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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Strukturproteine

Von allen in der Natur auftretenden Biopolymeren stellen Proteine die vielseitigsten dar. Da-
bei besteht ihre Faszination hauptsdchlich darin, aus einer relativ beschrinkten Auswahl an
Grundbausteinen an Komplexitdt kaum zu iibertreffende Makromolekiile zu erzeugen. So ist
es moglich, aus den 20 aus dem genetischen Code ableitbaren Aminoséuren mittels einfacher
Kondensationsreaktionen Molekiile zu generieren, welche in der Lage sind, nahezu jede bio-
logische Aufgabe zu bewerkstelligen. Neben enzymatischen oder regulativen Funktionen in-
nerhalb biochemischer Stoffwechselwege bilden strukturgebende Aufgaben eine weitere es-
senzielle Funktion von Proteinen. Diese Strukturproteine finden sich sowohl intrazellulir,
z. B. im Cytoskelett oder in Membranen als auch in der extrazelluldren Matrix, die zelluldre
Systeme miteinander verbindet und Geweben Struktur und Integritét verleiht. Hier bilden
Kollagene mit Abstand die quantitativ dominierende Proteinklasse. Faszinierende Beispiele
hochspezialisierter extrazelluldrer Proteine finden sich bei Arthropoden und Mollusken in
Form von Seiden und anderen extrakorporalen Faserproteinen, welche Strukturen bilden, die
als Haftapparate, Abseilfaden, zum Beutefang oder zum Schutz der eigenen Nachkommen-
schaft eingesetzt werden (Scheibel, 2008). Die mechanischen Eigenschaften dieser biologi-
schen Fasern libertreffen die synthetischer Materialien oftmals bei weitem, u. a. dank einer
Kombination einer hohen Steifigkeit und gleichzeitiger Elastizitit und somit einer auf3eror-
dentlichen Zahigkeit, d. h. Fahigkeit zur Aufnahme von Energie (Gosline et al., 2002). Inte-
ressante Beispiele hochspezialisierter Strukturproteine finden sich im Byssus der Miesmu-
schel, welcher hinsichtlich seines molekularen Aufbaus im Vergleich z. B. zu den Seiden von

Arthropoden bislang weniger erforscht ist.

1.2 Muschelbyssus

1.2.1 Morphologie und Biogenese

Muscheln der Gezeitenzone, insbesondere Miesmuschelarten (Spezies der Gattung Mytilus,
z. B. Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819), besitzen in Form ihres Byssus (auch als Mu-
schelbart bezeichnet) einen einzigartigen Haftapparat, welcher es ihnen ermoglicht, sich fest
an den Untergrund zu haften und somit ein Abdriften effektiv zu verhindern. Der Byssus be-

steht aus einer Vielzahl einzelner Fidden, welche an einem gemeinsamen Stamm befestigt
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sind, der seinerseits mittels einer Wurzel im Muschelgewebe verankert ist (Brown, 1952;
Price, 1983). Der Stamm besteht dabei aus einer Reihe ineinander geschichteter Laminae,

denen die einzelnen Féden entspringen (Bairati und Vitellaro Zuccarello, 1974).

proximal

distal

adhasiver

40imm Plaque

Abbildung 1-1 Der Byssus der Miesmuschel Mytilus galloprovincialis

(A) Miesmuschel (Mytilus galloprovincialis) mit Byssus. (B) ge6ffnete Muschel (Byssus und Muschel-
fuB sind durch Pfeile markiert. (C) von der Muschel abgetrennter Byssus mit Markierung des
Byssusstamms. Durch Reifungsprozesse erscheinen dltere Byssusteile braun (links), wéhrend junge
Byssusteile eher gelblich gefarbt sind (rechts). (D) einzelner Byssusfaden mit Annotationen der entspre-
chenden morphologisch unterscheidbaren Regionen

Die Produktion des Byssus erfolgt durch den Muschelful3 (siche Abbildung 1-1 B), ein spezia-
lisiertes Organ der Muschel, welches mehrere Driisen enthélt, in denen die unterschiedlichen

Komponenten des Byssus produziert und sekretiert werden.

