfamilien Apoidea und Vespoidea sind die termina-
len Domanen der Vespoidea-Seiden in der Regel langer als die der Apoidea-Seiden. Zwi-
schen den beiden Uberfamilien sind die Termini anders als zwischen verschiedenen In-
sekten- bzw. Spinnenseidenproteinen jedoch im Laufe der Evolution tber den Grad der
Sequenzwiedererkennung hinaus divergiert[4]. Generell weisen die Termini der Hautflig-
lerseidenproteine einen erhéhten Serinanteil auf, was diese, wie die nichtrepetitiven
Domanen anderer Seidenproteine auch, polarer als die repetitive Kernsequenz macht.
Innerhalb natirlicher Hautflliglerseiden lassen sich sowohl a-Helix- wie auch B-Falt-
blattanteile nachweisen und es gibt Hinweise darauf, dass die serinreichen Termini der
Proteine — dhnlich den repetitiven (SX),-Motiven der H-Fibroine der Kocherfliegen (vgl.
Kapitel 1.2.2.1) hauptsachlich fir die Ausbildung der B-Faltblatter verantwortlich

sind®,
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1 Einleitung

Bei den MaSp der Webspinnen wird die repetitive Kernsequenz der Proteine durch

~100-150 Aminosiuren umfassende Termini umschlossen!®¢!

. lhre Sequenzen sind
zwischen den verschiedenen Seidenarten und selbst zwischen phylogenetisch nur ent-
fernt verwandten Spinnenarten stark konserviert©8086901, Rontgenstrukturanalysen zei-
gen, dass der globulare MaSpl Aminoterminus der Spinne Euprosthenops australis funf
a-Helices umfasst, die in Form eines Helixbiindels so angeordnet sind, dass sich die elf
geladenen Aminosduren innerhalb der Tertiarstruktur gruppieren und so einen negativ

B192] pie Tertidrstruktur des

und einen positiv geladenen Molekiilpol ausbilden kénnen
Carboxyterminus besteht ebenfalls aus finf a-Helices. Eine dieser Helices beherbergt
einen (innerhalb der MaSp1 Proteine) stark konservierten Cysteinrest. Sowohl die ein-
zigartige Tertidrstruktur als auch definierte Aminosdauren an konservierten Positionen
spielen bei den Struktur-Funktions-Beziehungen der carboxyterminalen Domanen eine

essentielle Rolle (vgl. Kapitel 1.2.3).

Die terminalen Domanen der preCols des Muschelbyssus zeichnen sich durch das Vor-
kommen von Histidinclustern sowie 3,4-Dihydroxyphenylalaninen (DOPA), welche post-

[31,93]

translational aus Tyrosinen gebildet werden, aus . Sowohl die Histidincluster als

auch die DOPA-Reste dienen der intra- sowie intermolekularen Quervernetzung der

preCols bzw. preCol-Biindel®*%!

Durch Variation von Art, Abfolge und Anzahl von Konsensusmotiven kdnnen sich inner-
halb der Fibroine, Spidroine und preCols verschiedenste Sekundar- und Tertidrstrukturen
(sowie ausgehend davon auch Quartarstrukturen) ausbilden. Diese durch die Aminosau-
resequenz beeinflusste strukturelle Diversitat wirkt sich auf die Ordnung, Ausrichtung
und Packung der Molekiile bzw. einzelner Molekilbereiche aus und bestimmt so die
makroskopischen (mechanischen) Eigenschaften des jeweiligen Seidenfadens bzw. des

Muschelbyssus.

1.2.3 Struktur-Funktions-Beziehungen bei Seiden und seidendhnlichen Proteinen

Die makroskopischen Eigenschaften einzelner Arthropodenseiden und des Mu-
schelbyssus stehen in enger Beziehung zur Primarstruktur der zugrunde liegenden Prote-

ine, da diese Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur und somit indirekt auch Ordnung,
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1 Einleitung

Ausrichtung und Packung der Molekiile vorgibt, und durch ihren meist amphiphilen Cha-
rakter und das Vorhandensein bestimmter Aminosdauren weitere Eigenschaften wie die
Loslichkeit der Proteine in den Driisen, deren Unloslichkeit im fertigen Seidenfaden oder

auch die Haftfahigkeit der Seidenfaden selbst mitbestimmt.

Die repetitiven Kerndomanen der Arthropodenseidenproteine und der preCols enthal-
ten einen hohen Anteil von Aminosauren mit relativ kleinen Seitenketten (A, G, S) von
intermediarer Hydrophobizitét[4'5’20’31’56'58'64'65]. Aufgrund dieser Eigenschaften tragen die
repetitiven Sequenzmotive zur Wasserloslichkeit der Proteine vor und ihrer Unl6slichkeit
nach der Assemblierung bei®. Dariiber hinaus kénnen die repetitiven Sequenzen in eine
Vielzahl von Sekundarstrukturmotiven falten (Abb. 1-1 B & Kapitel 1.2.2). Eine periodi-
sche Abfolge dieser Sekundarstrukturen beeinflusst Ordnung und Packung der Seiden-
proteine bzw. preCols wahrend der Assemblierung und tragt dadurch entscheidend zu
den mechanischen Eigenschaften der Seiden bzw. des Byssus beil™. In ihrer Islichen
Form weisen sowohl die repetitiven Sequenzmotive der H-Fibroine als auch die der
MaSp vorwiegend helikale (amorphe) Konformationen auf. Bei Fibroinen liegt meist eine
durch B-Schleifen (Typ-ll) dominierte Konformation (auch als Silk I-Konformation be-
zeichnet) vor, wahrend die repetitiven Kerndomanen der MaSp eine Mischung aus rand-
om coil, PPII- sowie a-helikalen Konformationen zeigen[101'1°3]. Die kollagenartige Kern-
sequenz der preCols favorisiert eine PPII-helixdhnliche Konformation, die bereits friih in
den sekretorischen Granulae zur Ausbildung tripelhelikaler Homotrimere fuhrt!364339:104]
Waéhrend diese frih ausgebildete Quartarstruktur im fertig gebildeten Byssusfaden er-
halten bleibt, fihrt der Spinnprozess bei Arthropodenseidenproteinen zu Konformati-
onsanderungen. Sowohl bei den H-Fibroinen als auch den MaSp kommt es innerhalb der
alaninreichen Sequenzen (bzw. den anstelle dieser bei Kocherfliegen- sowie einigen
Schmetterlings-H-Fibroinen auftretenden serinreichen Sequenzen) zur Ausbildung von B-
Faltblattern®®*®71 Die entstehenden B-Faltblatter ermoglichen eine sehr dichte und
prazise Packung und Ausrichtung der Molekiile in den entsprechenden Sequenzberei-
chen. Dadurch konnen sich wahrend des Verspinnens kristalline Bereiche (sog. B-
Kristallite) mit Dimensionen von 2 x 5 x 7 nm, die hauptsachlich entlang der Fadenlangs-
achse ausgerichtet sind, innerhalb der Spinnenseidenfaden bilden'**72 Die alaninrei-

chen Sequenzbereiche der Hautflliglerseiden stellen innerhalb der Fibroinsequenzen
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1 Einleitung

eine Ausnahme dar, da sie aufgrund der charakteristischen Aminosaureabfolge der Hep-
tapeptidwiederholungen sowie der dort zu findenden Verteilung der Alanine coiled coils
(und somit eine a-helikale Sekundarstruktur) anstelle von B-Faltblattern ausbilden!®*!,
Sequenzmotive mit hohem Glycinanteil (wie XGG oder X*X’GPG-Wiederholungen) nei-
gen hingegen dazu, lockerer gepackte, nichtkristalline Konformationen einzunehmen. So
bilden (XGG), Motive 3;-Helices und (X*X’GPG) bildet vorwiegend B-Schleifen, die, wenn
sie in direkter Abfolge hintereinander liegen, eine sog. B-Spirale formen(®20777980 ‘Moti-
ve, in denen sich Glycin mit Alanin oder Serin abwechselt ((AG), oder (SG),) tendieren
jedoch wie alaninreiche Sequenzabschnitte eher zur Ausbildung von B-Faltblatt Struktu-
ren und konnen wie letztere ebenfalls kristalline Bereiche bilden. Im Gegensatz zu den
von den alaninreichen Motiven gebildeten B-Kristalliten sind diese Bereiche jedoch we-
niger dicht gepackt und besitzen eine groRere rdumliche Ausdehnung. Entsprechende,
im Spinnenabseilfaden neben den B-Kristalliten vorhandene und nachweislich durch die
(AG),-Motive gebildete kristalline Regionen weisen Dimensionen von 70-500 nm
auf®®®!_ Die durch das H-Fibroinsequenzmotiv (GAGAGS), gebildeten B-Faltblatter kon-
nen sich ebenfalls zu kristallinen Bereichen zusammenlagern. lhre Dimensionen sind mit

~ 10 nm lateraler und ~ 70 nm axialen Ausdehnungm]

jedoch etwas kleiner als die der
durch die (AG),-Sequenzemotive der MaSp gebildeten kristallinen Bereiche.

Die Kollagendomine (GX'X?) der preCols erméglicht die Ausbildung einer tripelhelikalen
Quartarstruktur der preCol-Homotrimere und bestimmt somit in erster Linie auch deren
mechanische Eigenschaften[los'no]. Die flankierenden Regionen der Kerndomane unter-
scheiden sich signifikant zwischen den drei verschiedenen preCol-Molekilen und umfas-
sen Konsensusmotive, die auch in einer Vielzahl anderer Strukturproteine vorkommen
(Tab. 1-1 & Kapitel 1.3.2). Biochemische, biophysikalische sowie mechanische Untersu-
chungen lassen darauf schlielRen, dass die flankierenden Regionen hauptsachlich fir die
mechanisch unterschiedlichen Eigenschaften des distalen und proximalen Teils von
Byssusfaden verantwortlich sind und auch bei der beobachtbaren Selbstheilung des dis-
talen  Abschnitts der Byssusfaiden eine  wichtige Rolle (ibernehmen

kdnnten!5%73:94106,108,110,111]
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Die Aufgaben der nichtrepetitiven, terminalen Domanen von Arthropodenseidenprotei-
nen und preCols bestehen haufig darin, die Loslichkeit der Proteine vor, als auch deren
korrekte Assemblierung wahrend und nach der Fadenentstehung zu gewéhrleisten.

Die Sequenzen der nichtrepetitiven Amino- und Carboxytermini der H-Fibroine sind in-
nerhalb der Schmetterlinge und Kécherfliegen konserviert. Eine rekombinant hergestell-
te Variante der aminoterminalen Domane des B. mori H-Fibroins faltet in vitro bei leicht
saurem pH-Wert (der auch wahrend der Produktion der Kokonseide in vivo vorliegt) in
ein aus vier Strangen bestehendes antiparalleles B-Faltblatt. Durch Doméanenaustausch
(engl. domain swapping) der B-Strange zweier H-Fibroinmolekiile bildet sich ein Homo-
dimer (Abb. 1-3 A), welches dann mit einem weiteren Homodimer zu einem Homotet-
ramer assembliert®. Durch diese Quartirstruktur kommen auf beiden Seiten des B-
Faltblatts saure Aminosadurereste zu liegen. Diese dienen als pH-abhangiger Schalter, da
ein weiteres Absinken des pH-Werts zu ihrer Protonierung und dadurch zum Verschwin-
den elektrostatischer AbstoRBung fiihrt. So sind eine dichte Packung sowie ausgepragtere
nichtkovalente Interaktionen zwischen den Tetrameren méglich[gzl. Der nichtrepetitive
Aminoterminus des B. mori H-Fibroins steuert somit die Oligomerisierung des Proteins
und es darf aufgrund der Konservierung der H-Fibroine der Schmetterlinge und Koécher-
fliegen davon ausgegangen werden, dass dies eine generelle Funktion des Aminotermi-
nus aller H-Fibroine ist. Darliber hinaus bindet der amphiphile Aminoterminus der
Schmetterlings-H-Fibroine das Protein P25 Uber hydrophobe, nichtkovalente Wechsel-
wirkungen. Die Interaktion mit dem hydrophileren P25 erleichtert den Transport und die
Sekretion der schwer |6slichen Fibroin-Heterodimere, die durch Disulfidverbrickung
eines konservierten Cysteinrests im Carboxyterminus des H-Fibroins mit einem Cystein-

3441121 (jper die Termini vermittelte Quartarstrukturbil-

rest des L-Fibroins entstehen
dungen spielen somit bei Sekretions- wie auch Assemblierungsprozessen der Insekten-
seidenproteine eine wichtige Rolle.

Die aminoterminalen Doméanen (NRN, von engl. ,non-repetitive N-terminal domain®) des
E. australis und des Latrodectus hesperus MaSp1 falten in eine bisher einzigartige Terti-
arstruktur, ein aus finf a-Helices bestehendes Helixbiindel®3 (Abb. 1-3 B). Diese He-
lixbUndelstruktur ermdglicht eine rdumliche Gruppierung der in der Sequenz vorhande-

nen geladenen Aminosduren, so dass ein Ladungsdipol mit positiv und negativ

geladenem Ende entsteht®. Bei neutralen pH-Werten und in Gegenwart von NaCl,
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einer chemischen Umgebung, wie sie innerhalb der GrolRen Ampullendriisen, in denen
die MaSp gespeichert werden, vorliegt, ist NRN in vitro ein Monomer mit geringer Ag-

[113.114]  Fine Erniedrigung des pH-Werts (entspricht der Situation im

gregationsneigung
Spinnkanal wihrend des Spinnprozesses)™ fiihrt dann dazu, dass die Helixbiindelstruk-
tur intermolekulare, nichtkovalente Wechselwirkungen eingeht. Dies fuhrt zu einer Di-
merisierung von MaSp1, und aufgrund des Ladungsdipols der Tertidrstruktur erfolgt die
Dimerisierung in einer antiparallelen Ausrichtung der beteiligten Monomere®®*. Die star-
ke Konservierung zahlreicher Aminosauren innerhalb der aminoterminalen Domanen
der MaSp verschiedener Spinnenarten lasst darauf schlieBen, dass die Aufgabe letzterer

generell darin liegt, einer friihzeitigen Aggregation der MaSp in der Driise entgegenzu-

wirken und anschlieBend die antiparallele Multimerisierung der Proteine Uber nicht-

[91,116,117]

kovalente Wechselwirkungen wahrend des Spinnprozesses zu steuern

Salt
bridges
H2

Abb. 1-3: Tertidr- und Quartarstrukturen terminaler Domanen von H-Fibroin und MaSp. (A) Homodimer
einer rekombinant hergestellten Variante des H-Fibroin Aminoterminus von B. mori, das durch Domanen-
austausch einzelner B-Stringe gebildet wird. Tiirkis: Monomer A, violett: Monomer B. Abgedruckt aus
dem Journal of Molecular Biology, Vol. 418, He Y. X. et al., N-Terminal Domain of Bombyx mori Fibroin
Mediates the Assembly of Silk in Response to pH Decrease, 197-207, Copyright (2012) (B) Antiparalleles
Homodimer einer rekombinant hergestellten Variante des MaSp1l-Aminoterminus, das durch nichtkova-
lente Interaktion der aus jeweils finf a-Helices bestehenden Helixblindel der Monomere gebildet wird.
Konservierte Aminosadurereste, die in allen bekannten MaSp-Aminotermini vorkommen sind griin und
diejenigen, die in >60 % der MaSp-Aminotermini vorkommen, sind braun markiert. Abgedruckt mit Ge-
nehmigung der Macmillan Publishers Ltd: Nature (Askarieh, G. et al., Nature 465 (7295), 236-238), Copy-
right (2012) (C) Paralleles Homodimer einer rekombinant hergestellten Variante des ADF3-
Carboxyterminus (ADF3 ist ein MaSp2-Protein) von A. diadematus, das durch Domanenaustausch je einer
a-Helix der aus insgesamt fiinf a-Helices bestehenden Helixbiindel sowie durch Ausbildung einer intermo-
lekularen Disulfidbriicke entsteht. Blau: Monomer A, rot: Monomer B. Abgedruckt mit Genehmigung der
Macmillan Publishers Ltd: Nature (Hagn, F. et al., Nature 465 (7295), 239-243), Copyright (2012)
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NMR-Untersuchungen des nichtrepetitiven Carboxyterminus (NRC, von engl. ,non-
repetitive C-terminal domain®“) des MaSp2-Analogs ADF-3 von A. diadematus zeigen,
dass auch diese Domane in eine einzigartige, aus fiinf a-Helices bestehende Helixbiin-
delkonformation faltet. Zwei NRC-Domanen interagieren durch Doméanenaustausch je
einer der a-Helices und bilden ein paralleles Dimer. Dieses wird durch Bildung einer
stark konservierten, intermolekularen Disulfidbriicke zusatzliche stabilisiert!11%118] (Abb.
1-3 C). Unter den in der Spinndriise vorherrschenden Bedingungen bilden die carboxy-

(10119120  pocp

terminal verknipften MaSp-Dimere mizellenartige, 16sliche Strukturen
durch die wihrend des Spinnprozesses auftretenden Anderungen der lonenstirke und
des pH-Werts sowie durch hinzukommende Scherkrafte andert sich die Tertidrstruktur
innerhalb der NRC. Es kommt zu einer Exposition hydrophober Bereiche, die die enge
Packung, Ausrichtung und Assemblierung der MaSp einschlieRlich der Sekundarstruktu-
relemente ihrer repetitiven Domanen und damit die Bildung der kristallinen Bereiche im
Seidenfaden ermb’glicht“lg]. Genau wie NRN ist auch NRC ein ,molekularer Schalter”,
der die Loslichkeit der MaSp innerhalb der Drise férdert und wichtige Funktionen bei

der Steuerung der Assemblierung tibernimmt™®,

Verglichen mit den nichtrepetitiven Termini der Arthropodenseidenproteine ist liber
Sekundar-, Tertidar- und Quartarstruktur der preCol-Termini und somit auch uber ihre
Struktur-Funktions-Beziehungen recht wenig bekannt. Generell sind die terminalen Do-
manen der drei preCols durch das Vorkommen histidinreicher Motive sowie konservier-
ter Tyrosine, die zum Teil durch posttranslationale Modifikation zu DOPA hydroxyliert

79394 Die Histidinreste kénnen zusammen mit zweiwertigen

werden, gekennzeichne
Metallkationen koordinative Metall-Ligand-Komplexe, die zu einer stabilen, nichtkova-
lenten Quervernetzung der preCols flihren, bilden®**®. Eine weitere Stabilisierung der
Struktur findet durch die in den terminalen Doméanen vorkommenden DOPA-Reste statt,
da diese Uber eine Aryl-Aryl-Kupplung vermutlich intermolekulare di-DOPA Bindungen
bilden®®>. zusitzlich kann DOPA mit Metallkationen (allen voran Fe3+) ebenfalls Me-
tall-Ligand-Komplexe bilden. Das Auftreten dieser Art der Quervernetzung scheint je-
doch hauptsachlich auf die Kutikula (und damit nicht auf preCol-Molekiile) der Byssusfa-
den (Abb. 1-2 C & Kapitel 1.2.1) beschrankt zu sein**!. Die preCol-Termini Gbernehmen

somit vor allem Funktionen bei der Quervernetzung und Stabilisierung der bereits
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wahrend der Sekretion der preCols festgelegten fliissigkristallinen Orientierung der Mo-

lekile.

Trotz vieler Ahnlichkeiten auf makroskopischer und molekularer Ebene unterscheiden
sich verschiedene Seidenarten sowie Seiden und Byssusfaden in ihren Eigenschaften.
Um praziser verstehen zu kénnen, worauf die spezifischen Eigenschaften sowie deren
Unterschiede basieren, ist es unabdingbar, genaue Informationen Uber die Beziehungen
zwischen den einzelnen Modulen (bzw. den darin enthaltenen Konsensusmotiven) und
den daraus resultierenden und durch den Herstellungsprozess mit beeinflussten Kon-
formationen zu erlangen. Nur eine umfassende Aufklarung dieser Struktur-Funktions-
Beziehungen ermoglicht es, den Ursprung der herausragenden mechanischen und funk-
tionalen Eigenschaften der hier beschriebenen extrakorporalen Strukturproteine erkla-
ren und das gewonnene Wissen als Grundlage zur Entwicklung neuartiger Biomaterialien
nutzen zu kénnen. Im Folgenden wird nun detaillierter auf den Aufbau des Mu-
schelbyssus und die Struktur-Funktions-Beziehungen der zugrunde liegenden preCols,

die Bestandteil dieser Arbeit waren, eingegangen.

1.3 Der Muschelbyssus

Muscheln der Familie Mytilidae sind sesshafte Mollusken, die die Gezeitenzonen von
Kisten klimatisch gemaRigter Regionen bewohnen. Um ein durch Wellengang, Meeres-
stromungen und Gezeiten bedingtes Verdriften zu verhindern, nutzen Muscheln ein als
Byssus bezeichnetes Verankerungssystem. Der Byssus kann morphologisch grob in drei
Bereiche unterteilt werden: (i) in eine in die Byssusdriise eingebettete Wurzel, (ii) in ei-
nen Stamm, der die nahtlose Fortsetzung der Wurzel darstellt und (iii) in die Byssusfa-
den, die mit ihrem proximalen Ende am Stamm und, liber eine Haftscheibe vermittelt,

(1221 pie Byssusfaden selbst sind kom-

mit ihrem distalen Ende am Untergrund anhaften
plexe Kompositmaterialien, die aus bis zu zehn verschiedenen Proteinen sowie Lipiden
und Wachsen bestehen und an deren Herstellung spezialisierte Enzyme beteiligt

sind 37431231
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1.3.1 Makroskopischer Aufbau des Byssusfadens

Die grof3tenteils aus Proteinen bestehenden, zwei bis fiinf Zentimeter langen Byssusfa-
den kdnnen nach morphologischen sowie funktionalen Gesichtspunkten in vier makro-
skopisch unterscheidbare Bereiche eingeteilt werden. Proximal ist jeder Byssusfaden
Uber eine ringartige Struktur mit dem Stamm verbunden. Das daran anschliefende erste
Drittel des Byssusfadens ist abgeflacht und weist eine wellige Oberflache auf (im Folgen-
den als proximaler Teil bezeichnet), wahrend der restliche Byssusfaden zylindrisch ist
und eine glatte Oberflache besitzt (im Folgenden als distaler Teil bezeichnet). Den dista-
len Abschluss bildet schlieRlich eine als Plaque oder Haftscheibe bezeichnete Struktur,
die die Haftung des Byssusfadens an einer Vielzahl verschiedener Oberflachen gewéhr-

leistet. (vgl. Abb. 1—4)[42’1221.

— proximaler Byssus: (I) Fadenkern: e fibrillarer Anteil: preCol-P, preCol-NG, preCol-D
* Matrix: TMPs (PTMP-1)
= (I1) Kutikula: Mfp-1

> distaler Byssus: (I) Fadenkern: « fibrilléarer Anteil: preCol-D, preCol-NG, (preCol-P)

* Matrix: TMPs
(I Kutikula: Mfp-1
(I) Kern: Mfp-2, -3, -4, -5 & -6
(I1) Kutikula: Mfp-1

Abb. 1-4: Aufbau und Struktur des Muschelbyssus. Die 2-5cm langen Byssusfaden entspringen am
Stamm und sind (iber diesen mit dem Muschelgewebe verbunden. Jeder Byssusfaden lasst sich in einen
proximalen und distalen Teil unterteilen. Diese Unterteilung spiegelt sich auch in der Verteilung der Prot-
einkomponenten wieder. Die Konzentration von preCol-P und preCol-D andert sich in gegenldufigen Gra-
dienten entlang der Fadenldngsachse, wobei preCol-P die hochste Konzentration im proximalen und
preCol-D im distalen Teil aufweist. preCol-NG hingegen ist gleichmaRig Gber den Faden verteilt. Jeder
Byssusfaden kann Gber die durch verschiedene Mfp gebildete Haftscheibe an verschiedensten Substraten
anhaften. Der gesamte Byssusfaden wird von der aus Mfp-1 gebildeten Kutikula umschlossen.
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Sowohl! der proximale wie auch der distale Teil der Byssusfaden kann, im Querschnitt
betrachtet, in einen Fadenkern und eine diesen ummantelnde Kutikula unterteilt wer-
denl®7-6%62 (Abb. 1-2 C). Der Fadenkern setzt sich aus einer proteinbasierten Matrix so-
wie den in diese eingebetteten, smektisch angeordneten 6+1 Biindeln der Homotrimere
der drei kollagenahnlichen Proteine preCol-P, -D und -NG zusammen®t>*¢® Die sich von
einem dehnbaren und elastischen proximalen zu einem steifen distalen Teil graduell
entlang der Langsachse verandernden mechanischen Eigenschaften der Byssusfaden
resultieren dabei in erster Linie aus den mechanischen Eigenschaften der preCols, deren

spezifischer Verteilung sowie deren Quervernetzung[31’1°5'11°].

1.3.2 Die preCols als zentrale Proteinkomponente der Byssusfaden

Der Kern von Byssusfaden entsteht durch die smektische (flussigkristalline) Anordnung

3156-58] " Zwei der drei als preCols bezeichneten (von

dreier kollagenahnlicher Proteine
engl. ,pre-pepsinized collagen®) Proteine, preCol-D (distales preCol) und preCol-P (pro-
ximales preCol), sind nicht homogen entlang der Ldngsachse des Byssusfadens verteilt.
Die hochste Konzentration an preCol-D findet sich im distalen Teil des Fadens und nimmt
in proximaler Richtung kontinuierlich ab. PreCol-P weist ebenfalls einen Konzentrations-
gradienten mit der héchsten preCol-P Konzentration im proximalen Teil des Fadens auf.
Anders als im Fall von preCol-D erstreckt sich der preCol-P Gradient jedoch nicht tGber
die gesamte Ldange des Fadens, sondern reicht vom proximalen Ende bis etwa in die Fa-

[28,31

denmitte I, Die Konzentration von preCol-NG (nichtgraduell verteiltes preCol, von

engl. ,non-gradient”) ist hingegen, unabhangig von der Position im Faden, weitgehend

konstant®®Y,

1.3.2.1 Modularer Aufbau

Auf molekularer Ebene zeigen die preCols einen modularen Aufbau (Abb. 1-5). Die Kolla-
gendomane macht ~50% der jeweiligen preCol Sequenz aus und umfasst, je nach
preCol und Muschelart, zwischen 140 und 180 Wiederholungen des charakteristischen
Aminosiuretripletts GX*X?. Wie auch bei den Wirbeltierkollagenen wird hiufig die erste

variable Aminosaureposition (X') durch Prolin und die zweite (X?) durch
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t[31,56—58,93]

4-trans-Hydroxyprolin besetz . Bedingt durch die Kollagendomane bilden die

preCols vermutlich eine der rechtsgangigen Kollagentripelhelix ahnliche Quartarstruktur,
bestehend aus drei linksgangigen, 3:-helikalen preCol-Molekiilen, aus. Die entstehenden
preCol-Trimere sind bereits frih wahrend der Proteinsekretion innerhalb der sekretori-

schen Granulae nachweisbar**°%1%%,

Kollagendoméane

His- & DOPA-

Domane
flankierende
His- & DOPA-

Domane

Aminosauren
flankierende

¥ Cluster saurer

Molekiil: Konsensusmotive: Analogie zu: Bezeichnung:
preCol-D A, (XGG), MaSp seidenartig

(AG), H-Fibroine (Insekten)
preCol-P XIX2XPG Elastin, MaSp2, elastinartig

Flagelliform Seide,
H-Fibroine (v. a. Kécher-

fliegen)
(XGG), Elastin, MaSp1
preCol-NG  (XG), pflanzliche Zellwand- pflanzenzellwandartig
proteine (GRPs),
Abductin
(GAGA), H-Fibroine (Insekten)
A, XG, (furn=2) MaSp

Abb. 1-5: Schematischer Aufbau eines preCol-Molekiils. Die zentrale Kollagendomane besteht aus Wie-
derholungen des Tripeptidmotivs GX'X? und bildet eine Tripelhelix aus. Abweichungen innerhalb der GX'X?
Sequenz fiihren zu lokalen Stérungen der Konformation und Knicken innerhalb der Tripelhelix (schwarzer
Pfeil). Die Kollagendoméne (einschlieBlich des downstream liegenden Clusters saurer Aminosauren (grau))
wird auf beiden Seiten von flankierenden Regionen (rot) umschlossen, die je nach preCol-Typ Wiederho-
lungen charakteristischer Konsensusmotive enthalten. Die nichtrepetitiven Termini beherbergen His-
Cluster sowie DOPA-Reste, Uber die nichtkovalente sowie kovalente Interaktionen mit weiteren preCol-

Molekiilen stattfinden kdnnen. Hochgestellte Zahlen: Nummerierung der Positionen, an denen verschie-
dene Aminosduren vorkommen kdnnen.

Vorhandene Abweichungen von der strikten GX'X?-Sequenzabfolge (Deletionen bzw.

Aminosauresubstitutionen innerhalb einzelner Tripletts) fihren jedoch zu lokalen
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BL3638 und die Helix zeigt in diesen Berei-

Storungen der tripelhelikalen Konformation
chen eine partielle Entwindung, die sehr wahrscheinlich zu Knicken in den Homotrime-
ren sowie den Ubergeordneten 6+1 Tripelhelixblindeln fiihrt!>%104124-126] (Abb. 1-5,
schwarzer Pfeil). Die die Kollagendomane auf beiden Seiten umschlieBenden flankieren-
den Regionen bestehen aus Wiederholungen von Konsensusmotiven, die sehr charakte-
ristisch flir andere prominente Strukturproteine wie Seiden, Elastin oder glycinreiche
Proteine aus pflanzlichen Zellwanden sind (Abb. 1-5), und stellen das am deutlichsten
ausgepragte Unterscheidungsmerkmal zwischen den drei preCol-Molekiilen darl3156-58,

Die nichtrepetitiven Termini aller preCols sind durch das Vorkommen histidinreicher
Motive und der durch posttranslationale Modifikation von Tyrosinen entstandenen
DOPA-Reste gekennzeichnet[31'56'58]. Durch die Bildung von Histidin-Metall-

(93-98] ynd womoglich kovalenten

Koordinationskomplexen mit Ubergangsmetallkationen
di-DOPA Bindungen[gg'loo] spielen diese Sequenzen eine wichtige Rolle bei der Querver-

netzung der preCols (Abb. 1-5).

1.3.2.2 Aufbau und Funktion der flankierenden Domé&nen

Die flankierenden Regionen von preCol-D umfassen die Sequenzmotive (A),, (AG), und
(XGG)n[31’57]. Diese Sequenzmotive sind v.a. in den repetitiven Kerndomanen von
Arthropodenseidenproteinen weit verbreitet (Tab. 1-1), weswegen die entsprechenden
flankierenden Regionen auch als seidenartig bezeichnet werden!?%646%! (vgl. Abb. 1-5).
Die (A),-Sequenzen weisen jedoch, verglichen mit denen der MaSp, Substitutionen
durch Aminosauren mit grolRen, hydrophoben Seitenketten auf¥71 Nichtsdestotrotz
sind auch diese Sequenzen in der Lage, eine antiparallele B-Faltblattkonformation einzu-
nehmen und sich kristallin anzuordnen!”®!. Gleiches gilt vermutlich fir die ebenfalls vor-
kommenden (AG),-Sequenzen, da diese den (XG),-Sequenzen (X = A, V, Y) der Schmet-
terlings-H-Fibroine sehr &hnlich sind (vgl. Tab. 1-1). Das dritte auftretende
Konsensusmotiv, (XGG),, bildet hingegen B-Schleifen bzw. 3;-Helices®”*®7377 v a. die
kristallin angeordneten B-Faltblatter sind, neben der Kollagendomane, fir die auf mak-
roskopischer Ebene beobachtbare Steifigkeit und Zugfestigkeit distaler Byssusfaden ver-

105-110

antwortlich! I Zudem wird vermutet, dass die stabile B-Faltblattkonformation der

flankierenden Regionen von preCol-D dazu beitragt, auf Byssusfiden wirkende
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mechanische Krafte zuerst auf  die nichtkovalenten Histidin-Metall-
Koordinationskomplexe zu libertragen (vgl. Kapitel 1.3.2.1)[94'111]. Durch diesen Mecha-
nismus konnte mehr mechanische Energie aufgenommen werden, bevor es zu einem
mit dem Brechen kovalenter Bindungen innerhalb des Proteinriickgrats einhergehendem
mechanischen Totalversagen des distalen Byssus kommt.

Die glycinreichen flankierenden Regionen von preCol-P bestehen ebenfalls aus Wieder-
holungen von Konsensusmotiven, die aus anderen Strukturproteinen bekannt sind. Se-
quenzwiederholungen verschiedener Varianten des Pentapeptidmotivs X'X*X?>PG (wobei
auf den Positionen X'=X> mindestens noch zwei weitere Glycine vorkommen) und
(XGG).-Motive fiihren zu einer groBen Ahnlichkeit mit Elastin sowie verschiedenen Sei-
denproteinen[31'56]. Genau wie die (VGVPG),- und (XGG),-Konsensusmotive des
Elastins!®*” oder die (X*X*GPG),- und (XGG),-Wiederholungen verschiedener Arthropo-

[3,14,20,26,27,64,65] (Tab. 1-1) falten vermutlich auch die erwahnten Kon-

denseidenproteine
sensusmotive der flankierenden Regionen von preCol-P in B-Schleifen bzw. 3;-helikale
Konformationen®>*®771, Diese Strukturmotive verleihen dem proximalen Teil von Byssus-

fiden seine Elastizitit und Dehnbarkeit?*>®

. Die mit einer Dehnung verbundene Ein-
schrankung von Freiheitsgraden innerhalb dieser relativ flexiblen Bereiche fihrt zudem
zu einer Entropieabnahme, die zum Aufbauen einer der Dehnung entgegen wirkenden
Ruickstellkraft fihrt (sog. elastic recoil)[lzs'lzgl.

Die flankierenden Regionen von preCol-NG sind beziglich ihrer repetitiven Konsensus-
motive heterogener als diejenigen von preCol-D und -P. Verglichen mit letzteren unter-
scheiden sich amino- und carboxyterminal flankierende Region zudem deutlicher vonei-
nander. Es sind sowohl (A),- wie auch (XG),-Sequenzen (wobei X haufig A ist)[31'58],
welche innerhalb der Arthropodenseidenproteine fiir die Bildung kristalliner [-

Faltblatter verantwortlich sind!®>2%%% ]

, vorhanden. Die Polyalaninsequenzen sind jedoch
ausschlieBlich auf die aminoterminal flankierende Region beschrankt und an jeder vier-
ten Position durch Aminosauren mit grof3en Seitenketten unterbrochen®>*®. In beiden
flankierenden Regionen umschliefen die seidenartigen Sequenzmotive glycinreiche,
hauptsachlich aus XG,-Wiederholungen bestehende Konsensusmotive, die aufgrund
ihrer Ahnlichkeit zu in pflanzlichen Zellwdnden vorkommenden glycinreichen Proteine

”)[130-132]

(GRPs, von engl. ,,glycin-rich proteins namensgebend fir die flankierenden Regi-

onen des preCol-NG waren. Zudem erinnern die genannten XG,-Motive der
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flankierenden Regionen von preCol-NG auch an die aus den MaSp, H-Fibroinen und dem
Elastin bekannten (XGG),-Konsensusmotive (vgl. Tab. 1-1). Somit kombinieren sie die
Priméarstrukturcharakteristika der flankierenden Regionen von preCol-D und -P.

Verglichen mit der zentralen Kollagendoméane sowie den His/DOPA-Domaénen ist Uber
die Rolle und Funktion der flankierenden Regionen allerdings erst wenig bekannt. Bishe-
rige wissenschaftliche Ergebnisse zeigen, dass sie in eine Vielzahl von Aufgaben, ange-

fangen von der Mitbestimmung der mechanischen Eigenschaften des Byssus[los'uol so-

[31

wie der Feinabstimmung der Byssusmechanik entlang der Fadenachse I {iber die

Dissipation mechanischer Energie bis hin zu Selbstheilungsprozessen des distalen

(41111331 involviert zu sein scheinen. Um die Beteiligung und Rolle der flankie-

Byssusteils
renden Regionen bei diesen Prozessen jedoch detaillierter verstehen und um noch wei-
tere Funktionen aufklaren zu kdnnen, ist eine genau Aufklarung der Struktur-Funktions-

Beziehungen fiir jede der sechs flankierenden Regionen von besonderem Interesse.

1.3.3 Isolierung nativer und Herstellung rekombinanter preCols

Anders als bei Spinnen- und Insektenseidenproteinen ist eine Extraktion nativer preCol-
Molekiile direkt aus Byssusfaden bisher noch nicht gelungen. MaSp kénnen als Haupt-
proteinbestandteil des Abseilfadens, der z. B. durch das erzwungenes , Melken® Echter
Radnetzspinnen erhalten werden kann, direkt aus diesem isoliert werden!3*13% Auch
fir die Gewinnung von Fibroinen aus (B. mori) Kokonseide sind verschiedene chemische
und enzymatische Verfahren, mit denen die Fibroine von der sie umgebenden Sericin-
schicht getrennt werden koénnen, beschrieben!361381,

Durch  die starke  Quervernetzung der preCols ({ber Histidin-Metall-
Koordinationskomplexe und kovalente di-DOPA Bindungen (vgl. Kapitel 1.2.2.2) ist die
Extraktion nativer preCol-Molekile aus Byssusfaden bisher nicht gelungen. Es existieren
lediglich chemische Extraktionsverfahren, mit deren Hilfe nach enzymatischer Abspal-
tung der Termini (einschlieBlich der flankierenden Regionen) nur die verbleibenden
Kollagendomanen aus Byssusfaden isoliert werden kénnen?®3%8 zudem konnten Ana-

[139]

loga nativer preCols im Gegensatz zu MaSp sowie Proteinen, welche charakteristi-

[140-142

sche Sequenzen von Insektenfibroinen beinhalten I bisher auch nicht rekombinant

[36]

produziert werden™™". Dies hdngt hauptsachlich damit zusammen, dass nur wenige
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biotechnologisch etablierte Expressionssyteme per se in der Lage sind, die sowohl in der
Kollagendomane als auch den nichtrepetitiven Termini auftretenden posttranslationalen
Modifikationen (v. a. Hydroxylierungen von Prolin- und Tyrosinresten) durchzufiihren.
Dies macht wahrend der rekombinanten Produktion nativer preCols stets die aufwandi-
ge Coexpression funktionsfahiger Enzyme wie der Prolyl-4-hydroxylase (P4H) und einer

143-146)

(woméglich muschelspezifischen) Tyrosinase notwendig! , was die erfolgreiche re-

kombinante Produktion der preCols stark erschwert.

1.4 Zielsetzung

Der Muschelbyssus ist eine aus vielen Komponenten bestehende, extrakorporale Pro-
teinstruktur. Um verstehen zu kénnen, worauf seine auBergewohnlichen Eigenschaften
beruhen, ist neben der Charakterisierung des makroskopischen Aufbaus sowie der Iden-
tifizierung aller beteiligten Molekiile v.a. auch die Identifizierung von Struktur-
Funktions-Beziehungen innerhalb derselben sowie auch innerhalb einzelner Proteindo-
manen und Konsensusmotive notig.

Die drei kollagenartigen Proteine preCol-D, preCol-P und preCol-NG, die den lasttragen-
den Kern der Byssusfaden bilden, zeigen einen modularen (domanenartigen) Aufbau
ihrer Primarstruktur. Besonders auffallend sind die die zentrale Kollagendomane flankie-
renden Regionen, da diese sowohl die groBten Sequenzunterschiede zwischen den drei
preCols aufweisen als auch Wiederholungen von Konsensusmotiven, die sonst fir Sei-
denproteine, elastomere Proteine (wie Elastin oder Resilin) und Proteine, die in pflanzli-
chen Zellwanden gefunden werden, charakteristisch sind, umfassen. Bis auf ihre Amino-
sauresequenz ist Uber die flankierenden Regionen an sich jedoch bisher relativ wenig
bekannt.

Ziel der hier durchgefiihrten Arbeiten war es deshalb, durch Charakterisierung der flan-
kierenden Regionen der preCols mehr tiber deren Aufgaben und Funktionen zu erfahren.
Da sowohl eine direkte Extraktion nativer preCol-Molekile aus Byssusfaden bisher un-
moglich als auch deren rekombinante Herstellung extrem aufwandig ist, sollten ausge-
hend von einer cDNA-Bank des FuRRes der Muschel Mytilus galloprovincialis nur die flan-
kierenden Regionen (die in vivo keine posttranslationalen Modifikationen zeigen), ohne

Kollagendomane und nichtrepetitive Termini, rekombinant in E. coli hergestellt und
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anschlielend gereinigt werden. Durch biochemische sowie biophysikalische Analysen
dieser den flankierenden Regionen nachempfundenen flank-Proteine sollten neue Er-
gebnisse hinsichtlich der Struktur-Funktions-Beziehungen und der Rolle dieser interes-

santen Domanen erhalten werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

Bezeichnung:

1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)
(Natriumsalz) (DLPG)

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-
glycerol) (Natriumsalz) (DMPG)

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-
glycerol) (Natriumsalz) (DSPG)

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DSPC)
1,4-Dithiothreitol (DTT) 299 %, p.a.
2‘-Desoxyadenosin-5‘-triphosphat (dATP)
2‘-Desoxycytidin-5‘-triphosphat (dCTP)
2‘-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat (dGTP)
2‘-Desoxytymidin-5‘-triphosphat (dTTP)
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris)
2-Mercaptoethanol

3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS, Han-
delsname: PUFFERAN®) > 99,5 %

Agar-Agar

Agarose

Ammoniak 25 %
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

Breox FMT 30 Antifoam
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Chloramphenicol

Coomassie Brillant Blau

Herkunft:
Avanti® Polar Lipids, Alabaster, USA

Avanti® Polar Lipids, Alabaster, USA
Avanti® Polar Lipids, Alabaster, USA

Avanti® Polar Lipids, Alabaster, USA
Carl Roth, Karlsruhe
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Cognis, Southampton, GroBbritannien
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
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di-Kaliumhydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Essigsaure

Ethanol (technisch und p. A.)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd 37 %

Glucose

Glycerin 99,5 %

Glycin

Guanidin-hydrochlorid (GuaHCl) 2 99,7 %, p. a.,
protein grade

Guanidinthiocyanat (GuaSCN) > 99 %, reinst
Harnstoff

Hefeextrakt

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-1-thio-R-D-galactopyranosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumsulfat

Kanamycin-Sulfat

LB-Agar

LB-Medium

Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat

Methanol

Milchpulver Blotting Grade
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Proteaseinhibitor Mix G

Rotiphorese Gel 40 (37,5 : 1)
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Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Radnor, USA
VWR International, Radnor, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR International, Radnor, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Radnor, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
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Rotiphorese Gel 40 (19: 1)
Rotiphorese Gel 40 (29 : 1)
Salzsdure 37 %

Sauerstoff

Silbernitrat

Stickstoff (fllssig)

SYBR Safe DNA Gel Stain

Tetracyclin

Trichlormethan (Handelsname: ROTIPURAN®),
299 %, p. a.

Trypton/Pepton aus Casein

Xylencyanol

2.1.2 GrofBBenstandards und Kits

Bezeichnung:
100 bp DNA-Leiter
1 kb DNA-Leiter

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection
System

ColorPlus™ Prestained Protein Marker, Broad Range
(7-175 kDa)

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
RieRner-Gase, Lichtenfels
Carl Roth, Karlsruhe
Linde, Miinchen

Invitrogen (Life Technologies), Carlsbad,
USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Herkunft:
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroR-
britannien

New England Biolabs, Ipswich, USA

Promega, Fitchburg, USA
Promega, Fitchburg, USA

2.1.3 Oligonukleotide und artifizielle Nukleotidsequenzen

Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden als Primer zur Amplifikation von M. galloprovincialis preCol-

Nukleotidsequenzen mittels PCR, als Sequenzierprimer zur Uberpriifung der erzeugten

Vektorkonstrukte und zur Mutagenese von Nukleotidsequenzen verwendet. Die Oligo-

nukleotide wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon, biomers.net und Microsynth

AG bezogen. Zusatzliche Sequenzierprimer waren Standardprimer der die DNA-

Sequenzierungen durchfiihrenden Firma GATC Biotech und wurden von dieser direkt vor

Ort synthetisiert und verwendet.
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Tab. 2-1. Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide. In den Sequenzen wurden Erkennungs- und
Schnittsequenzen fiir Restriktionsendonukleasen griin und durch die Oligonukleotide zusatzlich eingefiihr-
te Sequenzabschnitte blau markiert. Bei den als Mutagenese-Primer verwendeten Oligonukleotiden wur-
den von der Originalsequenz abweichende Basen rot markiert. fwd bzw. f: Vorwartsprimer; rev: Rick-
wartsprimer; |: Eurofins MWG Operon, Ebersberg; Il: biomers.net GmbH, Ulm; lll: Microsynth AG, Balgach,
Schweiz; IV: GATC Biotech, Konstanz.

Bezeichnung: Sequenz (5 nach 3‘): Verwendung: Herkunft:
PreColP-ntf_fwd AGCGCCAACGCTCAC
ATATGGGTGGATTCG Amplifikation der 5'-flankierenden
GTGG Region von preCol-P aus cDNA-
PreColP-ntf_rev AGTCGAATTCTCATT Bank Mfl-1;
AGCCGAATCCTCCAC PCR-Screening nach Ligation
CACCATTTGCATTTG
PreColP-3_Mg_fwd GACAGTACATATGTT
CCCAGGATTTGGTGG Amplifikation der 3‘-flankierenden
ATTTGGTGGTTTC Region von preCol-P aus cDNA-
PreColP-ctf_rev GCGCGAATTCTCATT Bank Mfl-1;
ATGCTCTAGATGCTG PCR-Screening nach Ligation
CAGATGCTGATGCGC
PreColD-5'_fwd TTCCCACATATGGGT
GGTAGCGCAAGCGCA Amplifikation der 5'-flankierenden
GC Region von preCol-D aus cDNA-
PreColD-5'n_rev ACCTGGGAATTCTCA Bank Mfl-1;
TTAGACTCCTCCGAA PCR-Screening nach Ligation
TCCTCC
PreColD-3‘_fwd AGGAGCACATATGGG
- TGGACTCCGAGGAGC Amplifikation der 3‘-flankierenden
Region von preCol-D aus cDNA-
PreColD-3'_rev CTCGTGTCAATTCTC  pani Mfl-1;
ATTATTGTGCGGCTG PCR-Screening nach Ligation
CGTTGGC
preColNG-ntf_fwd TCATGGAGGAAGTGC
CATATGGCAGCAGCC Amplifikation der 5‘-flankierenden
CATGCAG Region von preCol-NG aus cDNA-
preColNG-ntf_rev AGTCGAATTCTCATT Bank Mfl-1;
AACCTGGTAAGGGGA PCR-Screening nach Ligation
ATCCTCCTCCGCCAG
preColNG-ctf_fwd GTGGACCAGCTGGCA
TATGGGTGCAGGAGA o _
AGGCEE Amplifikation der 3‘-flankierenden
Region von preCol-NG aus cDNA-
preCoING-ctf_rev AGTCGAATTCTCATT g Mfl-1
AAGCACTGGCACTAC
CGCCTGCACCTC
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Bezeichnung:

Sequenz (5‘ nach 3‘):

Verwendung:

Herkunft:

eCTSUMO_fwd

eCTSUMO_rev

ACAACAGGATCCTAT
CCAGGATTTGGTGGA
TTTGGTG

ACAACAAAGCTTTCA
TTACGCATATGCTCT
AGATGCTGCAG

Amplifikation der eCT-Sequenz aus
pET28a-eCT, zusatzlich:

fwd: Phe- = Tyr-Mutation;

rev: Sequenzverlangerung um His-
& Ala-Codon;

PCR-Screening nach Ligation

cwNTSUMO_fwd *

cwWNTSUMO_rev !

CTACAGGATCCTATG
CAGCAGCCCATGCAG
CAG

GGACAAGCTTTTATC
AGGCATAACCTGGTA
AGGGGAATCCTCCTC
CG

Amplifikation der cwNT-Sequenz
aus pET28a-cwNT; zusatzlich:

fwd: Sequenzverlangerung um Tyr-
Codon;

rev: Sequenzverlangerung um Tyr-
& Ala-Codon

cwCTSUMO_fwd *

cwCTSUMO_rev !

CTACAGGATCCTATG
GTGCAGGAGAAGGCG
GAG

GGACAAGCTTTTATC
AGGCATAAGCACTGG
CACTACCGCC

Amplifikation der cwCT-Sequenz
aus pET28a-cwNT; zusatzlich:

fwd: Sequenzverlangerung um Tyr-
Codon;

rev: Sequenzverlangerung um Tyr-
& Ala-Codon

Sumo_cwCT(F34W)_f

Sumo_cwCT(F34W)_
Int_rev

CGAATCGGATCCATG
GGTGCCGGTGAAGGT
GGTG

CGAATCAAGCTTTTA
TCATTGAAGCTGCCA
CAAGGC

Amplifikation der cwCT(F34W)-
CBD-Sequenz aus pTXB1-
cwCT(F34W)

eCTBamHImut2_fwd

eCTBamHImut2_rev

GCTGGTGGACCCGGT
GGTTCCGCTGGAGCA
GGTTC

GAACCTGCTCCAGCG
GAACCACCGGGTCCA
CCAGC

Mutagenese von pET28a-eCT zur
Entfernung der BamHI-
Erkennungssequenz in eCT

T7

TAATACGACTCACTA
TAGGG

Sequenzierprimer

pET-RP

CTAGTTATTGCTCAG
CGG

Sequenzierprimer

SUMO-seq

CGGTATTAGAATTCA
AGCTGATCAGACCCC

Sequenzierprimer

GATC-intein_rev-
508922

CAAGGACTTTCAGGT
CGATGGCG

Sequenzierprimer

! Von Martina B. Elsner im Rahmen ihrer Masterarbeit "**”! entworfen und verwendet
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Artifizielle Nukleotidsequenzen:

Die fur die Erzeugung der eCT(F106W)- und cwCT(F34W)-Vektorkonstrukte (Tab. 2-3)

verwendeten Nukleotidsequenzen wurden von der Firma GeneArt (inzwischen: Life

Technologies) an die Codonverwendung von E. coli angepasst, synthetisiert und als in

Plasmide ligierte, doppelstrangige Nukleotidsequenzen geliefert.

Tab. 2-2. Artifizielle Nukleotidsequenzen. Die Erkennungs- und Schnittsequenzen fiir Restriktionsendo-
nukleasen wurden griin markiert und die fiir das jeweilige Protein codierende Sequenz unterstrichen.

Bezeichnung:

Sequenz (5‘ nach 3‘):

eCT(F106W) 2

cwCT(F34W)

GAGCTCGGATCCCCTGGTTTTGGTGGCTTTGGCGGTTTTGGAGGTGCAAGCGC
AAATGCAGGTAGCAGCGCCAATGCAAATGCCGGTGGTCCGGGTGGTAGCGCAG
GCGCAGGTAGCTCAAGCGGTGCAAATGCGAATGCAGGCGGTTTTCCGTTTGGT
GGTCCGTTTGGCGGTGTGGGTGGTGGACCTGGTGGTGCTGGCGGTCCAGGTGG
TGTTGGAGGTGGCCCTGGGGGTGTTGGTGGCGGTGTTGGCGGAGGTCCCGGTG
GCGTAGGTGGTGGGGTTGGTGGTGGTCCAGGCGGTGCCGGTGGCCTGGGAGGA
TTTGGTGGTTGGGGTGGCGGTAGCAGTGCCGGTGCAAGCAGCAGCGGTAGCGC
CAGCGCAAGCAGTGGTGGCCCTTTTGGTGTTCTGAATGTTGGCCCTGGTGGCG
GAATCGGTGGTGGTTCAGCAAGCGCGAGCGCAGCAAGCCGTGCCTAATAAAAG
CTTGGTACC

GGCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCTAGGCGCGCCATGAGCTCATATGGG
TGCCGGTGAAGGTGGTGCCGGTGGTGCAGGCGGTGGTGCGGGTGGTGCCGGTG
GCCTGGGTGGCGGTGCCGGTGGTGCGGGTGGTCTGGGTGGTGGTTGGGGTGGC
CTGGGTGGTGGTGCGGGTGGTCTGGGTGGCCTGGGTGGTGGCGCAGGCGGTGC
CGGTGGCGTTGGTGGCCTGGGTGGTGGTGTTGGTGGCCTGGGTGGCGTTGGTG
GTCTGGGCTTTGGTGGTGCCGGTGCAAGTGCCGGTGCCGGTGCTAATGCGGGT
GCTGGCGGTGCGGGTGGCAGCGCAAGTGCATGCGGAAGAGCAAGCTTGGTACC
TCTTAATTAACTGGCCTCATGGGCCTTCCGCTCACTGCCC

2.1.4 Plasmide und Vektorkonstrukte

Die Plasmide pET28a(+), pET28 SUMO und pTXB1 wurden als Vektoren fiir die heterolo-

ge Expression der von den cDNA-Sequenzen der flankierenden Regionen der

M. galloprovincialis preCols abgeleiteten Nukleotidsequenzen unter Kontrolle des T7-

Promotorsystems in E. coli verwendet.
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T7 6xHis
6xHis ' T7.tag b e SUMO

{@?  6xHis

Qu
flori  Ecori  Ndel

KanR
pET28a(+) lacl

(5368 bp)

BamH|

Hindlll
1 ori

pET28 SUMO
5630bp

ColE1/pBR322 ori

ColE1/pBR322 ori

CBD

Mxe gyrA Intein -
h
70 Sapl
Ndel
. M13 ori (+ )\

pTXB1
6706 bp

Abb. 2-1. Karten der verwen-
deten  Expressionsvektoren.
Bei den verwendeten Vektoren
pET28a(+), pET28 SUMO und
pTXB1 handelt es sich um auf
dem T7-Promotorsystem beru-
hende Expressionsvektoren.
Farblich markiert sind die je-
weilige Klonierungskasette
(MCS, orange), die 5 bzw. 3’
der MCS codierten tag-
Sequenzen (grin), der Selekti-
onsmarker (blau) sowie die
Replikationsurspriinge (ori,
schwarz). Die zur Ligation
transgener Sequenzen in die
MCS verwendeten Restrikti-
onsschnittstellen wurden ent-
sprechend ihrer Lage einge-
zeichnet.

Tab. 2-3 gibt einen Uberblick tiber die Herkunft der Plasmide, tiber die durch Ligation der

mittels PCR (vgl. Kapitel 2.3.4) amplifizierten oder artifiziellen Nukleotidsequenzen

(vgl. Kapitel 2.1.3) mit den Expressionsvektoren erzeugten Vektorkonstrukte sowie tber

die zur Ligation verwendeten Restriktionsschnittstellen.

Tab. 2-3. Erzeugte Vektorkonstrukte. Ubersicht iiber die auf Grundlage der verwendeten Nukleotidse-
guenzen und Expressionsvektoren erzeugten Vektorkonstrukte. Zur Ligation der Nukleotidsequenz in das
Plasmid wurden die angegebenen Restriktionsendonukleasen verwendet. ,5“ und ,3“ in der Spalte Be-
sonderheiten beziehen sich auf die Lage der tag-Sequenz relativ zur Klonierungskasette (MCS).

Plasmid: Herkunft: Konstrukt: kloniert Besonderheiten:
mit:
pET28a(+) Novagen (Merck), pET28a-eNT Ndel 5’: (His)s-Sequenz
Darmstadt pET28a-eCT EcoRI & Thrombin-
pET28a-sNT schnittstelle
pET28a-sCT

pPET28a-cwNT
pPET28a-cwCT
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Plasmid: Herkunft: Konstrukt: kloniert Besonderheiten:
mit:
pET28 SUMO Lehrstuhl fur Bio- pETSUMO-eCT,y BamHI 5% (His)s-Epitop &
technologie, TU  pETSUMO-cwNT,y > Hindlll SUMO-tag
Miinchen PETSUMO-cwCT,y 2
pETSUMO-eCT(F106W)
pETSUMO-cwCT(F34W)
pETSUMO-cwCT(F34W)-CBD
pTXB1 New England pTXB1-cwCT(F34W) Ndel 3’: autokatalytisch
Biolabs, Ipswich, Sapl spleilende
USA Minilntein-
Sequenz &
CBD-tag
Ausgangsvektor
fir die Klonie-
rung von
pETSUMO-
cWCT(F34W)-
CBD

2.1.5 E. coli-Stamme

Tab. 2-4 zeigt die bei der Erzeugung und Vervielfadltigung der verwendeten Vektorkon-

strukte (vgl. Tab. 2-3) sowie die zur rekombinanten Produktion von M. galloprovincialis

flank-Proteinen zum Einsatz gekommenen E. coli-Stamme.

Tab. 2-4. Ubersicht der verwendeten E. coli-Stimme

Bezeichnung:

Verwendung:

Genotyp:

Herkunft / Ursprung:

DH108B

BL21(DE3)

Klonierung & Verviel-
faltigung von Vektor-
konstrukten

Expressionstests

2 \Von Martina B. Elsner im Rahmen ihrer Masterarbeit™*”! erzeugt und verwendet
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F mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)
®80/aczAM15
AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK X’
rpsL nupG

E. coli B gal hsdSg
ompT

Life Technologies
(Invitrogen), Carls-
bad, USA

Agilent Technologies
Genomics (Stratage-
ne), Santa Clara, USA
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Bezeichnung:

Verwendung:

Genotyp:

Herkunft / Ursprung:

BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL

BL21-Gold(DE3)

BLR(DE3)

ER 2566

HMS174(DE3)

Expressionstests &
rekombinante Pro-
teinproduktion

Expressionstests &
rekombinante Pro-
teinproduktion

Expressionstests &
rekombinante Pro-
teinproduktion

Expressionstests

Expressionstests

E. coliB F ompT
hsdS(rB"mB’) dem*
Tet" gal A(DE3) endA
Hte [argU prol Cam']
largU ileY leuW
Strep/Specr]

E. coliB F ompT
hsdS(rB"mB’) dem*
Tet" gal A(DE3) endA
Hte

E. coli B gal hsdSg
ompT A(srl
recA)306::Tn10(Tet")

fhuA2 lacZ::T7 genel
[lon] ompT gal sulA11
R(mcr-73::miniTn10-
Tet®)2 [dem] R(zgb-
210::Tn10--Tet’)
endA1 A(mcrC-
mrr)114::1S10

F recAl hsdR (rk12
mK12") (DE3) (Rif")

Agilent Technologies
Genomics (Stratage-
ne), Santa Clara, USA

Agilent Technologies
Genomics (Stratage-
ne), Santa Clara, USA

Agilent Technologies
Genomics (Stratage-
ne), Santa Clara, USA

New England Biolabs,
Ipswich, USA

Novagen® (Merck
Millipore), Billerica,
USA

2.1.6 Proteine und Peptide

Antikorper:

Bezeichnung:

Ursprungsorganismus:

Herkunft:

Anti-CBD Monoclonal Antibody

Anti-Mouse IgG (Whole Mole-
cule)-Peroxidase Antibody

HiseTag ® Antibody HRP Conju-
gate

Monoclonal Anti-polyHistidine
Antibody

Polyclonal Antibody to Mouse
IgG [H&L] - FITC -

Ligase:

Maus (monoklonal)
Ziege (polyklonal)
nicht genannt, (mono-
klonal)

Maus (monoklonal)

Ziege (polyklonal)

New England Biolabs, Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Novagen® (Merck Millipore), Bil-
lerica, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Acris Antibodies, Hiddenhausen

Bezeichnung:

Herkunft:

T4 DNA Ligase

Promega, Fitchburg, USA
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Restriktionsendonukleasen:

Bezeichnung: Erkennungssequenz/Schnittposition*:

Herkunft:

BamHI 5'-..G|GATC C..-3"
3'-..C CTAG:G..-5"

Bsgl 5'-..GTGCAG (N) ;3 NNj..-3"
3'-..CACGTC (N) 131 NN...-5 "

Dpni’ 5'-..GA|TC.-3"
3'-..CT1AG...-5"

EcoRl 5'-..G|AATT C..-3"
3'-..C TTAA1G..-3"

HindllI 5'-..A|AGCT T..-3"
3'-..T TCGAtA..-5"

Ndel 5'-..CA|TA TG..-3"
3'-..GT AT{AC..-5"

Sapl 5 -..GCTCTTCN | NNN...-3
3'-..CGAGAAGN NNN1..-5"

Xbal 5'-..T | CTAG A..-3"
3'-..A GATCtT..-5"

Xhol 5'-..C/TCGA G..-3"

3'-.G AGCT1C...-5"

New England Biolabs, lpswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, lpswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

*Erkennungssequenzen wurden griin markiert, Pfeile kennzeichnen die Restriktionsstelle; N steht fiir ein beliebiges Nukleotid

fRestriktion erfolgt ausschlieRlich nach 6-N-Methyladenosinen

Polymerasen:

Bezeichnung:

Herkunft:

PfuTurbo® DNA Polymerase
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
Tag DNA Polymerase

Proteasen:

Stratagene, La Jolla, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA

Bezeichnung:

Erkennungssequenz/Schnittposition:

Herkunft:

Ulp-1 aminosauresequenzunabhangige

Erkennung der SUMO-Tertiarstruktur

Weitere Proteine®:

Lukas Eisoldt, Lehrstuhl Bio-
materialien, Universitat Bayreuth

Bezeichnung:

Herkunft:

bovines Serumalbumin, Fraktion V (BSA)

eADF4(C16)™4

3 physikalisch-chemische Eigenschaften vgl. Kapitel 11.1.4.1
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Bezeichnung:

Herkunft:

S|4

2.1.7 Chromatographiematerialien

Bezeichnung:

Chelating Sepharose
Fast Flow

HiLoad 16/600 Super-
dex 30 PG

HisTrap FF Crude 5 ml

Superdex Peptide
10/300 GL

Chromatographiemethode:

praparative Affinitatschromato-
graphie

praparative Gelpermeations-
chromatographie

analytische & praparative Affini-
tatschromatographie

analytische Gelpermeations-
chromatographie

Christian Ackerschott, Lehrstuhl
flir Biotechnologie, TU Miinchen

Herkunft:

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

2.1.8 Sonstige Materialien

3000 Series Nanosphere™ Size Standards
Becherglaser
Dewargefall Agil 2

Dialyseklammern und -schlauche (MWCO:
0,5-1,0 kDa/6,0-8,0 kDa)

Elektroporationskiivetten (0,2 cm Schichtdi-
cke)

Erlenmeyerkolben

Glasperlen

Indikatorstreifen pH-Fix

Kantlen

Laborflaschen

Labortiicher Kimtech Science
Messzylinder

Mikrokivetten

Omnifix Spritzen (2—50 ml)
Parafilm M

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipetten (1000, 200, 20, 10, 2,5 pl)
Pipettenspitzen

ReaktionsgefafRe (200 ul, 1,5 & 2 ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
VWR International, Radnor, USA
Air Liquide, Paris, Frankreich

Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez,
USA

VWR International, Radnor, USA

VWR International, Radnor, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

B. Braun Melsungen, Melsungen
Duran Group, Mainz
Kimberly-Clark, Dallas, USA
VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, Nimbrecht

B. Braun Melsungen, Melsungen
Bemis, Neenah, USA

VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
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Roti®-PVDF Blotting-Membran
Rihrfische
Serologische Pipetten (2-50 ml)

SERVAGe/™ TG 12, Vertical Tris-Glycine Gel
12%

SERVAGe/™ TG 4-20, Vertical Tris-Glycine Gel
4-20%

Skalpelle
Sterilfilter Filtropur S (0,22 & 0,45 pum)
Suprasil-Kivetten (Quarzglas; 1, 10 mm)

TEM-Objekttrager auf Kupfer, Pioloform-
Beschichtung

UV-Klvetten

Wageschalchen

Whatman™ 3MM CHR Chromatographiepa-
pier

Zentrifugenrdéhrchen (15 & 50 ml)

ZipTip C4 & C18-Pipettenspitzen

2.1.9 Gerate

Anzucht/Inkubation:
Autoklav SANOclav

Autoklav VX-150
5 |-Glasgefal, begasbar
Bioreaktor Minifors 1,3 |

Tischinkubatoren Thermomixer com-
fort & Thermomixer compact

Warmeschrank WB560K
Wasserbad Aqualine AL 12
Wasserbad F12-MB
Wasserbad Haake DC30-K20
Wasserbad Haake WKL 26

Aufbewahrung:
Gefrierschrank Comfort NoFrost

Kihl-Gefrierschrank Premium
Tiefkiihllagertruhe HERAfreeze
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Carl Roth, Karlsruhe
VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, Nimbrecht

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Serva Electrophoresis, Heidelberg

B. Braun Melsungen, Melsungen
Sarstedt, Nimbrecht
Hellma Analytics, Millheim

Lehrstuhl Zellbiologie und Elektronenmikro-
skopie, Universitat Bayreuth, Bayreuth &
Plano GmbH, Wetzlar

Brand, Wertheim
VWR International, Radnor, USA

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritan-
nien

VWR International, Radnor, USA

Merck Millipore, Billerica, USA

Adolf Wolf SANOclav, Bad Uberkingen-
Hausen

Systec, Wettenberg
Glasblaserei Universitat Bayreuth, Bayreuth
Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Eppendorf, Hamburg

Mytron, Heilbad Heiligenstadt

Lauda, Lauda-Konigshofen

Julabo, Seelbach

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Liebherr, Bulle, Schweiz
Liebherr, Bulle, Schweiz
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Gefriertrockner Alpha 1-2 LDplus
Bildgebung/Dokumentation:

Digitale Spiegelreflexkamera D5000

Objektiv AF 90 mm F/2.8 Macro
11
Fluoreszenzbildgeber Ettan DIGE

Transilluminator GelDoc XR
Gelscanner Bio-5000
Gelscanner HP Scanjet G4050

Chromatographie:
Akta FPLC

Akta Purifier

Fraktionssammler Frac-950

Probenauftragspumpe P-960 mit
Luftsensor

Elektrophorese:

Agarose-Gelelektrophoresekammern:

BlueMarine™ 100 &
BlueMarine™ 200

Heizblock
Fastblot

PAGE-Elektrophoresekammer Mighty
Small Il

Polyacrylamidgel-GieRstand

Spannungsquellen:

BluePower™ 500 &
BluePower™ Plus

Herstellung von Medien/Puffern/Lésungen:
Feinwaage TE313S
pH-Meter Schott Lab 850

Reinstwasseranlage MilliQ Advantage
Al10

Waage Acculab ALC-4100.1
Waage CPA225D
Waage CS200

Christ, Osterode am Harz

Nikon, Tokyo, Japan

Tamron, Saitama, Japan

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritan-
nien

Bio-Rad, Hercules, USA
Microtek, Hsinchu, Taiwan
Hewlett-Packard, Palo Alto, USA

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritan-
nien

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroRbritan-
nien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroRbritan-
nien

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroRbritan-
nien

Serva Electrophoresis, Heidelberg

VWR International, Radnor, USA
Biometra, Jena
Hoefer, Holliston, USA

Mechanikwerkstatt Universitat Bayreuth,
Bayreuth

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Sartorius, Gottingen
SI Analytics, Mainz
Merck Millipore, Darmstadt

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Ohaus, Pine Brook, USA
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Waage Pioneer

Mischen/Homogenisieren:

Dispergierer Silent Crusher M
Laborriihrer RZR 2020
Magnetrihrer KMO 2 basic

Magnetrihrer mit Heizplatte MR
3001

Magnetrihrer mit Heizplatte RTC ba-
sic

Magnetrihrer VS-C7

Schittler Certomat RM

Schiittler Unimax 1010
Taumelschittler 3011
Uberkopfschiittler Intelli-Mixer
Ultraschalleinheit Sonopuls HD 3200

Ultraschallsonden KE 76, MS 73
&TT13

Vortex VV3

Spektroskopie:

Jasco FP-6500 Spektrofluorimeter

temperierbare Messeinheit ADP-
303
Pelletierelement ADP-303T

Jasco J-815 Spektropolarimeter
Pelletierelement PTC 423S/15

MALDI-TOF-Massenspektrometer Re-
flex Il

NanoDrop ND-100 Photometer
OD600 DiluPhotometer

UV/VIS-Spektrometer Varian Cary 50
Bio

Zentrifugation:

44

24 x 2 ml Rotor, Nr. 7593
6 x 50 ml Rotor, Nr. 3057

Heraeus Biofuge Fresco 17 Tischzent-
rifuge

Heraeus Biofuge Pico 17 Tischzentri-
fuge

Heraeus Biofuge Primo R Tischzentri-
fuge

Ohaus, Pine Brook, USA

Heidolph, Schwabach
Heidolph, Schwabach
IKA, Staufen

Heidolph, Schwabach

IKA, Staufen

VWR International, Radnor, USA
Sartorius, Gottingen

Heidolph, Schwabach

GFL, Burgwedel

neolab, Heidelberg

Bandelin electronic, Berlin

VWR International, Radnor, USA

Jasco, Tokyo, Japan

Jasco, Tokyo, Japan

Bruker, Billerica, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Agilent, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Heraeus Multifuge 3SR+ Tischzentri-

fuge

Optima MAX-XP Ultrazentrifuge
Rotor Fiberlite F10-6x500y
Rotor Fiberlite F14-6x250y
Rotor SS-34

Sorvall RC6 Plus Standzentrifuge

Sonstige Gerate:

Eismaschine

Hochdruckhomogenisator M110S

JEM-2100 Transmissionselektronen-

mikroskop

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Microfluidics, Newton, USA

Jeol, Akishima, Japan

ES500W Erlangshen CCD-Kamera
MicroPulser Elektroporationseinheit
Mikrowelle 7809
Mikrowelle Privileg 30889 KOR-6QB7
MyCycler Thermocycler
Rotavac Valve Tec Vakuumpumpe

TProfessional Basic Gradient Ther-

Gatan, Pleasanton, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Severin, Sundern

IRE Beteiligungs GmbH, Stuttgart
Bio-Rad, Hercules, USA
Heidolph, Schwabach

Biometra, Jena

mocycler

2.1.10 Computersoftware und Online-Tools

ApE 1.17

BioMath Calculators — Ty, (Melting
Temperature) Calculations for
Oligos

BLAST

Boxshade 3.21

Cary WinUV 3.00

CLC Sequence Viewer 6.5.3
Clustal W

Codon Usage Database

Creative Suite 5 Design Standard
DichroWeb

E. coli Codon Usage Analyzer 2.1

EndNote X4
Ettan DIGE Imager 1.0.2.21

M. Wayne Davis, University of Utah, Salt Lake City,USA

http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html
?calc=tm

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
Varian (Agilent), Santa Clara, USA

CLC bio, Aarhus, Danemark
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
http://www.kazusa.or.jp/codon/

Adobe, San Jose, USA
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml

http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/codonusage/u
sage.htm

Thomson Reuters, New York City, USA
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritannien
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ExPASy Bioinformatics
GENtle 1.9.4

Graphical Codon Usage Analyzer

Image Quant 5.2

Iris 5.3

LALIGN-Server

mMass 5.1.0

MPExX™

NanoDrop ND-1000 3.7.1
Office Professional 2010
Origin 8.1G

Protein Database (PDB)
ProtParam

PSIPRED

PubMed

Resource Portal GenBank
ScanWizard Bio 1.01
Spectra Manager 1.54.03
Spectra Manager 2.08.04
UNICORN 5.11

UniProt

Web of Knowledge 5.8

http://www.expasy.org/

Magnus Manske, Universitat Koln, Koln
http://gcua.schoedl.de/

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritannien
Infors HT, Bottmingen, Schweiz
http://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html
Martin Strohalm™”
http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Microsoft, Redmond, USA

OriginLab, Northampton, USA
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://web.expasy.org/protparam/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
Microtek, Hsinchu, Taiwan

Jasco, Tokyo, Japan

Jasco, Tokyo, Japan

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GroBbritannien
http://www.uniprot.org/
http://apps.webofknowledge.com

2.2 Bioinformatische Methoden

2.2.1 Bestimmung der physikalisch-chemischen Eigenschaften von Proteinen

In dieser Arbeit genannte Molekulargewichte, isoelektrische Punkte, molare Extinktions-
koeffizienten (fur UV-Licht von 280 nm Wellenlange) und durchschnittliche Hydropathi-
zitatsindices (nach Kyte und DooIitte“SZ]) von Proteinen wurden mittels des Online-Tools
ProtParam der ExPASy-Resourcendatenbank ermittelt (http://web.expasy.org/prot-

param/).

46



2 Material und Methoden

2.2.2 Erstellen von DNA- und Aminosaduresequenzalignments

Die Erstellung von Alignments zweier oder mehrerer DNA- bzw. Aminosdauresequenzen
ermoglicht einen Vergleich und eine Analyse der Sequenzen hinsichtlich verwandtschaft-
licher (phylogenetische/evolutiondre Verwandtschaft und Isoformen auf DNA-Ebene)
bzw. struktureller (Homologien und Identifizierung funktioneller Domanen/Bereiche auf
Proteinebene) Ahnlichkeiten. Die Erstellung der Alignments erfolgte auf Grundlage der
Algorithmen Clustal-W!*** smith-Waterman™* oder Huang—MiIIer[lssl, wobei erster zur
Erzeugung globaler und die beiden letztgenannten zur Erzeugung lokaler Sequenzalign-
ments verwendet wurden. Der Clustal-W- und der Smith-Waterman-Algorithmus waren
integraler Bestandteil der DNA-Manipulationssoftware GENtle 1.9.4 und der Huang-
Miller-Algorithmus war tber den LALIGN-Server (http://embnet.vital-
it.ch/software/LALIGN_form.html) verfligbar. Zur graphischen Darstellung der Align-
ments wurde das Online-Tool Boxshade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/

software/BOX_form.html) verwendet.

2.2.3 Sekundarstrukturvorhersage von Proteinen

Zur Vorhersage von Sekundarstrukturelementen innerhalb der flank-Proteine wurde das
Online-Tool PSIPRED verwendet. Basierend auf einem neuronalen Netzwerk wird auf
Grundlage der Primarstruktur eines Proteins eine Vorhersage Uber das Auftreten sowohl
von unstrukturierten sowie helikalen und B-Faltblattbereichen getroffen. PSIPRED wird
online (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) durch das Bloomsbury Centre for Bioinforma-

tics des University College London zur Verfligung gestellt.

2.2.4 Vergleich der Codonverwendung (codon usage)

Der genetische Code ist degeneriert, d.h. die meisten Aminosauren werden durch meh-
rere verschiedene — sog. synonyme — Basentripletts (Codons) codiert. Im Laufe der Evo-
lution entwickelten sich zwischen verschiedenen Spezies Unterschiede bei der Haufigkeit
(d.h. der ,,Neigung”), mit der das gleiche Codon zur Codierung einer bestimmten Amino-

sjure verwendet wird™®**") Eine unterschiedliche Codonneigung zwischen einer
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heterolog zu exprimierenden DNA-Sequenz und dem Wirtsorganismus kann (negative)
Auswirkungen auf die Effizienz der Expression und somit auch auf die rekombinante Pro-
teinproduktion haben™7, Aus diesem Grund wurde die Codonverwendung in den flan-
kierenden Regionen der M. galloprovincialis preCols mit der Codonverwendung des
Wirtsorganismus E. coli mittels des Graphical Codon Usage Analyzer[158]
(http://gcua.schoedl.de/) verglichen. Der Graphical Codon Usage Analyzer bietet die
Moglichkeit, die Frequenzen, mit der synonyme Codons innerhalb des Genoms eines
Organismus verwendet werden, zu normieren!®®”. Die infolge der Normierung als ,rela-
tive Angepasstheit” bezeichneten Werte erleichtern sowohl die Vergleichbarkeit der

Codonverwendung zwischen synonymen Codons verschiedener Gene desselben Orga-

nismus wie auch zwischen verschiedenen Organismen.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Durchfiihrung der in Kapitel 2.3 beschriebenen Methoden wurden die folgenden
Reagenzien, Puffer und Losungen verwendet. Sofern kein Losungsmittel angegeben ist,

wurde Reinstwasser (im Folgenden als MQ-Wasser bezeichnet) verwendet.

dNTP-Mix je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Enzym-Reaktionspuffer (5 x—10 x) vom jeweiligen Enzymhersteller bereitge-
stellt; Zusammensetzung siehe entsprechen-
de Datenblatter

TAE (50 x) 2 M Tris/Essigsaure, pH 8, 50 mM Na-EDTA

DNA-Probenauftragspuffer (6 x) 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM EDTA, pH 8,
0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 0,2 % (w/v)
Xylencyanol

2.3.2 Auftrennung von DNA

Sowohl! die analytische wie auch praparative Auftrennung von DNA-Gemischen nach
GroRe der darin enthaltenen DNA-Molekiile erfolgte mittels Agarose-

GeIeIektrophorese[16°]. Je nach bendtigter Trennscharfe wurden Agarosegele mit einer

48



2 Material und Methoden

Agarosekonzentration von 0,7 % bis 1,5 % verwendet. Zur Herstellung der Agarosegele
wurde die entsprechende Menge Agarose in 1 x TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkihlen
der Agaroseldsung auf 40-50 °C wurde der nukleinsdurespezifische Farbstoff SYBR® Safe
DNA Gel Stain in 10 000-facher Verdiinnung zugesetzt und die Gellésung in einen hori-
zontalen GieRstand gegossen. In diesem bildete sich durch Abkiihlung ein poréses Gel
mit einer PorengroRe, die von der urspriinglichen Agarosekonzentration abhangig war
und im Bereich 50-500 nm Iag[160'16”. Die zu trennenden DNA-Proben wurden mit ent-
sprechenden Volumina 6 x DNA-Probenauftragspuffer gemischt und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert. Zur spateren Abschatzung der Grofle der DNA-Molekile wurden
zusatzlich ein oder mehrere DNA-Referenzstandards (1 kb DNA-Leiter und/oder 100 bp
DNA-Leiter) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Molekiile erfolgte schlieflich in ei-
ner horizontalen Agarose-Gelelektrophoresekammer (Serva Electrophoresis) durch An-
legen einer konstanten Spannung (80V bzw. 120V, je nach AgarosegelgroBe) fiir 30—
60 min. Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die DNA-Molekile im Agarosegel
mit dem GelDoc XR Transilluminator visualisiert, indem der mit der DNA wechselwirken-

de Farbstoff SYBR® Safe DNA Gel Stain durch UV-Licht angeregt wurde.

2.3.3 Reinigung und Isolierung von DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA und Vektorkonstrukten (d.h. Plasmiden mit integrierten
transgenen Nukleotidsequenzen) wurde mit dem Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purifi-
cation System (Promega) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung erfolgte gemaR der Standard-
arbeitsanweisung (SOP, von engl. standard operating procedure) des Herstellers. Nur das
zur Elution der DNA von den Reinigungssaulchen im letzten Schritt verwendete sterile
MQ-Wasser wurde vor Verwendung in der Mikrowelle auf ca. 50 °C vorgewarmt, da auf
diese Weise eine Steigerung der Ausbeute erreicht werden konnte.

Zur Reinigung und Isolierung von PCR-Produkten sowie von DNA-Restriktionsverdauen
wurde das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach Hersteller-SOP
verwendet. Die Reinigung und Isolierung von DNA wurde entweder direkt von den ent-
sprechenden PCR-Ansatzen ausgehend oder, im Fall von DNA-Gemischen (z. B. nach
Restriktionsverdauen), nach agarosegelelektrophoretischer Auftrennung aus einem aus-

geschnittenen Agarosegelstiick durchgefihrt.
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2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, von engl. polymerase chain reaction) ermoglicht
sowohl die Amplifikation als auch die Mutagenese von DNA-Sequenzen in vitro™®?. Die
zu amplifizierende DNA wird thermisch in ihre zwei komplementéaren Einzelstrange, die
dann in folgenden Schritten als Template dienen, denaturiert. AnschlieBend kommt es
zur Anlagerung (engl. annealing) kurzer, als Primer bezeichneter DNA-Oligonukleotide,
die zum jeweiligen 3‘-Ende der beiden Templatstrange komplementar sind. Die Primer-
anlagerung ist essentiell, da DNA-Polymerasen einen neuen DNA-Strang nicht de novo
synthetisieren kdnnen, sondern auf ein endstandiges Nukleotid mit freier
3‘-Hydroxylgruppe der Ribose angewiesen sind. Ausgehend von den so entstandenen,
partiell doppelstrangigen DNA Bereichen kann eine thermostabile DNA-Polymerase im
weiteren Verlauf der PCR-Reaktion nun die Komplettierung der Templateinzelstrange zu
doppelstrangiger DNA durchfiihren. Durch zyklische Wiederholung von Doppelstrangde-
naturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-Polymerase-vermittelter Strangsynthese

wird eine exponentielle Vervielfaltigung der urspriinglichen DNA-Sequenz erreicht.

2.3.4.1 Standard-PCR zur Amplifikation von DNA-Sequenzen

Mittels Standard-PCR wurden die fir die flankierenden Regionen der preCols codieren-
den und entweder in der cDNA-Bank bzw. bereits in Plasmiden enthaltenen DNA-
Sequenzen amplifiziert.

Basierend auf der Sequenz der zu amplifizierenden DNA wurden Primer entworfen (vgl.
Kapitel 2.1.3), welche den 3‘-Enden der Templateinzelstrange komplementdr waren und
an diese hybridisieren konnten. Darliber hinaus wurde jeder Primer an seinem 5-Ende
mit einer zusitzlichen Uberhangsequenz ausgestattet. Diese bestand bei den Vor-
wartsprimern zum einen aus der Erkennungs- und Schnittsequenz der Restriktionsendo-
nuklease, welche die fiir die anschliefende Ligation benoétigten Enden erzeugt (vgl. Kapi-
tel 2.3.5 & 2.3.6). Zum anderen befanden sich 5 der flr die enzymatische Restriktion
benotigten Nukleotidsequenz zusatzlich noch sechs (beliebige) Basen, da viele Restrikti-
onsnukleasen nicht direkt an das Ende eines DNA-Stranges binden kénnen. Die Uber-

hangsequenzen der Rickwartsprimer wurden nach dem gleichen Prinzip entworfen,
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enthielten jedoch zwischen der fiir die enzymatische Restriktion bendtigten Nukleo-

tidsequenz und dem sechs Basen langen Uberhang noch zwei fiir die Translationstermi-

nation codierende Basentripletts, um eine ungewollte Translation von Plasmidsequen-

zen zuverldssig zu unterbinden. Als DNA-Polymerasen wurden wahlweise die PfuTurbo®

oder die Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase verwendet, da beide lber eine 3 > 5°

Exonukleaseaktivitat verfliigen und Basenfehlpaarungen bereits wahrend der Strangsyn-

these beheben kénnen. Zur Durchfiihrung der Standard-PCR-Reaktionen wurden folgen-

des Ansatzschema und folgende Thermocyclerparameter verwendet.

Allgemeiner Reaktionsansatz:

Templat-DNA 10-200 ng
Vorwartsprimer 200 nM
Rickwartsprimer 200 nM
PfuTurbo®- bzw. 2,5 U bzw.
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase 2,0U
Enzym-Reaktionspuffer 1x
dNTP-Mix 200 uM
MQ-Wasser ad 100 ul
Durchfiihrung:
Anzahl Zyklen:  Dauer [s]: Temperatur [°C]: Phase:
1x 300 95 initialer Denaturierungsschritt
30 95 Denaturierung
30-35x 45 Iz:f; Eés Primer-Anlagerung
45 72 Elongation
1x 300 72 verlangerter Elongationsschritt
nach Bedarf 4 Lagerung

*Primer-Schmelztemperatur (Ty) = 64,9°C + 41°C X

(Ng+Nc—16,4)

(gemalk dem verwendeten On-

line-Tool ,,BioMath Calculators — Ty, (Melting Temperature) Calculations for Oligos“); Ng: Anzahl der
Guanosine; N¢: Anzahl der Cytidine; Ns: Anzahl der zwischen Primer und DNA-Sequenz komplementa-
ren Basen (ohne Uberhinge und Fehlpaarungen). Die zur Durchfiihrung der PCR verwendete Primer-
Anlagerungstemperatur entsprach der niedrigeren des Vorwarts-Rickwarts-Primerpaares.

* bei Verwendung der PfuTurbo® DNA-Polymerase
> bei Verwendung der Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase
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2.3.4.2 Mutagenese-PCR

Die Mutagenese-PCR diente dem gezielten Austausch von Basen wédhrend der PCR-
Amplifikation einer (zirkularen) DNA-Sequenz. Die verwendeten Primer wurden so ent-
worfen, dass sie die veranderte Nukleotidsequenz sowie 5 und 3‘ davon zu den jeweili-
gen Einzelstrangen der DNA-Sequenz komplementdre Sequenzen beinhalteten. Zudem
waren beide Primer so entworfen, dass beide an der zu verandernden Stelle — einmal
auf dem codierenden und einmal auf dem nichtcodierenden Einzelstrang — binden und
es nicht wie bei der Standard-PCR zu einer Begrenzung der zu amplifizierenden Sequenz
kommt, sondern das gesamte Plasmid durch die Polymerase amplifiziert werden kann.

In Rahmen dieser Arbeit wurde die Mutagenese-PCR dazu eingesetzt, um aus der eCT-
Nukleotidsequenz die in vivo vorkommende Erkennungs- und Schnittstelle der Restrikti-
onsendonuklease BamHI (vgl. Kapitel 2.1.6) durch Mutation zu entfernen. Dieser Schritt
war notig, da bei der Erzeugung des Vektorkonstrukts pET28 SUMO-eCT,y (Tab. 2-3) me-
thodenbedingt mit BamHI gearbeitet werden musste. Die Durchfiihrung der Mutagene-
se-PCR orientierte sich an der SOP des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit der

Firma Stratagen.

Reaktionsansatz:

Templat-DNA (pET28a-eCT) 20 ng
Primer #1 (eCTBamH1mut2_fwd) 250 nM
Primer #2 (eCTBamH1mut2_rev) 250 nM
PfuTurbo® DNA-Polymerase 2,5U
Enzym-Reaktionspuffer 1x
dNTP-Mix 200 uM
MQ-Wasser ad 50 ul
Durchfiihrung:
Anzahl Zyklen:  Dauer [s]: Temperatur [°C]: Phase:
1x 120 95 initialer Denaturierungsschritt
30 95 Denaturierung
20 x 60 55 Primer-Anlagerung
450 72 Elongation
1x 600 72 verlangerter Elongationsschritt
nach Bedarf 4 Lagerung
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2.3.4.3 Screening-PCR

Per Screening-PCR wurde nach Abschluss von Klonierungen analysiert, ob die auf den
entsprechenden Selektionsplatten wachsenden E. coli-Zellen nur religierte Plasmide
oder aber Plasmide mit inserierter Transgensequenz aufgenommen hatten. Dazu wurde
aus den jeweiligen E. coli-Zellen die Plasmid-DNA isoliert (vgl. Kapitel 2.3.3) und als DNA-
Templat flir die Screening-PCRs verwendet. Fir Screening-PCRs wurde die tag DNA-
Polymerase verwendet. Sowohl Vorwarts- als auch Riickwartsprimer waren in der Regel
die gleichen Primer, welche bereits bei der PCR-Amplifikation der entsprechenden
Transgensequenzen zum Einsatz kamen. Aus diesem Grund war die Primer-

Anlagerungstemperatur auch identisch mit der der Standard-PCR (vgl. Kapitel 2.3.4.1).