Jeder der einzelnen Fédden ldsst sich longitudinal in drei morphologisch unterscheidbare Teile
untergliedern, einen proximalen (der Muschel nahen) Abschnitt mit gewellter Oberfliche,
einen glatten distalen (der Muschel abgewandten) Teil sowie an jedem Fadenende eine ver-
breiterte Haftscheibe, den adhdsiven Plaque (Abbildung 1-2). Die Bildung einzelner Byssus-
faden erfolgt stufenweise nach einem Schema, welches mit technischen Prozessen wie Extru-
sions- oder Spritzgussverfahren verglichen wurde (Waite, 1992). Dabei werden zunichst die
adhésiven Plaques durch Injektion einer Proteinlosung aus der sog. Phenoldriise in eine durch

den Muschelful} gebildete Kavitit (distale Furche) gebildet, unterstiitzt durch Sekrete der sog.
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Schleimdriise (Vitellaro-Zuccarello, 1983) sowie spezialisierte Cilien, welche die distale Fur-
che auskleiden (Tamarin et al., 1974). AnschlieBend werden die Faden durch analoge Injekti-
on ihrer Komponenten in die ventrale Furche des Muschelfules erzeugt. Dabei werden die
Bestandteile des Fadenkerns von der sog. Kollagendriise produziert, die Komponenten der
Fadenhiille (Kutikula) von der sog. Enzymdriise (Vitellaro-Zuccarello, 1980, 1981). Nach
einer Reifungszeit von wenigen Minuten wird der Faden unter einer Zugbewegung des Fulles
aus der ventralen Furche entlassen. Dabei besitzen die Fiden zunichst eine sehr helle Far-
bung, dunkeln jedoch im Zuge ihrer Reifung stark nach, bis sie schlieBlich einen braunlichen
Farbton annehmen (vgl. Abbildung 1-1 C). Diese alterungsbedingte Braunung wurde mit or-
tho-chinon- (o-chinon-)basierten Gerbungsprozessen (quinone tanning, s. u.) in Verbindung

gebracht (Brown, 1950a).

proximal distal adhasiver
Plaque

Abbildung 1-2 Morphologie von Byssusfiden

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberfléche der einzelnen Abschnitte eines Byssusfadens.
(A)-(D) Ubersichten, (E)-(G) Detailaufnahmen. Die Bilder wurden wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben aufge-
nommen.

Die Kernbereiche der Byssusfaden sowie die inneren Bereiche des Stammes und der Wurzel
enthalten Filamente, welche einen besonderen elektronenmikroskopischen Kontrast mit einem
elektronendichten &dufleren Ring (Durchmesser ~7 nm) und elektronendurchldssigem inneren
Bereich (Durchmesser 3 nm) besitzen (Bairati und Vitellaro-Zuccarello, 1976). Diese Fila-
mente sind in einer elektronendurchlissigen mikrofilamentdren und granuldren Matrix einge-
bettet. Die morphologisch unterschiedlichen proximalen und distalen Fadenteile unterschei-
den sich dabei auch auf mikroskopischer Ebene signifikant (Bairati und Vitellaro-Zuccarello,

1976). Im distalen Teil befinden sich die Fibrillen in dicht gepackten Strangen/Biindeln und
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erscheinen geradlinig angeordnet (siche Abbildung 1-3). Zwischen den einzelnen Fibrillen-

biindeln befindet sich nur ein geringer Anteil an Matrix (ca. vier Gewichtsprozent).

Langsschnitt Querschnitt
§ proximal
=
- O
§ Kollagenfibrillen Matrix

distal

|

Abbildung 1-3 Verteilung von Kollagenfibrillen und Matrix im Byssusfaden

Kutikula

Schematische Darstellung der Verteilung von fibrilldren Kollagenen und der die Fibrillen umgebenden
Matrix in den unterschiedlichen Abschnitten des Byssusfadens. Links: Léngsschnitte; rechts: Quer-
schnitte. Abbildung nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Bairati und Vitellaro-Zuccarello
(Bairati und Vitellaro-Zuccarello, 1976)

Im proximalen Fadenteil zeigen sich die Fibrillen dagegen zwar entlang der Fadenachse aus-
gerichtet (Bairati und Zuccarello, 1974), erscheinen jedoch wesentlich lockerer gepackt und
weisen eine eher sinus- oder wellenformige Gestalt auf (Bairati und Vitellaro-Zuccarello,
1976; Vitellaro-Zuccarello et al., 1983). Ferner ist der Matrixanteil hier mit bis zu 34 Ge-

wichtsprozent wesentlich hoher (Harrington und Waite, 2008b).