Allgemeiner Reaktionsansatz:

Templat-DNA 30-60 ng
Vorwartsprimer 200 nM
Rickwartsprimer 200 nM
tag DNA-Polymerase 2,5U
Enzym-Reaktionspuffer 1x
dNTP-Mix 200 uM
MQ-Wasser ad 50 ul
Durchfiihrung
Anzahl Zyklen:  Dauer [s]: Temperatur [°C]: Phase:
1x 120 94 initialer Denaturierungsschritt
30 94 Denaturierung
25 x 45 Tw Primer-Anlagerung
45 72 Elongation
1x 300 72 verlangerter Elongationsschritt
nach Bedarf 4 Lagerung
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2.3.5 DNA-Restriktionsverdau

Um DNA-Abschnitte beliebig miteinander kombinieren zu kénnen, missen diese zu-
nachst mit Restriktionsendonukleasen verdaut werden. Restriktionsendonukleasen
erkennen meist 4-8 Nukleotide lange, spezifische Basenabfolgen in doppelstrangiger
DNA und hydrolysieren diese an einer bestimmten Stelle. Je nach verwendeter Restrikti-
onsendonuklease entstehen dadurch DNA-Stiicke, die an ihren Termini entweder einzel-
strangige Uberhidnge (sog. klebrige Enden) oder aber glatte Enden besitzen. Bei den im
Rahmen dieser Arbeit zur Erzeugung von Vektorkonstrukten (vgl. Kapitel 2.1.4) benutz-
ten Restriktionsendonukleasen (vgl. Kapitel 2.1.6) handelte es sich ausschlieRlich um
solche, die nach DNA-Hydrolyse klebrige Enden erzeugen. BesaBen DNA-Fragmente an
beiden Enden unterschiedliche klebrige Enden, beglinstigte dies die spatere Ligation der
entstandenen DNA-Enden in korrekter Orientierung zueinander, da komplementare
klebrige Enden spezifisch miteinander hybridisieren konnten.

Restriktionsverdaue wurden sowohl im analytischen MaRstab zur ldentifizierung von
Plasmiden mit transgenen Inserts wie auch im praparativen Malstab zur Erzeugung von

DNA-Fragmenten fir nachfolgende Ligationen (vgl. Kapitel 2.3.6) durchgefiihrt.

Allgemeiner Reaktionsansatz:

analytisch: praparativ:
DNA (Plasmid, Vektorkonstrukt, PCR- 300-500 ng 1-5pug
Produkt)
Restriktionsendonuklease(n) 5-10U 10-20U
BSA (optional) 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml
Reaktionspuffer 1x 1x
MQ-Wasser ad 20 ul ad 100 pl

Soweit nach Herstellerangabe moglich, wurden Restriktionsverdaue, fir die zwei ver-
schiedene Enzyme verwendet wurden, als Doppelverdau (d. h. mit simultanem Verdau
der DNA durch beide Restriktionsendonukleasen) durchgefiihrt. Verdaut wurde beim
jeweiligen Temperaturoptimum der Restriktionsendonukleasen 2-16 h unter leichtem
Schutteln (450 U/min) im Tischinkubator. Hitzedeaktivierbare Restriktionsendonuklea-
sen wurden danach 20 min bei 65 °C inaktiviert. War ein Doppelverdau nicht moglich,

wurde zuerst 2-3 h mit der Restriktionsendonuklease verdaut, deren Reaktionspuffer
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die niedrigeren Salzkonzentrationen besaRB. Wann immer moglich, erfolgte direkt im
Anschluss die Hitzedeaktivierung der Restriktionsendonuklease. Danach wurde die zwei-
te Restriktionsendonuklease zusammen mit ihrem optimalen Reaktionspuffer zu den
Ansadtzen hinzugefligt und der Ansatz derart mit MQ-Wasser aufgefillt, dass der hinzu-
gekommene Reaktionspuffer final erneut einfach konzentriert war. Nach weiteren
2-16 h Inkubation beim Temperaturoptimum der zweiten Restriktionsendonuklease
wurde auch diese, falls moglich, thermisch inaktiviert. Alle Restriktionsverdaue wurden
durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert (vgl. Kapitel 2.3.2), und fiir die Erzeugung
von Vektorkonstrukten bendtigte DNA-Fragmente wurden aus den Agarosegelen isoliert

und gereinigt (vgl. Kapitel 2.3.3).

2.3.6 Ligation von DNA-Enden

Nach der Hybridisierung komplementarer Enden von DNA-Molekilen kénnen diese
durch das Enzym T4 DNA-Ligase wieder kovalent miteinander verbunden werden. Dazu
aktiviert das Enzym das freie 5-Phosphat-Ende des einen DNA-Molekiils durch Adenylie-
rung. Die aktivierte Phosphatgruppe kann anschlieBend nukleophil durch die freie
3‘-Hydroxylgruppe eines weiteren DNA-Molekils unter Freisetzung des Adenosylmono-
phosphats angegriffen werden, was zur Ausbildung einer neuen Phosphodiesterbindung
zwischen den beiden DNA-Molekiilen fihrt.

Zur Erzeugung der in dieser Arbeit verwendeten Vektorkonstrukte (vgl. Tab. 2-3) wurden
mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaute Plasmide sowie das jewei-
lige auf die gleiche Weise verdaute PCR-Produkt bzw. synthetisierte Oligonukleotid mit-

einander ligiert.

Allgemeiner Reaktionsansatz:

verdaute Plasmid-DNA 50-150 ng

verdaute(s) PCR-Produkt/Insert-DNA 1-10-fach molarer Uber-
schuss (auf die Plasmid-DNA
bezogen)

T4 DNA-Ligase 3-6 U (Weiss units)

T4 DNA-Ligase Reaktionspuffer 1x

MQ-Wasser ad 20 ul
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Nach Zugabe der T4-DNA-Ligase wurden die Reaktionsansatze entweder bei 16 °C fir
3 h, bei Raumtemperatur (RT) fur 2 h und anschlieBend bei 4 °C fiir 16 h oder nur bei
4 °C flir 16 h inkubiert. Nach Inkubation wurde der gesamte Ligationsansatz direkt zur

Transformation von E. coli DH10B Zellen verwendet (vgl. Kapitel 2.4.4).

2.3.7 Sequenzierung von DNA

Um zu Uberprifen, ob die in das jeweilige Plasmid inserierte Transgensequenz korrekt
und in gewiinschter Orientierung eigenbaut war, wurden die entsprechenden Vektor-
konstrukte in Form isolierter Plasmid-DNA (Konzentration 20-100 ng/ul) zur Sequenzie-
rung an die Firma GATC Biotech (Konstanz) geschickt.

Die Qualitat der DNA-Sequenzierungen wurde anhand der Chromatogramme mit der
Software ApE Uberprift und mit dem in der Software GENTle 1.9.4 integrierten Smith-
Waterman-Algorithmus (fiir lokale Alignments) gegen die in silico geplante Ursprungsse-
qguenz aligned (vgl. Kapitel 2.2.2). Nachdem durch Sequenzierung positive Vektorkon-
strukte identifiziert worden waren wurden diese bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

2.4 Mikrobiologische Methoden

2.4.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Durchfihrung der in Kapitel 2.4 beschriebenen mikrobiologischen Methoden wur-
den die folgenden Medien, Puffer und Lésungen verwendet. Sofern kein Losungsmittel

angegeben ist, wurde MQ-Wasser verwendet.

Ampicillin-Stammldsung (1000 x) 100 mg/ml Ampicillin-Natriumsalz
Chloramphenicol-Stammlésung (1000 x) 50 mg/ml Chloramphenicol (in Ethanol)
Kanamycin-Stamml&sung (1000 x) 35 mg/ml Kanamycin-Sulfat

LB Medium (autoklaviert) 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,

171 mM NacCl, pH 7 (mit NaOH eingestellt), in
VE-Wasser gelost
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LB-Agar Medium (autoklaviert) LB-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar, in VE-
Wasser gelost

Losung A (sterilfiltriert) 39 mM Natriumacetat/Essigsaure, pH 5,5,
100 mM Calciumchlorid, 70 mM Mangan(ll)-
chlorid

Losung A + Glycerin (sterilfiltriert) 15 % (v/v) Glycerin in Lésung A (s.0.)

SOC-Medium (autoklaviert) 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,

10 mM Natriumchlorid, 2,5 mM Kaliumchlo-
rid, 10 mM Magnesiumchlorid, 20 mM Glu-
cose, 10 mM Magnesiumsulfat (jedoch erst
nach dem Autoklavieren zusetzen!)

Tetracyclin-Stamml&sung (1000 x) 12,5 mg/ml Tetracyclin (in Ethanol)

2.4.2 Kultivierung und Aufbewahrung von E. coli-Zellen

Alle verwendeten E. coli-Stamme wurden mit LB-Medium kultiviert. Die Zellen befanden
sich dabei entweder direkt im LB-Medium oder wurden auf LB-Agarplatten kultiviert.
Den LB-Medien waren, je nach verwendetem E. coli-Stamm und eingebrachtem Vektor-
konstrukt, zusatzlich noch die dem jeweiligen genomisch codierten bzw. plasmidvermit-
telten Selektionsmarker entsprechenden Antibiotika in einfacher Konzentration zuge-
setzt.

Die Kultivierung in Flussigsuspension erfolgte in Volumen von 4-100 ml des entspre-
chenden LB-Mediums in Reagenzglasern bzw. Erlenmeyerkolben. Dabei wurden Medien-
volumen bis 50 ml ausgehend von einer E. coli Einzelkolonie mit einer sterilen Impf&se
inokuliert. AnschlieRend wurden die Zellen 16-20 h unter Schutteln (650 U/min) bei
37 °C inkubiert. Zum Animpfen von Medienvolumen tiber 50 ml wurde 1/100 des Volu-
mens des anzuimpfenden Mediums aus einer bereits angewachsenen 4 mi-Flussigkultur
Uberimpft. Die anschlieRende Inkubationszeit bei 37 °C und 650 U/min hing von der wei-
teren Verwendung der E. coli-Zellen ab und richtete sich nach der Zelldichte der Flussig-
kultur.

Zur Kultivierung von E. coli-Zellen auf LB-Agarplatten wurde ein Zehntel Volumen bzw.
der gesamte Transformationsansatz — je nachdem, ob Vektorkonstrukte bzw. Plasmid-
DNA oder aber Ligationsansatze transformiert worden waren — mit einem sterilen
Drigalski-Spatel auf dem Nahrmedium ausplattiert. Die LB-Agarplatten wurden 12-20 h
(abhangig von der zu einem bestimmten Zeitpunkt gegebenen GréRe der Einzelkolonien)

bei 37 °C inkubiert.
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2.4.3 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Um E. coli-Zellen mit Fremd-DNA (in Form von Plasmiden und Vektorkonstrukten) trans-
formieren zu kénnen, muss die Zellwand der Bakterien fiir DNA-Molekile durchgangig
gemacht werden. Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen wurde nach
dem Protokoll des Lehrstuhls Biomaterialien, welches auf dem Verfahren von Sambrook
und Russell beruht[163], durchgefihrt.

Ausgehend von einer flir 16 Stunden bei 37 °C inkubierten 4 ml E. coli-Fllssigkultur wur-
den 100 ml LB-Medium in 1:100-Verdiinnung angeimpft. Wurden E. coli-Stimme ver-
wendet, die einen genomisch codierten Selektionsmarker besitzen, war sowohl der 4 ml-
als auch der 100 ml-Kultur schon das entsprechende Antibiotikum in einfacher Konzent-
ration zugesetzt worden. Die frisch angeimpften 100 ml-Kulturen wurden anschlieSend
bei 37 °C bis zu einer ODggg von 0,6-0,8 unter Schiitteln (150 U/min) inkubiert. Bei Errei-
chen der entsprechenden Zelldichte wurde mit Hilfe einer sterilen, 1 M MgCl,-Lésung
eine MgCl,-Konzentration von 20 mM eingestellt und die E. coli-Zellen weitere 10 min
bei 37 °C und 150 U/min inkubiert. AnschlieBend wurden die E. coli-Zellen in sterilen, auf
Eis vorgekiihlten 50 ml-Zentrifugenrohrchen 5 min bei 4000 x g in einer auf 4 °C vorge-
kiihlten Zentrifuge zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml (pro 100 ml Ausgangskul-
tur) eiskalter Losung A resuspendiert und der Ansatz 60 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die resuspendierten Zellen erneut 5 min bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert und
das Zellpellet in 2 ml (pro 100 ml Ausgangskultur) eiskalter Lésung A + Glycerin aufge-
nommen. Abschlielend wurden die transformationskompetenten Zellen (komplett auf
Eis) in 100 pl-Aliquots aufgeteilt, direkt in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.4.4 Transformation von E. coli-Zellen

In vitro-Transformationen von E. coli-Zellen mit Fremd-DNA wurden entweder gemaR

der SOP des Lehrstuhls Biomaterialien oder per Elektroporation durchgefihrt.

2.4.4.1 Standardtransformation

Die bei -80 °C gelagerten Aliquots der transformationskompetenten E. coli-Zellen wur-
den zunachst 5 min auf Eis aufgetaut. Danach wurden 20-100 ng Plasmid-DNA bzw. ein
Ligationsansatz (20 pl, vgl. Kapitel 2.3.6) zu den angetauten Zellen gegeben, der Trans-
formationsansatz vorsichtig durchmischt und 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wurden die Transformationsansatze fiir 30-60 s (gemal Hersteller-SOP fiir den verwen-
deten E. coli-Stamm) auf 42 °C erwarmt. Nach diesem Hitzeschritt wurden die Anséatze
abgekiihlt (~ 5 min auf Eis) und pro Ansatz 900 ul LB-Medium (ohne Antibiotikum) hinzu-
gefliigt. Die in LB-Medium aufgenommenen Transformationsansdatze wurden fir
30-60 min bei 37 °C und 750 U/min im Tischinkubator inkubiert. AbschlieRend wurden
die transformierten E. coli-Zellen auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert. Das Volumen an Zellsuspension, das zum Ausplattieren verwendet wurde,
richtete sich dabei nach der zur Transformation verwendeten DNA und betrug 100 pl
(nach Transformation von Plasmid-DNA) bzw. das Gesamtvolumen (nach Transformation
von Ligationsansatzen). Zum Ausstreichen der gesamten Zellsuspension wurden die Zel-
len zunéchst 5 min bei 5000 x g (RT) sedimentiert, 800 pl des Uberstands verworfen und

das Zellpellet im verbliebenen Medium resuspendiert und ausplattiert.

2.4.4.2 Elektroporation

Die Transformation von E. coli-Zellen mit dem Vektor pET28 SUMO-eCT,y erfolgte, wie in
der zur Durchfihrung der Mutagenese-PCR verwendeten SOP des QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kits beschrieben (vgl. Kapitel 2.3.4.2), mittels Elektroporation.

Dazu wurden 40 pl transformationskompetenter E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut und mit
200-500 ng des entsprechenden Vektorkonstrukts vorsichtig in einer auf Eis vorgekiihl-
ten Elektroporationskiivette vermischt. Nach einem 4,8 ms langen 1,8 kV-Puls wurden

die Elektroporationsanséatze sofort in 200 ul vorgekihltem SOC-Medium aufgenommen
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und in sterile 1,5 ml ReaktionsgefaRe tUberfiihrt. AnschlieBRend wurden die Transformati-

onsansatze noch 45 min bei 37 °C und 600 U/min im Tischinkubator inkubiert und auf

LB-Agarplatten mit dem benétigten Antibiotikum ausplattiert. Die LB-Agarplatten wur-

den dann 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

2.5 Rekombinante Produktion von flank-Proteinen

2.5.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Durchfihrung der in Kapitel 2.5 beschriebenen Methoden wurden die folgenden

Puffer und Losungen verwendet. Sofern kein Losungsmittel angegeben ist, wurde MQ-

Wasser verwendet.

Antifoam-Stammlésung (1000 x)

Fermentationsmedium (autoklaviert)

IPTG-Stammlosung (1000 x, sterilfiltriert)
LB-Medium (autoklaviert)

Lysepuffer

N&hrlosung (autoklaviert)

pH-Korrekturmittel, basisch

pH-Korrekturmittel, sauer
PMSF-Stammldsung (100 x)
Waschpuffer

60

1% (v/v) Breox FMT 30

1,62 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein,
2,48 % (w/v) Hefeextrakt, 15,8 mM Kalium-
dihydrogenphosphat, 40,7 mM Ammoni-
umsulfat, 0,75 mM Calciumchlorid,

4,38 mM Magnesiumsulfat (durch Zugabe
von sterilfiltriertem Magnesiumsulfat nach
Autoklavieren des Mediums)

1MIPTG

1% (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
171 mM NaCl, pH 7 (mit NaOH eingestellt)

20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,
150 mM NacCl, 0,2 mg/ml Lysozym (direkt vor
Gebrauch frisch zugegeben)

80 % (v/v) Glycerin

2,5 M Natronlauge oder
25 %ige Ammoniakldsung

2,5 M Phosphorsaure
100 mM PMSF in Isopropanol

50 mM Tris/HCI, 100 mM Natriumchlorid (pH
7,5)
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2.5.2 Testexpression

Zur Herstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten, rekombinanten flank-
Proteine wurde zunachst analysiert, welcher E. coli-Stamm und welche Bedingungen sich
flir die heterologe Produktion des jeweiligen Proteins als am geeignetsten erwiesen. Zur
Durchfiihrung von Testexpressionen wurden verschiedene E. coli-Expressionsstamme
(vgl. Kapitel 2.1.5) mit den jeweiligen Vektorkonstrukten transformiert (vgl. Tab. 2-3 &
Kapitel 2.4.4), auf LB-Agarplatten mit den bendétigten Antibiotika ausplattiert und
12-16 h bei 37°C inkubiert. Ausgehend von Einzelkolonien wurden 4 ml LB-
Flussigkulturen angelegt und mit dem Verdiinnungsfaktor 1:100 auf 100 ml LB-Medien
Uberimpft, wobei den Medien die den Selektionsmarkern entsprechenden Antibiotika
bereits zugesetzt waren. Die E. coli-Flussigkulturen wurden bis zum Erreichen einer
ODggo =0,6—-0,8 bei 37 °C und 150 U/min im Warmeschrank inkubiert. AnschlieRend
wurden die Flussigkulturen, falls notig, auf die jeweilige Expressionstemperatur abge-
kiihlt. Vor sowie an definierten Zeitpunkten nach Induktion der Transgenexpression
durch 0,1-1 mM lIsopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wurden 1 ml-Proben aus
den E. coli-Flussigkulturen entnommen und deren ODgg bestimmt. AnschlieRend wur-
den je 500 pl in 1,5 ml-Reaktionsgefale (iberfiihrt, die E. coli-Zellen 5 min bei 6000 x g
und RT zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Zellsediment mit zweifach SDS-
Auftragspuffer versetzt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Das Volumen an verwendetem
SDS-Auftragspuffer richtete sich dabei nach der zuvor bestimmten ODgy und betrug
200 pl pro ODggo = 1. Nach Beendigung einer Testexpression wurde die zum Endzeit-
punkt entnommene 1 ml-Probe zur Bestimmung der Loslichkeit des produzierten re-
kombinanten Proteins in ihre 16sliche und unlésliche Fraktion getrennt. Das Zellsediment
wurde dazu statt in SDS-Auftragspuffer in 500 ul Lysepuffer resuspendiert. Die resus-
pendierten E. coli-Zellen wurden 60 min bei 4 °C im Lysepuffer inkubiert und danach
insgesamt flinfmal bei -20 °C eingefroren und bei RT wieder aufgetaut. Nach abschlie-
Render Zentrifugation der Proben (20 000 x g, 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand mit
125 ul funffach SDS-Auftragspuffer und das Sediment mit 625 ul zweifach SDS-
Auftragspuffer versetzt. AnschlieBend wurden alle Proben 10 min bei 95 °C denaturiert.
Der Nachweis heterolog gebildeter flank-Proteine erfolgte dann mittels SDS-PAGE und
Westernblotanalyse (vgl. Kapitel 2.7.2 & 2.7.4).
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2.5.3 Fermentation transformierter E. coli-Stamme

Nachdem durch Testexpressionen ein geeigneter E. coli-Expressionsstamm, eine geeig-
nete Expressionstemperatur und eine geeignete Konzentration des Induktionsmittels
(IPTG) fur die rekombinante Produktion eines bestimmten flank-Proteins ermittelt wur-
den, wurden die zur Proteinproduktion benétigten, transgenen E. coli-Zellen durch

Batch- bzw. Fed-Batch-Verfahren in groRerem MaRstab kultiviert.

2.5.3.1 Kultivierung transgener E. coli-Zellen im Batch-Verfahren

Die Kultivierung transgener E. coli-Zellen im Batch-Verfahren erfolgte in einem mit
Druckluft begasbaren 5 I-GlasgefaR. Sauerstoffgehalt und pH-Wert waren bei diesem
Fermentationsverfahren weder unmittelbar messbar noch automatisch regulierbar.

Das 5 I-Glasgefals wurde mit 4 | LB-Medium gefiillt und dieses direkt zusammen mit dem
Bioreaktor autoklaviert. Nach Abkiihlen wurde das Medium im Bioreaktor durch ein
Wasserbad auf 30 °C temperiert und unter moglichst sterilen Bedingungen je 4 ml der
dem Selektionsmarker entsprechenden Antibiotikum-Stamml&sung sowie Breox FMT30-
Stamml6sung zugegeben. Die Inokulation des Bioreaktors erfolgte mit 40 ml einer fri-
schen Ubernachtkultur (vgl. Kapitel 2.4.2) des jeweiligen transformierten E. coli-Stamms.
AnschlieBend wurden die E. coli-Zellen ~12 h bei 30 °C inkubiert. Sauerstoff wurde in
Form von Druckluft mit einer Flussrate von 3 1/ min zugefuhrt. Die Induktion der Trans-
genexpression erfolgte durch die wahrend der jeweiligen Testexpression ermittelte
IPTG-Konzentration, die durch Zugabe entsprechender Volumina der IPTG-Stammldsung
eingestellt wurde. Direkt nach IPTG-Zugabe wurde die Druckluft-Flussrate auf
5-101/min erhéht. 4 h nach erfolgter Induktion wurden die E. coli-Zellen geerntet (vgl.

Kapitel 2.5.4).

2.5.3.1 Kultivierung transgener E. coli-Zellen im Fed-Batch-Verfahren

Kontinuierliche Fed-Batch-Verfahren erlauben im Gegensatz zu Batch-Verfahren die
Messung und Regulierung des Sauerstoffpartialdruckes (pO,) und des pH-Werts sowie
eine kontinuierliche Zufiihrung von Nahrstoffen. Die wahrend dieser Arbeit durchgefiihr-

ten Fed-Batch-Fermentationen erfolgten alle in 1,3 | Minifors-Bioreaktoren (Infors HT).
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Zur Kultivierung der transgenen E. coli-Zellen wurde der Bioreaktor mit 1,3 | Fermentati-
onsmedium gefiillt und entsprechend der SOP des Lehrstuhls Biomaterialien vorbereitet.
Vor Inokulation des Fermentationsmediums wurde diesem noch das dem jeweiligen
Selektionsmarker entsprechende Antibiotikum zugesetzt sowie etwas Nahrlosung vorge-
legt. Die Inokulation erfolgte durch Zugabe von 40 ml E. coli-Zellsuspension aus einer
frischen Ubernachtkultur (vgl. Kapitel 2.4.2). Die Fermentation der E. coli-Zellen verlief
semiautomatisiert und wurde mit der Software Iris (Infors HT) Gberwacht und gesteuert.
Temperatur, pO,, pH-Wert und Schaumbildung wurden durch im Bioreaktor befindliche
Sonden Uberwacht. Bei unterschreiten des voreingestellten pO,-Schwellenwerts von
40 % wurde die Zufuhr von Sauerstoff erhoht und Abweichungen des pH-Sollwerts von
6,8 wurden durch automatische Zugabe von saurem bzw. basischem pH-Korrekturmittel
ausgeglichen. Schaumbildung wurde durch automatische Einleitung der Antifoam-
Stamml6sung reduziert. Die Zugabe der Nahrlosung erfolgte manuell und orientierte
sich am Sauerstoffverbrauch der E. coli-Zellen. Wahrend der Fermentation wurden in
regelmaRigen Abstanden Proben entnommen und das Zellwachstum (iber die Bestim-
mung der Zelldichte Uberwacht. Bei Erreichen einer Zelldichte, die einer ODggg vOn
20-30 entsprach, wurde die Temperatur auf die gewiinschte Expressionstemperatur
gestellt und die Transgenexpression durch Zugabe von IPTG induziert. Die Ernte der Zel-

len (vgl. Kapitel 2.5.4) erfolgte in der Regel 4 h nach Induktion.

2.5.4 Ernten und Waschen von E. coli-Zellen

Nach Beendigung der Fermentation wurden die E. coli-Zellen geerntet und das Zellpellet
zur Entfernung von Medienriickstainden gewaschen. Zunachst wurden die Zellen fir
30 min bei 8000 x g und 4 °C sedimentiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend mit Hilfe
des Laborrihrers RZR 2020 (Heidolph) griindlich in 200—-250 ml Waschpuffer resuspen-
diert und erneut zentrifugiert. Je nach Masse des Zellpellets wurden insgesamt 1-3
Waschschritte durchgefiihrt. Abschlieend wurden die Zellen erneut in Waschpuffer
(5 ml pro Gramm Zellpellet) resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.5.5 Aufschluss von E. coli-Zellen

Die Isolierung und Reinigung von rekombinant in E. coli produzierten Proteinen setzt
eine Zerstorung der bakteriellen Zellwand voraus. Der Aufschluss der Zellwand von ge-
ernteten und gewaschenen E. coli-Zellen erfolgte entweder durch Ultraschallbehandlung
oder durch Hochdruckhomogenisation.

Dazu wurden bei -80 °C gelagerte, resuspendierte E. coli-Zellen zunachst ziigig in einem
lauwarmen Wasserbad aufgetaut. Nach vollstandigem Auftauen wurden pro Milliliter
der Zellsuspension ~ 0,2 mg Lysozym (eine entsprechende Menge Lysozym war zuvor in
Waschpuffer gelost worden) sowie, zur Inaktivierung von Proteasen, 1 mM PMSF und
0,3-facher bis max. einfacher Proteaseinhibitor-Mix HP (Serva) zugesetzt und die Zellsu-
spension 45-60 min auf Eis inkubiert. Zum vollstandigen Aufschluss der Zellen durch
Ultraschall wurden, je nach Volumen der Zellsuspension, die Ultraschallsonden KE 76
oder TT 13 (Bandelin electronic) verwendet. Die Beschallung erfolgte mit 72 % (KE 76)
bzw. 90 % (TT 13) der maximalen Amplitude in sechs Zyklen von je 60 s, wobei nach ei-
nem 2 s Puls eine 0,2 s lange sowie zwischen den Zyklen eine 30 s lange Pause erfolgte.
Die Zellsuspension wurde wahrend des gesamten Ultraschallaufschlusses kontinuierlich
in einem Eiswasserbad gekihlt. Alternativ zum Ultraschallaufschluss erfolgte der Auf-
schluss der E. coli-Zellen auch mechanisch mit hohem Druck im Hochdruckhomogenisa-
tor M110S (Microfluidics), wobei zwei Durchlaufe mit ~ 0,62 MPa (£ 90 psi) durchge-
flihrt wurden. Unabhéangig von der verwendeten Aufschlussmethode wurde das Zelllysat
abschlieRend durch Zentrifugation fir 30 min bei 27 000 x g und 4 °C in |6sliche und un-

|6sliche Bestandteile getrennt.

2.6 Reinigung rekombinant hergestellter Proteine

Die Reinigung eines rekombinant hergestellten Proteins erfolgt durch Abtrennung der im
selben Ansatz befindlichen bakteriellen Proteine. Dazu werden spezifische physikalisch-
chemische Eigenschaften (Ladung, isoelektrischer Punkt, Hydrophobizitdt, Loslichkeit,
Molekulargewicht, hydrodynamisches Volumen) sowie gegebenenfalls die Affinitat des

rekombinanten Proteins zu anderen Molekilen ausgenutzt. Die Reinigung der in dieser
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Arbeit rekombinant in E. coli produzierten flank-Proteine erfolgte (iber verschiedene

saulenchromatographische Verfahren.

2.6.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Durchfiuhrung der in Kapitel 2.6 beschriebenen Methoden wurden die folgenden
Puffer und Losungen verwendet. Sofern kein Losungsmittel angegeben ist, wurde MQ-

Wasser verwendet.

CBD-Spaltungspuffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 500 mM Natrium-
chlorid, 50 mM DTT (direkt vor Verwendung
frisch zugeben!)

GPC-Laufpuffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 100 mM Natrium-
chlorid

IMAC-A Puffer 40 mM Tris/HCI, pH 7,6, 100 mM Natrium-
chlorid

IMAC-B Puffer 40 mM Tris/HCI, pH 7,6, 100 mM Natrium-
chlorid, 500 mM Imidazol

Lyophilisationspuffer 10 mM Ammoniumhydrogencarbonat

Ulp1-Stammldsung 8,3 mg/mL Ulp1, 25 mM Tris/HCI, pH 8,
250 mM NaCl, 500 uM DTT, 50 % (v/v) Glyce-
rin

2.6.2 Affinitdatschromatographie

Bei der Affinitatschromatographie nutzt man die Affinitat des zu reinigenden Proteins zu
anderen Molekilen oder funktionellen Gruppen, um dieses von weiteren Proteinen, die
nicht die gleiche Affinitdt zu dem entsprechenden Molekil besitzen, zu trennen. Eine
besondere Form der Affinitatschromatographie stellt die urspriinglich von Porath und
Kollegen entwickelte Affinitatschromatographie mit immobilisierten Metallionen (IMAC,
von engl. immobilized metal affinity chromatography) dar™¥. Dabei werden Metallio-
nen (v.a. Ni*") durch einen an einer Festphase immobilisierten Chelator gebunden. Die
noch unbesetzten Koordinationsstellen des gebundenen Metallions kénnen dann rever-
sibel durch Molekiile besetzt werden, die als Elektronenpaardonoren (Lewis-Basen)

agieren. Bezogen auf Proteine handelt es sich beim Elektronenpaardonor v. a. um die
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Stickstoffatome der Seitenkette des Histidins, aber auch Stickstoff- und Schwefelatome
in den Seitenketten von Arginin bzw. Cystein kdnnen als Lewis-Basen fungieren[lssl.

Um eine effiziente Bindung der rekombinant erzeugten Proteine an die immobilisierten
Metallionen wahrend der IMAC zu gewahrleisten, wurden diese als Fusionsproteine mit
aminoterminalem SUMO-tag (small ubiquitin-like modifier), der eine zusatzliche (His)e-
Aminosaduresequenz beinhaltet, hergestellt. Als Festphase der IMAC diente die auf Aga-
roseklgelchen basierende Chelating Sepharose Fast Flow-Matrix (GE Healthcare Europe
GmbH), an die kovalent der Chelator Iminodiessigsaure (IDA) gekoppelt war. Die durch
Komplexierung an IDA-Molekiile immobilisierten Ni**-Kationen besitzen noch drei freie
Koordinationsstellen, welche von den freien Elektronenpaaren der Seitenkettenstick-
stoffatome der Histidinreste der (His)e-Aminosauresequenz besetzt werden kdnnen.
Nach Bindung des (His)e-SUMO-getagten Proteins an die Sdulenmatrix und dem Auswa-
schen nichtbindender (E. coli-)Proteine konnte ersteres durch kompetitive Verdrangung,
in der Regel durch die Verwendung von Imidazol, wieder von der Saulenmatrix eluiert
werden.

Die Reinigung rekombinant hergestellter flank-Fusionsproteine wurde an Akta FPLC
Chromatographiesystemen (GE Healthcare) bei ~ 6 °C (im Kiihlraum) durchgefiihrt. Dabei
wurden Sdulen mit 5-80 ml Bettvolumen verwendet. Zunachst wurde die Chelating Se-
pharose Fast Flow-Matrix gemaR den Hersteller-SOPs mit Ni** beladen und anschlieRend
mit mindestens zwei Saulenvolumen IMAC-A Puffer dquilibriert, bis die kontinuierlich
detektierte UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm (A,g0) eine stabile Grundli-
nie zeigte. Danach wurde das zu trennende Proteingemisch mit einer Flussrate von
1-5 ml/min (abhdngig vom verwendeten Bettvolumen) aufgetragen und die Saule so-
lange weiter mit IMAC-A Puffer gewaschen, bis sich erneut eine stabile A,gp-Basislinie
einstellte. Um unspezifisch (d. h. mit geringerer Affinitat) an die Sdulenmatrix gebunde-
ne Proteine zu entfernen, folgte ein Waschschritt mit 4-6 % (v/v) IMAC-B Puffer, was
einer Imidazolkonzentration von ~20-30 mM entsprach. Die abschlieBende Elution des
jeweils zu reinigenden flank-Fusionsproteins erfolgte entweder direkt mit 60 % (v/v)
IMAC-B Puffer (£ 300 mM Imidazol) oder, falls bei dieser Variante (wie in Vorversuchen
ermittelt) noch eine gréBere Zahl unspezifisch gebundener Proteine im Eluat vorhanden
war, durch einen Uber 10 Saulenvolumen (SV) reichenden, stufenlosen Gradienten von

0-60 % IMAC-B Puffer (2 0—300 mM Imidazol). Eluierte Proteine wurden mit Hilfe eines
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Fraktionskollektors in 2—-5 ml Fraktionen aufgefangen. Alle Wasch- und Elutionsschritte
wurden mit der maximal moglichen Flussrate, bei der der Druck noch unterhalb des Li-
mits von 0,3 MPa lag, durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elution wurden anhand des
Ass0-Spektrums proteinhaltige Fraktionen ausgewahlt und mittels SDS-PAGE und/oder
Westernblot (vgl. Kapitel 2.7.2 & 2.7.4) analysiert. Die Reinigung und Regeneration der

IMAC-Saulen erfolgte gemalRk dem cleaning-in-place (CIP)-Protokoll des Herstellers.

2.6.3 Gelpermeationschromatographie

Bei der Gelpermeationschromatographie (GPC) beruht die Trennung von Molekilen auf
einem Siebeffekt, der durch Interaktionen von Molekiilen der mobilen Phase mit der
stationdren Phase, die aus einer Matrix definierter PorengréRe besteht, hervorgerufen
wird. Abhangig von ihrem jeweiligen hydrodynamischen Volumen kénnen Molekiile un-
terschiedlich gut in die Poren der Matrix eindringen. Molekile mit hydrodynamischen
Durchmessern oberhalb der matrixspezifischen AusschlussgroRe kénnen nicht in die
Poren eindringen und werden mit der Losungsmittelfront im Ausschlussvolumen der
Saule eluiert. Kleinere Molekiile hingegen dringen in die Poren der Matrix ein und wer-
den, je kleiner ihr hydrodynamischer Durchmesser ist, desto langer von der Matrix zu-
rickgehalten. Die im Proteingemisch enthaltenen Proteine werden folglich entspre-
chend ihrer hydrodynamischen Durchmesser und somit ihrer MolekiilgréBe getrennt.
Die GPC wird oft als abschlieBender Schritt bei der Reinigung von Proteinen eingesetzt,
um die Reinheit des Zielproteins durch Abtrennung von nicht durch die vorherigen Rei-
nigungsschritte entfernbaren Proteinen sowie von Fragmenten des Zielproteins weiter
zu erhéhen!™®,

Im Rahmen dieser Arbeit kam die GPC im praparativen Malstab bei der Reinigung des
flank-Fusionsproteins cwCT(F34W) zum Einsatz. Die GPC wurde an einem Akta Purifier
Chromatographiesystem (GE Healthcare) durchgefiihrt und es wurde eine kommerziell
erhaltliche HiLoad 16/600 Superdex 30 PG Saule (GE Healthcare Europe GmbH) mit
einem Saulenvolumen von ~ 120 ml verwendet. Der optimale Trennbereich der
verwendeten Saulenmatrix liegt fur Proteine bei 1-10 kDa, so dass Proteine > 10 kDa
bereits im Saulenausschlussvolumen eluiert werden. Vor dem Auftragen der Probe

wurde die Sadule zunachst mit 2 SV MQ-Wasser (Flussrate 1,3 ml/min) gewaschen und
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anschlieBRend mit 5 SV GPC-Laufpuffer (Flussrate 1 ml/min) dquilibriert. AnschlieRend
wurde die Probe aufgetragen, wobei das zu applizierende Probenvolumen sdulenbedingt
max. 4,8 ml (£ 4 % des Saulenvolumen) betragen durfte. Um die Anzahl der bendétigten
GPC-Laufe zu reduzieren, wurden die Proben gegebenenfalls zunachst durch
Lyophilisation und erneutem Lésen in kleineren Volumina des GPC-Laufpuffers
konzentriert (Proteinendkonzentration ~3 mg/ml). Nach dem Auftragen der
konzentrierten Probe auf die Gelpermeationssaule erfolgte die Trennung der Proteine
bei einer Flussrate von 1 ml/min mit GPC-Laufpuffer. Wahrend der Trennung wurden
kontinuierlich die A,z und die UV-Absorption bei 254 nm (A,s4) detektiert. Beim
Erreichen eines Ago-Wertes >5 mAU wurde automatisch mit dem Sammeln von
1,4 ml-Fraktionen begonnen. Nach Beendigung der Elution wurden anhand der A,go- und
A,s4-Spektren proteinhaltige Fraktionen ausgewahlt und durch SDS-PAGE und/oder Wes-
ternblot (vgl. Kapitel 2.7.2 & 2.7.4) analysiert. Reinigung, Regeneration und Lagerung der

Gelpermeationssaule erfolgte gemald den Herstellerangaben.

2.6.4 Abspaltung terminaler Protein-tags

Wahrend der Reinigung rekombinant hergestellter flank-Fusionsproteine wurden zwi-
schen den verschiedenen Chromatographieschritten sowohl der aminoterminale SUMO-
tag sowie, falls vorhanden, die carboxyterminale Chitin-Bindedoméane (CBD, im Folgen-
den als CBD-tag bezeichnet), abgespalten, um die entsprechenden tag-freien flank-
Protein zu erhalten.

Zunachst wurde der carboxyterminale CBD-tag autokatalytisch abgespalten. Die zwi-
schen diesem und der flank-Protein Aminosduresequenz vorhandene bakterielle Mini-
Inteinsequenz kann unter Einfluss von Thiolreagenzien autokatalytisch spleilen und
dadurch den CBD-tag vom flank-Protein abspaltet (Abb. 2-2). Die Abspaltung erfolgt da-
bei nahtlos und ldsst keine vom tag stammenden Aminosdauren am flank-Protein
zurtick 671 zy Beginn wurde die Probe zweimal 12-16 h bei 6 °C gegen je 4| Intein-
Spaltungspuffer dialysiert. AnschlieBend wurde DTT zur Probe gegeben (DTT-
Endkonzentration 50 mM) und diese unter leichtem Riihren fiir ~48 h im Kihlraum in-

kubiert.
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Abb. 2-2. Reaktionsschema des DTT-vermittelten, autokatalytischen SpleiBvorgangs des carboxytermi-
nalen CBD-tags. (1) Der CBD-tag ist Uber eine bakterielle Mini-Intein-Sequenz mit dem Carboxyterminus
eines rekombinanten flank-Proteins verbunden. Durch nukleophilen Angriff des Seitenkettenschwefel-
atoms des aminoterminalen Cysteinrests der Mini-Intein-Sequenz auf das Carbonylkohlenstoffatom der
upstream liegenden Aminosdure kann N-S Acylumlagerung auftreten. (II) Dadurch wird aus der urspriingli-
chen Peptid- eine Thioesterbindung, wobei das Gleichgewicht aber deutlich auf Seite der Peptidbindung
liegt. (1ll) DTT kann jedoch unter Abspaltung der Mini-Intein-Sequenz (und damit auch des CBD-tags) nuk-
leophil an das Carbonylkohlenstoffatom des Thioesters binden und das anfangliche N-Acyl / S-Acyl Gleich-
gewicht in Richtung des S-Acyls verschieben. (V) Durch Hydrolyse des flank-Protein-DTT-Thioesters ent-
steht schlieBlich das tag-freie flank-Protein mit nativem Carboxyterminus.

Der abgespaltene CBD-tag konnte, nach Dialyse zur Entfernung des DTT, per erneuter
IMAC aus den Ansatzen entfernt werden (vgl. Abb. 2-3 & Kapitel 2.6.2), da er nicht selek-
tiv an die Ni**-Affinitatsmatrix bindet. Bevor die Reinigung fortgesetzt wurde, erfolgte
eine Uberpriifung der Spaltungseffizienz mittels SDS-PAGE und Westernblot (vgl. Kapi-
tel 2.7.2 & 2.7.4).
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Die Abspaltung des SUMO-tags erfolgte enzymatisch. Die SUMO-Protease Ulp1l ist in der
Lage, spezifisch die Tertiarstruktur von SUMO zu erkennen, ohne dabei auf eine spezifi-
sche Erkennungs- oder Schnittsequenz (auf Primarstrukturebene) angewiesen zu
sein*®® Diese spezifische Erkennung ermoglicht die effiziente Abspaltung des SUMO-
tags unter Vermeidung ungewollter proteolytischer Spaltungen, wie sie unter bestimm-
ten Bedingungen bei sequenzabhangigen Protease zu beobachten sind. Ein weiterer Vor-
teil von Ulp1 ist, dass sie in einem breiten Spektrum von Puffern sowie in Gegenwart von
chaotrop oder reduzierend wirkenden Chemikalien aktiv ist™®%,

Zur Abspaltung des aminoterminalen SUMO-tags der flank-Fusionsproteine wurde eine
von Lukas Eisoldt produzierte, gereinigte und zur Verfliigung gestellte Ulp1-Variante mit
aminoterminalem (His)s-tag verwendet. Nach Abspaltung des SUMO-tags konnte Ulpl
auf diesem Wege zusammen mit ersterem per IMAC aus den Spaltungsansatzen entfernt
werden. Da mit den entsprechenden Proben vor Abspaltung des SUMO-tags schon
IMAC-Reinigungsschritte (zur Entfernung der E. coli-eigenen Proteine bzw. auch zur Ent-
fernung des abgespaltenen CBD-tags) durchgefiihrt worden waren, wurden die Proben
zur Entfernung des enthaltenen Imidazols zunachst 2 x 2 h lang bei ~ 6 °C (im Kihlraum)
gegen je 4| IMAC-A Puffer dialysiert. AnschlieRend wurde die Spaltung des SUMO-tags
durch Zugabe der Ulpl-Stammlésung induziert. Die Menge an verwendeter Ulpl-
Protease richtete sich dabei nach der zuvor per UV-Spektroskopie bestimmten Gesamt-
proteinkonzentration (vgl. Kapitel 2.8.2.2) der Ansatze und es wurde ~ 1 ug Ulpl pro mg
Protein verwendet. Nach Zugabe der Protease wurden die Proben 1-2 h unter leichtem
RiUhren inkubiert und abschlieend Ulpl sowie der abgespaltene SUMO-tag durch IMAC
entfernt. Die Uberpriifung der Spaltungseffizienz erfolgte durch SDS-PAGE und Wes-
ternblot (vgl. Kapitel 2.7.2 & 2.7.4).
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2.6.5 Reinigungsstrategie fiir cwCT(F34W)

E. coli Zelllysat - I16sliche Fraktion

f Entfernung von E. coli-eigenen Proteinen

1. IMAC:
a) Waschen mit 5 % (v/v) IMAC-B Puffer
)

b) Elution mit 60 % (v/v) IMAC-B Puffer

U

U0 —s T

F34W

Abspaltung des CBD-tag

a) 2 x Dialyse gegen Intein-Spaltungspuffer
b) Induktion der Spaltung durch 50 mM DTT — 48 h @ 6 °C

Entfernung des CBD-tag

2. IMAC:
a) 2 x Dialyse des Spaltungsansatzes gg. IMAC-A Puffer vor Probenauftrag
b) Waschen mit 5 % (v/v) IMAC-B Puffer

QElution mit 60 % (v/v) IMAC-B Puffer j
) —s e
F34W
Abspaltung des SUMO-tag
a) 2 x Dialyse gegen IMAC-A Puffer
b) Spaltung durch Ulp1 — 1-2h @ 6 °C
Entfernung von SUMO-tag & Ulp1
3.IMAC:
a) Bindung des SUMO-tag & Ulp1 an IMAC-Matrix
b) cwCT(F34W) im Durchfluss des Probenauftrags gesammelt
QDurchﬂussfraktionen 2 xgg. 10 mM NH,HCO, dialysiert — Lyophilisierly
S cwCT
F34W
Entfernung von cwCT(F34W)-Fragmenten \
GEC:
a) lyophilisierte Proben in GFC-Laufpuffer gelést (~ 3 mg/ml)
b) GFC mit 1 ml/min

Abb. 2-3. Schematische Darstellung der chromatographischen Reinigung von rekombinant produziertem
cwCT(F34W). Ausgehend von der |6slichen Fraktion der E. coli-Zelllyse wurden die E. coli-eigenen Proteine
durch IMAC vom Fusionsprotein SUMO-cwCT(F34W)-CBD abgetrennt. AnschlieBend wurden nacheinander
beide tags abgespalten und wiederrum durch IMAC vom Protein getrennt. Das tag-freie cwCT(F34W)
wurde schlieBlich durch GPC von cwCT(F34W)-Fragmenten sowie letzten verunreinigenden Proteinen
abgetrennt.

Als Prototyp zur Entwicklung einer Reinigungsstrategie rekombinant in E. coli produzier-
ter flank-Proteine wurde das mit einem aminoterminalen SUMO- und carboxytermina-
len CBD-tag versehene flank-Fusionsprotein SUMO-cwCT(F34W)-CBD verwendet (vgl.

Kapitel 2.1.4). Nach heterologer Expression erfolgte die Reinigung von gebildetem
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SUMO-cwCT(F34W)-CBD ausgehend vom |6slichen Uberstand der aufgeschlossenen
E. coli-Zellen (vgl. Kapitel 2.5.5). Uber die am SUMO-tag befindliche (His)s-Sequenz
wurde das flank-Fusionsprotein durch IMAC (vgl. Kapitel 2.6.2) von den E. coli-eigenen
Proteinen abgetrennt. AnschlieRend wurden nacheinander der carboxyterminale CBD-
und der aminoterminale SUMO-tag abgespalten (vgl. Kapitel 2.6.4) und ebenfalls (nach
Dialysen zur Entfernung des DTT bzw. des Imidazols) per IMAC aus den Ansdtzen
entfernt. AbschlieBend wurde zur weiteren Erhéhung der Reinheit des tag-freien
cwCT(F34W) noch eine GPC durchgefihrt (vgl. Kapitel 2.6.3), um verbliebene
Proteinverunreinigungen (v.a. durch nicht vollstdndige Spaltungen im Ansatz

verbliebene cwCT(F34W)-Fusionsproteine) von diesem zu trennen (Abb. 2-3).

2.7 Proteinanalytische Methoden

2.7.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Durchfihrung der in Kapitel 2.7 beschriebenen Methoden wurden die folgenden
Puffer und Losungen verwendet. Sofern kein Losungsmittel angegeben ist, wurde MQ-

Wasser verwendet.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Anodenpuffer (10 x) 1 M Tris, 0,225 M Salzsaure, pH 8,9
APS-L6sung 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
Gelpuffer-T (3 x) (fiir Tricin-SDS-PAGE, 3 M Tris, 1 M Salzsaure, 0,3 % (w/v) SDS, pH
Verwendung bei der Herstellung 8,45

der Trenn-T- und Sammelgel-T-
Losungen)

Kathodenpuffer (10 x) 1 M Tris, 1 M Tricin, pH ~ 8,25 (pH-Wert nicht
einstellen, dieser ergibt sich idealerweise aus
den enthaltenen Chemikalien), 1 % (w/v) SDS

Sammelgel-G Losung (fir Glycin-SDS- 5 % (w/v) Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1),

PAGE) 125 mM Tris/HCI, pH 6,8, 0,3 % (w/v) SDS
Sammelgel-T-Losung (fiir Tricin-SDS- 4 % (w/v) Rotiphorese® Gel 40 (29:1),
PAGE) 1 M Tris, 0,3 M Salzsdure, 0,1 % (w/v) SDS
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SDS-Auftragspuffer (5 x)

SDS-Elektrodenpuffer (10 x)
Trenngel-G Losung (fiir Glycin-SDS-
PAGE)

Trenngel-T-Losung (fur Tricin-SDS-
PAGE)

Silberfarbung
Entwicklerlosung

Fixierlosung |

Fixierlosung Il

Silberfarbelésung

Stopplosung

Westernblot

Antikorperlosungen

Blockierlosung

PBS (phosphate buffered saline, 10 x)

PBS-T

Westernblot-Transferpuffer

312,5 mM Tris/HCI, pH 6,8), 10 % (w/v) Natri-
umdodecylsulfat (SDS), 50 % (v/v) Glycerin,
0,005 % (w/v) Bromphenolblau, 25 % (v/v)
2-Mercaptoethanol

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS
12,5-15 % (w/v) Rotiphorese® Gel 40
(37,5:1), 373 mM Tris/HCl pH 8,8,

0,3 % (w/v) SDS

10-16% (w/v) Rotiphorese® Gel 40 (19:1),
1 M Tris, 0,3 M Salzsaure, 0,1 % (w/v) SDS

2,5 % (w/v) Natriumcarbonat,
0,0148 % (w/v) Formaldehyd
30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure

30 % (v/v) Ethanol, 0,5 % (v/v) Essigsaure,
0,4 M Natriumacetat, pH 6,

0,1 % (w/v) Natriumthiosulfat (erst kurz vor
Verwendung frisch zugeben!)

6 mM Silbernitrat,

0,00925 % (w/v) Formaldehyd

50 mM Natrium-EDTA, pH 7,5

jeweiliger Antikorper 1:5000-1:10000 in

1 x PBS, optional (laut Hersteller-SOP) mit
0,05 % (v/v) Tween 20 und 1 % Milchpulver,
1 % (w/v) bovinem Serumalbumin (BSA) oder
1 % (w/v) Casein

5 % (w/v) Milchpulver in PBS

40 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 160 mM
di-Natriumhydrogenphosphat,

1,15 M NacCl

0,3 % (v/v) Tween 20 in 1 x PBS
25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 % Methanol

2.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermoglicht die Trennung von Pro-

teinen nach ihrer GroRRe (und damit ihrem Molekulargewicht). Die proteinhaltigen Pro-

ben werden mit einem denaturierenden Auftragspuffer, welcher Natriumdodecylsulfat
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(SDS, von engl. sodium dodecyl sulfate) und 2-Mercaptoethanol enthalt, versetzt. Das
2-Mercaptoethanol reduziert gegebenenfalls vorhandene Disulfidbriicken und das nega-
tiv geladene SDS lagert sich mit einem Verhaltnis von 1,4 g SDS pro Gramm Protein an
dessen Riickgrat an™’%. Die Reduktion der Disulfidbriicken und die Anlagerung der SDS-
Molekdle fuhren zur Denaturierung der in der Probe enthaltenen Proteinmolekiile. Dar-
Uber hinaus kommt es durch die Bildung von SDS-Proteinkomplexen zu einer Maskie-
rung der Eigenladung der Proteine und einer gleichmaRigen, der GrofSe des Proteins in
etwa proportionalen negativen Nettoladung. Die dadurch entstandene gleichmaRige
Ladung der Proteine ermdéglicht es, diese nun elektrophoretisch in einem Polyacrylamid-
Gel definierter PorengrofRe voneinander zu trennen, da die Mobilitat nicht mehr von der
Eigenladung der Proteine sondern nur noch von deren MolekilgréRe abhéngt[17°]. Die
elektrophoretische Laufweite eines jeden Proteins innerhalb des Gels verhilt sich dabei

annahernd proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts.

2.7.2.1 Diskontinuierliche Tris-Chlorid/Tris-Glycin SDS-PAGE

(171,172

Diese auf einem von Davis & Ornstein I entwickelten Elektrophoreseverfahren ba-

sierende und von Laemmlil*”®

verfeinerte SDS-PAGE-Methode (im Folgenden als Glycin-
SDS-PAGE bezeichnet) verwendet ein diskontinuierliches Tris-HCI / Tris-Glycin Puffersys-
tem sowie zwei unterscheidbare Polyacrylamidgel (PAG)-Bereiche. Im Sammelgel liegt
bei einem pH Wert von 6,8 ein Grolteil des im Elektrodenpuffer enthaltenen Glycins als
Zwitterion vor. Dadurch ist seine elektrophoretische Mobilitat gering und es wandert im
elektrischen Feld langsamer Richtung Anode als die negativ geladenen SDS-
Proteinkomplexe. Letztere migrieren entsprechend ihrer jeweiligen Mobilitat zwischen
dem zwitterionischen Glycin und den kleinen Chloridanionen. Ein dadurch entstehender
Feldstarkegradient fiihrt dazu, dass sich die Proteine libereinander stapeln und der Pro-
teinstapel nun solange isotachophoretisch durch das Sammelgel wandert, bis die
Proteine nach und nach den zweiten PAG-Bereich, das Trenngel, erreichen*®Y, Da das
Trenngel deutlich kleinere Poren als das Sammelgel besitzt, kommt es zu einer zusatzli-
chen Fokussierung der Proteinstapel an der Grenze beider Gele. Der basischere pH-Wert

des Trenngels flhrt dazu, dass sich die elektrophoretische Mobilitat des Glycins erhoht.

Dadurch existiert innerhalb des Trenngels kein Feldstarkegradient mehr und die Proteine
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bewegen sich nun entsprechend ihrer durch MolekiilgroBe und PAG-PorengroRe be-
stimmten spezifischen Mobilitdt anisotachophoretisch, was zu ihrer gréRenabhangigen
Trennung fuhrt!eY,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kommerzielle 12 %ige und 4-20 %ige Polyacrylamid-
Gradientengele der Firma Serva electrophoresis sowie selbst aus den entsprechenden
Trenngel-T-Losungen hergestellte Trenngele (10%, 12,5% und 15 %
Acrylamidkonzentration) mit 5 %igen Sammelgelen verwendet. Die Polymerisation der
Trenngele (sowie spater auch der Sammelgele) wurde durch Zugabe von 1 % (v/v) APS-
und 0,2% (v/v) TEMED initiiert. Vollstandig polymerisierte Trenngele wurden
anschlielend mit einem ca. zwei Zentimeter breiten, 5 %igen Sammelgel — ausgehend
von der Sammelgel-G-Losung — Uberschichtet. Die elektrophoretische Auftrennung der
zuvor 5-10 min in SDS-Auftragspuffer bei 95 °C denaturierten Proben erfolgte in
vertikalen Laukammern in SDS-Elektrodenpuffer. Unabhangig von der PorengrofRe des
verwendeten PAGs wurde zur Durchfihrung der Elektrophorese 30-60 min eine
konstante Stromstiarke von 25mA pro Gel angelegt. Nach Beendigung der
Elektrophorese erfolgte eine Analyse durch Silberfarbung und/oder per Westernblot

(vgl. Kapitel 2.7.3 & 2.7.4).

2.7.2.2 Diskontinuierliche Tris-Chlorid/Tris-Tricin SDS-PAGE

Der Vorteil einer von Schagger & von Jagow entwickelten diskontinuierlichen SDS-PAGE-
Methodel"4*7"! (im Folgenden als Tricin-SDS-PAGE bezeichnet) im Vergleich zur Glycin-
SDS-PAGE liegt darin, dass Proteine mit Molekulargewichten kleiner 30 kDa besser auf-
getrennt werden. Dazu werden bei der Tricin-SDS-PAGE statt eines glycinhaltigen Elekt-
rodenpuffers unterschiedliche Puffersysteme fiir Kathode (Kathodenpuffer) und Anode
(Anodenpuffer) verwendet. Der Kathodenpuffer enthalt Tricin, welches beim pH-Wert
des hier verwendeten Sammelgels eine hohere elektrophoretische Mobilitat als Glycin
(unter den pH-Bedingungen der klassischen Glycin-SDS-PAGE) besitzt. Dies fuhrt dazu,
dass kleine Proteine sich im Sammelgel nicht wie bei der Glycin-SDS-PAGE innerhalb des
Stapels der in Richtung Anode voraus laufenden SDS- und Chloridanionen aufhalten,
sondern eigene Stapel mit scharfen Banden bilden und deshalb eine effizientere Vor-

trennung niedermolekularer Proteine und Peptide stattfindet.
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Die fir die Tricin-SDS-PAGE benutzten SDS-PAGs bestanden aus einem 16 %igen Trenn-
gel, einer dariiber liegenden, ~ 1 cm breiten, 10 %igen Gelzwischenschicht sowie einem
4 %igen Sammelgel. Zunachst wurde das 16 %ige Trenngel aus der Trenngel-T-Lésung
gegossen, indem deren radikalische Polymerisation durch Zugabe von 0,4 % (v/v) APS-
Losung und 0,04 % (v/v) TEMED gestartet und diese zwischen zwei in einem vertikalen
Giellstand eigespannte Glasplatten pipettiert wurde. Die noch flissige Gell6sung wurde
mit MQ-Wasser Uberschichtet. Nach 30-60 min, friihestens jedoch nachdem sich das
16 %ige Trenngel verfestigt hatte, wurde das MQ-Wasser abgekippt und die 10 %ige
Zwischenschicht auf die gleiche Weise gegossen. Die Polymerisation wurde jedoch durch
Zugabe von 0,5 % (v/v) APS-Losung und 0,05 % (v/v) TEMED gestartet. AbschlieRend
wurde das 4 %ige Sammelgel ausgehend von der Sammelgel-T-Lésung unter Zugabe von
1 % (v/v) APS-Losung und 0,1 % (v/v) TEMED auf der 10 %igen Zwischenschicht polyme-
risiert. Vor Durchfihrung der Tricin-SDS-PAGE wurden die mit SDS-Auftragspuffer ver-
setzten Proben fir 5-10 min bei 95 °C erhitzt und anschliefend (probenabhédngig) ent-
sprechende Mengen in die Geltaschen pipettiert. Die Tricin-SDS-PAGE wurde in einer
vertikalen Gellaufkammer, die kathodenseitig mit Kathoden- und anodenseitig mit Ano-
denpuffer gefiillt war sowie tUber den Kihlwasserkreislauf gekihlt wurde, durchgefiihrt.
Zundachst wurde eine konstante Spannung von 80V angelegt. Nachdem die Proben in
das 10 %ige Zwischengel eingelaufen waren, wurde die Spannung bis zum Ende der Tri-
cin-SDS-PAGE auf 200 V erhoht. Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgte die Analy-
se durch Silberfarbung und/oder Westernblot (vgl. Kapitel 2.7.3 & 2.7.4).

2.7.3 Silberfarbung

Bei der Silberfarbung handelt es sich um eine sehr sensitive Farbemethode fiir Proteine,
mit der unter idealen Bedingungen noch Proteinmengen im Pikogrammmalistab nach-
weisbar sind™’®*"”). Die Silberfarbung kam im Rahmen dieser Arbeit standardmaiRig zur
Farbung und Visualisierung von Proteinen nach SDS-PAGE zum Einsatz.

Nach Beendigung der SDS-PAGE (vgl. Kapitel 2.7.2) wurden die PAGs zunachst kurz mit
MQ-Wasser abgespilt, um anhaftenden Elektrodenpuffer zu entfernen. Anschliefend
wurden die Proteine fixiert. Dazu wurden die PAGs zunachst fir 10 min in Fixierlésung |

und anschlieBend fiir mindestens 30 min in Fixierldsung Il unter leichtem Schwenken
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inkubiert. Die Inkubation in Fixierlosung Il konnte wahlweise auch liber Nacht erfolgen.
Optional wurde den beiden Fixierlésungen noch zusétzlich 2 % (v/v) Glutardialdehyd
zugesetzt, um die niedermolekularen Proteine zusatzlich querzuvernetzen und ihre Fi-
xierung im PAG dadurch zu verstarken. Diese zusatzliche Quervernetzung wurde i. d. R.
bei Silberfarbungen nach Tris-SDS-PAGE durchgefiihrt. Nach den Fixierungsschritten
wurden die PAGs 4 x 5 min unter leichtem Schwenken in MQ-Wasser gewaschen. Die
Farbung der Proteine erfolgte durch 30-45-minitige Inkubation der PAGs in 100 ml Sil-
berfarbelosung (je Gel) unter Lichtausschluss. Das in der Farbel6sung enthaltene kationi-
sche Silber wird dabei am Proteinriickrat und an funktionellen Gruppen der Aminosaure-
seitenketten teilweise reduziert, so dass dort Keime aus elementarem Silber entstehen.
Durch anschlieBende Zugabe der reduzierend wirkenden Entwicklerlésung wird weiteres
elementares Silber, vorzugsweise an den schon gebildeten Keimen, abgeschieden[lsl]
und die im PAG fixierten Proteine auf diese Weise gefarbt. Nach Erreichen der ge-
winschten Farbungsintensitat wurde die Entwicklerlésung abgekippt und die Silberfar-
bung durch Zugabe von Stopplosung, welche die Reduktion weiterer Silberkationen
durch deren Komplexierung unterbindet, beendet. Die gefarbten PAGs wurden abschlie-

Rend zu Dokumentationszwecken am Gelscanner HP Scanjet G4050 (Hewlett Packard)

eingescannt.

2.7.4 \Westernblot

Beim Westernblot handelt es sich um eine immunochemische Methode, mit der die De-
tektion bestimmter Proteine nach SDS-PAGE moglich ist. Die Detektion erfolgt dabei
durch die spezifische Bindung eines gegen ein Epitop des zu detektierenden Proteins
gerichteten Antikorpers. Gebundene Antikorper konnen anschlieRend entweder direkt
Uber ein daran konjugiertes Enzym oder Fluoreszenzfarbstoffe oder indirekt Gber die
Bindung eines gegen den primdren Antikdrper gerichteten und mit einem Enzym oder
Fluoreszenzfarbstoff konjugierten sekundaren Antikopers visualisiert werden.

Zunachst wurden die durch SDS-PAGE getrennten Proteine elektrophoretisch auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran libertragen. Zur Aktivierung wurde die auf GréRe
des PAGs zurechtgeschnittene PVDF-Membran fir ~ 15 s in 100 %iges Methanol einge-

taucht und anschlieBfend flir 2 min unter leichtem Schwenken in MQ-Wasser inkubiert.
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Die aktivierte PVDF-Membran wurde zusammen mit dem PAG fiir 15 min in Westerblot-
Transferpuffer inkubiert. Kurz vor Ende der Inkubationsperiode wurden acht ebenfalls
auf die GroBe des PAGs zurechtgeschnittene 3MM CHR Chromatographiepapiere mit
Westerblot-Transferpuffer getrankt. AnschlieRend wurde aus den Chromatographiepa-
pieren, der PVDF-Membran sowie dem PAG ein Stapel mit der in Abb. 2-4 gezeigten An-
ordnung gebildet und der Stapel luftblasenfrei zwischen den beiden Elektroden der

Fastblot-Apparatur (Biometra) platziert.

— SN od:

Chromatographiepapier (4-lagig)

=0 | PAG
+0 \ 1 PVDF-Membran

Chromatographiepapier (4-lagig)

Anode

Abb. 2-4. Aufbau des Stapels wahrend des elektrophoretischen Transfers von Proteinen aus SDS-
Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen. Das PAG sowie die PVDF-Membran befinden sich zwischen je
4 Lagen von in Westernblot-Transferpuffer getrankten 3MM CHR Chromatographiepapieren. Die PVDF-
Membran befindet sich anodenseitig des PAG.

Durch Anlegen einer konstanten Stromstarke von 1,25 mA/cm2 fir 60—90 min wurden
die Proteine elektrophoretisch vom PAG auf die PVDF-Membran libertragen. Nach Be-
endigung des Transfers wurde die PVDF-Membran 1-16 h in Blockierlésung geschwenkt.
AnschlieBend wurde die PVDF-Membran mit dem gemaR der Hersteller-SOP verdiinnten
primdren Antikorper 45-90 min unter Schwenken (und im Falle fluoreszenzmarkierter
Antikorper unter Lichtausschluss) inkubiert und danach 4 x 5 min mit PBS-T gewaschen.

War der primare Antikorper direkt mit einer Peroxidase oder einem Fluoreszenzfarbstoff
konjugiert, wurde die PVDF-Membran 5 min mit PBS gewaschen und der Antikérper an-
schlieend detektiert. Bei Verwendung peroxidasekonjugierter Antikorper wurde die
PVDF-Membran gemall den Herstellerangaben mit dem Amersham ECL Plus Western
Blotting Detection System (GE Healthcare) behandelt. Die Detektion des dabei von der
Peroxidase erzeugten fluoreszierenden Zwischenprodukts erfolgte mit dem Deep Purple
2-Filtersatz des Ettan DIGE Fluoreszenzbildgebers (GE Healthcare) bei einer Anregungs-

wellenldange von 390 nm (Spaltbreite 20 nm) und einer Emissionswellenldnge von
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595 nm (Spaltbreite 25 nm). Bei Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikérper wurde
anstelle des Deep Purple 2- der Cy2-Filtersatz mit einer Anregungswellenlange von
480 nm und einer Emissionswellenlange von 530 nm (Spaltbreite 40 nm) verwendet.

War der primdre Antikorper nicht mit einer Peroxidase oder einem Fluoreszenzfarbstoff
konjugiert, wurde die PVDF-Membran nach dem Waschen mit PBS-T mit dem gegen den
primaren Antikorper gerichteten und ebenfalls nach Hersteller-SOP verdiinnten sekun-
daren Antikorper 45 min unter leichtem Schwenken inkubiert und erneut 4 x 5 min mit
PBS-T sowie weitere 5 min mit PBS gewaschen. Die abschlieRende Detektion erfolgte

analog dem Vorgehen zur Detektion direkt konjugierter Primarantikérper.

2.8 Spektroskopische Methoden

2.8.1 Verwendete Losungen und Puffer

Zur Losung der Bestandteile des bei einigen der in Kapitel 2.8 beschriebenen Methoden

verwendeten kiinstliche Meerwassers!**® (s.u.) wurde MQ-Wasser verwendet.

kiinstliches Meerwasser (KMW) 450 mM Natriumchlorid, 28 mM Magnesi-
umsulfat-Heptahydrat, 24 mM Magnesium-
chlorid-Hexahydrat, 16 mM Calciumchlorid-
Hexahydrat, 2,4 mM Natriumhydrogencarbo-
nat

2.8.2 UV-Absorptionsspektroskopie

Abhangig von ihrer Elektronenkonfiguration sind Molekiile in der Lage, elektromagneti-
sche Strahlung bestimmter Wellenldnge(n) zu absorbieren, was bedeutet, dass die
Lichtintensitdt von Licht der entsprechenden Wellenlange nach Durchgang durch die
Probe geringer ist als die des urspriinglich eingestrahlten Lichts. Neben der Elektronen-
konfiguration des absorbierenden Molekils haben noch dessen Konzentration sowie die
Weglange, welche das Licht durch die Probe hindurch zurilicklegen muss, einen Einfluss

auf das Ausmal der auftretenden Absorption.
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Dieser Zusammenhang wird durch das Lambert-Beer’sche Gesetzt beschrieben!*7®!:

I
Formel 2-1 A(Q) = log <70) =e(l) xXcxd

A()):  Absorption von Licht der Wellenlange A

Io: Intensitat des eingestrahlten Lichts

I: Intensitét des ausfallenden Lichts

€(A):  molarer Absorptionskoeffizient [1*mol-*cm-1] (fiir Licht der
Wellenldnge A, Molekiileigenschaft)

c Stoffmengenkonzentration [mol/I]

d: Schichtdicke [cm] (£ Weglange des Lichtes durch die Probe)

Bei der UV-Spektroskopie wird die Absorption elektromagnetischer Strahlung im UV-
Spektralbereich (380-100 nm) analysiert. Bei konstanter Schichtdicke d verhalt sich die
UV-Absorption eines bestimmten Molekiils also direkt proportional zu seiner Konzentra-
tion. Dies hat zur Folge, dass bei bekanntem molarem Absorptionskoeffizient € Konzent-
rationsbestimmungen durch UV-Absorptionsspektroskopie vorgenommen werden kon-
nen. Wird die UV-Absorption liber einen definierten Spektralbereich aufgenommen,
konnen die auf diese Weise erhaltenen Absorptionsspektren zudem Aufschlisse Uber

die Identitdt eines Analyten sowie dessen Reinheit geben.

2.8.2.1 UV-Absorptionsspektroskopie an DNA

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung (Plasmide, Vektorkonstrukte, PCR-
Produkte) wurden 2-3 pl der zu untersuchenden Probe verwendet und mit dem Nano-
Drop ND-100 Photometer (Thermo Fisher Scientific) UV-Absorptionsspektren im Spek-
tralbereich 230-350 nm aufgezeichnet. Der Absorptionswert bei 260 nm (A,s0) wurde
von der mit dem Photometer verbundenen Software NanoDrop ND-1000 3.7.1 (Thermo
Scientific) direkt zur Bestimmung der DNA-Konzentration verwendet, wobei ein molarer
Absorptionskoeffizient € von 0,02 (mg/l)'cm™ fur doppelstringige DNA verwendet
wurde. Da doppelstrangige DNA und Proteine UV-Absorptionsmaxima bei unter-
schiedlichen Wellenlangen (260 nm gegeniiber 280 nm) aufweisen, war durch Bildung
des Quotienten As0/ Az eine Uberpriifung der Reinheit isolierter DNA (vgl. Kapi-
tel 2.3.3) moglich. Als Richtwert gilt dabei, dass nicht mit Proteinen verunreinigte DNA

einen Aeo/Asso-Quotient > 1,8 besitzt™718%),
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2.8.2.2 UV-Absorptionsspektroskopie an Proteinen

In Proteinen sind die Seitenketten der aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin sowie eventuell vorhandene Disulfidbriicken aufgrund ihrer Elektro-
nenkonfiguration in der Lage, elektromagnetische Strahlung im UV-Spektralbereich zu
absorbieren. Den Hauptbeitrag liefern dabei die Seitenketten der Tryptophane und Ty-
rosine sowie die Disulfidbricken, wahrend die UV-Absorption der Phenylalanin-
seitenketten vernachlassigbar ist.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem NanoDrop ND-100 Photo-
meter (Thermo Fisher Scientific). 2-3 ul der zu analysierenden Probe wurden zur
Aufnahme eines UV-Absorptionsspektrums im Spektralbereich von 230-350 nm ver-
wendet. Ausgehend vom A,g-Wert konnte anschlieBend gemaBf dem Lambert-
Beer’schen Gesetz die Proteinkonzentration der Probe berechnet werden. Der fir die
Bestimmung verwendete molare Absorptionskoeffizient € war dabei von der Aminosau-
rezusammensetzung der untersuchten Proteine abhangig und wurde basierend auf den
individuellen Beitragen der UV-Licht-absorbierenden Komponenten durch das Online-
Tool ProtParam (www.expasy.org) berechnet™82 Wihrend der Reinigung rekombi-
nant hergestellter flank-Proteine konnte durch Betrachtung des Ajso/Azso-Quotienten
zudem Uberpriift werden, ob noch DNA-Verunreinigungen in den Proteinproben vor-

handen waren!*®?.

2.8.3 Zirkulardichroismusspektroskopie

Die Zirkulardichroismusspektroskopie (CD-Spektroskopie) ermoglicht die konformatio-
nelle Analyse von Proteinen hinsichtlich ihrer Sekundar- und Tertidrstruktur. Wie alle
chiralen Molekile zeigen auch aus L-Aminosauren aufgebaute Proteine eine unter-
schiedlich starke Absorption von rechts- und linkszirkular polarisiertem Licht. Im Fern-
UV-Spektralbereich tragen v. a. die Peptidbindungen des Proteinriickgrats durch Wech-
selwirkung mit der elektrischen Komponente des zirkularpolarisierten UV-Lichts zu des-
sen Absorption bei und die Fern-UV-CD-Spektren werden von den Banden der n - nt*
und > nt* Uberginge dominiert'?’®] Jje nach Konformation des Proteinriickgrates

besitzen die Ubergangsdipolmomente der Elektroneniiberginge unterschiedliche
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raumliche Orientierungen, was zu konformationsspezifischen Spektren fuhrt!78181 Ayf
diese Weise lassen sich aus dem Fern-UV-CD-Spektrum eines Proteins Informationen
Uber das Vorkommen von o-Helices, B-Faltbldttern, B-Schleifen sowie ungeordneter
random coil-Bereiche ziehen. Fern-UV-CD-Spektren klassischer random coil-Proteine
zeigen dabei ein Minimum bei 195 nm und ein schwaches Maximum bei ~ 220 nm. a—
helikale Proteine weisen ein Maximum bei 191-193 nm sowie Minima bei 208 nm und
222 nm auf, wahrend B—faltblattreiche Proteine ein Maximum bei 195-200 nm sowie
ein Minimum bei 218 nm zeigen[184’185]. Durch den Vergleich eines beliebigen Fern-UV-
CD-Spektrums mit solchen in Datenbanken hinterlegten Prototyp-CD-Spektren, die von
Proteinen mit bereits aufgeklarter Struktur detektiert wurden, ist es méglich, sowohl
gualitative als auch quantitative Riickschliisse auf Sekundarstrukturelemente innerhalb
des unbekannten Proteins zu ziehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fern-UV-CD-Spektroskopie zur Analyse der Sekun-
darstruktur des rekombinant in E. coli hergestellten flank-Fusionsproteins cwCT(F34W)
in verschiedenen wissrigen Losungsmitteln sowie zur Uberpriifung struktureller Auswir-
kungen der Interaktion desselben mit SDS-Mizellen oder kleinen unilamellaren Lipidvesi-
keln (SUVs, von engl. small unilamellar vesicles) verwendet. Zur Analyse der Sekun-
darstruktur wurde gereinigtes, lyophilisiertes cwCT(F34W) in Konzentration von ~ 15 uM
in MQ-Wasser, kiunstlichem Meerwasser (KMW) oder 5 mM MOPS, pH 7,5, bei RT gelost.
Nach Zugabe der entsprechenden Volumina des jeweiligen Losungsmittels wurden die
Proben 1 h vorsichtig in einem Uberkopfschiittler gemischt und danach bei 4 °C 45 min
lang in einer OPTIMA MAX XP Ultrazentrifuge (Beckman Coulter) bei 186 000 x g zentri-
fugiert, um unl6sliche Bestandteile zu entfernen. Nach Zentrifugation wurde die
cwCT(F34W) Konzentration im Uberstand UV-spektroskopisch bestimmt (vgl. Kapi-
tel 2.8.2.2) und anschlieBend Fern-UV-CD-Spektren (von 260 nm bis zum probenbeding-
ten Detektorlimit von ~195-200 nm) der Proben an einem Jasco J-815 Spektropolarime-
ter (Jasco) gemessen. Datenpunkte wurden mit einer Schrittweite von 0,2 nm und einer
Scan-Geschwindigkeit von 50 nm/min bei 2 s Integrationszeit aufgenommen, wobei zur
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses jeweils 5 Spektren akkumuliert und ge-
mittelt wurden. Zur Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der cwCT(F34W)-
Sekundarstruktur wurde die Probe lber den temperierbaren Probenhalter des Spektro-

polarimeters mit 1 °C/ min aufgeheizt bzw. abgekihlt und die Elliptizitat 6 bei 218 nm in
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1 °C-Schritten aufgezeichnet. Die gemessene Elliptizitdt wurde anschlieBend mit Formel

2-2 in die Molare Elliptizitat pro Aminosadurerest, [8]urw, Umgerechnet.

6x01xM
nxcxd

Formel 2-2 [0l yrw =

[6]mrw: mittlere molare Elliptizitit pro Aminosdurerest

0: gemessene Elliptizitit [mdeg]

M: Molmasse des Proteins [g/mol]

n: Anzahl der Peptidbindungen

c Proteinkonzentration [g/]]

d: Schichtdicke [cm] (& Weglange des Lichtes durch die Probe)

Durch die Umrechnung in [0]urw Werden CD-Spektren verschiedener Proteine bzw. des
gleichen Proteins bei verschiedenen Konzentrationen und Ldsungsmittelbedingungen
untereinander vergleichbar.

Zur Analyse eines moglichen Einflusses von SDS-Mizellen, SUVs (vgl. Kapitel 2.10) und
hydrophober Polystyrolkiigelchen (PSK, vgl. Kapitel 2.11) auf die Sekundarstruktur von
cwCT(F34W) wurden Fern-UV-CD-Spektren von frisch in 5 mM MOPS, pH 7,5, gelostem
Protein (Konzentration ~ 15 uM) aufgenommen. AnschlieBend wurden Fern-UV-CD-
Spektren von Ansatzen mit gleicher cwCT(F34W)-Konzentration und entweder 1,12 uM
PSK (Konzentrationsberechnung vgl. Kapitel 2.11), 1-50 mM SDS oder 1,45-120,48 nM
SUVs (£ 0,06-5 mM PL-Monomer, Konzentrationsberechnung vgl. Kapitel 2.10) bei ver-
schiedenen Natriumchloridkonzentrationen aufgenommen. Als Kontrollproteine wurden
die beiden artifiziellen Spinnenseidenproteine eADF4(C16) (abgeleitet vom Araneus dia-
dematus Fibroin 4)** und Sfl (abgeleitet vom Nephila clavipes Flagelliform-

(1991 sowie BSAIEE! (Fraktion V, Sigma-Aldrich) verwendet. Bei den beiden

Seidenprotein)
artifiziellen Spinnenseidenproteinen handelte es sich wie beim flank-Protein
cwCT(F34W) um repetitive, glycinreiche und intrinsisch entfaltete Proteine, deren natiir-
liche Pendants ebenfalls Teil extrakorporaler Proteinfasern sind. BSA wurde als nativ
gefaltetes, sehr gut charakterisiertes, extrazellulares Protein verwendet. Wahrend BSA
vor Verwendung direkt in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5, bei RT gel6st wurde, wurden
eADF4(C16) und Sfl zunachst in 6 M GuaSCN denaturiert und anschlieffend 2 x 2—-3 h bei

RT gegen 10 mM Tris/HCI, pH 7,5, dialysiert. Die Konzentration der Kontrollproteine
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betrug 2,1 uM fir eADF4(C16), 20,9 uM fir Sfl und 3,6 uM fiir BSA, um zu gewahrleisten,
dass die , Konzentration” der Peptidbindung dhnlich der der bei Aufnahme der Fern-UV
CD-Spektren von cwCT(F34W) in gepufferter Losung vorliegenden war.

Die Zugabe der gelosten Proteine erfolgte immer unmittelbar vor der jeweiligen Mes-
sung. Die Fern-UV-CD-Spektren wurden nach kurzem Durchmischen (durch Pipettieren)
der Ansdtze mit einer Schrittweite von 0,2 nm bei einer Scangeschwindigkeit von
20 nm/min und einer Integrationszeit von 4 s aufgezeichnet und die Werte abschlie-

Rend ebenfalls in [B]mrw Umgerechnet.

2.8.4 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektroskopische Analysen wurden in dieser Arbeit dazu verwendet, um
Aussagen Uber die physikalisch-chemische Umgebung des in cwCT(F34W) enthaltenen
Tryptophanrests, sowohl in wassrigen Losungen als auch nach Interaktion des Proteins
mit SUV, treffen zu konnen.

Elektronen eines Molekiils kdnnen durch Absorption elektromagnetischer Strahlung aus
ihrem elektronischen Grundzustand in einen angeregten Zustand angehoben werden.
Bei der Riickkehr in den Grundzustand wird die absorbierte Energie entweder in Warme
umgewandelt oder strahlungsfrei bzw. in Form elektromagnetischer Strahlung abgege-
ben. Letztgenannter Prozess wird auch als Fluoreszenz und die dafiir verantwortlichen
chemischen Gruppen als Fluorophore bezeichnet!*®”). Die durch Fluoreszenz abgegebene
elektromagnetische Strahlung hangt dabei von der Schwingungsunterstruktur des elekt-
ronischen Grundzustands der Fluorophore ab und erzeugt ein fiir das jeweilige Molekil
charakteristisches Fluoreszenzemissionsspektrum. Anderungen in der direkten Umge-
bung der Fluorophore, die innerhalb der Lebensdauer des angeregten Zustands

[187], driicken sich

(1-100 ns) auftreten und die elektronische Verteilung beeinflussen
deshalb in Anderungen des Fluoreszenzemissionsspektrums aus.

Intrinsische Fluorophore von Proteinen sind die Seitenketten der aromatischen Amino-
sauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin. Diese zeigen jedoch starke Unterschiede

hinsichtlich ihrer Fluoreszenzintensititen!*®®!

und fluoreszenzspektroskopische Analysen
von Proteinen nutzen in erster Linie die Fluoreszenzeigenschaften des Tryptophans. Des-

sen Seitenkette absorbiert elektromagnetische Strahlung der Wellenlange 260-290 nm
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(mit einem Absorptionsmaximum bei 280 nm) und zeigt in wassriger Losung eine
~ 60 nm breite Fluoreszenzemissionsbande, deren Maximum bei ~ 350 nm Iiegt[lggl. Zur
Aufnahme der Tryptophan-Fluoreszenzemissionsspektren von cwCT(F34W) wurden
8,4 UM Losungen des in 5 mM MOPS, pH 7,5, gelésten Proteins verwendet. Zusatzlich
wurden Fluoreszenzemissionsspektren in Gegenwart von ~0,125uM DSPG-SUVs
((&5mM DSPG-Monomer, vgl. Kapitel 2.10) aufgezeichnet, um Auswirkungen der
cwCT(F34W)/DSPG-SUV-Interaktion auf die chemische Umgebung des Tryptophans zu
analysieren. Zur Aufzeichnung der jeweiligen Spektren bei RT wurde die Tryptophanfluo-
reszenz in einem Jasco FP-6500 Spektrofluorimeter (Jasco) bei einer Wellenldange von
280 nm (Spaltbreite 10 nm) angeregt und die Emission von 300-450 nm (Spaltbreite
5nm) mit 0,2 nm Schrittweite, einer Scan-Geschwindigkeit von 50 nm/min und einer

Integrationszeit von 1 s aufgezeichnet.

2.9 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die matrixunterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI, von engl. matrix-assisted
laser desorption/ionization) mit Kopplung an einen Flugzeit-Massedetektor (TOF-
Detektor, von engl. time of flight) eignet sich vor allem zur exakten Bestimmung der
Masse von Peptiden und Proteinen (sowie anderer groRer Biomolekiile und Molekdl-
komplexe), ohne diese zuvor fragmentieren zu missen. Das zu analysierende Mole-
kil - der Analyt - wird zusammen mit den Molekiilen der verwendeten Matrix kristalli-
siert. Die Molekiile der Matrix besitzen die Eigenschaft, elektromagnetische Strahlung im
Wellenlangenbereich des zur lonisation verwendeten Lasers (in der Regel ein Stickstoff-
laser mit einer Wellenlange von 337 nm) zu absorbieren™?. Dies fiihrt zu einer schlagar-
tigen Sublimation der Matrixmolekile, wodurch auch Analytmolekile mit in die Gaspha-
se gelangen. Dort fiihren v. a. Protonenibertragungen zu einer lonisation des Analyten.
Die gebildeten lonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und deren Flugzeit
durch den TOF-Detektor ermittelt. Da die Flugzeit proportional dem Quadrat des Quoti-
enten aus Masse und Ladung eines ionisierten Molekiils ist, kann tGber deren Messung
die Masse des Analyten exakt bestimmt werden.

Die Vorbereitung der Proben fir MALDI-TOF Analysen wurde von Dr. Martin Humenik

durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung umfasste die Entsalzung der Proteinproben mit
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Hilfe kommerziell erhaltlicher C4 und C18 ZipTip-Pipettenspitzen (Merck Millipore) sowie
das Mischen der entsalzten Proben 1:1 mit Matrixlésung (20 mg/ml Sinapinsaure in
90 % (v/v) Acetonitril). Die MALDI-TOF Massenspektren wurden von Christopher Sy-
natschke am Lehrstuhl fir Makromolekulare Chemie Il der Universitat Bayreuth an ei-
nem Reflex lll-Massenspektrometer (Bruker) detektiert. Die Analyse und Auswertung

der Massenspektren erfolgte mit Hilfe der Software mMass! >

2.10 Herstellung von SDS-Mizellen und Emulsionen kleiner unilamellarer Lipid-

vesikel (SUV)

SDS wird in der Biochemie neben seiner klassischen Rolle als Proteindenaturierungsmit-
tel auch als stark vereinfachtes Modellsystem zur Simulation von Lipidvesikeln einge-

setzt!*%!

, um Aufschlisse Giber mogliche Interaktionen von Proteinen mit biologischen
Lipidmembranen zu gewinnen. SDS selbst bildet oberhalb seiner kritischen Mizellbil-
dungskonzentration (CMC, von engl. critical micelle concentration) spontan Mizellen aus.
Die CMC fiir SDS ist nicht konstant, sondern liegt je nach Temperatur, pH-Wert, lonen-
starke der Losung oder auch dem Vorhandensein weiterer Molekiile zwischen
0,14-8 mMm11921 7y Untersuchung eines moglichen Einflusses von SDS-Mizellen auf
die Sekundarstruktur des rekombinanten flank-Proteins cwCT(F34W) wurde eine SDS-
Mizellen-Stammlésung aus 100 mM SDS in MQ-Wasser hergestellt und in Konzentratio-
nen von 1-50 mM in den entsprechenden CD-spektroskopischen Analysen (vgl. Kapi-
tel 2.8.3) verwendet.

Darliber hinaus wurden als komplexeres Modellsystem fiir biologische Lipiddoppel-
membranen SUV hergestellt. Als Ausgangssubstanzen wurden die Phospholipide (PL)
DLPG, DMPG, DSPG und DSPC (alle von Avanti® Polar Lipids) verwendet (Tab. 2-5). Zur
Herstellung von SUV-Emulsionen wurden ~ 10 mmol des PL eingewogen, 1,5 ml Trich-
lormethan zugegeben und das PL bei Rautemperatur durch regelmaBig leichtes Schwen-
ken geldst. Danach wurde das Chloroform zundchst 1 h unter Vakuum in einem 20 °C
warmen Wasserbad und anschlieend fur weitere 3 h im 40 °C warmen Wasserbad ab-
gezogen. Zum getrockneten Lipidkuchen wurde das Volumen MQ-Wasser gegeben, das
zum Einstellen einer PL-Endkonzentration von 10 mM benétigt wurde, und, um ein Quel-

len des PL-Kuchens zu ermoglichen, fir 30-60 min (ohne Vakuum) bei 70°C im
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Wasserbad weiter rotiert. Durch abschlieRende, zehnminitige Ultraschallbehandlung
des gequollenen PL im 70 °C warmen Ultraschallbad wurde die fir weitere Experimente

genutzte SUV-Emulsion erzeugt.