1.2.2 Mechanische Eigenschaften

Der Byssus vermittelt eine starke Anhaftung der Muscheln an den Untergrund, weswegen er
ein interessantes Modellsystem fiir die mechanischen Eigenschaften biologischer Fasern dar-
stellt. Dabei unterscheidet sich die Stérke der Anhaftung bereits zwischen den einzelnen Arten
der Gattung Mytilus signifikant (Brazee und Carrington, 2006). Innerhalb einer Art variiert
die Stirke der Anhaftung einzelner Individuen mit der Anzahl der gebildeten Féden, deren
Durchmesser und individueller Zahigkeit, die ihrerseits von einem komplexen Zusammen-
spiel verschiedener Faktoren gesteuert werden und z. B. vom Reproduktionszyklus der Mu-

scheln (Babarro und Reiriz, 2010) oder weiterer populationsdkologischer Einfliisse abhidngen
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(Carrington, 2002a). Ferner zeigen sich starke jahreszeitlich bedingte Schwankungen der An-

haftungsstiarke (Carrington, 2002b; Moeser und Carrington, 2006).
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Abbildung 1-4 Mechanische Eigenschaften von
Muschelbyssusfiden
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gisch unterscheidbaren Teile des Byssusfadens
proximal (reproduziert nach Bell und Gosline (Bell und
Gosline, 1996), mit Genehmigung des Verlags The
Company of Biologists)

Spannung (MPa)
3,
o
1

0 T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Dehnung

Die morphologisch unterscheidbaren Teile der Byssusfaden weisen auch signifikante Unter-
schiede in ihren mechanischen Eigenschaften auf (Abbildung 1-4). Wéhrend der distale Teil
eine hohe Steifigkeit besitzt, zeigt sich der proximale Teil wesentlich elastischer (Bell und
Gosline, 1996). Dabei weisen beide Teile isoliert voneinander vergleichbare Zahigkeit (Ener-
gieaufnahmefihigkeit) auf (Gosline et al., 2002). Ferner findet ein flieBender Ubergang zwi-
schen Steifigkeit und Elastizitdt vom proximalen zum distalen Teil statt. Ein Vorteil dieser
graduellen Verteilung mechanischer Eigenschaften ist die Vermeidung von scharfen Uber-
gingen zwischen steifen und weichen Byssusteilen und somit die Reduktion von lateralem
Stress, welcher Schwachstellen hervorruft (Waite et al., 2004; Waite et al., 2002). Unter-
schiede zeigen die einzelnen Teile des Byssusfadens auch bei zyklischer Belastung: wahrend
der proximale Fadenteil dabei zu einer zunehmenden Versteifung neigt (Sun et al., 2001),
weist der distale Teil eine dramatischen Verlust der Steifigkeit nach der initialen Belastung
auf (Vaccaro und Waite, 2001). Interessanterweise besitzt der distale Teil eine Fahigkeit zur
»Selbstheilung®, da er in der Lage ist, seine urspriingliche Steifigkeit zu einem gewissen Grad
wieder herzustellen (Vaccaro und Waite, 2001), was mit reversiblen Umlagerungen nicht-
kovalenter Bindungen innerhalb des Byssusfadens erkldrt werden kann (Harrington et al.,

2009; Krauss et al., 2013).

1.2.3 Komponenten des Muschelbyssus

Naturgemidl3 besitzen Byssusfiden einen hohen Wassergehalt von ~70 Gewichtsprozent
(Waite et al., 2002). Der restliche Anteil wird nahezu vollstéindig von Proteinen eingenommen
(>95 %), andere organische (v. a. Kohlenhydrate aus Glykoproteinen) sowie anorganische