Tab. 2-5. Ubersicht der verwendeten artifiziellen Phospholipide. Die Tabelle zeigt fiir jedes der verwen-
deten artifiziellen Phospholipide DLPG, DMPG, DSPG und DSPC deren Strukturformel, das Molekularge-
wicht (My), die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) und die Ladung der polaren Kopfgruppe. n.b.:
nicht bekannt.

Phos- Strukturformel: My cmC Ladung
pholipid: [mmol/l]  der Kopf-
gruppe:
DLPG 0 oH 632,729 0,130 negativ
/\/\/\/\/\)J\O/;g\o/olpfo\)VOH
NN Na*
0

DMPG PSS FP? OH 688,845 0,011 negativ
o oo A _oH

(e}
DSPG w 8 on 801,058 n.b. negativ
O/E(\O/O/'\O\)\/OH
W/\/\/W\[(O H Na*
o]
DSPC PO 1 790,145 n.b. zwitter-
07X Oy OW.IK ionisch

Hergestellte SUV-Emulsionen wurden bei 4 °C nicht langer als 7 Tage gelagert, um oxida-
tive Abbauprozesse der Phospholipide zu vermeiden. Zudem wurden gelagerte SUV-
Emulsionen direkt vor Verwendung erneut fir 10 min im 70 °C warmen Wasserbad ul-
traschallbehandelt, um eine moglichst hohe Homogenitdt der SUV-Emulsionen zu ge-
wahrleisten.

Da die Herstellerfirma Avanti Polar Lipids weder Informationen bezliglich der CMC noch
der Anzahl der PL-Molekiile pro SUV (Aggregationsnummer) zur Verfligung stellte, wur-
de letztere ndherungsweise mit vereinfachten Annahmen berechnet. Ausgehend von
einem durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bestimmten durchschnittlichen
Vesikeldurchmesser von 75 nm, der Annahme von kugelférmigen Vesikel sowie einer

193]

durchschnittlichen Lipiddoppelmembrandicke von 6 nm!**! wurde die Oberfliche einer
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Kugel mit 75 nm und einer Kugel mit 63 nm Durchmesser (die Differenz der Durchmesser

entspricht der zweifachen Doppelmembrandicke von 6 nm) berechnet.

Formel 2-3 Ag =4 XmX (rf +14)
Ag: Gesamtflache
ri: Radius Kugel 1
Ira: Radius Kugel 2

Die durch Formel 2-3 ermittelte Gesamtfliche von ~ 30140 nm* wurde anschlieRend
durch einen naherungsweise angenommenen PL-Monomerflachenbedarf von 72 A? ge-
teilt™¥, Auf diesem Weg wurde als Aggregationsnummer der DSPG-SUV 41861 berech-
net. Somit wurde fir alle Versuche, bei denen DSPG-SUV beteiligt waren, angenommen,
dass ein durchschnittliches DSPG-SUV ~ 42000 Molekile umfasste und 10 mM DSPG

somit einer ,Vesikelkonzentration” von ~ 0,240 uM entsprach.

2.11 Praparation von Polystyrol-Nanokiigelchen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kommerziell erhiltliche Polystyrolkiigelchen (PSK,
Handelsname: 3000 Series Nanosphere™ Size Standards, Thermo Fisher Scientific) mit
Durchmessern von 30 + 1 nm zur Simulation gekrimmter hydrophober Oberflachen als
Negativkontrolle bei der Analyse der Interaktionen des rekombinanten flank-Proteins
cwCT(F34W) mit SUV verwendet. Ausgehend von der vom Hersteller angegebenen Dich-
te, dem durchschnittlichen Volumen eines PSK sowie der Massenkonzentration der PSK-

Emulsion konnte nach Formel 2-4 die Stoffmengenkonzentration (in mol/Il) berechnet

werden.
10g
- n=— —rm—
Formel 2-4 p XV XN,
n: Stoffmenge [mol] (in 1 1 PSK-Emulsion)
p: Dichte eines PSK
V: Volumen eines PSK
Na: Avogadrokonstante

Unter Bericksichtigung der Herstellerangaben betrug die Konzentration der PSK somit

~1,12 pM.
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Die PSK-Lésung wurde zundchst 45 min bei 186 000 x g zentrifugiert, um die PSK zu se-
dimentieren. Anschliefend wurden die PSK durch Ultraschallbehandlung mit dem
Bandelin SONOPULS GM 3200 Ultraschallgenerator (Bandelin) und der Ultraschallsonde
MS73 fiir 1 min bei 20 % der Maximalamplitude in 1 ml 10 mM MOPS, pH 7,5, 150 mM
Natriumchlorid, resuspendiert. Nach Resuspension wurden die PSK auf die o. g. Weise
noch zwei weitere Mal gewaschen. Abschliefend wurde die UV-Absorption im Wellen-
langenbereich <260 nm gemessen, um auszuschliellen, dass keine die spateren Fern-
UV-CD-Messungen (vgl. Kapitel 2.8.3) storenden Verunreinigungen mehr vorhanden

waren.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Charakterisierung der flankierenden Regionen der

preCols

3.1.1 Vergleich der cDNA-Bank preCol-Sequenzen mit bekannten Sequenzen

Ausgangspunkt fur die in dieser Arbeit verwendeten Proteine, die den Sequenzen der
flankierenden Regionen von M. galloprovincialis preCol-D, preCol-P und preCol-NG
nachempfunden sind, war die am Lehrstuhl Biomaterialien verwendeten cDNA-
Datenbank (Mfl-1, von engl. mussel foot library) des MuschelfuBes von M. galloprovin-
cialis™**!. Zunichst wurden die in der cDNA-Datenbank enthaltenen Nukleotidsequenzen
der drei preCols translatiert und mittels LALIGN!® (http://embnet.vital-
it.ch/software/LALIGN_form.html) mit bereits publizierten M. galloprovincialis Amino-
sauresequenzen verglichenllog].

Die lokalen, paarweisen Aminosaurealignments der flankierenden Regionen belegten,
dass es sich bei den aus der Mfl-1 stammenden preCol-Sequenzen in Bezug auf die be-
reits veroffentlichten Sequenzen um Proteinisoformen handelte (Abb. 3-1). Im Bereich
der flankierenden Regionen lielRen sich in allen Fallen kleinere Unterschiede in den Ami-
nosauresequenzen feststellen (Abb. 3-1 A—C, gelb markierte Aminosauren). Dabei zeig-
ten die carboxyterminal flankierenden Regionen der preCols P und D eine VGGG bzw.
eine GGA-Insertion. Die im Fall von preCol-P vorliegende VGGG-Insertion stellte eine
Erweiterung des durch elastindahnliche X'X*X*PG-Motive gekennzeichneten Blocks dar
(Abb. 3-1 A). Gleiches galt fir die carboxyterminal flankierende Region von preCol-D, bei
der die Insertion der GGA-Sequenz zur Erweiterung eines seidenproteintypischen GGX-
Blocks flihrte (Abb. 3-1 B). In beiden Fallen blieben sowohl der repetitive Charakter als
auch die charakterisierenden Motive erhalten. Die aminoterminalen flankierenden Regi-
onen der preCols P und D zeigten nur vereinzelte Aminosduresubstitutionen, die den
jeweiligen Sequenzcharakter der Konsensusmotive ebenfalls nicht beeinflussten

(Abb. 3-1 A & B).
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preCol-P

Aminoterminus
Mfl-1 1 GGFGGIGGIGPGGSVGGGIGGIGGGVGGVGGIGGVGGPGGIGGIGIGPGFGGGFGPGSSAS
AF448525 1725 Neooiiiiiii i
Mfl-1 61 GSGSGSAFGGPGGSSASANAAARANANGGGGFG
AF448525 189 LF.iiiiiii it i e i i

Carboxyterminus
Mfl-1 1 FPGFGGFGGFGGASANAGSSANANAGGPGGSAGAGSSSGANANAGGFPFGGPFGGVGGGP
AF448525 L
Mfl-1 61 GGAGGPGGVGGGPGGVGGGVGGGPGGVGGGVGGGPGGAGGLGGFGGFGGGSSAGASSSGS
AF448525 5 = = = =
Mfl-1 121 ASASSGGPFGVLNVGPGGGIGGGSASASAASRA
AF448525 700 i i e i e e,
preCol-D

Aminoterminus
Mfl-1 1 GGSASAAARAAARASAGGLGGLGGFGSAAANAAAAANAGAGFGGFGGFGGFGGVGGPGQPG
AF448526 23 PP 1
Mfl-1 61 GPGGPGGPGGPGGPGMPGGPGGPSGPGTGGP
AF448526 5

Carboxyterminus
Mfl-1 1 GGLGGAGPGGLGGLGGGLGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGG
AF448526 7 ==
Mfl-1 61 AGGAGGAGGAGAIAAAAAQAAAAAGAGGNGGAAQAAAQAAASAAANSGLGAGAARAAASA
AF448526 5 L
Mfl-1 121 AARATVAGHGSGTAAAAANAAAQ
AF448526 S
preCol-NG

Aminoterminus
Mfl-1 1 AAAHAAAVANALGGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGAS
AF448524 -
Mfl-1 61 AAARAAAAASALGGGGG-FGGLGG- - - -LGGGAGGLGGLGGGLGGLGGGGVGGGGVGGGG
AF448524 176 v viiiiiii i G...... GLGG. ...t Foooinn P....LGG--
Mfl-1 116 VGPGGLLGGGGGPGSAGAFGNGNAAAGPGGAGASASAGAFATGGGGFPLPG
AF448524 P

Carboxyterminus
Mfl-1 1 GAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAGGLGGGFGGLGGGAGGLGGLGGGAGGAGGVGGL
AF448524 715 .. AT ool P..... EPR- i i i i ittt i
Mfl-1 61 GGGVGGLGGVGGLGFGGAGASAGAGANAGAGGAGGSASA
AF448524 7 P

Abb. 3-1. Alignment der Aminosduresequenzen der flankierenden Regionen der M. galloprovincialis
preCols. Die aus der Mfl-1 cDNA-Bank des Lehrstuhls Biomaterialien stammenden Aminosduresequenzen
fur die flankierenden Regionen der M. galloprovincialis preCols im Vergleich zu den von Lucas et al. publi-
zierten™®! Sequenzen. Fiir die bereits publizierten Sequenzen ist die GenBank Zugangsnummer angegeben.
Sequenzunterschiede sind gelb markiert.

(191 ,nd aus

Die groRten Sequenzunterschiede zwischen den von Lucas et al. publizierten
der Mfl-1 erhaltenen Sequenzen waren bei preCol-NG erkennbar. Durch Insertionen
sowie Deletionen unterschieden sich die aminoterminal flankierenden Regionen in An-

zahl und Lange der charakterisierenden (XG.,),-Bereiche und zeigten v.a. auf der
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X-Position der Konsensusmotive Aminosduresubstitutionen (Abb. 3-1 C). Bei den Substi-
tutionen handelte es sich jedoch ausschlieRBlich um Austausche von haufig vorkommen-
den durch andere innerhalb der Konsensusmotive ebenfalls hdufig vorkommenden Ami-
nosauren. Die carboxyterminal flankierende Region von preCol-NG war gegentiber der
veroffentlichten Sequenz ausschliellich durch Aminosauresubstitutionen gekennzeich-
net. Dass die Mfl-1 basierte Sequenz — im Gegensatz zu der von Lucas et al 11! publizier-
ten — eine strikte Einhaltung der Konsensusmotive aufweist, bestatigt die schon bekann-
te Tatsachemsl, dass das bei letzterer identifizierte EPR-Aminosauremotiv wohl auf eine
Leserasterverschiebung wahrend der Sequenzierung zuriickzufiihren ist.

Die Alignments zeigten, dass eine rekombinante Herstellung von Proteinen, die den flan-
kierenden Regionen der drei preCols entsprechen, auf Grundlage der entsprechenden

Mfl-1 Sequenzen durchgefihrt werden kann.

3.1.2 Sekundarstrukturvorhersage der flankierenden Regionen der preCols

In Vorbereitung der rekombinanten Herstellung der flankierenden Regionen der preCols
als eigenstandige Proteine wurde zunachst eine bioinformatische Vorhersage der Se-
kundarstruktur mittels des auf einem neuronalen Netzwerk basierenden Programms
PSIPRED™! durchgefiihrt.

Die unabhangig von der Volllangensequenz der jeweiligen preCols durchgefiihrte
PSIPRED-Analyse der Aminosdauresequenzen der flankierenden Regionen von preCol-
D, -P und -NG deutete darauf hin, dass, aufRer in der carboxyterminal flankierenden Re-
gion von preCol-NG, in allen flankierenden Regionen die Ausbildung von Sekundarstruk-
turelementen wahrscheinlich ist (Abb. 3-2). Fir die aminoterminalen Regionen aller drei
untersuchten preCols wurde das Auftreten a-helikaler Sekundarstruktur vorhergesagt
(Abb. 3-2 A). Dabei viel auf, dass es sich bei den Aminosauresequenzen, fir die a-Helices
vorhergesagt wurde, um vereinzelt durch Aminosdauren mit groRen Seitenketten unter-

brochene Polyalaninbereiche handelte.
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A
preCol-P preCol-NG
10 20 30 40 10 20 30 40
Sequenz: GGFGGIGGIGPGGSVGGGIGGIGGGVGGVGGIGGYGGPGG Sequenz: AAAHAAAVANALGGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGSA
Sek.-Struktur: Sek.-Struktur:
Qualitat: 9878876458988778875555776566576677778887 Qualitat: 9434999998736999971889999999999827999808
50 60 70 80 50 60 70 80
Sequenz: IGGIGIGPGFGGGFGPGSSASGSGSGSAFGGPGGSSASAN Sequenz: SAAARAAAAARALGGGGGASAAARAAAAASALGGGGGFGG
Sek.-Struktur: = Sek.-Struktur:
Qualitat: 6743236788889899999988998885579998625674 Qualitat: 8999999999982899927799999999977069988888
90 90 100 110 120
Sequenz: AAARANANGGGGFG Sequenz: LGGLGGGAGGLGGLGGGLGGLGGGGVGGGGVGGGGVGPGG
Sek.-Struktur: (- Sek.-Struktur:
Qualitat: 99985116898899 Qualitat: 8888999888888888888889988899888998878887
130 140 150 160
preCOl-D Sequenz: LLGGGGGPGSAGAFGNGNAAAGPGGAGASASAGAFATGGG
10 20 30 40 Sek.-Struktur:
Sequenz: GGSASAAARAAARASAGGLGGLGGFGSAAANAAAAANAGA Qualitat: 7779999999777889976679999885435573002789

Sek.-Strukdur: Sequenz: GFPLPG

Qualitat: 9717899999998614888887654689976999973288 Sek.-Struktur:

50 Qualitat: 977999
Sequenz: GFGGFGGFGGFGGY
Sek.-Struktur, —m8 ————
Qualitat: 77777777787789

B
preCol-P preCol-D
10 20 30 40 10 20 30 40
Sequenz: FPGFGGFGGFGGASANAGSSANANAGGPGGSAGAGSSSGA Sequenz: GGLGGAGPGGLGGLGGGLGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGG
Sek.-Struktur: Sek.-Struktur:
Qualitat: 9988888887776568788665578999888998898888 Qualitat: 9999999999888888888888888888898888888888
50 60 70 80 50 60 70 80
Sequenz: NANAGGFPFGGPFGGVGGGPGGAGGPGGVGGGPGGVGGGY Sequenz: LGGAGGLGGGLGGLGGAGGGAGGAGGAGGAGATAAAAAQA
Sek.-Struktur: Sek.-Struktur: _l_
Qualitat: 7787897778888888999999999999999988888887 Qualitat: 8898888888888999999999999987376999999999
20 100 11e 120 90 100 110 120
Sequenz: GGGPGGVGGGVGGGPGGAGGLGGFGGFGGGSSAGASSSGS Sequenz: AAAAGAGGNGGAAQAAAQAAASAAANSGLGAGAARAAASA
Sek.-Struktur: Sek.-Struktur:
Qualitat: 8998888888899999889888877889998878788888 Qualitat: 9981689983289999999999987228773589999999
130 140 150 130 140
Sequenz: ASASSGGPFGVLNVGPGGGIGGGSASASAASRA Sequenz: AARATVAGHGSGTAAAAANAAAQ
Sek.-Struktur: — _— Sek.-Struktur:
Qualitat: 546789971245518998879861000000029 Qualitat: 98776705782239999887419
preCol-NG
10 20 30 40

Sequenz: GAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAGGL GGGFGGLGGG
Sek.-Struktur:
Qualitat: 9888999999999999999899989989988888888998

50 60 70 80
Sequenz: AGGLGGLGGGAGGAGGVGGLGGGVGGLGGVGGLGFGGAGA
Sek.-Struktur:
Qualitst; 8888898999899898788888767778777777788765

90
Sequenz: SAGAGANAGAGGAGGSASA
Sek.-Struktur; —0oauemo1 o
Qualitat: 5576876789999988899

Abb. 3-2. PSIPRED Sekundarstrukturvorhersage der flankierenden Regionen von M. galloprovincialis
preCol-P, preCol-D und preCol-NG. (A) Sekundarstrukturvorhersage fir die aminoterminal flankierenden
Bereiche von preCol-P, -D und -NG. (B) Sekundarstrukturvorhersage fiir die carboxyterminal flankierenden
Bereiche von preCol-P, -D und -NG. Die Sekundarstrukturvorhersagen unterscheiden unstrukturierte Berei-
che (schwarze Linie) von a-Helices (rote Zylinder) und B-Faltblattstrukturen (griine Pfeile). , Qualitat” be-
schreibt die Zuverlassigkeit der Sekundarstrukturvorhersage und kann Werte zwischen 0 (hdchst unwahr-
scheinlich) und 9 (hochst wahrscheinlich) annehmen.
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Im Fall der carboxyterminal flankierenden Regionen wurden nur fiir die des preCol-D
nennenswerte Sekundarstrukturanteile vorhergesagt (Abb. 3-2 B). Dabei handelte es
sich um vier Bereiche, die ebenfalls mit grofen Aminosauren substituierte Polyalaninse-
guenzen umfassen und zur Ausbildung einer a-helikalen Konformation neigen. Fir die
carboxyterminal flankierende Region von preCol-NG wurde keinerlei, sowie fir die flan-
kierende Region von preCol-P lediglich ein kurzer a-helikaler Abschnitt und ein kurzer B-
Faltblattbereich vorhergesagt. Wie die Werte der Vorhersagequalitat belegten, ist die
Existenz des a-helikalen Bereiches jedoch héchst unwahrscheinlich. Fir samtliche ande-
re Bereiche mit ungeordneter sowie a-helikaler Konformation deuteten die Qualitats-

werte auf eine hohe Zuverlassigkeit der Sekundarstrukturvorhersage hin.

3.1.3 Sequenzanalyse der flankierenden Regionen beziiglich Aminosdaurezusammen-

setzung und Codonverwendung

3.1.3.1 Aminoséurezusammensetzung

Die stark repetitiven Aminosauresequenzen der flankierenden Regionen der preCols sind
dadurch charakterisiert, dass sie nur wenige verschiedene Aminosdauren umfassen, was
jedoch zu einem Uberproportional hohen Anteil dieser Aminosauren beitragt. Sowohl in
den amino- (Abb. 3-3 A) wie carboxyterminal (Abb. 3-3 B) flankierenden Regionen der
drei M. galloprovincialis preCols macht die Aminosdure Glycin zwischen ein und zwei
Drittel aller Aminosauren aus. Dartber hinaus ist, von der aminoterminal flankierenden
Region von preCol-P abgesehen (Abb. 3-3 A), Alanin mit einem Anteil, der zwischen
14,4 % und 42,8 % ausmacht, immer die am zweithaufigsten vorkommende Aminosaure.
Dies flihrt dazu, dass alleine die beiden genannten Aminosduren in allen Fallen mindes-
tens 52 % aller in den flankierenden Regionen vorkommender Aminosauren stellen.
Daruber hinaus ist in beiden flankierenden Regionen von preCol-P nur noch Serin mit

einem Anteil von Uber 10 % vertreten.
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A  preCol-P preCol-D B preCol-P preCol-D

preCol-NG preCol-NG

Abb. 3-3. Aminosdureanteile der flankierenden Regionen der M. galloprovincialis preCols. Dargestellt
sind die Anteile der drei jeweils am haufigsten in den amino- (A) und carboxyterminal (B) flankierenden
Sequenzen der preCols vorkommenden Aminosauren.

3.1.3.2 Vergleich der Codonverwendung von M. galloprovincialis und E. coli

Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes existieren fiir die genetische Codie-
rung jeder der kanonischen Aminosduren jeweils zwischen ein und sechs verschiedene
Basentripletts (sog. synonyme Codons). Dies bedingt, dass verschiedene Lebewesen im
Lauf der Evolution auch Unterschiede bei der Verwendungshaufigkeit synonymer Co-
dons entwickelten, was Einfluss auf die heterologe Produktion transgener Proteine
nehmen kann. Fir die rekombinante Herstellung der flankierenden Regionen der
M. galloprovincialis preCols in E.coli wurden die entsprechenden Mfl-1-
Nukleotidsequenzen mit Hilfe des Graphical Codon Usage Analyzer 2.0™® hinsichtlich
der E. coli-Codonverwendung analysiert. Tabelle 3-1 zeigt das Ergebnis fiir Codons der
Aminosauren, die in den Sequenzen der flankierenden Regionen der preCols am haufigs-
ten vertreten sind, da ausgepragte Unterschiede in der Codonverwendung in diesen Fal-
len zu Problemen bei der heterologen Produktion der entsprechenden Proteine in E. coli
fuhren kénnen.

Ein Vergleich der Codonverwendung von M. galloprovincialis fiir die Aminosadure Glycin,
welche mit Anteilen von 35,2-61,1 % die am haufigsten in den flankierenden Regionen

der preCols vorkommende Aminosdure darstellt (Abb.3-3A&B), mit der
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Codonverwendung von E. coli zeigte, dass das in den preCol-Sequenzen am haufigsten
verwendete Codon GGA unter den vier flr Glycin existierenden synonymen Codons in
E. coli Gensequenzen nur das dritthaufigste ist. Hingegen wird das in den Sequenzen der
flankierenden Regionen aller preCols am zweithdufigsten genutzte Glycincodon GGT von

E. coli am haufigsten zur Glycincodierung verwendete (Tab. 3-1).

Tab. 3-1. Vergleich der Codonverwendung von M. galloprovincialis und E. coli. Die Codons der drei in der
jeweiligen flankierenden Region der M. galloprovincialis preCols am haufigsten vorkommenden Amino-
sauren sind der Codonverwendung von E. coli gegeniibergestellt. X|Y bedeutet, dass das entsprechende
Codon am X-haufigsten in der entsprechenden M. galloprovincialis-Sequenz vorkommt und von E. coli am
Y-haufigsten verwendet wird. Rot: in der entsprechenden M. galloprovincialis-Sequenz am haufigsten fir
die jeweilige Aminosdure vorkommendes Codon; blau: von E. coli am haufigsten fiir die jeweilige Amino-
saure verwendetes Codon.

aminoterminal carboxyterminal
preCol P D NG P D NG
Glycin: GGA 1|3 1|3 113 113 1|3 113
GGC 2|2 2|2 312 312 3|2 3|2
GGG 414
GGT 2|1 2|1 2|1 2|1 2|1 2|1
Alanin: GCA 11 11 1)1 1)1 1|1 1|1
GCC 2|2 3|2 3|2 2|2 2|2
GCT 2|4 2|4 2|4 2|4 3|4
Serin: AGC 2|1 1]1
AGT 412 3|2
TCA 1]2 2|2
TCC 515
TCT 3|2
Phenylalanin: TTC 1|2
TTT 2|1
Leucin: CTA 2|6
CTC 2|5 4|6 115
CTG 3|1 1|5 2|1
CTT 1|3 411 2|3
TTA 3|2 3|3 2|2
TTG 3|4 2|2
Isoleucin: ATC 2|2
ATT 1|1

Im Gegensatz zu den fir Glycin verwendeten Codons zeigte ein Vergleich der Codons,
die fur die mit einem Anteil von 14,4-42,8 % (mit Ausnahme der aminoterminal flankie-
renden Region von preCol-P) am zweithaufigsten in den flankierenden Regionen vor-

kommende Aminosdure Alanin codieren (Abb.3-3 A &B), deutlich geringere
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Unterschiede hinsichtlich der Codonverwendung in M. galloprovincialis und E. coli. In
beiden Fallen war GCA das am haufigsten zur Codierung von Glycin verwendete Codon.
Dem gegeniiber ist das Codon GCT, welches mit Ausnahme der aminoterminal flankie-
renden Region von preCol-D sowie der carboxyterminal flankierenden Region von
preCol-NG das nach GCA am zweithaufigsten vorkommende Alanincodon in den ent-
sprechenden preCol-Nukleotidsequenzen ist, in E. coli-Nukleotidsequenzen das generell
am seltensten (Tab. 3-1) verwendete. Wahrend Glycin und Alanin, mit Ausnahme der
aminoterminal flankierenden Region von preCol-P, generell die beiden am haufigsten
auftretenden Aminosauren sind, unterscheidet sich die am dritthaufigsten vorkommen-
de je nach preCol-Molekiil (Abb. 3-3). Vor allem im Fall der Phenylalanin- (aminoterminal
flankierende Region von preCol-D) und der Leucincodons (carboxyterminal flankierende
Regionen von preCol-D und -NG) konnten, dhnlich wie bei den Glycincodons, erneut Un-
terschiede der Codonverwendung zwischen M. galloprovincialis und E. coli festgestellt

werden (Abb. 3-3).

3.2 Herstellung rekombinanter M. galloprovincialis flank-Proteine

Auf Grundlage der durchgefiihrten bioinformatischen Analysen (vgl. Kapitel 3.1) und der
aus der Mfl-1 bekannten Nukleotidsequenzen wurden verschiedene, im Folgenden als
flank-Proteine bezeichnete, Proteine rekombinant in E. coli hergestellt (Abb. 3-4).

Neben den auf den entsprechenden M. galloprovincialis Nukleotidsequenzen beruhen-
den flank-Proteinen wurden auch auf hinsichtlich der E. coli Codonverwendung opti-
mierten Nukleotidsequenzen beruhende flank-Proteine produziert. Zur genaueren Be-
schreibung einzelner flank-Proteine werden diese entsprechend der Trivialbezeichnung
der flankierenden Regionen der preCols (vgl. Kapitel 1.3.2) als elastindhnlich (eNT und
eCT aus preCol-P), seidendhnlich (sNT und sCT aus preCol-D) oder zellwandahnlich (von
engl. ,cell wall-like”, cwNT und cwCT aus preCol-NG) bezeichnet. Darliber hinaus lassen
die letzten beiden Buchstaben erkennen, ob es sich um die entsprechende aminotermi-
nal (NT) oder carboxyterminal (CT) flankierende Region handelt. Zur strukturellen und
funktionellen Charakterisierung wurden zusatzlich noch Tyrosin- sowie Tryptophanmu-
tanten mit verbesserten UV-spektroskopischen Eigenschaften erzeugt (Proteiniibersicht

vgl. auch Kapitel 11.1).
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Protein:

preCol-P, elastindhnliche
flankierende Regionen

(His),~ycsHv I
(His),—ycsHwv (IECTINND

M0 7

F1Y

10—y

preCol-D, seidendhnliche
flankierende Regionen

(His)GGSHM
e

F106W

(His)eGSHM sCT
b

preCol-NG, pflanzenzellwand-
ahnliche flankierende Regionen

)~y EECETTID
b

SUM@ SY cwWNT

(His),—y/GSHM({ ewCT
6/

SUMO SY cwCT
SUMO0 —y/s(sieT

(S

F34w
&S cwCT
SUM@ Faaw

YA

(R0

YA

Molekulargewicht:

9,6 /7,8 kDa

14,2 /12,3 kDa

25,7/12,3 kDa

25,3/11,9 kDa

6,7 / 4,8 kDa

13,0 /11,1 kDa

15,0/ 13,1 kDa

26,6 /13,1 kDa

9,2/7,3 kDa

20,8/7,3 kDa

20,6 /7,2kDa

48,4 /7,2 kDa

beruhen auf M. galloprovincialis
Nukleotidsequenz

beruht auf an E. coli Codonverwendung
angepasster Nukleotidsequenz

beruhen auf M. galloprovincialis
Nukleotidsequenz

beruhen auf M. galloprovincialis
Nukleotidsequenz

beruhen auf an E. coli Codonverwendung
angepasster Nukleotidsequenz

Abb. 3-4. Ubersicht aller rekombinant in E. coli hergestellten flank-Proteine. Alle Proteine wurden in
Form von Fusionsproteinen mit verschiedenen abspaltbaren tags hergestellt. Die zugrunde liegende Nuk-
leotidsequenz wurde entweder direkt aus Mfl-1 amplifiziert oder war zuvor an die Codonverwendung von
E. coli angepasst worden. Erweiterungen der eigentlichen Aminosauresequenzen der flankierenden Regio-
nen (blau/violett, griin/hellgrin und rot/rosa hinterlegt) waren entweder durch Klonierung und tag-
Abspaltungen bedingt oder wurden, im Fall der Tyrosinmutanten, absichtlich erzeugt. Fiir jedes Protein ist
das Molekulargewicht mit und ohne tags angegeben. SUMO: SUMO-tag; CBD: Chitinbindedomaéne (als
tag); NT: aminoterminal flankierende Region des jeweiligen preCol-Molekiils; CT: carboxyterminal flankie-
rende Region des jeweiligen preCol-Molekiils.
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3.2.1 Herstellung unverdnderter preCol flank-Proteine

Ausgehend von den fir die flankierenden Regionen der preCols festgelegten Sequenzab-
schnitten (Abb. 3-1) wurden Primer entworfen, mit denen die entsprechenden Nukleo-
tidsequenzen durch Polymerasekettenreaktion (PCR, von engl.: polymerase chain reac-
tion) amplifiziert werden konnten. Die anschlieBende erfolgreiche Ligation mit dem
E. coli Expressionsvektor pET28a (Abb. 2-1) sollte die Herstellung der flank-Proteine als
Fusionsproteine mit spaltbarem, aminoterminalem (His)s-tag ermdglichen. Durch Se-
guenzierungen konnte bestatigt werden, dass die mit dem Expressionsvektor ligierten
Nukleotidsequenzen denen der flankierenden Regionen der Mfl-1 codierten preCols ent-
sprachen.

Die Produktion der sechs Fusionsproteine (His)s-eNT, -eCT, -sNT, -sCT, -cwNT und —cwCT
(Abb. 3-4) wurde in den E. coli Expressionsstammen HMS174(DE3), BL21(DE3), BL21-
Gold(DE3) und BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (vgl. Kapitel 2.1.5) bei verschiedenen Tempe-
raturen getestet. Ein Nachweis gebildeter Fusionsproteine in den entsprechenden E. coli
Zelllysaten gelang weder durch Coomassie- noch durch Silberfarbung nach SDS-PAGE
und auch Westernblotanalysen gegen den an jedem flank-Protein aminoterminal vor-
handenen (His)s-tag flihrten nur zu nicht eindeutigen Ergebnissen, die sich nicht repro-
duzieren lieRen. Um ausschlieBen zu kdnnen, dass ein Nachweis der Proteine nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung der Proben nur aufgrund ihrer geringen GroRe nicht
moglich war, wurden zudem Dot-Blot Analysen der Zelllysate der Expressionstest durch-
gefuhrt. Die besten Resultate hinsichtlich der rekombinanten Produktion konnten mit
dem E. coli-Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL bei einer Temperatur von 30 °C erzielt
werden (Abb. 3-5). Die Dot-Blot Analysen zeigten, dass unter den erwahnten Bedingun-
gen nur die flank-Fusionsproteine (His)g-eCT, -sCT und -cwCT gebildet werden konnten
(Abb. 3-5 A & B). Gebildetes eCT, sCT und cwCT war nach Lyse der Bakterienzellen zu-
dem hauptsachlich in der unléslichen Fraktion zu finden und nur sCT konnte in Spuren

auch in der |6slichen Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 3-5 B).
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Abb. 3-5: Dot-Blot Analysen der Herstellung von flank-Proteinen in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL bei
30 °C. (A) Immunochemischer Nachweis der aminoterminalen (His)s-tags der rekombinant gebildeten
flank-Fusionsproteine. (B) Immunochemischer Nachweis der Proben aus (A) unter Verwendung doppelter
Probenmengen. X: Probe vor Induktion; 1-4: Proben 1, 2, 3 und 4h nach Induktion; U: I8sliche Fraktion
nach Zelllyse; P: unlésliche Fraktion nach Zelllyse; +: Positivkontrolle (SUMO-AQ mit aminoterminalem
(His)e-tag).

Auch wenn nur die Bildung einiger flank-Proteine nachgewiesen werden konnte, so zeig-
ten die initialen Ergebnisse zur rekombinanten Produktion von flank-Proteinen in E. coli
doch, dass deren heterologe Produktion in einem prokaryotischen Wirtsorganismus

prinzipiell moéglich war.

3.2.2 Herstellung optimierter preCol flank-Proteine

Zusatzlich zu den unverdnderten preCol flank-Proteinen wurden optimierte flank-
Proteine hergestellt. Bei diesen handelte es sich um Tyrosin- sowie Tryptophanmutan-
ten. Da die flankierenden Regionen natirlicherweise nur Phenylalanin umfassen, war
beabsichtigt, durch das Einbringen der Aminosauren Tyrosin und Tryptophan mit einem
hoheren Absorptionskoeffizienten eine Verbesserung der UV-spektroskopischen Eigen-
schaften fir strukturelle sowie funktionelle Analysen zu erreichen. Zudem sollte durch
die Verwendung des gefalteten SUMO-tags anstelle des (His)e-tags simultan eine Ver-

besserung der Loslichkeit der rekombinant erzeugten Proteine erreicht wer-

den[169,196,197]
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3 Ergebnisse

Zur Herstellung der Tyrosinmutanten SUMO-eCT,y, -cWNT»® und —cwCTn® (Abb. 3-4)
konnten die bereits im Expressionsvektor pET28a vorliegenden, der Mfl-1 entstammen-
den Nukleotidsequenzen (vgl. Kapitel 3.2.1) durch die Wahl entsprechender Primer zu-
nachst so amplifiziert werden, das an den 3‘-Enden in allen Fallen ein Tyrosin- sowie
Alanincodon und an den 5°-Enden von cwNT und cwCT ein Tyrosincodon angehangt
wurde. Das 5°-Tyrosincodon der eCT,y Sequenz konnte durch primervermittelte Muta-
genese des urspringlich an dieser Stelle vorkommenden Phenylalanincodons erzeugt
werden. Die erfolgreiche Ligation der drei Sequenzen in den Expressionsvektor
pET28 SUMO (Abb. 2-1), durch welchen der aminoterminale SUMO-tag codiert wird,
konnte durch Sequenzierung bestatigt werden. AnschlieBend wurde die heterologe Pro-
duktion der optimierten flank-Proteine in den E. coli-Stammen BL21-Gold(DE3) und
BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL bei verschiedenen Temperaturen untersucht.

Die besten Resultate bei der rekombinanten Produktion von SUMO-eCT,y, -cwWNT>y
und -cwCT,y konnten im Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL erzielt werden (Abb. 3-6).
Nach Lyse der Zellen zeigten gegen die am SUMO-tag befindliche (His)e-Sequenz gerich-
tete Westernblotanalysen, dass sich das gebildete SUMO-eCT,y ausschlielRlich in der 16s-
lichen Fraktion der Zelllysate befand (Abb. 3-6 A) und dass zudem die Expressionstempe-
ratur keinen nachweisbaren Einfluss auf die Bildung von SUMO-eCT,y hatte.
Westernblotanalysen der SUMO-cwNT,y Expressionen zeigten, dass auch hier kein Un-
terschied zwischen den beiden Expressionstemperaturen erkennbar war. Im Gegensatz
zu SUMO-eCT,y lag gebildetes SUMO-cwNT,y jedoch hauptsachlich in der unl6slichen
Fraktion der Zellen vor (Abb. 3-6 B). In E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL produziertes
SUMO-cwCT,y wurde ebenfalls unabhangig von der Expressionstemperatur gebildet und
konnte nach Lyse der Zellen sowohl in der |6slichen als auch der unléslichen Fraktion der

Zelllysate nachgewiesen werden (Abb. 3-6 C).

® Die rekombinante Herstellung von SUMO-cwNT,y und —cwCT,y erfolgte durch Martina B. Elsner im Rah-
men ihrer durch mich betreuten und an der Universitdt Bayreuth eingereichten Masterarbeit'®. Entspre-
chende Daten und Abbildungen sind aus dieser entnommen, modifiziert und zusammengefasst.
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Abb. 3-6. Westernblot zur Analyse der rekom-
binanten Herstellung von flank-Protein-
Tyrosinmutanten in E. coli BL21-CodonPlus-
RIPL. (A) SUMO-eCT,y bei 30 °C (links) und 37 °C
(rechts). (B) SUMO-cwNT,y bei 30 °C (links) und
37 °C (rechts). (€C) SUMO-cwCT,y bei 30 °C (links)
und 37 °C (rechts). Gebildete Fusionsproteine
wurden Uber den aminoterminalen (His)s-tag
nachgewiesen. Das jeweilige flank-
Fusionsprotein ist durch einen schwarzen Pfeil
markiert M: NEB ColorPlus Prestained Marker
(7-175 kDa); X: Probe vor Induktion der Genex-
pression; U: |6sliche Fraktion der Zelllyse 4h
nach Expressionsstart; P: unldsliche Fraktion der
Zelllyse 4 h nach Expressionsstart; +: Positivkon-
trolle (Ulp1, 27,5 kDa).

Die Westernblotanalysen zeigten zudem, dass alle drei flank-Protein-Tyrosinmutanten

bereits wahrend der heterologen Produktion Abbauprozessen unterlagen. Unterhalb der

fir das jeweilige Fusionsprotein charakteristischen Bande waren weitere Banden, die auf

zusatzliche, einen (His)e-tag tragende Proteine hindeuteten, zu sehen (Abb. 3-6). Da die-

se Banden auch schon in wahrend der Expressionskinetiken entnommenen Proben, wel-

che nicht lysiert wurden, auftraten (nicht gezeigt), mussten diese Abbauprozesse bereits

intrazellular stattgefunden haben. Darliber hinaus waren nach Lyse der SUMO-cwNT,y

und SUMO-cwCT,y Expressionsproben in den Westernblots auch Signale oberhalb der
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Laufweite der jeweiligen flank-Proteine sichtbar (Abb. 3-6 B & C). Da auch diese schon
vor der Zelllyse in Expressionskinetikproben nachweisbar waren (nicht gezeigt), handelte
es sich bei ihnen um intrazelluldr gebildete, hohermolekulare Aggregate der flank-

Proteinen bzw. derer Abbauprodukte.

Die zur rekombinanten Herstellung der Tryptophanmutanten SU-
MO-eCT(F106W), -cwCT(F34W) und -cwCT(F34W)-CBD (Abb. 3-4) verwendeten Nukleo-
tidsequenzen waren an die Codonverwendung von E. coli angepasst worden. Die fir
eCT(F106W) und cwCT(F34W) codierenden artifiziellen Nukleotidsequenzen konnten
direkt in den pET28 SUMO-Expressionsvektor ligiert werden, was die Herstellung der
Fusionsproteine SUMO-eCT(F106W) und -cwCT(F34W) ermoglichte. Zur Erzeugung des
far SUMO-cwCT(F34W)-CBD codierenden Vektors wurde die cwCT(F34W)-
Nukleotidsequenz zundchst erfolgreich in den Vektor pTXB1 (Abb. 2-1) ligiert, aus die-
sem zusammen mit der 3‘-CBD-Sequenz durch PCR amplifiziert und die resultierende
cwCT(F34W)-CBD Sequenz schlieBlich in den pET SUMO Expressionsvektor ligiert.

Die besten Ergebnisse hinsichtlich der rekombinanten Produktion wurden fir SUMO-
eCT(F106W) in E.coli BL21-Gold(DE3) und fiir SUMO-cwCT(F34W)-CBD in E. coli
BLR(DE3) bei 30 °C erzielt. Die Bildung von SUMO-cwCT(F34W) schlug hingegen in bei-
den Stammen fehl. Vier Stunden nach Induktion der Genexpression konnten sowohl
SUMO-eCT(F106W) als auch SUMO-cwCT(F34W)-CBD durch Westernblotanalysen nach-
gewiesen werden (Abb. 3-7). Unterhalb der von SUMO-cwCT(F34W) stammenden Bande
waren in den Westernblots wieder zahlreiche weitere Banden detektierbar (Abb. 3-7 A),
was, wie auch schon bei der rekombinanten Produktion der Tyrosinmutanten (Abb. 3-6),
auf intrazelluldaren Abbau von SUMO-cwCT(F34W) schlieRen lie. Demgegeniiber war in
der Westernblotanalyse der SUMO-cwCT(F34W)-CBD Expressionsprobe nur eine einzige
Bande zu erkennen, was auf ein Ausbleiben intrazellularen Proteinabbaus bei Verwen-

dung zweier terminaler, strukturierter tags hindeutete.
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A B Abb. 3-7. Westernblotanalyse der rekombinan-
kDa M X 4 kDa X 4 ten Herstellung von SUMO-eCT(F106W) und
175 SUMO-cwCT(F34W)-CBD bei 30 °C. (A) Herstel-
80 175 lung von SUMO-eCT(F106W) (25,3 kDa, Pfeil) in

22 80 E. coli BL21-Gold(DE3). (B) Herstellung von SU-
MO-cwCT(F34W)-CBD in  E.coli BLR(DE3)

30 58 (48,4 kDa, Pfeil). Die Fusionsproteine wurden
= 46 Uber den aminoterminalen (His)e-tag nachge-

23 wiesen. M: NEB ColorPlus Prestained Marker
17 — 30/ (7-175 kDa); X: Probe vor Induktion der Genex-

pression; 4: Probe nach 4 h Expressionszeit.

Nach ihrer Bildung im jeweiligen E. coli-Stamm lagen sowohl SUMO-eCT(F106W) wie
auch SUMO-cwCT(F34W)-CBD nach Lyse der Bakterienzellen in der |6slichen sowie
unloslichen Fraktion vor (nicht gezeigt). Ein Vergleich der Abbildungen 3-6 und 3-7 legt
nahe, dass durch Verwendung von an die E. coli-Codonverwendung angepasster
Nukleotidsequenzen weder eine Steigerung der Menge an heterolog gebildetem Protein
noch eine Verringerung der Menge an intrazellular entstandenen, verkirzten
Proteinfragmenten erreicht wurde. Nur in Gegenwart eines zweiten, strukturierten tags
(des carboxyterminalen CBD-tags) war die Bildung verkirzter Proteinfragmente nicht
mehr zu beobachten (Abb. 3-7 B).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich die Verwendung von gréRReren, glo-
buldren tags (SUMO und CBD) anstelle der (His)s-tags sowohl positiv auf die Loslich-
keitseigenschaften der flank-Fusionsproteine (vgl. Kapitel 3.2.1) wie auch — im Fall der
simultanen Verwendung beider tags — auf eine Degradation des Proteins wahrend der

rekombinanten Produktion auswirken kann.

3.3 Reinigung rekombinant hergestellter SUMO-flank-Fusionsproteine

Da durchgefiihrte bioinformatische Sekundarstrukturvorhersagen ein wahrscheinliches
Auftreten von Sekundarstrukturmotiven in den flankierenden Regionen der
M. galloprovincialis preCol-Molekile zeigten (Abb. 3-2), wurden die Reinigung rekombi-
nant hergestellten flank-Fusionsproteine bevorzugt unter nicht-denaturierenden Bedin-

gungen aus den léslichen Uberstidnden der Zelllyse vorgenommen.
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Die Abtrennung der rekombinanten flank-Fusionsproteine von den E. coli-eigenen Prote-
inen erfolgte Uber Affinitatschromatographie (IMAC, von engl. immobilized metal-ion
affinity chromatography) Uber die aminoterminal am SUMO-tag befindliche (His)e-
Sequenz. Vermittelt durch diese sind die flank-Proteine in der Lage, reversibel an eine
mit Ni** beladene Sepharosematrix zu binden. Nachdem die flank-Fusionsproteine an die
Affinitatsmatrix gebunden und nichtbindende E. coli-Proteine durch Waschschritte ent-
fernt worden waren, konnte die Elution der gebundenen Proteine kompetitiv mittels

Imidazol erfolgen.