Anteile (z. B. Metallionen) leisten nur einen geringen Gewichtsbeitrag (<5 %). Aminoséure-
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analysen einzelner Fadenabschnitte zeigen eine graduelle Verteilung der Byssusproteine
(Mascolo und Waite, 1986), weswegen die unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften der
Byssusteile einzelnen graduell verteilten Proteinen zugeordnet wurden (Harrington und
Waite, 2008b; Qin und Waite, 1995). Uber Struktur und Funktion einzelner Byssusproteine
existieren insgesamt nur wenige Daten, da sich diese aufgrund eines hohen Grades an kova-
lenter Quervernetzung nur schwer bzw. mittels destruktiver Methoden (z. B. Proteolyse) aus
den Byssusfdden extrahieren lassen (Benedict und Waite, 1986). Eine grobe Zuweisung von
Proteinklassen nach den in den einzelnen Byssusfadenteilen dominierenden Sekundérstruk-
turelementen lie sich mittels Rontgenbeugungsstudien, in situ-Raman- oder Festphasen-
NMR-Spektroskopie an den Faden treffen (Hagenau ef al, 2009; Harrington et al., 2009;
Mercer, 1952; Rudall, 1955). Die Identifizierung aller bisher bekannten Byssusproteine bzw.
ihrer Primérstrukturen wurde jedoch durch eine Kombination proteinanalytischer und moleku-
larbiologischer Methoden erreicht. Eine gingige Methode zur Gewinnung von Byssusprotei-
nen stellt dabei deren Isolierung aus Driisen- oder Muschelfuhomogenisaten sowie aus Drii-
sensekreten dar, welche u. a. durch die Injektion von Kaliumchlorid in den Muschelful3 stimu-
liert werden konnen (Tamarin et al., 1976). Aus diesen Homogenisaten bzw. Sekreten konnen
die Proteine durch selektive Prézipitation oder mittels chromatographischer Methoden gerei-
nigt und im Anschluss daran Teile deren Sequenzen mittels Massenspektrometrie oder Pep-
tidsequenzierung bestimmt werden. Diese Teilsequenzen wurden dazu verwendet, die voll-
staindigen Sequenzen der Byssusproteine iiber deren zugehdrige komplementire DNA
(cDNA) zu ermitteln. Dabei wurden ¢cDNA-Banken des Muschelfules eingesetzt, in dem
prinzipiell alle an der Biogenese des Byssus beteiligten Gene exprimiert sein sollten (Hagenau
et al., Manuskript in Vorbereitung). Durch bioinformatische Analysen solcher cDNA-Banken
konnten einige der Sequenzen von Byssusproteinen direkt ermittelt und die entsprechenden
Proteine in der Folge experimentell im Byssus nachgewiesen werden (Coyne et al., 1997;
Coyne und Waite, 2000; Inoue et al., 1996a; Qin und Waite, 1998). Alternativ dazu wurden
mittels PCR- oder Hybridisierungssonden, die nach den beschriebenen Analysen von Teilse-
quenzen der Byssusproteine entwickelt wurden, die zugehorigen cDNA-Sequenzen einiger
Byssusproteine ermittelt (Filpula et al., 1990; Inoue und Odo, 1994; Inoue et al., 1995; Inoue
et al., 1996a; Sagert und Waite, 2009; Sun et al., 2002; Waite und Qin, 2001; Zhao und
Waite, 2006a, b). Basierend auf den vollstandigen Sequenzen der Byssusproteine wurden ver-
schiedene Variationen wie Spleivarianten, Polymorphismen bzw. Isoformen detektiert sowie

mit entsprechenden Sequenzen Homologe anderer Spezies identifiziert (Lucas et al., 2002).
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Abbildung 1-5 Die Proteine des Muschelbyssusfadens

Schematische Darstellung der Proteine in den einzelnen Abschnitten des Byssusfadens

Bislang wurden elf unterschiedliche Proteine aus dem Byssus extrahiert und z. T. deren
cDNA-Sequenz beschrieben (siche Abbildung 1-5). Diese lassen sich in vier Gruppen eintei-
len: Byssuskollagene (PreCols), Matrixproteine, MuschelfuBBproteine (Mfps) und die Byssus-
catecholoxidase (CO).

1.2.4 Byssuskollagene (PreCols)

Rontgenbeugungsstudien an ganzen Byssusfiden weisen charakteristische Muster auf, wes-
wegen bereits in der Mitte des vergangenen Jahrhunderts die Anwesenheit eines hohen An-
teils an Kollagen postuliert wurde (Mercer, 1952; Rudall, 1955). Diese Befunde wurden durch
Aminosdureanalysen gestiitzt, mittels derer in Byssusfdden sowie in sekretorischen Granulae
des MuschelfuBBes ein hoher Anteil an 4-Hydroxyprolin, einer fiir Kollagen typischen post-
translational modifizierten Aminosdure, detektiert wurde (Bdolah und Keller, 1976; Benedict
und Waite, 1986; Pikkarainen et al., 1968; Pujol et al., 1970). Daneben wurden mit unter-
schiedlichen spektroskopischen Methoden kollagentypische tripelhelikale Strukturen nachge-
wiesen (Arnold et al., 2012; Hagenau et al., 2011; Hagenau et al., 2009). Aus dem Byssusfa-
den wurden mittels Pepsinverdau zunichst zwei verschiedene Kollagenfragmente (Col-P und
Col-D) mit gradueller Verteilung extrahiert, wobei Col-P hauptsidchlich im proximalen, Col-D
im distalen Abschnitt detektiert wurde (Qin und Waite, 1995). Im Muschelfull konnten die
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entsprechenden Vorldufer bzw. Volllingenformen dieser Kollagene detektiert werden, die als
PreCols bezeichnet wurden (Qin und Waite, 1995). Die mittels der entsprechenden cDNAs
ermittelten Aminosduresequenzen zeigten eine einzigartige molekulare Struktur der Byssus-
kollagene an. Die zentrale Kollagendoméne der PreCols weicht dabei durch gelegentliche
Substitutionen oder Deletionen von einer perfekten Abfolge an kollagentypischen GXY-
Motiven ab. Die dadurch verursachten Stérungen der regelméfigen Kollagentripelhelix ver-
leihen diesen Molekiilteilen einen gewissen Grad an Flexibilitit und ermoglichen eine beson-
dere Anordnung der PreCol-Molekiile in den Fibrillen (Hagenau, 2011; Hassenkam et al.,
2004). Die zentrale Kollagendoméne wird von Doménen flankiert, welche fiir die einzelnen
PreCols einzigartige Sequenzen aufweisen. Das im proximalen Teil hauptsédchlich auftretende
PreCol-P besitzt hier Sequenzen (XGXPG-Motive, X bezeichnet beliebige hydrophobe Ami-
nosduren), welche elastischen Proteinen wie Elastin, Resilin oder Flagelliformseide dhneln,
weswegen fiir das Protein elastische Eigenschaften postuliert wurden (Coyne et al., 1997).
Dagegen zeigt PreCol-D, welches stark im distalen Teil vertreten ist, seidendhnliche Sequen-
zen (v. a. Polyalanin-Abschnitte), die dem Protein eher Steifigkeit zuweisen (Qin et al., 1997).
Diese liegen, analog zu bekannten Strukturproteinen, auch im Byssusfaden in Form antiparal-
leler B-Faltblitter vor (Arnold et al., 2012; Hagenau et al., 2011). Da die Eigenschaften der
Byssuskollagene mit deren Verteilung in den elastischen proximalen und steifen distalen Ab-
schnitten korrelieren, wurden die differenziellen mechanischen Eigenschaften der Byssusteile
auf die flankierenden Regionen der entsprechenden PreCols zuriickgefiihrt (Waite et al.,
1998). Das dritte bekannte Byssuskollagen stellt PreCol-NG dar, welches, anders als die bei-
den anderen PreCols, homogen {iber den gesamten Faden verteilt vorliegt (NG = nicht gradu-
ell verteilt) (Qin und Waite, 1998). Die Aminosduresequenzen der flankierenden Regionen
von PreCol-NG dhneln dabei glycinreichen Proteinen, welche in pflanzlichen Zellwénden
auftreten (Condit und Meagher, 1986). Diesen Regionen wurde eine Beteiligung an der Elas-
tizitdt des distalen Teil zugeschrieben (Harrington und Waite, 2007). Neben diesen einzigarti-
gen Sequenzabschnitten zeigen alle PreCols an den jeweiligen Amino- und Carboxytermini
Regionen mit zahlreichen Histidinresten sowie einigen Tyrosinen, welche z. T. in zu 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) oxidierter Form vorliegen (Qin und Waite, 1995). Aufgrund
dieser Aminosduren wird den His/DOPA-Regionen eine Rolle bei der metallionenvermittelten
reversiblen Quervernetzung von PreCol-Molekiilen zugewiesen (Waite et al., 2004) und somit
auch bei den beobachteten mechanischen Eigenschaften der Byssusfdden, insbesondere der
beschriebenen Kapazitit zur ,,Selbstheilung® (Harrington et al., 2009; Krauss et al., 2013;
Vaccaro und Waite, 2001). Daneben bergen DOPA-Reste bzw. deren Oxidationsprodukte
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auch die Moglichkeit einer kovalenten Verbindung der PreCol-Molekiile (s. u.), die insgesamt
vergleichsweise wenige Cysteinreste fiir eine Quervernetzung durch Disulfidverbriickung

besitzen.