A B Abb. 3-8. Analyse der Reinigung der rekombi-
kba M D, E kDa M D, E nant hergestellten flank-Proteine SUMO-eCT,y, -
175 175 cwCT,y und -eCT(F106W) mittels IMAC. (A) Wes-

80 80 ternblotanalyse der IMAC von SUMO-eCT,y. (B)
58 %8 Westernblotanalyse der IMAC von SUMO-cwCTy.
46 Die Fusionsproteine wurden lber den aminoter-

46 30 minalen (His)e-tag nachgewiesen. +: Positivkon-
trolle (Ulpl, 27,5kDa). (C) SDS-PAGE Analyse

- 23 - (15 %iges, silbergefarbtes PAA-Gel) der IMAC von

' SUMO-eCT(F106W). Das jeweilige  flank-

23 17 Fusionsprotein ist durch einen schwarzen Pfeil
markiert. M: NEB ColorPlus Prestained Marker

7 (7-175 kDa); Da: Durchflussfraktion des Sdulen-

auftrags; E: Eluatfraktion des jeweiligen flank-
Fusionsproteins.

kDa

M
! =
175

Die Bindung der im Uberstand der Zelllyse befindlichen flank-Fusionsproteine

SUMO-eCT,y/, -cwCT,y’ und -eCT(F106W) an die Affinitdtsmatrix verlief in allen Fallen

’ Die Reinigung von SUMO-cwCT,y erfolgte durch Martina B. Elsner im Rahmen ihrer durch mich betreuten
und an der Universitdt Bayreuth eingereichten Masterarbeit'®. Entsprechende Daten und Abbildungen
sind aus dieser entnommen, modifiziert und zusammengefasst.
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guantitativ, da die wahrend der Saulenbeladung gesammelten Durchflussfraktionen in
den Westernblotanalysen keine Signale zeigten (Abb. 3-8 A & B). Wie zudem aus dem
gezeigten, reprasentativen SDS-PAGE Gel der IMAC-Fraktionen der SUMO-eCT(F106W)
Reinigung (Abb. 3-8 C) ersichtlich ist, gelang durch IMAC eine fast vollstandige Abtren-
nung des jeweiligen flank-Fusionsproteins von den in den Zelllysaten enthaltenen E. coli-
Proteine. Proteinbanden sowie Signale in den Westernblotanalysen unterhalb des jewei-
ligen Fusionsproteins (Abb. 3-8) legten nahe, dass in allen Eluatfraktionen neben den
Volllangenproteinen auch die bereits wahrend der Biosynthese der Proteine entstande-
nen Fragmente (Abb. 3-6 A & C u. Abb. 3-7 A) vorlagen. Die groRe Anzahl an fragmen-
tiertem Protein sowie die geringen GroRenunterschiede zum entsprechenden flank-
Fusionsprotein verhinderten eine weitere Reinigung der Eluatfraktionen mittels Gelper-
meationschromatographie (GPC).

Dass eine Abspaltung des aminoterminalen SUMO-tags nach Reinigung der SUMO-flank-
Fusionsproteine nahezu quantitativ moglich war, konnte ferner am Beispiel SUMO-

cwCT,y gezeigt werden (Abb. 3-9).

A Abb. 3-9. Analyse der proteolytischen Abspaltung

kDa des SUMO-tags von SUMO-cwCT,y.

175 (A) Westernblotanalyse der SUMO-cwCT,y
80 enthaltenden IMAC-Fraktionen vor (1) sowie nach
58 (2) Zugabe der SUMO-Protease Ulp-1. Nach der
46 Spaltung waren nur noch der SUMO-tag sowie die

(His)e-tag tragende Ulp-1 detektierbar. Schwarzer
30 Pfeil: (His)s-Ulp-1; blauer Pfeil: SUMO-tag,
+: Positivkontrolle (Ulp1, 27,5 kDa). (B) SDS-PAGE
Analyse der Durchflussfraktion nach
23 affinitdtschromatographischer Abtrennung von
(His)e-Ulp-1 und SUMO-tag (3). Die Proteine
17 wurden nach elektrophoretischem Transfer auf

eine PVDF-Membran mit Ponceau S visualisiert.
Roter Pfeil: cwCT,y (7,3 kDa); M: NEB ColorPlus
Prestained Marker (7-175 kDa)

Nach Zugabe der SUMO-Protease Ulp-1 waren in der Westernblotanalyse statt der zahl-
reichen, von SUMO-cwCT,y sowie dessen Fragmenten stammenden Banden lediglich
noch zwei Banden detektierbar, welche dem abgespaltenem SUMO-tag sowie (His)e-Ulp-
1 entsprachen (Abb. 3-9 A, Spur 2, schwarzer & blauer Pfeil). Der abgespaltene tag wie

auch die SUMO-Protease konnten anschlieRend durch IMAC aus den Ansatzen entfernt
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werden und tag-freies eCT,y war nach Transfer auf eine PVDF-Membran durch Ponceau
S Farbung nachweisbar (Abb. 3-9 B, Spur 3, roter Pfeil). Obwohl neben cwCT,y keine wei-
teren Proteine in der Probe mehr nachgewiesen werden konnten, wurde dennoch davon
ausgegangen, dass immer noch verkiirzte Fragmente (analog denen von SUMO-cwCT,y
vor der enzymatischen Abspaltung des SUMO-tags) in den Proben vorhanden waren.
Deshalb waren eindeutige Aussagen zur Reinheit von cwCT,y sowie zu dessen Ausbeute

nicht moéglich.

3.4 Produktion rekombinanter flank-Proteine durch Herstellung und Reinigung

doppelt getagter Fusionsproteine

Die sowohl wahrend der rekombinanten Produktion der unverdanderten flank-Proteine
als auch der SUMO-flank-Fusionsproteine auftretende Fragmentierung verhinderte die
Reinigung des jeweiligen tag-freien flank-Proteins. Da dieses Phanomen durch die Ver-
wendung eines zweiten, globuldren tags, der carboxyterminal zur eigentlichen flank-
Sequenz angebracht wurde, umgangen werden konnte (Abb. 3-7 B), konnte schlieflich
eine Reinigungsstrategie fir flank-Proteine am Beispiel von SUMO-cwCT(F34W)-CBD
(Abb. 3-4) entwickelt werden.

SUMO-cwCT(F34W)-CBD wurde zunachst rekombinant im E. coli-Stamm BLR(DE3) herge-
stellt. Die Reinigung von cwCT(F34W) erfolgte dann ausgehend von in der |6slichen Zell-
fraktion befindlichem SUMO-cwCT(F34W)-CBD (Abb. 3-10 C & D). Die im Uberstand
ebenfalls per SDS-PAGE und Westernblot nachweisbaren Proteine SUMO-cwCT(F34W)
und der ,freie” CBD-tag (Abb. 3-10 C & D) waren dabei methodenbedingte Artefakte, die
durch das im SDS-Auftragspuffer enthaltene B-Mercaptoethanol und die von diesem
induzierte autokatalytische Abspaltung des Intein-CBD-tags verursacht worden waren.
Der erste Reinigungsschritt erfolgte durch IMAC. Dadurch war es méglich, das im Uber-
stand der Zelllyse befindliche SUMO-cwCT(F34W)-CBD von einem Grof3teil der E. coli-
eigenen Proteine, die zum einen im Durchfluss blieben und zum anderen durch die
Waschschritte entfernt werden konnten, abzutrennen (Abb. 3-10 A, C & D). Allerdings
flihrte der zur Erhohung der Stringenz mit 25 mM Imidazol durchgefiihrte Waschschritt
bereits zu kleineren Verlusten von SUMO-cwCT(F34W)-CBD (Abb. 3-10 A, C & D).
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Abb. 3-10. Chromatogramme, SDS-PAGE- und Westernblotanalyse der zwei initialen Reinigungsschritte
wadhrend der cwCT(F34W)-Reinigung. (A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung von (His)s-tag Fusi-
onsproteinen aus dem E. coli Zelllysat. (B) Chromatogramm der IMAC nach Abspaltung des CBD-tags. (C)
SDS-PAGE der ersten beiden Chromatographieschritte der cwCT(F34W)-Reinigung mit anschlieRender
Silberfarbung. (D) Westernblotanalyse der ersten beiden Chromatographieschritte der cwCT(F34W)-
Reinigung. Proteine wurden lber den aminoterminalen (His)s-tag nachgewiesen. Schwarze Pfeile: SUMO-
cwCT(F34W)-CBD; blaue Pfeile: SUMO-cwCT(F34W) (dick) u. CBD-tag (diinn); rote Pfeile: cwCT(F34W)
(dick) u. SUMO-tag (diinn). M: NEB ColorPlus Prestained Marker (7-175 kDa); U: 18sliche Fraktion nach
Zelllyse; S1, S2: Probe nach Abspaltung des CBD- (S1) bzw. SUMO-tags (S2); I-IV: Proben an definierten
Stellen der Reinigungsschritte mit entsprechendem Bezug zwischen Chromatogrammen, SDS-PAGE- und
Westernblotanalyse.

Nach diesem Reinigungsschritt konnte der carboxyterminale CBD-tag entfernt werden
(Abb. 2-2). Das durch DTT induzierte SpleiBen der Mini-Intein-Sequenz und die damit
verbundene CBD-tag Abspaltung verlief jedoch nicht vollstandig quantitativ, so dass
selbst nach 48-stiindiger Inkubation neben SUMO-cwCT(F34W) und dem abgespaltenem
CBD-tag noch Spuren von SUMO-cwCT(F34W)-CBD in den Ansatzen nachweisbar waren
(Abb. 3-10 C & D). Der abgespaltene CBD-tag konnte durch eine zweite IMAC abgerei-
chert, jedoch nicht komplett aus dem Ansatz entfernt werden, was auf unspezifische
Interaktionen der Chitinbindedomane mit der Ni**-Affinitdtsmatrix hindeutete
(Abb. 3-10 B-D). Die anschlieRend durch Zugabe der SUMO-Protease Ulpl induzierte

Abspaltung des aminoterminalen SUMO-tags verlief im Gegensatz zur Abspaltung des
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CBD-tags quantitativ (Abb. 3-10 C & D). Wahrend zugesetztes Ulp-1 sowie der abgespal-
tene SUMO-tag in einem dritten IMAC-Schritt vollstandig aus den Ansdtzen entfernt
werden konnten, verblieb weiterhin ein Teil des abgespaltenen CBD-tags sowie kleinere
Mengen cwCT(F34W)-CBD in den Ansatzen (nicht gezeigt).

Aufgrund der Molekulargewichtsunterschiede zwischen dem 35 kDa cwCT(F34W)-CBD
bzw. dem 27,9 kDa CBD-tag und dem 7,2 kDa cwCT(F34W) war eine Abtrennung der
ersten beiden Proteine von cwCT(F34W) durch eine Gelpermeationsmatrix mit 10 kDa

Ausschlussvolumen moglich (Abb. 3-11 A).
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Abb. 3-11. SDS-PAGE Analyse und Chromatogramm der finalen GPC der cwCT(F34W)-Reinigung. (A) SDS-
PAGE Analyse der Probe vor und den Fraktionen nach GPC (Ausschlussvolumen > 10 kDa). M: NEB Color-
Plus Prestained Marker (7-175 kDa); 0: Proteingemisch vor GPC; I: Fraktion unterhalb der Ausschlussgré-
Re; Il: Fraktionen oberhalb der AusschlussgréRRe; roter Pfeil: cwCT(F34W). (B) Chromatogramm der GPC
mit UV-Absorption bei 280 nm.

Wahrend der GPC eluierten die noch in der Probe befindlichen Proteine in zwei gut von-
einander getrennten Fraktionen (Abb. 3-11 B). Eine der beiden Fraktionen enthielt dabei
alle Proteine, deren GroRe Uber der AusschlussgroBe der Gelpermeationsmatrix lag,
wahrend in der zweiten Fraktion nur noch ein Protein durch SDS-PAGE Analyse nach-
weisbar war (Abb. 3-11 A, Spur I). Aus der SDS-PAGE konnte geschlossen werden, dass es
sich bei dem mit dem zweiten UV-Peak verbundenen, eluierten Protein um cwCT(F34W)

hoher Reinheit handelte (Abb. 3-11 A, roter Pfeil).
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Abb. 3-12. MALDI-TOF Massenspektrum von gereinigtem cwCT(F34W). Durch MALDI-TOF konnte das
gereinigte Protein als cwCT(F34W) identifiziert sowie dessen Reinheit bestatigt werden.

Zur endgliltigen Bestatigung, ob es sich bei dem gereinigten Protein tatsachlich um
cwWCT(F34W) handelte, wurde die exakte Masse des in der GPC-Fraktion | (Abb. 3-11)
enthaltenen Proteins mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie bestimmt. Das Massen-
spektrum war durch einen einzelnen Peak geringer Intensitat bei einem Masse-Ladungs-
Verhaltnis von 7196,3 Da und einer kleinen Schulter bei 7231,3 Da charakterisiert
(Abb. 3-12, rechte Seite). Der Peak entspricht dabei der Masse von cwCT(F34W)
(7178,5 Da), an welches zusatzlich ein aus dem Puffer stammendes Ammoniumkation
(18 Da) gebunden war. Die Schulter des Peaks entspricht cwCT(F34W)-Molekilen, die
hochstwahrscheinlich mit drei Ammoniumkationen (54 Da) oder aber einem Ammoni-
um- sowie einem Kaliumkation (57 Da) assoziiert waren. Somit konnte durch MALDI-TOF
Massenspektrometrie bestatigt werden, dass es sich bei dem in der GPC-Fraktion, die
unterhalb des Ausschlussvolumens der Gelpermeationsmatrix eluierte, enthaltenen Pro-
tein tatsdchlich um cwCT(F34W) handelte. Das Fehlen weiterer Peaks belegte zudem

(Abb. 3-12, linke Seite), dass das isolierte cwCT(F34W) eine hohe Reinheit besaR.

3.5 Struktur und Stabilitdt des flank-Proteins cwCT(F34W)

Das nach Reinigung lyophilisierte cwCT(F34W) konnte bei Raumtemperatur in gepuffer-
ter wassriger Losung (40 mM Tris /HCI, pH 7,6), in reinem Milli-Q Wasser (MQ) und in
artifiziellem Meerwasser (AMW) gelOst werden. Der qualitative Verlauf des cwCT(F34W)
UV-Spektrums des in Tris/HCI-Puffer gelésten cwCT(F34W) mit einer Nulllinie >320 nm
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sowie einem steilen Anstieg der Absorption erst unterhalb von 245 nm deutete darauf
hin, dass keine durch Aggregate verursachten Streueffekte auftraten (Abb. 3-13 A).
Demnach hatte sich das in den Puffer eingewogene cwCT(F34W) bei Raumtemperatur

vollstandig gelost.
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Abb. 3-13. Loslichkeit und strukturelle Charakterisierung von cwCT(F34W) in wassrigen Losungen. (A)
UV-Spektren von frisch in 40 mM Tris/HCl, pH 7,6 gelostem cwCT(F34W) sowie cwCT(F34W) UV-Spektren
nach einstindiger Inkubation bei RT mit anschlieBRender Ultrazentrifugation (UZ). (B) Tryptophan-
Fluoreszenzemissionsspektren von in Milli-Q Wasser (MQ) sowie artifiziellem Meerwasser (AMW) gelos-
tem cwCT(F34W). (C) Fern-UV CD-Spektren von frisch in MQ und AMW bei Raumtemperatur geléstem
cwCT(F34W) sowie nach 30 min und 60 min.

Das gleiche Losungsverhalten war auch in MQ und AMW nachweisbar. Das sofort nach
dem Lésen von cwCT(F34W) aufgenommene UV-Spektrum war dariiber hinaus mit dem
nach einer Stunde Inkubation und anschliefender Ultrazentrifugation aufgenommenen
Spektrum (Abb. 3-13 A) identisch. Dies zeigte, dass es innerhalb einer Stunde bei Raum-
temperatur nicht zu (UV-spektroskopisch nachweisbarer) Aggregation gekommen war.
In MQ und AMW zeigten die Tryptophan-Fluoreszenzemissionsspektren des geldsten

cwWCT(F34W) ein Emissionsmaximum bei ~ 354 nm (Abb. 3-13 B). Dies bedeutete, dass
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das in cwCT(F34W) enthaltene Tryptophan beziiglich seiner wassrigen Umgebung voll-

(1831 " pie zwischen den in MQ und ASW aufgenommenen

standig exponiert war
cwCT(F34W)-Fluoreszenzspektren bestehenden Intensitatsunterschiede waren l6sungs-
mittelbedingt und lieBen nicht darauf schlieRen, dass sich das in cwCT(F34W) enthaltene
Tryptophan in MQ bzw. AMW in Umgebungen unterschiedlicher Polaritdt aufhielt
(Abb. 3-13 B). CD-Spektren, die zur qualitativen Bestimmung der Sekundarstruktur von
in MQ und AMW gel6stem cwCT(F34W) aufgenommen wurden, waren durch stark nega-
tive Werte der molaren Elliptizitat bei < 200 nm sowie dem Fehlen von Absorptionsban-
den im Bereich oberhalb von 210 nm gekennzeichnet (Abb. 3-13 C). Dies ist typisch fir
intrinsisch entfaltete Proteine (IDP, von engl. intrinsically disordered protein) mit einem
gewissen Anteil 3;-helikaler Strukturen, wie z.B. Polyglycin—lI—Helices[184'185'198]. Nach In-
kubation bei Raumtemperatur aufgenommene Fern-UV CD-Spektren des cwCT(F34W)

glichen denen des frisch gelosten Proteins (Abb. 3-13 C). Dies war ein weiterer Beleg fiir

die hohe Stabilitdt von monomerem cwCT(F34W) in wassrigen Losungen.
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Abb. 3-14. Thermische Stabilitat von cwCT(F34W) in wassriger Losung. (A) cwCT(F34W) CD-Spektren vor
und nach einem mit 1 °C/min durchgefiihrten Temperaturibergang. (B) Darstellung der molaren Elliptizi-
tat bei 218 nm sowie der zugehoérigen UV-Absorption in Abhangigkeit der Temperatur.

Das Aufheizen von in MQ gel6stem cwCT(F34W) mit 1 °C / min auf 95 °C und anschlie-
Rendes Abkiihlen mit derselben Geschwindigkeit fihrte zu keiner CD-spektroskopisch
verfolgbaren Sekundarstrukturanderung. Die vor und nach dem Temperaturiibergang
aufgenommenen CD-Spektren bei 5 °C glichen einander und entsprachen zudem auch
einem zuvor bei Raumtemperatur aufgenommenen Spektrum (Abb. 3-14 A). Die wah-

rend des Heizvorgangs in 1 °C/min-Schritten detektierte molare Elliptizitat bei 218 nm
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wies nur geringe, temperaturbedingte Veranderungen auf (Abb. 3-14 B). Dies zeigte,
dass cwCT(F34W) in MQ entweder eine vollstdndig ungeordnete Konformation besaR
oder aber eventuell vorhandene 3;-helikale Konformationen bei thermischer Denaturie-
rung nicht in B-faltblattreiche Aggregate tberfiihrt wurden. Dieses Ergebnis wurde zu-
dem durch ahnliche UV-Absorptionswerte vor und nach dem Temperaturiibergang un-

termauert (Abb. 3-14 B).

3.6 Strukturelle Interaktion von cwCT(F34W) mit Mizellen und kleinen unila-

mellaren Lipidvesikeln (SUV)

IDPs stellen eine wichtige Proteinklasse mit einer stark wachsenden Anzahl neu entdeck-
ter Vertreter dar™®>?°%, |DPs selbst kénnen oft mehr als eine einzelne Funktion erfillen,
da sie in der Lage sind, mehrere funktionelle Konformationen einzunehmen®2%_jede
der moglichen Konformationen ist dabei das Ergebnis spezifischer Interaktionen mit an-
deren Molekiilen, wie Proteinen und Lipiden, oder mit komplexen Oberflachen. Da re-
kombinant hergestelltes cwCT(F34W) in wéssrigen Losungen eine intrinsisch entfaltete
Konformation einnahm (Abb. 3-13 C), wurde untersucht, ob es bei Interaktion mit ande-
ren Molekiilen eine fiir IDPs typische Anderungen seiner Konformation zeigt. Als poten-
tielle Interaktionspartner wurden Lipidmolekile ausgewahlt, da preCol-Molekdle in vivo
sowohl wahrend ihrer Sekretion in membranumschlossenen sekretorischen Granulae

(SG) als auch im reifen Byssusfaden mit Lipiden in Kontakt kommen koénn-

ten [31,37,43,123,204,205]

3.6.1 Interaktion von cwCT(F34W) mit SDS-Mizellen

Neben dem klassischen Einsatzgebiet von SDS als anionischem Amphiphil und Pro-
teindenaturierungsmittel finden seine Mizellen auch als sehr vereinfachtes Lipidvesikel-
modell Verwendung. Deswegen wurde zur Untersuchung moglicher Interaktionen von
cwCT(F34W) mit Lipidstrukturen zunachst auf dieses vereinfachte Modellsystem zuriick-
gegriffen. SDS bildet oberhalb seiner kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) Mi-
zellen. Die CMC ist von verschiedenen Faktoren wie lonenstarke der Losung, pH-Wert,

Temperatur und der Gegenwart anderer Molekile abhangig und liegt je nach Bestim-
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mungsmethode zwischen 0,14—-8 mM. Zur Untersuchung potentieller Interaktionen von
cwCT(F34W) und SDS wurden deswegen verschiedene SDS-Konzentrationen eingesetzt
und die Lésungen zusammen mit |6slichem cwCT(F34W) inkubiert. Als Kontrollproteine
wurden ein im nativen Zustand gefaltetes Protein (BSA, bovines Serumalbumin) sowie
die artifiziellen Spinnenseidenproteine eADF4(C16) und Sfl verwendet, da sich letztere
beide, wie cwCT(F34W) auch, von extrakorporalen repetitiven Strukturproteinen ablei-
ten, glycinreiche Konsensusmotive umfassen und in wassrigen Lésungen ebenfalls intrin-
sisch entfaltet sind!**®%%],

Direkt nach dem Mischen wurden CD-Spektren aufgenommen, um Auswirkungen der
SDS-Mizellen auf die Sekundarstruktur der untersuchten Proteine nachverfolgen zu kon-
nen (Abb. 3-15). SDS zeigte im untersuchten Konzentrationsbereich von 1-50 mM kei-
nen strukturellen Einfluss auf cwCT(F34W). Die CD-Spektren, die in Gegenwart von SDS
aufgenommen wurden, waren wie das Spektrum von cwCT(F34W) in gepufferter wassri-
ger Losung durch eine negative molare Elliptizitat < 200 nm sowie ein schwaches Maxi-
mum bei ~ 220 nm — beides typisch fir intrinsisch entfaltete Proteine — gekennzeichnet
(Abb. 3-15 A). Im Gegensatz dazu zeigten die als Kontrollen verwendeten, artifiziellen
Spinnenseidenproteine eADF4(C16) und Sfl in Gegenwart von SDS Veranderungen ihrer
Sekundarstrukturen. Die in Abwesenheit und in Gegenwart von 1 mM SDS aufgenom-
menen CD-Spektren von eADF4(C16) belegten durch das deutliche Minimum bei
<200 nm, dass das Protein noch seine anfangliche intrinsisch entfaltete Konformation
besaR (Abb. 3-15 B). Bei SDS-Konzentrationen =5 mM konnte jedoch eine Anderung der
Sekundarstruktur beobachtet werden. Das Minimum bei 208 nm, ein weiteres schwach
ausgepragtes bei ~ 222 nm sowie das Maximum im Bereich 191-193 nm waren typisch
fur das Vorhandensein a-helikaler Strukturanteile™®**®*]. Zudem war zwischen den IDP-
typischen und a-helikal gepragten CD-Spektren ein gemeinsamer Schnittpunkt (isosbes-
tischer Punkt) bei ~ 205 nm vorhanden (Abb. 3-15 A), was zeigte, dass die beiden Kon-
formationszustande direkt ineinander Ubergingen und die Sekundarstrukturdanderung

nicht Uber Konformationszwischenstufen verlief.
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Abb. 3-15. Einfluss von SDS-Mizellen auf die Sekundarstrukturen verschiedener Proteine. Fern-UV CD-
Spektren zur Untersuchung des Einflusses von SDS-Mizellen auf die Sekundarstruktur von cwCT(F34W) (A),
eADF4(C16) (B), Sfl (C) sowie BSA (D).

Fiir das artifizielle Flagelliform-Spinnenseidenprotein Sfl konnte anhand des Auftretens
von Minima bei 208 nm und 222 nm ebenfalls ein SDS-bedingter Sekundarstrukturiber-
gang von einer intrinsisch entfalteten zu einer a-helikal dominierten Konformation beo-
bachtet werden['8*8! (Abb. 3-15 C). Der Strukturiibergang trat bei Sfl, im Gegensatz zu
eADF4(C16), jedoch schon bei SDS-Konzentrationen < 1 mM auf. Unterschiedliche Inten-
sitdten der beiden Minima zwischen den eADF4(C16) und Sfl CD-Spektren und hohere
molare Elliptizitaten von eADF4(C16) unterhalb 208 nm waren Indizien dafir, dass die in
beiden Proteinen entstandenen a-helikalen Strukturanteile variierten (Abb. 3-15 C). Die
bei beiden artifiziellen Spinnenseidenproteinen beobachtete Strukturdanderung fand
zudem sehr schnell statt, da alle Spektren sofort nach Mischen der jeweiligen Proteinlo-
sung mit den SDS-Mizellen aufgenommen wurden. Die Konformation von BSA zeigte
wiederrum keine SDS-bedingten Anderungen und die urspriingliche, a-helikale Konfor-

mation blieb in Gegenwart der SDS-Mizellen bestehen (Abb. 3-15 D).
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Unter den getesteten Strukturproteinen (bzw. Strukturproteinanaloga) war cwCT(F34W)
somit das einzige Protein, dessen Konformation von den als stark simplifiziertes Lipid-

vesikelmodell verwendeten SDS-Mizellen nicht beeinflusst wurde.

3.6.2 Interaktion von cwCT(F34W) mit kleinen unilamellaren Lipidvesikeln (SUV)
Nach der Untersuchung des potentiellen Einflusses eines simplifizierten Vesikelmodells
auf die Konformation von cwCT(F34W) wurde in einem nachsten Schritt untersucht, ob
cWCT(F34W) mit komplexeren Lipidmembransystemen interagiert. Dazu wurden aus den
Phospholipiden DLPG, DMPG und DSPG SUV-Emulsionen in gepufferten wassrigen
Losungen hergestellt. Da SUV aus einer einzelnen Lipiddoppelmembran bestehen, wer-
den sie haufig als Modellsystem zur Untersuchung der Interaktionen von Molekiilen mit
(biologischen) Lipidmembranen herangezogen.

Die Gegenwart von DLPG-SUV, die aus 5 mM monomerem DLPG erzeugt wurden, hatte
weder auf die Sekundarstruktur von cwCT(F34W) noch auf die Sekundarstrukturen der
erneut als Kontrollen verwendeten Proteine eADF4(C16), Sfl und BSA einen durch CD-
Spektroskopie nachweisbaren Einfluss. In Abwesenheit von DLPG-SUV besaRen sowohl
cwCT(F34W) als auch die beiden artifiziellen Spinnenseidenproteine eine intrinsisch ent-
faltete Konformation, wie die stark negative molare Elliptizitdit bei <200 nm
belegte[184’185] (Abb. 3-16 A-C). Das CD-Spektrum von BSA glich in Anwesenheit der
DLPG-SUV dem in gepufferter, wassriger Losung und die urspriingliche Konformation
wurde durch DLPG-SUV genauso wenig beeinflusst wie die von cwCT(F34W) oder der
beiden Spinnenseidenproteine (Abb. 3-16 A-D).

DMPG-SUV hatten wie DLPG-SUV keinen Einfluss auf die Konformation der Kontrollpro-
teine eADF4(C16), Sfl und BSA, da in Abwesenheit der SUV aufgenommene Spektren die
gleichen qualitativen Verlaufe zeigten wie die jeweiligen, in wassriger gepufferter Losung
aufgenommenen (Abb. 3-16 B-D). cwCT(F34W) hingegen zeigte in Anwesenheit der
DMPG-SUV Unterschiede im CD-Spektrum, verglichen mit dem in Abwesenheit der SUV
aufgenommenen. Das Auftreten eines lokalen Minimums zwischen 215 nm und 220 nm
in Kombination mit immer noch negativen molaren Elliptizitaten im Wellenlangenbe-

reich <200 nm deutete darauf hin, dass es durch die SUV zur Induktion von
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B-Faltblattkonformationen, die nun neben der immer noch dominierenden, intrinsisch

entfalteten Konformation vorlagen, gekommen sein kénntel184+18%] (Abb. 3-16 A).
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Abb. 3-16. Fern-UV CD-Spektren verschiedener Proteine in Gegenwart von SUV verschiedener Phos-
pholipide. Charakterisierung der Sekundarstruktur von cwCT(F34W) (A), eADF4(C16) (B), Sfl (C) und BSA
(D) in Abwesenheit sowie in Gegenwart von DLPG-, DMPG- und DSPG-SUV.

Wurden DSPG-SUV verwendet, waren noch weitreichendere konformationelle Anderun-
gen in cwCT(F34W) detektierbar. Ein deutlich stdrker ausgeprédgtes Minimum bei
~ 218 nm sowie nun positive molare Elliptizitdt im Bereich 195-200 nm waren klare Indi-
zien, dass der Anteil an induzierter B-Faltblattstruktur, verglichen mit der durch DMPG-
SUV verursachten, deutlich héher war*81& (Abb. 3-16 A). Die Gegenwart von DSPG-
SUV fiihrte auch bei eADF4(C16) zu Anderungen der Sekundirstruktur. Die entsprechen-
den CD-Spektren lieRen ebenfalls auf die Entstehung von B-Faltblattstruktur schlieRen
(Abb. 3-16 B). Die CD-Spektren von Sfl sowie BSA wiesen hingegen auch in Gegenwart
der DSPG-SUV keine qualitativen Anderungen auf und zeigten, dass die DSPG-SUV kei-

nen Einfluss auf die Konformation beider Proteine hatten (Abb. 3-16 C & D).
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Generell mussten alle durch SUV induzierten Konformationsdnderungen unmittelbar
und schnell erfolgt sein, da die CD-Spektren sofort nach in Kontakt bringen des jeweili-
gen Proteins mit den SUV aufgenommen wurden.

In Gegenwart von DSPG-SUV gemessene Fluoreszenzemissionsspektren des in
cwCT(F34W) enthaltenen Tryptophanrests zeigten, dass das durch die SUV induzierte
Auftreten einer B-Faltblattkonformation (Abb. 3-16 A) auch mit Anderungen der chemi-
schen Umgebung des Tryptophans einherging. Das Fluoreszenzemissionsspektrum in
wassrigen, gepufferten Losungen, in denen cwCT(F34W) eine intrinsisch entfaltete
Struktur aufwies (Abb. 3-13 C), war durch ein Emissionsmaximum bei ~ 350 nm charak-
terisiert (Abb. 3-17), was belegte, dass der Tryptophanrest in cwCT(F34W) gegenliber

dem polaren Losungsmittel vollstandig exponiert war.

20 —— cwCT(F34W) Abb. 3-17. Tryptophan-Fluoreszenzemissions-
— +5mMDSPG spektren von cwCT(F34W). Die Anregung der
Fluoreszenz des in cwCT(F34W) befindlichen
Tryptophans erfolgte in Abwesenheit sowie
Anwesenheit von DSPG-SUV bei 280 nm.
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In Gegenwart von aus 5 mM DSPG hergestellten SUV waren sowohl eine Blauverschie-
bung (hypsochromer Effekt) der Position des Maximums hin zu einer Wellenlange von
~341 nm als auch eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat nachweisbar (Abb. 3-17).
Beides unterstrich, dass sich das in der cwCT(F34W)-Primarstruktur enthaltene Tryp-
tophan in Gegenwart von DSPG-SUV in einer weniger polaren Umgebung befand und

nicht mehr vollstandig zum wassrigen Loésungsmittel exponiert vorlag[lsgl.
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3.6.3 Abhéangigkeit der DSPG-SUV-induzierten cwCT(F34W)-Sekundarstruktur-

anderung von verschiedenen Parametern

Zur naheren Charakterisierung des strukturinduzierenden Effekts von DSPG-SUV auf
cwCT(F34W) wurde untersucht, welchen Einfluss das Verhaltnis von DSPG-SUV-
Konzentration zu Proteinkonzentration sowie die lonenstarke auf das AusmaR der Se-
kundarstrukturanderung hatte und ob die induzierte B-Faltblattstruktur transienter oder
permanenter Natur war.

Zur Analyse der Auswirkungen unterschiedlicher DSPG-SUV-zu-Proteinmolekdil-
Verhaltnisse auf die Sekundarstrukturinduktion in cwCT(F34W) wurden CD-Spektren des
Proteins in Abwesenheit sowie in Gegenwart unterschiedlicher DSPG-SUV-
Konzentrationen aufgenommen. Um dies zu gewahrleisten wurden unterschiedliche
DSPG-Ausgangskonzentrationen (oberhalb der CMC) zur Herstellung der SUV verwendet,
da die DSPG-Monomerkonzentration bei konstanten Versuchsbedingungen direkt mit
der Anzahl entstehender SUV korreliert. Der qualitative Verlauf der CD-Spektren
(Abb. 3-18 A) sowie eine Gegeniberstellung der DSPG-Monomerkonzentrationen und
der molaren Elliptizitidten bei 200 nm und 218 nm (Abb. 3-18 B), welche signifikante An-
derungen beim Ubergang von einer intrinsisch entfalteten zu einer B-
Faltblattkonformation zeigen, offenbarten bei gleichbleibender cwCT(F34W)-
Konzentration einen Zusammenhang zwischen DSPG-SUV-Konzentration und AusmaR an
induzierter B-Faltblattstruktur.

Die intrinsisch entfaltete Konformation des cwCT(F34W) wurde in Gegenwart von DSPG-
SUV aus 60 uM DSPG noch nicht beeinflusst, das CD-Spektrum zeigte weiterhin einen fir
intrinsisch entfaltete Proteine typischen Verlauf und die molaren Elliptizitaten bei
200 nm und 218 nm wiesen, bezogen auf jene in Abwesenheit der DSPG-SUV detektier-
ten, nur geringe Unterschiede auf (Abb. 3-18 A & B). Im Gegensatz dazu induzierten die
aus 600 uM DSPG hergestellten SUV markante Konformationsanderungen und das Mi-
nimum bei ~ 218 nm sowie positive molare Elliptizitaten zwischen 195 nm und 200 nm
deuteten auf die Ausbildung von PB-Faltblattstrukturen in  cwCT(F34W) hin
(Abb. 3-18 A & B).
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Abb. 3-18. Fern-UV-CD-Spektren zur Analyse des Einflusses von DSPG-SUV-Konzentration, lonenstérke
und Temperatur auf die Induktion der B-Faltblattstruktur in cwCT(F34W). (A) Spektren von cwCT(F34W)
in Gegenwart unterschiedlicher DSPG-SUV-Konzentrationen. Die Angaben beziehen sich dabei auf die
DSPG-Monomerkonzentration. (B) Anderung der molaren Elliptizitit bei 200 nm und 218 nm in Abhéngig-
keit der verwendeten DSPG-Monomerkonzentration. (C) cwCT(F34W)-Spektren in Gegenwart von DSPG-
SUV bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen.

Der Vergleich der molaren Elliptizitaiten bei 218 nm zeigte, dass der B-Faltblattanteil
noch unter dem lag, der bei Verwendung einer DSPG-Ausgangskonzentration von 5 mM
induziert wurde (Abb. 3-18 A & B). Die bei DSPG-Ausgangskonzentrationen von 150 uM
und 300 uM aufgenommenen cwCT(F34W)-CD-Spektren dhnelten weder denen der
intrinsisch entfalteten noch denen der B-faltblattreichen Konformation von cwCT(F34W)
(Abb. 3-18 A) und waren v. a. durch eine Zunahme der molaren Elliptizitdten im Bereich
um 200 nm gekennzeichnet (Abb. 3-18 B).

Veranderungen der lonenstarke durch Variation der NaCl-Konzentration hatten zur Fol-
ge, dass der durch DSPG-SUV ausgeloste B-faltblattstrukturinduzierende Effekt vergli-
chen mit den NaCl-freien Proben apparent weiter verstarkt wurde. Dies war in den

cwCT(F34W) CD-Spektren daran erkennbar, dass in Gegenwart von NaCl das fir

121



3 Ergebnisse

B-Faltblattkonformationen charakteristische Minimum bei 218 nm ausgepragter war und
die molare Elliptizitat bei <200 nm positivere Werte annahm (Abb. 3-18 C). Es bestand
allerdings kein linearer Zusammenhang zwischen der NaCl-Konzentration und dem [-
Faltblattanteil, da dieser schon ab 1 mM NaCl seinen maximalen Wert erreicht zu haben
schien (Abb. 3-18 C). Aufgrund der niedrigen NaCl-Konzentrationen konnte davon davon
auszugehen, dass der erhohte B-Faltblattanteil nicht durch Proteinaggregation infolge
von Aussalzungsprozessen verursacht wurde, zumal cwCT(F34W) in ASW (und somit in
Gegenwart von u.a. 450 mM NaCl) bei Abwesenheit von DSPG-SUV stabil in Losung
blieb und die gleiche Konformation wie in MQ aufwies (Abb. 3-13 C). Das deutete darauf
hin, dass der die Induktion der B-Faltblattstruktur verstarkende Effekt des NaCl eher eine
Folge der durch die Salzionen erfolgten Ladungsabschirmung der SUV-Oberflache und
darauf beruhender Effekte war.

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der Induktion von B-Faltblattkonformation in
cwCT(F34W) um einen vorrangig durch unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen an
der gekrimmten SUV-Losungsmittel-Grenzflache verursachten Effekt handelte, wurde in
wassriger gepufferter Losung befindliches cwCT(F34W) in Gegenwart von Polystyrol-
Kigelchen (PSK) mit Durchmessern von ~ 30 nm inkubiert. In Gegenwart der PSK glich
das Fern-UV CD-Spektrum von cwCT(F34W) dem des Proteins in wassriger gepufferter
Losung. Der Verlauf beider Spektren mit ausgepragt negativer molarer Elliptizitdt bei
<200 nm sowie dem schwach ausgepragten Maximum bei ~ 220 nm zeigte, dass
cwWCT(F34W) in beiden Fallen intrinsisch entfaltet war (Abb.3-19 A). Die UV-
spektroskopische Bestimmung der cwCT(F34W)-Konzentration im Uberstand nach Ab-
zentrifugieren der PSK lieferte zudem das Ergebnis, dass die cwCT(F34W) Konzentration
immer noch genauso hoch wie vor Zugabe der PSK war und das Protein folglich nicht
unspezifisch an den PSK haften blieb. Da gekrimmte, hydrophobe Oberflachen, die etwa
den Dimensionen der Oberflaiche der aus 5 mM DSPG hergestellten SUV entsprachen,
keinen Einfluss auf die Konformation von cwCT(F34W) ausiibten, konnte bestatigt wer-
den, dass die durch DSPG-SUV induzierten Strukturanderungen nicht auf unspezifischen

hydrophoben Grenzflaichenwechselwirkungen beruhten.
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Abb. 3-19. Fern-UV-CD-Spektren zur Untersuchung des Einflusses der Oberflichenbeschaffenheit und
Lipidmembranmorphologie auf die cwCT(F34W) Sekundarstruktur. (A) Spektren von cwCT(F34W) in
wassriger gepufferter Losung, in Gegenwart von Polystyrolkiigelchen (PSK) mit 30 nm Durchmesser sowie
cwCT(F34W)-haltiger Uberstand nach Abzentrifugieren der PSK. (B) Spektren von cwCT(F34W) in wéssriger
gepufferter Losung sowie in Anwesenheit von DSPG- bzw. DSPC-SUV. (C) Spektren von cwCT(F34W) in
Gegenwart von DSPG-SUV unter- und oberhalb der DSPG-Ubergangstemperatur (55 °C). (D) Spektren von
cwCT(F34W) in gepufferter wassriger Losung, in Gegenwart von DSPC-SUV sowie in Gegenwart multila-
mellarer DSPG-Lipidstrukturen.

Da es sich bei der DSPG-SUV-vermittelten Induktion von B-Faltblattstruktur in
cwCT(F34W) um das Resultat spezifischer Interaktionen zu handeln schien, wurde die
Rolle der SUV-Oberflachenladung sowie der Lipidmembranbeschaffenheit untersucht.
Zunachst wurde analysiert, welchen Einfluss die Oberflachenladung der SUV spielte. Zu
diesem Zweck wurden SUV aus 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DSPC) herge-
stellt, welches sich von DSPG nur durch seine Kopfgruppe — Cholat statt Phosphat — un-
terscheidet und somit kein Anion sondern ein Zwitterion darstellt. Verglichen mit den in
Anwesenheit von DSPG-SUV gemessenen cwCT(F34W)-CD-Spektren wies ein in Gegen-
wart von DSPC-SUV aufgenommenes CD-Spektrum nicht das fiir eine B-Faltblattstruktur
typische Minimum bei 218 nm auf und zeigte einen Verlauf, welcher qualitativ dem des

intrinsisch entfalteten cwCT(F34W) in wassriger, gepufferter Losung glich (Abb. 3-19 B).
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Die Anwesenheit der DSPC-SUV hatte keinen Einfluss auf die Sekundarstruktur von
cwCT(F34W) und eine negative Oberflachenladung der SUV schien somit eine wichtige
Rolle bei der Induktion der B-Faltblattkonformation zu spielen.

Wurde die Integritat der DSPG-SUV-Doppelmembran dadurch gestort, dass die SUV lber
die Ubergangstemperatur des Lipids erwdrmt wurden, war ein Einfluss auf die Sekun-
darstruktur von cwCT(F34W) detektierbar. Als die DSPG-SUV-cwCT(F34W)-Emulsion
iber die Ubergangstemperatur des DSPG (55 °C) auf 70 °C erwarmt wurde, entsprach
das cwCT(F34W)-Spektrum qualitativ demjenigen, welches zuvor bei 70°C von
cwCT(F34W) in wassriger, gepufferter Losung aufgenommen wurde (Abb. 3-19 C). Dies
war ein Beleg dafiir, dass die B-Faltblattkonformation des cwCT(F34W), die durch Kon-
takt mit DSPG-SUV bei 20 °C induziert worden war, wieder in eine auch fir |6sliches
cwCT(F34W) in Abwesenheit der SUV bei 70 °C vorherrschende, intrinsisch entfaltete
Konformation tbergegangen war. Ein zusatzliches Indiz dafiir, dass die Induktion von B-
Faltblattstruktur in cwCT(F34W) von der Morphologie der Membranstruktur abhangig zu
sein schien, lieferten Versuche, bei denen cwCT(F34W) mit multilamellaren DSPG-
Strukturen in Kontakt trat. Anders als in Gegenwart der DSPG-SUV war in den
cwCT(F34W)-CD-Spektren kein ausgepragtes Minimum bei ~ 218 nm sichtbar und das
Spektrum glich dem von cwCT(F34W) in gepufferter, wassriger Losung (Abb. 3-19 D).
Somit hatten multilamellare DSPG-Lipidstrukturen im Gegensatz zu den DSPG-SUV mit
ihrer Lipiddoppelmembranstruktur keinen Einfluss auf die Konformation von

cwCT(F34W).

3.7 Partitioning-folding coupling von cwCT(F34W) an Lipidmembrangrenz-

flachen

Die Vermittlung von Proteinfaltung durch Lipidmembranen und damit die Entstehung
von definierten Sekundarstrukturelementen innerhalb von IDPs wird als partitioning-
folding coupling bezeichnet und flihrt bei Membranproteinen zur Bildung von trans-
membranen o—Helixbliindeln bzw. B-Féssern[2°6'207]. Wie die Bezeichnung dieses Vor-
gangs impliziert, kommt es dabei zu einer ,Aufteilung” des IDP zwischen der wadssrigen
Loésung und der komplexen Grenzflache der Lipidmembran mit simultaner Faltung und

Insertion des Proteins. Obwohl thermodynamische Vorhersagen tber PFC aufgrund des
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vielschichtigen Zusammenspiels von Aufteilung, Proteinfaltung, Membraninsertion und,
in vielen Fallen, Oligomerisierung komplex sind™%3], gelang auf Grundlage experimentel-
ler Daten inzwischen die Entwicklung eines Vorhersagealgorithmus. Dieser trifft auf
Grundlage der Sequenz eines Proteins Vorhersagen bezliglich der Neigung zu PFC-
Verhalten und berechnet, ob in dessen Verlauf vorzugsweise a-helikale oder B-
Faltblattstrukturen gebildet werden®7],

Wegen der Ahnlichkeit von PFC und der in Kapitel 3.6 nachgewiesenen Induktion einer
B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W) nach Interaktion mit SUV wurde mit Hilfe des

MPEx—AIgorithmus[lsl]

untersucht, ob es sich dabei um einen mit PFC vergleichbaren
Effekt handelte. Als Kontrollen wurden zudem die Sequenzen von unverandertem cwCT
(ohne Tyrosin-zu-Tryptophan Mutation), eADF4(C16) und Sfl analysiert. MPEx ermittelte
fiir einen 61 Aminosduren umfassenden Bereich von cwCT(F34W) (einschlieBlich des an
Position sechs liegenden Tryptophans) eine Freie Energie von -17,71 kJ/ mol beziglich

der Interaktion (,Aufteilung”) von cwCT(F34W) mit der Grenzflaichenschicht einer

Lipiddoppelmembran (Tab. 3-2).

Tab. 3-2. Zusammenfassung der bioinformatischenAnalysen beziiglich des PFC-Verhaltens von
cwCT(F34W), cwCT, eADF4(C16) und Sfl. MPEx ermittelt Sequenzbereiche in Proteinen, die unter Berick-
sichtigung der Freien Enthalpie des Vorgangs aus einer wassrigen Umgebung in eine Lipidmembrangrenz-
flache eindringen kénnen und trifft Vorhersagen lber die damit verbundenen Sekundarstrukturanderun-
gen. n. b.: von MPEx nicht bestimmbar

Hydropathizitdtsanalyse B--Struktur Analyse
Anzahl Lange AG Anzahl der B- Lange des Punktzahl
Protein vorher- des AS- [ki/mol] Haarnadel- AS- bzgl. der Aus-
gesagter Ab- bereiche Ab- bildung von B-
Berei- schnitts schnitts Faltblattkon-
che formationen
cwCT(F34W) 1 61 -17,71 1 32 3,18
cwCT 1 71 -15,32 1 32 3,18
eADF4(C16) 16 8 -0,63 0 0 n.b.
Sfl 0 0 n. b. 3 191 7,56
12
41
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Innerhalb dieses Bereichs wurde dariiber hinaus eine zusammenhdngende, 32 Amino-
sauren umfassende Sequenz — mit Tryptophan beginnend - identifiziert, die aufgrund der
Aminosdureabfolge theoretisch in der Lage ist, wdhrend des PFC eine -
Haarnadelstruktur einzunehmen (Tab. 3-2).

Flr das nichtmutierte Gegenstiick von cwCT(F34W), cwCT, lag die vorhergesagte Freie
Energie (unter identischen Analyseparametern) bei -15,32 kJ/mol und damit etwas
niedriger als fir cwCT(F34W). Die Punktzahl und damit inhadrente Fahigkeit der Amino-
sauresequenz, eine B-Faltblattstruktur auszubilden, war jedoch identisch. Die hauptver-
antwortlich zeichnende Aminosduresequenz umfasste in diesem Fall 71 Aminosduren
und innerhalb dieser Sequenz wurde wiederum ein 32 Aminosduren umfassender Be-
reich (diesmal direkt mit dem Phenylalanin beginnend) identifiziert, dessen Aminosauren
ebenfalls bevorzugt eine B-Haarnadelkonformation einnehmen (Tab. 3-2).

Die bioinformatische Analyse fir das als Kontrolle verwendete Spinnenseidenprotein
eADF4(C16) fiihrte zur Identifizierung von 16 identischen, je acht Aminosdauren umfas-
senden Sequenzbereichen, deren Hydropathizitat theoretisch fiir Interaktionen des Pro-
teins mit der Grenzflache von Lipidmembranen in Frage kam. Die Lange jedes einzelnen
Bereichs war jedoch deutlich kiirzer, als dies bei cwCT(F34W) oder cwCT der Fall war. Die
errechnete Freie Energie lag mit nur -0,63 kJ/mol um etwa den Faktor 30 unter der fir
cwCT(F34W) ermittelten. Darliber hinaus wurden auch keine Sequenzen erkannt, die im
Hinblick auf PFC ein inhdrentes Potential zur Ausbildung von B-Faltblattstrukturen besit-
zen wiirden (Tab. 3-2). Im zweiten als Kontrolle verwendeten Spinnenseidenprotein Sfl
konnten durch MPEx drei Sequenzbereiche identifiziert werden, die theoretisch in der
Lage waren, B-Faltblattstrukturen auszubilden. Die dafir errechnete Punktzahl war sogar
nahezu doppelt so hoch wie fiir die entsprechenden cwCT(F34W)-Sequenzen. Es konnte
aber kein Sequenzbereich ermittelt werden, dessen Hydropathizitat eine Interaktion von
Sfl mit der Grenzflache von Lipiddoppelmembranen wahrscheinlich macht (Tab. 3-2).
Das Ergebnis der hier durchgefiihrten bioinformatischen Analyse war, dass es sich bei
der DSPG-SUV induzierten Bildung von B-Faltblattstrukturen bei cwCT(F34W) hochst-
wahrscheinlich um einen PFC-dhnlichen Effekt handelte, wahrend dies bei den weiteren
untersuchten Analoga extrakorporaler Strukturproteine (eADF4(C16) und Sfl) nicht der

Fall gewesen zu sein schien (vgl. Kapitel 3.6.2).
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4 Diskussion

4.1 Rekombinante Herstellung der flankierenden Domanen der

M. galloprovincialis preCols

4.1.1 Unterschiede zwischen den zur rekombinanten Herstellung der flank-Proteine

verwendeten cDNA-Sequenzen und bereits bekannten Isoformen

Flr aus der cDNA-Bank (Mfl-1) des Lehrstuhls Biomaterialien von Dr. Michael Suhre und
Adrian Golser isolierte M. galloprovincialis preCol-Sequenzen wurde bereits gezeigt[lzs],
dass diese bezogen auf bereits veroffentlichte Sequenzen[wg] Isoformen der entspre-
chenden Proteine codieren.

Sequenzuntersuchungen der zur Verfligung gestellten preCol-Klone, die im Rahmen die-
ser Arbeit zur Erzeugung der fiir die rekombinante Produktion von M. galloprovincialis
flank-Proteinen bendétigten Vektorkonstrukte benutzt wurden, zeigten hinsichtlich der
flankierenden Regionen sowohl fiir den verwendeten preCol-D als auch den verwende-
ten preCol-NG Klon weitere Sequenzunterschiede im Vergleich zu den am Lehrstuhl Bi-

(1251 Die Aminosauresequenz der carboxyter-

omaterialien schon bekannten Isoformen
minal flankierenden Region des preCol-D glich zu 97,2 % und die der aminoterminal
flankierenden Region des preCol-NG zu 98,2 % den entsprechenden, bereits aus der
Mfl-1 bekannten Sequenzen. Die Unterschiede bestanden im Fall von preCol-D aus einer
GGA- anstelle einer GAG-Insertion!*?”! (Abb. 3-1), was dazu fuhrt, dass sich in der seiden-
dhnlichen flankierenden Region anstelle eines (AG),-Konsensusmotivs ein ebenfalls fir
diesen Sequenzbereich charakteristisches und ebenfalls haufig auftretendes AGG-
Konsensusmotiv wiederfindet (Tab. 1—1)[31'57]. Die im Fall der aminoterminal flankieren-
den Region des preCol-NG anstelle der bereits bekannten GGGL-Insertion*! vorliegen-
de GLGG-Insertion (Abb. 3-1) fiihrt lediglich zu einer Veranderung der Zahl an Glycinen

innerhalb eines fiir diese Domane charakteristischen (XG,,),-Konsensusmotivs (Tab. 1-1

& Abb. 1—5)[31’58]. Somit besaBen auch die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
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Isoformen der flankierenden Regionen von preCol-D und preCol-NG den fir sie jeweils

typischen seiden- bzw. pflanzenzellwandahnlichen Charakter.

4.1.2 Rekombinante Herstellung von flank-Proteinen in E. coli

Als Wirtsorganismus flr die rekombinante Herstellung der M. galloprovincialis flank-
Proteine wurde E. coli verwendet. Der Vorteil der Verwendung von E. coli-Zellen liegt
darin, dass deren genetischer Hintergrund bereits umfassend erforscht ist2082%9 yng
dass diese in standardmaRig eingerichteten molekularbiologischen Laboratorien ohne
grofleren Aufwand gehandhabt werden kénnen?%2 pie Verfligbarkeit eines breiten
Spektrums genetischer und molekularbiologischer Methoden zur Manipulierung von
E. coli?****2 ermoglicht das schnelle und effiziente Einbringen transgener Sequenzen,

(21021] gon zeitlichen Aufwand

was in Kombination mit den geringen Generationszeiten
far das Auffinden geeigneter Bedingungen, die zur rekombinanten Herstellung der Ziel-
proteine bendtigt werden, verkiirzt. So kénnen innerhalb eines kiirzeren Zeitraums (ver-
glichen mit anderen eukaryotischen Expressionssystemen) eine Vielzahl rekombinanter
Proteine (bzw. Varianten eines Proteins) hergestellt, analysiert und untereinander ver-
glichen werden.

Die rekombinante Produktion von Proteinen eukaryotischen Ursprungs in E. coli ist je-
doch nicht immer unproblematisch, da den Bakterien eukaryotische Chaperone, Syste-
me zur posttranslationalen Modifikation von Proteinen und eine Zellkompartimentie-
rung fehlen, was zu Fehlfaltungen und zur Aggregation des heterologen Proteins
wahrend dessen Biosynthese fiihren kann!?**1 Da es sich bei den rekombinant herzu-
stellenden flank-Proteinen jedoch um niedermolekulare Proteine handelt, deren korres-
pondierende Aminosadurebereiche innerhalb der preCols keine posttranslationalen Mo-
difikationen aufweisen, und auch schon zahlreiche andere eukaryotische Proteine[m'ml,
darunter zahlreiche Spinnen- und Insektenseidenproteine (die wie die preCols ebenfalls
Bestandteil schwer |6slicher, extrakorporaler Proteinstrukturen sind) sowie davon abge-

leitete artifizielle Proteine!!#&214-21°]

, erfolgreich in E. coli hergestellt werden konnten,
wurde dieser Wirtsorganismus zur Herstellung der flank-Proteine verwendet.
Bei den unverdnderten flank-Proteinen mit aminoterminalem (His)s-tag (vgl. Abb. 3-4 &

3.2.1) konnte nur fir (His)e-sCT, -eCT und -cwCT eine rekombinante Produktion in E. coli
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nachgewiesen werden, jedoch war auch dieses Resultat nicht verlasslich reproduzierbar
(vgl. Kapitel 3.2.1). Die synthetisierten Proteine befanden sich nach der Zelllyse fast aus-
schlieRlich in der unloslichen Fraktion. Auf Grund der Tatsache, dass in silico-
Sekundarstrukturvorhersagen fiir o. g. flank-Proteine (Abb. 3-2) auf eine zumindest par-
tielle Faltung hinwiesen, war das Ziel jedoch, rekombinant produzierte flank-Proteine
aus der l6slichen Zellfraktion zu reinigen. Auf diese Weise kdnnen spater notig werdende
Um- bzw. Rickfaltungsprozesse, die mit der Gefahr von Fehlfaltungen verbunden sein
konnten, vermieden und durch die Charakterisierung der flank-Proteine ein moglichst
exaktes Bild tGber die native Konformation sowie Funktion/Rolle der flankierenden Do-
manen der preCols erhalten werden.

Der zur Verbesserung der Loslichkeitseigenschaften verwendete aminoterminale SUMO-

[169,196,157] zeigte den gewilinschten Einfluss, auch wenn sich im Fall der SUMO-flank-

tag
Fusionsproteine weiterhin ein kleinerer Teil der Fusionsproteine in der unldslichen Frak-
tion befand (Abb. 3-6). Neben den jeweiligen Volllangenproteinen waren sowohl in wah-
rend als auch in nach der Expression genommenen Proben verkiirzte Proteinfragmente
derselben nachweisbar (Abb. 3-6). Als mogliche Griinde kommen eine schlechte Transla-
tionseffizienz der hierfiir verwendeten eukaryotischen M. galloprovincialis Nukleotidse-
qguenzen und daraus resultierende vorzeitige Translationsabbriiche sowie in vivo auftre-
tende proteolytische Abbauprozesse in Frage. Speziesbedingte Unterschiede in der
Codonverwendung (d. h. die Haufigkeit mit der synonyme DNA-Codons zur Codierung
einer Aminosaure verwendet werden) nehmen Einfluss auf Genauigkeit und Effizienz der
Translation und beeinflussen die heterologe Herstellung rekombinanter Proteine
dadurch entscheidend®*”??*??% pDa im Rahmen dieser Arbeit zur Herstellung von flank-
Proteinen jedoch auch an die E. coli Codonverwendung angepasste Nukleotidsequenzen
verwendet wurden, nach deren Expression und Translation ebenfalls verkiirzte Fragmen-
te der entsprechenden rekombinanten flank-Fusionsproteine nachweisbar waren
(Abb. 3-7), schienen Unterschiede in der Codonverwendung in diesem Fall eine unterge-
ordnete Rolle zu spielen. Somit schien es weitaus wahrscheinlicher, dass die Entstehung
der Fragmente das Ergebnis eines verstarkten und bereits wahrend der rekombinanten
Produktion der flank-Fusionsproteine auftretenden proteolytischen Abbauprozesses
war, der mit der Primarstruktur der flank-Proteine in Zusammenhang stand. Deren

Primarstruktur erfiillt wegen ihres hochrepetitiven und auf wenige verwendete
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Aminosaduren beschrankten Aufbaus Kriterien von sog. ,Regionen niedriger Komplexi-

“225] 'Dabei handelt es sich um Sequenzabschnitte innerhalb von Proteinen, die reich

tat
an bestimmten Aminosduren sind (relevant fur die flank-Sequenzen sind v.a. A, G, S, L
und F, Abb. 3-3), welche sowohl unregelmafig wie auch regelmaRig als kurze Wiederho-
lungseinheiten angeordnet sein kénnen®!. Fir rekombinant in E. coli produzierte Pro-
teine, die solche Regionen niedriger Komplexitdat umfassen, konnte bereits eine schlech-
tere Loslichkeit nachgewiesen werden. Zudem werden Regionen niedriger Komplexitat
auch fur verstarkt auftretende in vivo Degradation verantwortlich gemacht[m].

Expressionstests eines preCol-NG flank-Konstrukts, welches neben dem aminotermina-
len SUMO-tag zusatzlich fir eine carboxyterminale Chitin-Bindedomane (CBD-tag) co-
dierte (SUMO-cwCT(F34W)-CBD), zeigten, dass die bei den SUMO-flank-
Fusionsproteinen beobachtbaren proteolytischen Abbauprozesse bei einer Abschirmung
der eigentlichen flank-Aminosduresequenz mittels eines zweiten, globuldren tags nicht
mehr nachweisbar waren und eine in vivo Degradation durch die Abschirmung unter-
bunden wurde. Wahrend der chromatographischen Reinigung von cwCT(F34W) konnte
neben SUMO-cwCT(F34W)-CBD zwar auch noch SUMO-cwCT(F34W) nachgewiesen wer-
den (Abb. 3-10 C & D), jedoch wurde dieses nicht infolge enzymatische Abbauprozesse
gebildet, sondern entstand einerseits durch die Abspaltung des CBD-tags wahrend der
SDS-PAGE Analyse der Proben, die vom im SDS-Auftragspuffer enthaltenen
2-Mercaptoethanol induziert wurde, sowie andererseits auch durch schon in vivo indu-

(2262281 Fine weitere Verbesserung der Loslichkeitseigen-

zierte Abspaltung des CBD-tags
schaften durch die Verwendung des CBD-tags konnte — bezogen auf die SUMO-flank-

Fusionsproteine — nicht beobachtet werden.

4.1.3 Reinigung rekombinant hergestellter flank-Proteine

Unter den Bedingungen, bei welchen wahrend der rekombinanten Produktion von flank-
Proteinen neben dem Volllangenprotein auch verkiirzte Fragmente gebildet wurden (vgl.
Kapitel 3.2.2), war eine zufriedenstellende Reinigung des jeweiligen Volllangenproteins
nicht moglich. Die verschiedenen flank-Proteine konnten Uber den (His)es-tag zwar per
IMAC von den E. coli-eigenen Proteinen, aber nicht von den verkirzten Fragmenten,

abgetrennt werden, da diese ebenfalls einen (His)e-tag trugen. Da die Fragmente
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darliber hinaus sehr dhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie das Volllangen-
protein besitzen und die Molekulargewichtsunterschiede zum Volllangenprotein oft nur
gering ausfielen, gelang eine Optimierung der Reinheit des Volllangenproteins auch
durch Gelpermeationschromatographie nicht.

Erst die Herstellung der flank-Proteine in Form von Fusionsproteinen mit zwei struktu-
rierten, terminalen tags, bei denen in vivo keine Degradation zu beobachten war
(Abb. 3-7 & Kapitel 3.2.2), ermdoglichte, wie am Beispiel von SUMO-cwCT(F34W)-CBD
gezeigt, die Entwicklung einer Methode zur Reinigung des rekombinant erzeugten
M. galloprovincialis flank-Proteins (vgl. Kapitel 3.4). Durch die am aminoterminalen
SUMO-tag vorhandene (His)s-Sequenz konnte SUMO-cwCT(F34W)-CBD per IMAC von
den E. coli-Proteinen abgetrennt werden. Wahrend die Ulpl-vermittelte Abspaltung des
SUMO-tags quantitativ moglich war, war eine quantitative Abspaltung des CBD-tags
durch DTT-induziertes SpleiRen nicht moglich. In vitro wird die Effizienz des autokatalyti-
schen SpleiBvorgangs neben der Temperatur und der Inkubationsdauer entscheidend
auch durch die Aminosaure, welche sich direkt upstream der Inteinsequenz befindet,
beeinflusst. Flr das in der cwCT(F34W)-Sequenz an dieser Position auftretende Ala be-
tragt die SpleiReffizienz bei 4 °C und 40 h Inkubationsdauer, was den im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Bedingungen von 6 °C und 48 h recht nahe kommt, 75-90 95 (226,228]
Dieser Wert stellt gleichzeitig das Optimum der SpleiBeffizienz des verwendeten
IMPACT™-Systems bei 6 °C dar®®. Eine leichte Verbesserung kann noch tiber Erh6hung

(2281 ' 3uch wenn eine vollstandig quantitative Abspal-

der Temperatur erreicht werden
tung des CBD-tags nicht moglich scheint. Das durch unvollstandiges Spleifden noch ver-
bliebene cwCT(F34W)-CBD konnte wahrend der abschlieRenden GPC vollstdandig von
cwCT(F34W) abgetrennt werden (Abb. 3-11), die nicht quantitative Spaltung fiihrte je-
doch insgesamt zu einer Verminderung der cwCT(F34W)-Ausbeute wahrend der Reini-
gung.

Die exemplarisch an SUMO-cwCT(F34W)-CBD erarbeitete Strategie zur rekombinanten
Produktion und Reinigung eines M. galloprovincialis flank-Proteins in E. coli sollte auch
die Herstellung und Reinigung der anderen preCol-flanks Uber die entsprechenden
SUMO-CBD-Fusionsproteine ermoglichen. Da die Effizienz des zur CBD-tag Abspaltung

induzierten SpleiRvorgangs, die einen signifikanten Einfluss auf die Ausbeute wahrend

der Reinigung besitzt, jedoch stark von der carboxyterminalen Aminosdaure des
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flank-Proteins beeinflusst wird, ware im Fall der aminoterminal flankierenden Regionen
aller drei preCols (eNT, sNT und cwNT, Abb. 3-4 & Kapitel 11.1.1) eine Erweiterung der
auf Basis von Lucas et al. fur diese Arbeit festgelegten Domanengrenzen nétig, um fir
die CBD-tag Abspaltung glinstige Aminosauren an dieser Position zu erhalten. Im Fall
von cwNT genulgt die Erweiterung der Sequenz um eine Aminosadure, wahrend die Se-
qguenzen von eNT und sNT um ein GPG bzw. GGP-Motiv erweitert und die carboxytermi-
nale Aminosaure zusatzlich zu Alanin mutiert werden mdusste. In beiden Fallen wiirde
das carboxyterminale Alanin fir die bestmdgliche Spleieffizienz sorgen, ohne jedoch
den fir die jeweilige flankierende Region typische Motivcharakter zu verdandern, da es
sich ausschlieBlich um die Vervollstindigung eines elastindhnlichen X*X2X*PX* (eNT) bzw.

seidendhnlichen XGG-Motivs (sNT) handeln wiirde (vgl. Kapitel 1.3.2.2).

4.2 Struktur und Stabilitat des preCol-NG flank-Proteins cwCT(F34W) in L6-

sung

Gereinigtes, lyophilisiertes cwCT(F34W) konnte in verschiedenen Losungsmitteln kom-
plett geldst und so seine Struktur wie auch Stabilitat in Losung mittels spektroskopischer
Methoden charakterisiert werden.

UV-Spektren von in MQ, AMW sowie gepufferter wassriger Losung geldstem
cwCT(F34W) wiesen eine stabile Nulllinie oberhalb einer Wellenlange von 320 nm auf
(Abb. 3-13 A), was bedeutete, dass keine durch eventuell in der Lésung befindlichen Ag-
gregate verursachte Streuung auftrat und sich das Protein komplett gelost hatte. Nach
einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieRender Ultrazentrifugation
glichen zudem sowohl die UV-Spektren wie auch die Absorptionswerte bei 280 nm de-
nen von frisch geléstem cwCT(F34W) (Abb. 3-13 A), was zeigte, dass das Protein unter
den genannten Bedingungen innerhalb dieses Zeitraums komplett in Losung blieb.
Qualitative Aussagen Uber die Sekundarstruktur des gelosten cwCT(F34W) konnten an-
hand von Fern-UV CD-Spektren (< 250 nm) gemacht werden, da die in diesem Spektral-
bereich absorbierenden Peptidbindungen abhangig von der Konformation des Protein-
rickgrats die durch den chiralen Charakter der L-Aminosduren hervorgerufenen CD-
Absorptionsbanden zusatzlich beeinflussen™>?%°!. Fern-Uv CD-Spektren von in MQ als

auch von in ASW gel6stem cwCT(F34W) (Abb. 3-13 C) zeigten, dass das Protein eine
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intrinsisch entfaltete Konformation besaR™**®!. Dieses Ergebnis wurde auch von den
Strukturuntersuchungen zum thermischen Verhalten von cwCT(F34W) gestiitzt, da Pro-
teine mit hohem Sekundarstrukturanteil haufig thermisch entfalten, was oft auch mit
einer Verstarkung intermolekularer hydrophober Interaktionen und der Aggregation der
Proteine einhergeht. Solch ein Verhalten war fiir cwCT(F34W) wahrend des Aufheizens
jedoch nicht nachweisbar und die detektierten CD-Spektren lieBen weder auf strukturel-
le Anderungen noch Proteinaggregation schlieRen (Abb. 3-14).

Ein schwach ausgepragtes, breites CD-Maximum bei ~ 215 nm deutete zudem darauf
hin, dass neben der hauptsachlich intrinsisch entfalteten Konformation in untergeordne-
tem MaBe auch 3;-helikale Strukturanteile vorhanden waren. Diese treten haufig in gly-
cinreichen Proteinen auf und konnten auch schon in verschiedenen anderen Proteinen
mit ahnlich glycinreicher Aminosaurezusammensetzung nachgewiesen werden!%8230,
Solch eine im Fall glycinreicher Proteine auch als Polyglycin-Il (PGIl-) Konformation be-
zeichnete Struktur ist durch linksgangige Helices charakterisiert, die den gestreckten und
ebenfalls linksgangigen 3i-Helices der Polyprolin-Il (PPII-) Konformation ihneln!?30231,
Die gleichen sterischen Griinde wie bei letzterer fihren auch im Fall von PGlI-Helices
dazu, dass sowohl die Carbonylgruppen des Proteinriickgrats als auch die Aminosaure-
seitenketten nach auBen zeigen und deshalb gut mit Losungsmittel- sowie anderen Mo-

2311 Die vorteilhafte

lekilen Uber Wasserstoffbriickenbindungen interagieren kdnnen
Interaktion mit Lésungsmittelmolekilen ist auch der Hauptgrund, warum es gerade in
IDP haufig zur Ausbildung dieser 3;-helikalen Strukturanteile kommt!23%,

Die durch Fern-UV CD-Spektroskopie nachgewiesene Sekundarstruktur von cwCT(F34W)
spiegelte sich auch im Fluoreszenzemissionsspektrum des an Position 34 befindlichen
Tryptophans wieder (Abb. 3-13 B), da die Breite des Emissionspeaks in Kombination mit
dem Maximum bei ~ 354 nm typisch fiir ein Tryptophanemissionsspektrum der Spektral-
form lll, welches im Allgemeinen durch sich an der Proteinoberflache in Kontakt mit

[189], ist. Die flr

freien Wassermolekilen befindliche Tryptophanreste hervorgerufen wird
rekombinantes cwCT(F34W) qualitativ ermittelte Sekundarstruktur deckt sich, auch
wenn die anderen preCol-Domdnen fehlen, mit der in der Literatur beschriebenen
amorphen und weitgehend unstrukturierten Morphologie der flankierenden Regionen
von M. californianus preCoI—NG[94]. Da in Losung befindliches cwCT(F34W) auch ohne die

His/DOPA-Termini und die zentrale Kollagendomane des preCol-NG eine den natdrlich
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vorkommenden flankierenden Regionen vergleichbare Struktur einnimmt, kann davon
ausgegangen werden, dass letztere auch in vivo (zumindest solange preCol-NG in gel6s-
tem Zustand vorliegt) ihre Konformation relativ unabhdngig von den anderen Doméanen
einnehmen.

Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass das intrinsisch entfaltete cwCT(F34W) aufgrund
seiner Aminosduresequenz, die durch die Abwesenheit stark hydrophober sowie einer
grofBeren Anzahl geladener Aminosauren gekennzeichnet ist, zu einer durch das Protein-
rickgrat vermittelten Kompaktierung neigt[232'233]. Solch eine Kompaktierung einer
intrinsisch entfalteten Struktur wurde bereits fir das kleinere der beiden Anti-Frost-

Proteine des Schneeflohs Hypogastrura harveyi Folsom®** welches eine dem

2351 ynd kénnte ein Grund

cwWCT(F34W) dhnliche Primérstruktur besitzt, nachgewiesen
dafir sein, weshalb die terminalen Regionen des M. galloprovincialis preCol-NG in ras-
terkraftmikroskopischen Aufnahmen nativer Byssusfaden eine kompakte, globulare

Morphologie aufweisen®.

1 . .
BL38] ynd teilweise

Das fir die flankierenden Regionen von preCol-NG angenommene
experimentell nachgewieseneml Auftreten von B-Faltblattstrukturen konnte im Fall von
cwCT(F34W) nicht bestitigt werden, obwohl dies wegen der Ahnlichkeit seiner
(XGm)n-Konsensusmotive zu den (XG),-Motiven der Arthropodenseidenproteine sowie
v. a. zu den XG,-Motiven der in pflanzlichen Zellwanden vorkommenden glycinreichen
Proteine, welche beide B-Faltblattstrukturen ausbilden kénnen!®207072.7475,130,131] (Tab.
1-1), naheliegend ware. Die Erklarung fiir diese scheinbar unterschiedlichen Ergebnisse
findet sich jedoch in der experimentellen Auslegung, mithilfe derer die o.g.
B-Faltblattkonformation der flankierenden Regionen von preCol-NG ermittelt wurde!”,
Da diese weder an isolierten preCol-NG Molekilen, geschweige denn an isolierten flan-
kierenden Regionen, sondern an nativen Byssusfaden nachgewiesen wurde, macht es
der Umstand, dass Byssusfaden aus mehreren verschiedenen Proteinen aufgebaut
sind[41'43], nahezu unmoglich, bestimmte Sekundarstrukturelemente mit absoluter Si-
cherheit einem der beteiligten Proteine oder gar einer spezifischen Domane innerhalb

dieser Proteine zuzuweisen.
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4.3 Interaktion von cwCT(F34W) mit Mizellen und kleinen unilamellaren Vesi-

keln (SUVs)

Intrinsisch entfaltete Proteine (IDPs), zu denen auch die I6sliche Form des flank-Proteins
cwCT(F34W) gezahlt werden kann, konnen wegen ihrer konformationellen Flexibilitat oft
mehrere Funktionen erfiillen, indem abhangig vom Interaktionspartner (i. d. R. andere
Molekiile oder makromolekulare Strukturen) unterschiedliche Strukturen eingenommen
werden kdnnen, wobei das IDP erst dann seine fiir die jeweilige Funktion nétige aktive
Konformation einnimmt™**>2°Y. Ein Typ makromolekularer Strukturen, die als Interakti-
onspartner von IDPs fungieren kénnen, sind Lipidvesikel bzw. -membranen. IDPs, die mit
Lipidstrukturen interagieren, kénnen dabei abhdngig von ihren intrinsischen Eigenschaf-
ten sowohl in helikale wie auch B-Faltblattkonformationen falten!236249],

Die strukturellen Untersuchungen an l6slichem cwCT(F34W), welches der carboxytermi-
nal flankierenden Domane des M. galloprovincialis preCol-NG entspricht[31’58'241], liefer-
ten Hinweise darauf, dass letztere — zumindest in der praassemblierten Form des
preCol-Molekils — eine intrinsisch entfaltete Region (IDR, von engl. instrinsically disor-
dered region) innerhalb desselben darstellt. Da diese IDR sowohl wahrend der Sekretion
der preCols in membranumschlossenen sekretorischen Granulae als auch spater im as-
semblierten Byssusfaden mit Lipiden und auch Wachsen in Kontakt kommen

7,43,123,204,2 : .. .
[37,43,123,204,205] " \yyrde analysiert, ob Lipidstrukturen als Interaktionspartner von

kann
cwWCT(F34W) fungieren kénnen und wie sich das flank-Protein nach Kontakt mit diesen

verhalt.

4.3.1 Interaktion von cwCT(F34W) mit SDS-Mizellen

Neben seiner klassischen Rolle als Proteindenaturierungsmittel kommt SDS in Mizellen-
form auch als stark vereinfachtes Modellsystem bei der Nachahmung von Lipidmizellen
zum Einsatz!*®Y, Deshalb wurden SDS-Mizellen in einem ersten Ansatz dazu verwendet,
mogliche Interaktionen des intrinsisch entfalteten cwCT(F34W) mit lipidahnlichen Struk-
turen sowie daraus resultierende Strukturanderungen des flank-Proteins CD-

spektroskopisch zu untersuchen. Im untersuchten SDS-Konzentrationsbereich von 1 mM
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bis 50 MM (Monomerkonzentration) konnte jedoch kein strukturinduzierender Effekt
des SDS auf cwCT(F34W) nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.6.1). Die als Kontrollprote-
ine verwendeten Spinnenseidenproteinanaloga eADF4(C16) und Sfl, die wie cwCT(F34W)

in Losung ebenfalls intrinsisch entfaltet sind (14814l

, zeigen in Gegenwart von SDS-
Mizellen hingegen einen sehr schnellen Sekundarstrukturiibergang (vgl. Kapitel 3.6.1).
Die durch zwei Minima bei 208 nm sowie 222 nm gepragten CD-Spektren belegten, dass
bei beiden Spinnenseidenproteinanaloga ein Strukturiibergang zu einer a-helikal geprag-
ten Konformation stattfand, denn das Vorhandensein eines CD-Minimums bei 222 nm ist
selbst dann ein qualitativ zuverldssiger Indikator fiir die Anwesenheit von a-helikaler
Sekundarstruktur, wenn es durch partikelbedingte Lichtstreuung (wie in Gegenwart der
SDS-Mizellen) zu einer Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhaltnisses kommt2*2,
Eine wie im Fall der Spinnenseidenproteinanaloga durch SDS-Mizellen vermittelte Induk-
tion a-helikaler Konformationsanteile konnte auch schon bei anderen natiirlicherweise
als IDP vorkommenden Proteinen wie a-Synuclein, B-Synuclein oder dem Hefe-

Hitzeschockprotein Hspl2 beobachtet werden™"?%®),

Interessanterweise zeigte
cwCT(F34W) also im Gegensatz zu anderen IDP und vor allem auch im Gegensatz zu den
ebenfalls aus extrakorporalen Strukturproteinen abgeleiteten sowie durch ihre hochre-
petitiven, glycinreichen Aminosduresequenzen dem cwCT(F34W) sehr dhnlichen Spin-
nenseidenproteinen eADF4(C16) und Sfl keine Sekundarstrukturdanderungen nach Kon-
takt mit SDS-Mizellen.

Trotz dieser Unterschiede lasst sich eine prinzipielle Interaktion von cwCT(F34W) mit
Lipidstrukturen aber nicht ausschlielRen, da die verwendeten SDS-Mizellen ein stark ver-

einfachtes Lipidmodellsystem darstellen, das die biochemische Natur von Lipiddoppel-

membranen nur schlecht wiederspiegeln kann.

4.3.2 Interaktion von cwCT(F34W) mit kleinen unilamellaren Lipidvesikeln (SUV)

4.3.2.1 Induktion von Sekundéarstruktur in cwCT(F34W)

In der Natur vorkommende Lipidmembranen besitzen deutlich komplexere physikalisch-
chemische Eigenschaften als die fir die initialen Untersuchungen verwendeten SDS-

Mizellen. Die zugrunde liegenden Phospholipidmolekiile besitzen komplexere polare

136



4 Diskussion

Kopfgruppen sowie unterschiedliche aliphatische Seitenketten, was in wassriger Umge-
bung zur Bildung einer Doppelmembran bestehend aus einem ~ 3 nm dicken hydropho-
ben Kohlenwasserstoffkern und zweier, diesen zur wassrigen Umgebung abgrenzenden,
~ 1,5 nm dicken Grenzflachenschichten fiihrt. Innerhalb der beiden Grenzflachenschich-
ten existiert ein steiler Gradient der Umgebungspolaritat von den polaren Kopfgruppen

1932831 pa diese Bedingungen durch

hin zum véllig unpolaren Kohlenwasserstoffkern!
SUV exakter nachgeahmt werden kénnen als durch SDS-Mizellen, eignen sich erstere
besser zur Aufklarung der Frage, ob und wie cwCT(F34W) und damit auch die carboxy-
terminal flankierende Region des preCol-NGs mit Lipidstrukturen, wie sie in vivo sowohl
wahrend der Sekretion der preCols als auch im assemblierten Byssusfaden

vorkommen!37:43:123,204,205]

, interagiert.

Die in Losung intrinsisch entfaltet vorliegenden Proteine cwCT(F34W) sowie eADF4(C16)
zeigten im Gegensatz zum ebenfalls intrinsisch entfalteten Spinnenseidenproteinanalo-
gon Sfl sowie dem nativ gefalteten BSA in Gegenwart bestimmter SUV Anderungen ihrer
Sekundarstruktur hin zu einer B-Faltblattkonformation (Abb. 3-16). Diese Sekundarstruk-
turanderungen waren das Ergebnis spezifischer Interaktionen, die sowohl von den
intrinsischen Eigenschaften des Proteins als auch der SUV abhingen. Dies duerte sich
v.a. darin, dass die Induktion einer B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W) und
eADF4(C16) (1) die Gegenwart von SUV voraussetzte aber nicht durch gekriimmte hydro-
phobe Oberflaichen oder multilamellare Lipidstrukturen hervorgerufen wurde
(Abb. 3-19 A & D), (ll) von der Lipidzusammensetzung der SUV und somit sowohl vom
physikalisch-chemischen Umfeld der Grenzflachenschichten wie auch des Kohlenwasser-
stoffkerns abhing (Abb. 3-16 & Abb. 3-19 B) und (Ill) SUV des gleichen Phospholipids
nicht in allen verwendeten Proteinen Sekundarstrukturanderungen induzieren konnten
(vgl. Abb. 3-16 C & D).

Der Anteil an B-Faltblattkonformation, der durch DSPG-SUV in cwCT(F34W) induziert
wurde, schien mit der zur Herstellung der SUV verwendeten DSPG-
Monomerkonzentration sowie mit der lonenstarke in direktem Zusammenhang zu ste-
hen (Abb. 3-18). Berlcksichtigt man, dass cwCT(F34W) mit einer Konzentration von
15 uM in allen verwendeten Versuchsansitzen in einem ~ 100-fach molaren Uberschuss
(bezogen auf die SUV, vgl. Kapitel 2.10 ) vorhanden war, ist davon auszugehen, dass die

CD-spektroskopisch detektierbare Erhéhung des B-Faltblattanteils dadurch zustande
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kommt, dass hohere DSPG-Monomer Konzentrationen bzw. die Erhohung der lonenstar-
ke dazu fihren, dass eine groRere Zahl von cwCT(F34W)-Molekilen eine pB-
Faltblattkonformation einnehmen kann, sich der B-Faltblattanteil pro cwCT(F34W)-

Molekiil jedoch nicht vergrofert.

Abb. 4-1: Einfluss von DSPG-Monomer- und NaCl-Konzentration auf die SUV-Morphologie und die In-
duktion von B-Faltblattstrukturen in cwCT(F34W). In Bereichen oberhalb der CMC fiihrt eine Erhéhung
der DSPG-Monomerkonzentration auch zu einer Erhéhung der Anzahl der SUV (linker Pfeil). Eine Erhéhung
der lonenstéarke (rechter Pfeil), z. B. durch Zugabe von NaCl, bedingt bei doppelkettigen Lipiden eine Ab-
senkung der CMC sowie eine Erhéhung der Aggregationszahl. Bei gleichbleibender DSPG-
Monomerkonzentration hat dies mehr und auch gréRBere SUV zur Folge. Des Weiteren fuhrt die Anwesen-
heit der Na'-Kationen zu einer Abschirmung der negativen Kopfgruppenladungen der DSPG-SUV, was eine
Fusion der SUV beglinstigt und so ebenfalls zur Entstehung groRerer SUV beitragt. Gemeinsam ist beiden
Fallen, dass den cwCT(F34W)-Molekilen so eine vergréRerte Interaktionsflache zur Verfligung steht.

Sowohl die Erhéhung der DSPG-Monomerkonzentration als auch eine Erhéhung der lo-
nenstarke besitzen einen direkten Einfluss auf die SUV-Morphologie und dadurch auf die
fir die cwCT(F34W)-Molekiile im ersten Schritt zugangliche Oberflache der dulReren
Grenzflachenschicht. Da sich unter gleichbleibenden Matrix- und Umgebungsbedingun-
gen die CMC eines Amphiphils nicht andert, fihrt die Erhéhung der Konzentration des
Monomers in erster Linie zur Bildung einer groBeren Anzahl von Vesikeln (vgl. Abb. 4-1,
linke Seite). Dariliber hinaus ist bekannt, dass eine Erhéhung der lonenstarke bei Lipiden
mit zwei aliphatischen Seitenketten zu einer Verringerung der CMC sowie zu einer Erho-
hung der Aggregationsnummer beitrégt[244‘246], so dass auch im Fall der DSPG-SUV die
Zugabe von NaCl die Bildung einer grofReren Zahl sowie insgesamt groBere Vesikel zur
Folge hatte (Abb. 4-1, rechte Seite). Sowohl mehr als auch groRere SUV bedingen eine

VergroRerung der zuganglichen Oberflaiche, was mehr cwCT(F34W)-Molekiilen eine
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Interaktion mit der komplexen SUV-Grenzflachenregion erlaubte und sich durch schein-
bar héhere B-Faltblattanteile in den Gber die Gesamtheit der Proteinmolekiile gemittel-
ten CD-Spektren duBerte. Die Tatsache, dass in KMW und damit auch in Gegenwart von
450 mM NaCl befindliches cwCT(F34W) in Abwesenheit von SUV keine B-
Faltblattstruktur zeigte (Abb. 3-13 C), verdeutlicht, dass die in Gegenwart von NaCl und
DSPG-SUV beobachtete scheinbare Verstarkung der B-faltblattstrukturinduzierenden
Wirkung mit einem Einfluss des NaCl auf die SUV, und nicht mit einem Einfluss auf
cWCT(F34W) selbst, in Zusammenhang gestanden haben musste.

Dass die Ausbildung einer B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W) zudem vom unmittel-
baren Kontakt des Proteins mit der SUV-Grenzflaichenschicht abhdngig war, wurde
dadurch untermauert, dass sich der Anteil an B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W)
scheinbar proportional zur zuganglichen Oberflache der SUV verhielt. Dies spiegelte sich
auch indirekt darin wieder, dass cwCT(F34W) oberhalb der Schmelztemperatur des
DSPG wieder hauptsachlich in einer intrinsisch entfalteten Konformation vorlag
(Abb. 3-19 C). Dass der temperaturbedingte Ubergang der SUV-Lipidmembran von einer
geordnet gelartigen zu einer ungeordnet flussigkristallinen Phase, der mit einer Ande-
rung der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Lipidmembran einhergeht[247’248],
dazu fiihrte, dass keine B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W) mehr nachweisbar war,
zeigte deutlich, dass eine Stabilisierung der induzierten B-Faltblattkonformation durch
permanente Interaktion des Proteins mit der SUV-Lipidmembran stattgefunden hatte

und keine von den SUV unabhangige, dauerhafte Konformationsanderung vorlag.

4.3.2.2 Parallelen der SUV-vermittelten Sekundéarstrukturinduktion zum partition-

ing-folding coupling von Membranproteinen

Die durch Interaktion mit der Grenzflachenregion von Lipidvesikeln induzierte Ausbil-
dung von B-Faltblattstruktur im zuvor intrinsisch entfalteten cwCT(F34W) gleicht den
beiden simultan stattfindenden Prozessen, die auch integrale Membranproteine vor
einer etwaigen Multimerisierung und Integration in biologische Membranen durchlau-
fen™¥32%] Das intrinsisch entfaltete Membranprotein (bzw. intrinsisch entfaltete Regio-

nen innerhalb desselben) dringt dabei in die Grenzflachenschicht der Lipiddoppelmemb-

ran ein und faltet gleichzeitig in seine transmembrane Konformation. Aufgrund dieser
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Gleichzeitigkeit werden beide Prozesse allgemein unter dem Begriff partitioning-folding

1193243 ger indirekt noch impliziert, dass der Vorgang

coupling (PFC) zusammengefass
thermodynamisch nur moglich ist, wenn der Teil des Proteinriickgrats, welcher in die
Grenzflache eindringt, auch simultan in wasserstoffverbriickte Sekundarstrukturelemen-
te faltet'?””?*3 Nur dadurch kann die das Eindringen in die Grenzflachenschicht domi-
nierende, aber hinsichtlich der Freien Enthalpie des Vorgangs ungiinstige, Dehydratation
der polaren Peptidbindung durch die mit der Sekundarstrukturausbildung einhergehen-
de Entstehung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Peptidbindungsatomen aus-
reichend kompensiert werden2%62%3],

Dafiir, dass es sich bei dem in cwCT(F34W) durch DSPG-SUV induzierten Sekundarstruk-
turlibergang um PFC handelte, sprechen sowohl die experimentell nachgewiesene Not-
wendigkeit einer direkten Interaktionsmoglichkeit wvon Protein und SUV-
Grenzflachenschicht (vgl. Kapitel 4.3.2.1) als auch bioinformatische Analysen der
cwCT(F34W)-Aminosaduresequenz (vgl. Kapitel 3.7). Das dazu verwendete Computerpro-
gramm MPEx!*! berlicksichtigt sowohl die whole-residue Hydrophobizitdt der Amino-
sauresequenz, d. h. die Hydrophobizitat der beteiligten Aminosauren einschlieflich der
thermodynamischen Kosten, die aufgebracht werden missen, um die polaren Pep-

tidbindungen in eine nicht polare Umgebung bringen zu kénnen!®”!

, als auch die Nei-
gung der Sequenz zur Ausbildung von Sekundarstrukturen. Dadurch wird die sich positiv
auf die thermodynamische Bilanz des PFC auswirkende Verminderung der Polaritat der
Peptidbindungen, die mit der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb
der sich bildenden Sekundarstrukturen einhergeht, berUcksichtigt[193'2°6’243]. Auf diese
Weise kann MPEx nur anhand der Aminosduresequenz eines Proteins diejenigen Se-
qguenzbereiche identifizieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit PFC an Lipiddoppel-
membranen zeigen. Die MPEx-Analyse von cwCT(F34W) lokalisierte zwischen den Ami-
nosauren Gly31 und GIly91 (vgl. Kapitel 11.1.2, gelb markierte Sequenz in SUMO-
cwCT(F34W)-CBD) einen hydrophoben Sequenzbereich, dessen Freie Energie fiir eine
PFC-typische Interaktion mit der Grenzflachenschicht einer Lipiddoppelmembran pra-
destiniert ist, sowie einen kiirzeren Bereich (Trp36-Gly67; vgl. Kapitel 11.1.2, doppelt
unterstrichene Sequenz in SUMO-cwCT(F34W)-CBD) innerhalb dieser Sequenz, der infol-

ge von PFC eine B-Haarnadelstruktur ausbilden kann. Die bioinformatische Analyse deck-

te sich mit der CD-spektroskopisch nachgewiesenen, SUV-vermittelten Induktion von
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B-Faltblattkonformation in cwCT(F34W) und unterstrich dadurch, dass es sich bei dem in
vitro stattfindenden Prozess wahrscheinlich um einen dem PFC-dhnlichen Mechanismus
handelt. Fir das ebenfalls mit Hilfe von MPEx untersuchte Kontrollprotein eADF4(C16)
zeigte die MPEx-Analyse interessanterweise, dass es sich, obwohl auch fiir eADF4(C16)
in Gegenwart von DSPG-SUV experimentell ein Strukturiibergang von einer intrinsisch
entfalteten hin zu einer B-Faltblattkonformation gezeigt werden konnte (Abb. 3-16 B),
mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um einen dem PFC-ahnlichen Mechanismus handel-
te. Viel eher beruhte die Induktion der B-Faltblattkonformation in diesem Fall auf den
gleichen Mechanismen, die auch zur Ausbildung einer dauerhaften, gegeniber denatu-
rierenden Agenzien stabilen B-Faltblattkonformation nach entropisch getriebener Anla-
gerung von eADF4(C16) an Emulsionsgrenzflachen fuhrten!?*,

Die PFC-ahnliche Interaktion von cwCT(F34W) und den DSPG-SUV kann anhand eines
Modells (Abb. 4-2) wie folgt zusammengefasst werden. Das Protein kann Uber einen
hydrophoben Aminosaurebereich mit der gegeniiber dem L&sungsmittel weniger pola-
ren Grenzflachenschicht der SUV interagieren (Abb. 4-2, linke Seite). Dies ist moglich, da
der entsprechende Sequenzbereich aufgrund seiner Aminosaurezusammensetzung auch
die inharente Eigenschaft besitzt, in eine B-Haarnadelstruktur zu falten (Tab. 3-2), in der
die Polaritat der Peptidbindung durch die zwischen den Peptidbindungsatomen entstan-
denen Wasserstoffbriickenbindungen herabgesetzt wurde!?*®2*3!_op der entstandene B-
Faltblattbereich dabei nur oberflachlich mit der SUV-Grenzflachenschicht interagierte
oder sich komplett in die SUV-Lipiddoppelmembran integriert hatte (wie in Abb. 4-2
dargestellt), konnte jedoch weder aus den CD- noch den Fluoreszenzemissionsspektren
des in cwCT(F34W) befindlichen Tryptophans geschlossen werden. Letztere zeigten,
dass, verglichen mit den Fluoreszenzemissionsspektren von frei in Losung befindlichem
cWCT(F34W) in Gegenwart der DSPG-SUV eine hypsochrome Verschiebung des Emissi-
onsmaximums um ~ 9 nm und somit ein Ubergang der Spektralform Ill zur Spektralform
Il stattgefunden hatte (Abb. 3-17). Die Spektralform Il ist charakteristisch fir Tryp-
tophanreste, die sich in Kontakt mit Wassermolekiilen sowie anderen polaren Gruppen —
aber nicht mehr hauptsachlich in Kontakt zu freien Wassermolekilen — befinden®.,
Dies war zwar ein Beleg dafir, dass sich das Tryptophan nach Interaktion des Proteins

mit den SUV im Bereich der polaren SUV-Grenzflachenschicht aufhielt, lieR jedoch auf-

grund der Tatsache, dass das Tryptophan die erste Aminosaure des fir die Bildung der B-
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Haarnadelkonformation in Frage kommenden Bereichs darstellt (vgl. 10.1.2, gelb mar-
kierter Sequenzbereich von SUMO-cwCT(F34W)-CBD), keine Folgerungen zu, ob sich die
B-Haarnadelstruktur komplett in die SUV-Doppelmembran integriert hatte oder nur auf

dieser auflag (Abb. 4-2, rechte Seite).
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Abb. 4-2. Modell zum PFC-dhnlichen Verhalten von cwCT(F34W) in Gegenwart von DSPG-SUV. Die DSPG-
SUV bestehen aus einer Lipiddoppelmembran, bei der die negativ geladenen Kopfgruppen jeweils dem
polaren Losungsmittel zugewandt sind. Der Bereich um die Kopfgruppen ist durch eine starke Abnahme
der Polaritat hin zum durch die aliphatischen Kohlenwasserstoffketten gebildeten Kern gekennzeichnet
(tlrkis: Umgebung starkster Polaritat; weils: Umgebung schwachster Polaritat) und entspricht der physika-
lisch-chemisch komplexen Grenzflachenschicht. Ein Teil der cwCT(F34W)-Sequenz (griin) kann mit dieser
interagieren und in sie eindringen, da der Sequenzbereich gleichzeitig auch die inhdrente Fahigkeit zur
Ausbildung einer B-Haarnadelstruktur besitzt. Die amino- und carboxyterminal davon liegenden Bereiche
werden durch negative Ladungen, eine nahe des Aminoterminus, sowie die Carboxylgruppe des Carboxy-
terminus selbst, von der ebenfalls negativ geladenen Oberflache des SUV abgestoRen.

Flr eine Integration spricht, dass der Aminosaurebereich von cwCT(F34W), der wahrend
des PFC zur Ausbildung der B-Haarnadelstruktur in Frage kommt, einige Eigenschaften
gut beschriebener transmembraner B-Haarnadelstrukturen aufweist. Einerseits liegt
seine Ausdehnung mit 32 Aminosauren in der GroRenordnung transmembraner (-
Haarnadelstrukturen, die i. d. R. aus zwei je 10 £ 1 Aminosauren langen und durch eine
Schleife von maximal sieben Aminosauren miteinander verbundenen B-Strangen beste-

hen®%%Y zum anderen findet sich in den erwihnten Transmembranproteinen, wie
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auch in cwCT(F34W), haufig eine aromatische Aminosaure am Beginn des transmembra-
nen Sequenzbereichs wieder, die nach Insertion der B-Haarnadel weiterhin im Bereich
der Lipidkopfgruppen verbleibt™®*?*?. Ein weiteres Indiz, welches fiir eine Integration
spricht, ist die Tatsache, dass cwCT(F34W) nur in Gegenwart von DSPG-SUV, aber nicht
in Gegenwart von DMPG- oder DLPG-SUV, ein PFC-ahnliches Verhalten zeigte. Da sich
genannte SUV nur in der Lange der aliphatischen Seitenketten ihrer Phospholipide un-
terscheiden, unterscheiden sie sich (entlang der Membrannormalen) primar auch nur in
den physikalisch-chemischen Eigenschaften des hydrophoben Membrankerns. Da letzte-
re jedoch einen Einfluss darauf hatten, ob es zu einer Sekundarstrukturinduktion in
cwCT(F34W) kam, muss von der Interaktionsmoglichkeit des Proteins auch mit dem

Membrankern ausgegangen werden.

4.4 Bedeutung des PFC-Verhaltens der carboxyterminal flankierenden Region

fiir die Funktion von preCol-NG

Das in vitro gezeigte PFC-Verhalten von cwCT(F34W) legt nahe, dass es in vivo ebenfalls
zu Interaktionen der flankierenden Region von preCol-NG mit Lipidmembranen kommt.
Diese konnen sowohl wahrend der Assemblierung von preCol-NG bei der Entstehung der
Byssusfaden als auch wahrend Selbstheilungsprozessen innerhalb der Byssusfaden statt-
finden, und ein dadurch verursachtes PFC eine wichtige Rolle beim jeweiligen Vorgang
ubernehmen.

Zur Neubildung von Byssusfaden werden die preCols sowie andere beteiligte Proteine
nach ihrer Bildung durch spezialisiertes Driisengewebe holokrin in die ventrale Rinne des
MuschelfulRes sekretiert, wo sie innerhalb von Minuten zum fertigen Faden assemblie-

[

ren*>*®l Die Sekretion der preCols erfolgt Giber sog. sekretorische Granulae (SG), bei

denen es sich um grofe, nicht-spharische Vesikel handelt, die sich im Verlauf des Sekre-
tionsprozesses hochstwahrscheinlich aus kleineren Vesikeln durch Kondensation gebil-
det haben™>*2>3 |nnerhalb der SG zeigen die Proteine bereits eine anisotrope Ausrich-
tung und Vorstrukturierung zu Mikrofilamenten sowie auch zu stark verwundenen
(supercoiled) Filamenten®*>*3%4 " die durch Anlagerung hexagonaler 6+1 Biindel der

[31,57,126]

preCol-Tripelhelices entstehen . Die Quartarstruktur der preCol-Trimere dhnelt

[255,256

somit derjenigen fibrillarer Vertebratenkollagene L im Gegensatz zu diesen ist liber
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den Assemblierungsmechanismus der preCols, der bereits innerhalb der SG zur nach-
weisbaren Ausrichtung und Orientierung der Molekile flihrt, noch nichts bekannt®Y,
Eine Aminosduresequenz, dhnlich den Propeptidsequenzen bei Vertretern fibrillarer Kol-
lagene, die fir die Initiierung und Steuerung der Assemblierung der Kollagentripelhelix
aullerordentlich wichtig sind, konnte in keinem der drei preCol-Molekiile nachgewiesen
werdenY. Da fiir das der carboxyterminal flankierenden Domane von preCol-NG ent-
sprechende Protein cwCT(F34W) im Rahmen dieser Arbeit eine spezifische Interaktion
mit Lipidvesikeln nachgewiesen werden konnte, ware es fiir preCol-NG denkbar, dass die
raumliche Anordnung und Ausrichtung der Molekiile durch die auf dem PFC-ahnlichen
Verhalten beruhende Verankerung derselben in der SG-Membran zustande kommt und
so zur Initiation der Tripelhelixassemblierung (zwischen den Kollagendomanen) beitragt.
Die infolge des PFC ausgebildete B-Haarnadelstruktur wiirde die Ausbildung der
Tripelhelix gleichzeitig erleichtern, da die Molekiltermini dadurch — dhnlich wie bei den
Seidenproteinen der Arthropoden — dichter als amorphe Domanen gepackt werden
kénnen®.. Eine durch PFC induzierte B-Haarnadelkonformation innerhalb der flankieren-
den Region von preCol-NG kann zudem mit dem Modell, welches die Selbstheilung dista-
ler Byssusfaden beschreibt® in Einklang gebracht werden (Abb. 4-3). In diesem Bereich
der Byssusfaden existieren hexagonale 6+1 Biindel®*?® des preCol-D und des preCol-
NG nebeneinander. Externe Zugkrifte, die auf diesen Fadenteil wirken, werden inner-
halb der preCol-D Molekiile liber die steife Kollagendomane sowie die B-faltblattreichen
flankierenden Regionen[57’73] direkt auf die His-Metall-Koordinationskomplexe innerhalb
der His/Dopa-Domadnen Ubertragen[94’111'257]. Jenseits der Streckgrenze brechen diese
schlief8lich auf und dissipieren so einen Teil der auf den distalen Byssus wirkenden Ener-
gie®”. Im Fall der preCol-NG Molekiile bleiben die His-Metall-Koordinationskomplexe
hingegen erhalten, da die (im Vergleich zu preCol-D) weniger steifen flankierenden Regi-
onen vorher mechanisch entfalten®" (Abb. 4-3). Die bereits zu Beginn der Fadenassemb-
lierung ausgebildete B-Haarnadelstruktur (s. 0.) konnte aufgrund ihrer im Vergleich zu
den B-faltblattverstarkten flankierenden Regionen von preCol-D geringeren mechani-
schen Stabilitat (durch die geringere Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen bedingt)
zeitgleich mit dem Aufbrechen der His-Metall-Koordinationskomplexe in preCol-D unter

Freilegung zusatzlicher molekularer Konturlange entfalten (Abb. 4-3, unterer Teil).
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preCol-D preCol-D

preCol-NG preCol-NG
mechanische Entsp()jaér;nung
Zugkraft Byssusfadens
preCol-D J\N\W/\/\ preCol-D
preCol-NG " ! preCol-NG

Abb. 4-3. Modell zur Rolle einer PFC-induzierten B-Haarnadelstruktur innerhalb der flankierenden Regi-
onen von preCol-NG wadhrend des Selbstheilungsprozesses distaler Byssusfaden. Im distalen Teil der
Byssusfdaden liegen hexagonale 6+1 Biindel von preCol-D und -NG nebeneinander vor. Beim Einwirken
externer Zugkrafte wird die mechanische Energie in preCol-D Molekiilen tiber die steife Kollagendomane
(grauer Zylinder) sowie die B-faltblattreichen flankierenden Domanen (gelb markiert) direkt auf die in der
His/DOPA-Region vorhandenen His-Metall-Koordinationskomplexe (schwarze gestrichelte Linien) tibertra-
gen, wahrend die Energie in preCol-NG Molekiilen tber die Kollagendoméne direkt auf die weniger steifen
flankierenden Domaénen (rot markiert) einwirkt. Wahrend letztere unter Aufbrechen der Wasserstoffbri-
ckenbindung innerhalb der B-Haarnadelstruktur entfalten, bleiben die His-Metall-Koordinationskomplexe,
anders als in den preCol-D Molekiilen, erhalten. In der Entspannungsphase des Byssus begiinstigen im
Faden enthaltene Lipide das Ruckfalten der B-Haarnadelstruktur, was zusammen mit entropisch bedingten
Vorgangen ein elastisches ,,Zusammenziehen” des Fadens bewirkt. Da die preCol-Biindel auch lateral mit-
einander interagieren, werden auch die preCol-D Molekiile auf diese Weise in ihre urspriingliche Position
zurtickgebracht. SchlieRlich kénnen sich die His-Metall-Koordinationskomplexe neu ausbilden, was (nahe-
zu) zur Wiederherstellung der urspriinglichen mechanischen Eigenschaften des distalen Byssus fihrt.

Nachdem ein Teil der auf den distalen Byssus wirkenden Krafte auf diese Weise dissi-
piert und ein katastrophales Versagen des Byssus verhindert wurde, kann nach Wegfall
der externen Zugkrafte der Selbstheilungsprozess einsetzen. Im Byssusfaden vorhande-

[37,123]

ne Lipide konnten anschlieBend als Trigger der Riickfaltung der

B-Haarnadelstruktur fungieren. Gemeinsam mit der durch die entfalteten, gestreckten
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hydrophoben Bereiche erzeugten entropischen Riickstellkraft tragt dies zu einer schnel-
len Repositionierung der preCol-NG Molekiile bei®. Da die preCol-Biindel auch lateral

(1261 \werden die preCol-D Molekiile wieder in ihre urspriingliche

miteinander interagieren
Position  zurlickgebracht. Dies erlaubt die Neubildung der His-Metall-
Koordinationskomplexe in den His/Dopa-Doméanen von preCol-D und die anndhernde
Wiederherstellung der urspriinglichen mechanischen Eigenschaften des distalen Teils

941261 ' Dass die Bereitstellung zusatzlicher molekularer Konturlange

der Byssusfaden
durch die Entfaltung einer B-Haarnadelstruktur in der flankierenden Region von preCol-
NG dabei gut in ein Modell zur elastischen Dissipation mechanischer Energie passt, zeigt
sowohl die Tatsache, dass vergleichbare Prozesse auch bei anderen ebenfalls mechani-

258,259]

schen Belastungen ausgesetzten Strukturproteinen auftreten! , als auch die Tatsa-

che, dass eine elastische Entfaltung fiir die flankierenden Regionen der preCols schon

4,108,111,12 . . . .
[59,94,108,111, 6], und die Bereitstellung zusatzlicher molekularer

haufig postuliert wurde
Konturlange zudem allgemein eine verbreitete biologische Strategie zur Erhéhung der
Materialzihigkeit darzustellen scheint!**®!,

Das PFC-ahnliche Verhalten von cwCT(F34W) zeigt nicht nur, dass der flankierenden Re-
gion von preCol-NG in vivo eine wichtige Rolle sowohl bei der Assemblierung von Byssus-
faden als auch wahrend deren Selbstheilung zukommen kdnnte, sondern erdffnet eben-
so die Moglichkeit, cwCT(F34W) (bzw. dessen Sequenz) zur (Weiter-)Entwicklung
selbstheilender Hydrogele zu nutzen. Die aus den preCol-Molekiilen bekannten nicht-
kovalenten His-Metall-Quervernetzungen flieBen bereits in die Entwicklung solcher
muschelinspirierter Hydrogele[zso'zszl, flr die teilweise auch Selbstheilungseigenschaften

2611 @in. Durch gezielte Funktionalisierung der zugrunde liegen-

gezeigt werden konnten
den organischen Polymere mit cwCT(F34W) (bzw. die gezielte Inkorporation der
cwCT(F34W)-Sequenz im Falle proteinbasierter Hydrogele) sowie dem Einbau von Lipi-
den kénnte, dhnlich dem fir die flankierende Region von preCol-NG postulierten Me-
chanismus, eine ,,molekulare Feder” erzeugt werden, die einerseits mechanische Krafte
dissipiert und andererseits nach Aufbrechen der His-Metall-Quervernetzung ein schnel-
leres Rickfihren der Molekiile in ihre urspriingliche Position triggert, was fir die lang-

(541261  nd somit fiir die

samer verlaufende, korrekte Neubildung der Quervernetzungen
Wiederherstellung nahezu urspriinglicher mechanischer Eigenschaften des Polymerma-

terials von groRer Bedeutung ware.
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5 Zusammenfassung

Muscheln der Gattung Mytilus haben zur Besiedlung von Gezeitenzonen ein als Byssus
bezeichnetes Verankerungssytem entwickelt, welches unter den dort vorherrschenden
Bedingungen ein stabiles Anhaften am Untergrund und Schutz vor durch Wellen und
Stromungen verursachten Kraften gewahrleistet. Der strukturelle Kern eines jeden
Byssusfadens, der fir die Aufnahme und Dissipation mechanischer Krafte hauptverant-
wortlich ist, wird von drei unterscheidbaren, als preCols bezeichneten Proteinen gebil-
det. Diese zeigen auf molekularer Ebene eine modulare Domanenstruktur. Die ungefahr
die Halfte des Proteins dominierende Kollagendomane, an die carboxyterminal ein Clus-
ter saurer Aminosauren anschlie8t, sowie Termini, die durch einen hohen Anteil von
Histidin sowie 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) gekennzeichnet sind, sind allen drei
preCols gemein. Unterschiede zeigen sich hauptsachlich in den die Kollagendomane und
den Cluster saurer Aminosaduren flankierenden Regionen, da diese entweder aus elastin-
ahnlichen, aus seidendhnlichen oder aus glycinreichen Konsensusmotiven bestehen. Die
Unterschiede zwischen den flankierenden Regionen sowie das spezifische Verteilungs-
muster der preCols entlang der Fadenachse spiegeln sich direkt in den entlang der Fa-
denachse variierenden mechanischen Eigenschaften der Byssusfiaden wieder. Deshalb
wird den flankierenden Regionen auch ein Beitrag zu diesen mechanischen Eigenschaf-

ten zugeschrieben.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die flankierenden Regionen der
M. galloprovincialis preCols rekombinant in E. coli herzustellen, um durch deren bio-
chemische und biophysikalische Untersuchung die Struktur-Funktions-Beziehungen de-
tailliert aufzuklaren und dadurch Informationen liber Rolle und Funktion der flankieren-

den Regionen in vivo zu erhalten.

Zunachst konnte eine Expressions- und Reinigungsstrategie entwickelt werden, die es
ausgehend von einer cDNA-Datenbank des MuschelfuRgewebes von M. galloprovincialis
erlaubt, auf der Aminosauresequenz der flankierenden Regionen beruhende flank-

Proteine rekombinant herzustellen. Durch die Verwendung sowohl nativer als auch
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5 Zusammenfassung

optimierter Nukleotidsequenzen konnte gezeigt werden, dass verkirzte Zielproteine
wahrend der Proteinbiosynthese in erster Linie auf in vivo Abbauprozesse und weniger
auf eine ineffiziente Translation zurlickzufiihren waren. Durch simultane Verwendung
zweier groBer, strukturierter tags konnte durch Abschirmung der eigentlichen flank-
Sequenz deren in vivo-Abbau minimiert und Uber sequentielle tag-Abspaltungen und
saulenchromatographische Reinigungsschritte eine flank-Domane rekombinant herge-

stellt werden.

Diese sequenzoptimierte carboxyterminal flankierende Region von preCol-NG
(cwCT(F34W)) zeigte in verschiedenen wassrigen Losungen eine intrinsisch entfaltete
Struktur mit moglicherweise untergeordneten 3i-helikalen Strukturanteilen und war
zeitlich und thermisch stabil in Losung. In Gegenwart bestimmter kleiner unilamellarer
Lipidvesikel (SUV) kam es zur Induktion von Sekundarstruktur mit einer
B-faltblattdominierten Konformation. Die Art der Strukturinduktion &dhnelte dem
partitioning-folding coupling (PFC) Mechanismus der Faltung von Membranproteinen.
Mit Hilfe einer whole-residue Hydrophobizitdtsanalyse gelang die Identifizierung eines
Aminosaurebereichs innerhalbo  von  cwCT(F34W), der mit einer SUV-
Lipiddoppelmembran interagieren kann wund der zur Ausbildung einer pB-
Haarnadelkonformation neigt. Zudem sprachen experimentelle und bioinformatische
Daten dafiir, dass es zu einer Integration der B-Haarnadelstruktur in die SUV-
Lipiddoppelmembran kommt.

Die anhand von cwCT(F34W) gewonnenen Erkenntnisse legen nicht nur nahe, dass die
carboxyterminal flankierende Region von preCol-NG wahrend der Proteinassemblierung
und Entstehung der Byssusfaden sowie deren Selbstheilung eine wichtige Rolle spielen
kann, sondern erdffnen auch Mdoglichkeiten fir die (Weiter-)Entwicklung potentiell

selbstheilender Biomaterialien.
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6 Summary

6 Summary

Mussels of the genus Mytilus developed a holdfast structure called the byssus which
enables them to tether to different substrates in intertidal zones, thereby withstanding
the mechanical forces caused by water current and swell. The load-bearing and energy
dissipating core of the proteinaceous threads forming the byssus primarily comprises
three distinct proteins termed preCols. On a molecular level, these proteins reveal a
modular structure showing distinguishable domains. Nearly half of the preCol sequence
is a collagen domain, carboxyterminally followed by a cluster of acidic amino acids. Fur-
ther, preCols share similar terminal domains characterized by a high content in histidine
and 3,4-dihydroxy-phenylalanine (DOPA) residues. In turn, differences between the dif-
ferent preCol types are mainly localized within the regions directly flanking the collagen
domain, as those are composed of silk-like, elastin-like, or glycine-rich consensus motifs.
Sequence differences between the flanking regions as well as the distinct distribution
pattern of preCols along the thread axis perfectly correlate with the threads’ longitudi-
nally changing mechanical properties. Therefore, it is widely accepted that one main

function of the flanking regions is to determine and maintain byssus mechanics.

To elucidate the structure-function-relationships of the flanking regions in more detail
and to gain more information about their roles in vivo, this work aimed to recombinantly
produce proteins resembling the flanking regions of M. galloprovincialis preCols as well

as their subsequent biochemical and biophysical analysis.

Based on a M. galloprovincialis derived cDNA library of mussel foot tissue, a strategy for
the expression and purification of recombinant proteins, that mimic the preCol flanking
regions, was successfully developed. By employing native as well as codon usage opti-
mized nucleotide sequences, it could be shown that the appearance of truncated ver-
sions of the target proteins during heterologous expression was mainly caused by in vivo
degradation rather than by inefficient translation processes. In presence of two large,

globular tags, in vivo degradation could be minimized, which, in turn, allowed isolation
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6 Summary

of the flank protein by a subsequent series of tag-cleavage and column purification

steps.

In aqueous solutions, the carboxyterminal flanking region of preCol-NG (cwCT(F34W))
adopted an intrinsically disordered conformation with some 3;-helical content and re-
mained stable in solution, even at high temperatures. However, secondary structure
formation was induced in presence of certain small unilamellar lipid vesicles (SUV), yield-
ing a B-sheet dominated conformation in a process resembling a step during membrane
protein folding known as partitioning-folding coupling (PFC). Whole-residue hydrophobi-
city analysis was used to identify an amino acid stretch within cwCT(F34W) able to inter-
act with the SUVs’ lipid double layer and prone to fold into a B-hairpin conformation
upon interaction. Experimental data and bioinformatics further suggested an integration
of the formed B-hairpin into the lipid double layer.

The abovementioned findings not only indicate that the carboxyterminal flanking region
of preCol-NG can play an important role during protein assembly, byssus formation and

byssal self-healing, but also enables a (future) development of self-healing biomaterials.
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8 Abkilirzungen

8 Abkiirzungen

Dieses Verzeichnis bezieht sich auf haufig in Text, Abbildungen und Tabellen verwendete

Abkirzungen. Zur Abklrzung von Chemikalien siehe Kapitel 2.1.1!

A, Ala (Aminosaure) Alanin

[O]maw mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosaure

A (Nukleosid) Adenosin

A. diadematus Araneus diadematus (Gartenkreuzspinne)

Aysa Wert der Absorption von UV-Licht der Wellenldange 254 nm
Asso Wert der Absorption von UV-Licht der Wellenlange 280 nm
ADF Araneus diadematus Fibroin

AMW artifizielles Meerwasser

B. mori Bombyx mori (Maulbeerspinner)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaar(e)

BSA bovines Serumalbumin

C Konzentration

C (Nukleosid) Cytidin

C, Cys (Aminosaure) Cystein

CBD Chitinbindedomane

CD Zirkulardichroismus (circular dichroism)

cDNA komplementéare (complementary) DNA

CIP cleaning-in-place

cwCT pflanzenzellwandahnliche, carboxyterminal flankierende Region
cWNT pflanzenzellwandahnliche, aminoterminal flankierende Region
d Schichtdicke

D, Asp Asparaginsaure

Da atomare Masseneinheit (~ 1,66 * 10%* g), 1 Da 2 1 g/ mol
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2‘-Desoxyribonukleosid-5‘-triphosphat

DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

E, Glu Glutaminsaure

E. coli Escherichia coli (gramnegatives Bakterium)

E. australis Euprosthenops australis

eADF engineered Araneus diadematus Fibroin

eCT elastindhnliche, carboxyterminal flankierende Region
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8 Abkiirzungen

eNT

F, Phe

FITC

FPLC

fwd

g

G (Nukleosid)
G, Gly (Aminosaure)
GPC

GRP

H, His

1, lle

IDA

IDP

IMAC

K, Lys

kb

L, Leu

L. hesperus

LB

M (als Konzentration)
M, Met (Aminosaure)
MAS

MaSp

Mfp

MiSp

MQ

Mw

Mxe, M. xenopi
n

N, Asn

N. clavipes

n.b.

Na

NMR

NRC

NRN

ODs0o

P, Pro

p. a.
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elastindhnliche, aminoterminal flankierende Region
Phenylalanin

Fluorescein-Isothiocyanat

fast protein liquid chromatography

Kennzeichnung fiir Vorwartsprimer (forward primer)
Schwerebeschleunigung der Erde (9,81 m/s’)

Guanosin

Glycin

Gelpermeationschromatographie

glycinreiche Proteine (aus Pflanzenzellwdnden)

Histidin

Isoleucin

Iminodiessigsdure

intrinsisch entfaltetes Protein (intrinsically disordered protein)
immobilized metal affinity chromatography

Lysin

Kilobasen

Leucin

Latrodectus hesperus (Westliche Schwarze Witwe)

komplexes Nahrmedium zur Bakterienkultivierung (lysogeny broth)
1M=1mol/I

Methionin

Seide der GrolRen Ampullendriise (major ampullate silk)
Spidroin(e) der GroRen Ampullendriise (major ampullate spidroin)
Muschelfuprotein (mussel foot protein)

Spidroin(e) der Kleinen Ampullendriise (minor ampullate spidroin)
Milli-Q Wasser (Reinstwasser)

Molekulargewicht

Mycobacterium xenopi

Anzahl der Peptidbindungen

Asparagin

Nephila clavipes (Goldene Seidenspinne)

nicht bestimmbar / nicht bestimmt

Avogadrokonstante (~ 6,022141 * 10% mol™)
Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
nichtrepetitiver C-Terminus

nichtrepetitiver N-Terminus

optische Dichte bei 600 nm Wellenldange

Prolin

pro analysis



8 Abkilirzungen

PCR
PFC
PGlI
PPII
PSK
Q, GIn

R, Arg

rev

RT

S, Ser

sCT

Sl

SNT

SoC

SOP

SUMO

SUV

Y

T (Aminoséaure)
T (Nukleosid)
TAE

TMP

u

u

uv

\

V, Val (Aminosaure)
v/v

VE

VIS

W, Trp

w/v

Y, Tyr

€280 nm

0
p

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
partitioning-folding coupling

Polyglycin-II

Polyprolin-II

Polystyrolkiigelchen

Glutamin

Radius

Arginin

Kennzeichnung fiir Rickwartsprimer (reverse primer)
Raumtemperatur

Serin

seidenahnliche, carboxyterminal flankierende Region
synthetisches Flagelliformprotein

seidenahnliche, aminoterminal flankierende Region
komplexes Nahrmedium zur Bakterienkultivierung
Standardarbeitsanweisung (standard operating procedure)
small ubiquitin-like modifier

kleine(s) unilamellare(s) (Lipid)Vesikel (small unilamellar vesicle(s))
Sdulenvolumen

Threonin

Tymidin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Fadenmatrixprotein (thread matrix protein)
Umdrehungen

unit (MaR der Enzymaktivitat, nicht einheitlich definiert)
ultraviolett

Volumen

Valin

Volumenprozent (volume per volume)

vollentsalzt

visuell

Tryptophan

Gewichtsprozent (weight per volume)

Tyrosin

Molarer Extinktionskoeffizient [I*mol'l*cm'l] bei 280 nm Wellenlange
gemessene Elliptizitat

Dichte
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11 Anhang

11 Anhang

11.1 Verwendete Proteine

Im Folgenden sind Aminosduresequenzen, molare Extinktionskoeffizienten, Molekular-
gewichte und (theoretische) isoelektrische Punkte (letztere drei alle mit ProtParam be-
rechnet, vgl. Kapitel 2.2.1) der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten flank-Proteine, des

SUMO- und CBD-tags sowie der verwendeten Kontrollproteine aufgefiihrt.
Hise-tag; grau: T7-Epitop; SUMO-tag; [Bll CBD-tag; gepunktet unterstri-
gemald ,whole-residue“-Hydrophobizitatsanalyse (MPEx) mit Lipiddoppelmembran in-

teragierender Bereich; doppelt unterstrichen: gemal} ,whole-residue”-

Hydrophobizitatsanalyse (MPEx) B-Haarnadelstruktur einnehmender Sequenzbereich.

11.1.1 Unverdnderte flank-Proteine

sNT
MGS SHEHHHHS SGLVPR"GSHUEIEI NS V-V-NF.V:V:\=F.¥<) .\ Aminosiuren: 75
GGLGGLGGFGSAAANAAAAANAGAGFGGFGGFGGFGE
2
€280 nm
Mt em™: n.b.*
M [kDa]: 6,70
pl: 12,3
sCT
MGSSHHHHHHSSGLVPRYGSHI(EciRele)Ne)lelcifeleifele Aminosauren: 164
GLGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGG
LGGAGGGAGGAGGAGGAGAIAAAAAQAAAAAGAGGENG €250
GAAQAAAQAAASAAANSGLGAGAARAAASAAARATVA v _ . b.*
GHGSGTAAAAANAAAQ [M™cm™T: -
Mw [kDa]: 13,04
pl: 12,3
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11 Anhang

eNT
MGSSHHHHHHSSGL}YPR"GS’H Aminosauren: 115
GGIGGIGGGVGGVGGIGGVGGPGGIGGIGIGPGFGGE
FGPGSSASGSGSGSAFGGPGGSSASANAAARANANGG €210
nm
GGFG M em™]: n.b.*
My [kDa]: 9,65
pl: 12,0
eCT
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHYIg=eIgeleinelelyeler NI AN Aminosiuren: 174
AGSSANANAGGPGGSAGAGSSSGANANAGGFPFGGPF
GGVGGGEPCGGAGGPGEVEEEPEGVEGEEVEEEPGGVEEE €210
VGGGPGGAGGLEGFGGFGGESSAGASSSGSASASSGE a4 b *
PFGVLNVGPGGGIGGGSASASAASRA [M™cm™]: e
My [kDa]: 14,24
pl: 12,0
cWNT
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHYRYNIV-VAN\r\Felclele! Aminosauren: 187
GGSASAAARAAAAARALGGGGGSASAAARAAAAARAL
GGGGGASAAARAAAAASALGGGGGFGGLGGLGGGAGE €210
LGGLGGCGLEGLEGGCEVEEEEVEEEEVEPEELLEGGEE a1 b *
PGSAGAFGNGNAAAGPGGAGASASAGAFATGGGGFPL [M™ em™]: e
PG
Mw [kDal: 15,00
pl: 12,7
cwCT
MGSSHHHHHHS SGLVPR'GSHYeINeINelerNele/NelelerNele! Aminosiuren: 120
AGGLGGGAGGAGCLGGGFGGLEGCGAGCLGCLEGGAGGE
AGGVGGLGGGVECLEGVGGLEFCGAGASAGAGANAGA e
GGAGGSASA [,\Z,T-Oln:m-l]. n.b.*
My [kDa]: 9,22
pl: 7,1

* n.b.: durch ProtParam rechnerisch nicht bestimmbar, da Tyrosin-, Tryptophan- und Cys-

teinreste fehlen
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11.1.2 Optimierte flank-Fusionsproteine

SUMO-eCT,y
MGSSHHHHHHSSGLVPR'GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 274
KPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
ROGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDT I E2 e
SINORREle" S Y PGFGGFGGFGGASANAGSSANANAGGPG 2sonm 4470
GSAGAGSSSGANANAGGFPFGGPFGGVGGGPGGAGGP [M™cm™]:
GGVGGGPGGVGEGVCEGEPECVEGEVECGPGGAGCLGE
FGGFGGGSSAGASSSGSASASSGGPFGVLNVGPGGGT Mw [kDa]: 25,69
GGGSASASAASRAYA
pl: 6,12
SUMO-cwNTyy
MGSSHHHHHHSSGLVPR'GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 288
KPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
ROGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDT I E2 e
SINOaRele’ S Y AAAHAAAVANALGGGGGGSASAAARAAA 2sonm - 4470
AARALGGGCGSASAAARAAAAARALGGGGGASAAARA [M™cm™]:
AAAASALGCGGGEGFGGLGGLGCGACGLGGLGACGLAGLG
GGECVGGECVEGEEVEPEGLLGGGECPESACGAFGNGNA Mw [kDa]: 26,60
AAGPGGAGASASACAFATGGGGFPLPGYA
ol: 7.2
SUMO-cwCTyy
MGSSHHHHHHS SGLVPR'GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 221
KPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
ROGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDT I E2 e
FINOIRElE" S Y GAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAG 2sonm 4470
GLCGGCGFGCGLCEGCGAGCLEGLAGCAGCACGVAGLGCAGVE [M™cm™]:
GLCGGVGGLGFGGAGASAGACANAGAGCAGGSASAYA
My [kDa]: 20,81
pl: 5,8
SUMO-eCT(F106W)
MGSSHHHHHHS SGLVPR'GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 271
KPETHINLKVSDGSSETIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
ROGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDI I E2 e
EiNepRele’ S PGFGGFGGFGGASANAGS SANANAGGPGG 28nm 6990
SAGAGSSSGANANAGGFPFGGPFGGVGGGPGGAGGPG [M™cm™]:
GVGGCGPEGVEGCEVECGPGGVECGVEGEPEGACGLGGF
GGWGCGGSSACASSSCGSASASSCGPFGVLNVGPGEGIC Mw [kDa]: 25,33
GGSASASAASRA
pl: 6,1
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SUMO-cwCT(F34W)

MGSSHHHHHHSSGLVPR"GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 219
KPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
RQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDI IEA e
SINOIREle SMGAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAG oo 6990
GLGGGWGGLGGGAGGLGGLGGGAGGAGGVGGLGGGVE [M™ cm™]:
GLGGVGGLGFGGAGASAGAGANAGAGGAGGSASA
My [kDa]: 20,59
pl: 5,8
SUMO-cwCT(F34W)-CBD
MGSSHHHHHHSSGLVPR'GSHMSDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 479
KPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFA
RQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDI IEA e CySreq 42400
EiNepRele’ SMGAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAG I\Z/Tf’l"m 1 CySex 42650
GLGGGWGGLGGGAGGLGGLGGGAGGAGGVGGLGGGVG [M™ cm™l: ox
GLGGVGGLGFGGAGASAGAGANAGAGGAGGSASA
Myw [kDa]: 48,43
pl: 5,7
11.1.3 Fusions-tags
SUMO-tag (inkl. Hise-tag)
T ORI e M SDSEVNQEAKPEVKPE Aminosiuren: 118
VKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAK
RQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDI IEA €20
nm
HREQIGG L e 1490
Mw [kDa]: 13,43
ol: 6,0

176
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CBD-tag (inkl. Mxe gyrA Inteinsequenz)

CITGDALVALPEGESVRIADIVPGARPNSDNAIDLKV
LDRHGNPVLADRLFHSGEHPVYTVRTVEGLRVTGTAN
HPLLCLVDVAGVPTLLWKLIDEIKPGDYAVIQRSAFS
VDCAGFARGKPEFAPTTYTVGVPGLVRFLEAHHRDPD
AQATADELTDGRFYYAKVASVTDAGVQPVYSLRVDTA
DHAFITNGFVSHATGLTGLNSGLTTNPGVSAWQVNTA
YTAGQLVTYNGKTYKCLOPHTSLAGWEPSNVPALWQL
Q

11.1.4 Verwendete Kontrollproteine

11.1.4.1 Spinnenseidenproteinanaloga

eADF4(C16)

MASMTGGQOMGRGSMGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQ
GPSGPGGYGPGGPGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGP
SGPGGYGPGGPGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSG
PGGYGPGGPGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPG
GYGPGGPGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPGGY
GPGGPGSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPGGYGP
GGPGSSAAAAAANASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGG
PGSSAAAAAAANASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPG
SSAAAAANAASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSS
AAAANAANASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAA
AANANASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAAAA
AANASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAAAAAA
AASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAAAAAAAA
SGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAAAAAAANSG
PGGYGPENQGPSGPGGYGPGGPGSSAAAAAAAASGPG
GYGPENQGPSGPGGYGPGGPG

Sfl

MASMTGGQOMGRGSMGPGGAGPGGYGPGGSGPGGYGP
GGSGPGGYGPGGAGPGGYGPGGSGPGGYGPGGSGPGG
YGPGGAGPGGYGPGGSGPGGYGPGGSGPGGYGPGGAG
PGGYGPGGSGPGGYGPGGSGPGGYGPGGAGPGGYGPG
GSGPGGYGPGGSGPGGYGPGGAGPGGYGPGGSGPGGY
GPGGSGPGGYGGAGGAGGAGGSGGAGGSGGAGGAGGA
GGSGGAGGSGGTTIIEDLDITIDGADGPITISEELTT
GPGGAGGPYGPGGAGGPYGPGGAGGPYGPGGAGGPYG
PGGAGGPYGPGGAGGPYGPGGAGPGGYGPGGSGPGGY
GPGGSGPGGYGPGGAGPGGYGPGGSGPGGYGPGGSGP
GGY

Aminosauren: 260

€280 nm Cysreq 35410
[IMtecm™]: Cysox 35660
Mw [kDa]: 27,86

pl: 5,7
Aminosauren: 576

€280 nm

Mt cm™: 47680

Mw [kDa]: 47,70

pl: 3,5
Aminosauren: 373

€280 nm

M em™]: 44700

Mw [kDa]: 29,71

pl: 3,6
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11.1.4.2 Weitere Proteine
BSA*

DTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFD
EHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDEL
CKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPD
LPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYF
YAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMR
EKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKF
PKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADL
AKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDA
IPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEY
SRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYS
TVFDKLKHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEYGFQONALT
VRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESER
MPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLV
NRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDT
EKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVD
KCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

*Quelle: UniProtKB, P02769[25-607]

Aminosauren: 583

€280 nm Cysreq 40800
IMtem?]: Cysox42925
My [kDa]: 66,43

pl: 5,6
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12 Erklarung

12 Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig unter
ausschlieBlicher Nutzung der darin angegebenen Quellen und Hilfsmittel angefertigt
habe. Des Weiteren erklare ich, dass ich weder diese noch eine gleichartige Dissertation
jemals an einer Hochschule eingereicht und mich noch nie einer Doktorprifung unterzo-
gen habe. Ich erklare darliber hinaus, dass ich weder die Hilfe eines gewerblichen Pro-

motionsberaters in Anspruch genommen habe noch dieses in Zukunft tun werde.

Markus Heim

Bayreuth, Februar 2014
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