1.2.5 Proteine der Fadenmatrix (TMPs, PTMP1)

Bereits sehr frith wurde neben kollagenartigen Bestandteilen auch die strukturelle und funk-
tionelle bzw. mechanische Beteiligung weiterer Proteine im Byssusfaden postuliert (Rudall,
1955). Da neben den mikroskopisch detektierten fibrilliren Komponenten im Byssusfaden
auch nichtfibrillare Bereiche (Matrix) beobachtet werden konnten, wurde den entsprechenden
Proteinen die zusammenfassende Bezeichnung Matrixproteine zugewiesen. Die Bedeutung
dieser Proteine im Vergleich zu den lasttragenden Kollagenen wird insbesondere im proxima-
len Abschnitt des Fadens deutlich, in dem sie ca. ein Drittel des gesamten Proteins ausma-
chen. Da sich Proteine mit nichtdestruktiven Methoden nur marginal aus dem Byssus isolie-
ren lassen, wurden Versuche unternommen, mittels Sdure-Harnstoff-Extraktion einzelne
nichtfibrillire Proteinkomponenten bzw. Matrixproteine zu isolieren. Bislang wurden zwei
auf diese Weise isolierte Proteine bzw. Proteingruppen beschrieben, die thread matrix pro-
teins (TMPs) (Sagert et al., 2006; Sagert und Waite, 2009) und das Proximale Fadenmatrix-
protein 1 (proximal thread matrix protein 1, PTMP1) (Sun et al., 2002).

1.2.5.1 Fadenmatrixproteine (TMPs)

Die TMPs, zunichst als distal matrix proteins (DMPs) bezeichnet, wurden nach chromato-
graphischer Reinigung und massenspektrometrischer Analyse detektiert (Sagert et al., 2006;
Sagert und Waite, 2009). Thre Heterogenitit wird mutmaBlich durch alternatives Spleiflen der
entsprechenden mRNA bedingt oder basiert auf Proteolyse von mindestens drei verschiede-
nen Vorldufer- bzw. Basissequenzen (TMPI, -2, und -3). Die lingste detektierte Sequenz
stellt dabei TMP-1A (58 kDa) dar. In den Aminosduresequenzen der TMPs befinden sich eine
grofle Anzahl an Tyrosin-, Asparagin- und Glycinresten, welche zusammen ca. drei Viertel
der Proteine ausmachen. Ferner finden sich eine Vielzahl an Asparagin-Glycin-Dipeptiden,
die die Proteine hochst anfillig flir eine autokatalytische Deamidierungsreaktion machen
(Sagert und Waite, 2009). Dabei wurde ein nukleophiler Angriff des Glycin-Stickstoffatoms
im Polypeptidriickgrat auf die Seitenkette des vorangehenden Asparaginrests postuliert, wel-
cher nach der Bildung eines zyklischen Succinimids und dessen hydrolytischer Spaltung zur
Bildung von Aspartat-Glycin- sowie Isoaspartat-Glycin-Motiven fiihrt. Diese in einem re-

kombinant hergestellten TMP experimentell nachgewiesene Reaktion fiihrt zu einer hohen
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chemischen Instabilitit der TMPs, welche mit Alterungs- bzw. Reifungsprozessen des
Byssusfadens in Verbindung gebracht wurde (Sagert und Waite, 2009). Fiir die TMPs wurde
eine Rolle bei der Bildung einer viskoelastischen Matrix postuliert, welche die einzelnen Kol-
lagenfibrillen umgibt und diese voneinander isoliert bzw. als Gleit- oder Schmiermittel bei

mechanischer Belastung fungiert (Sagert und Waite, 2009).

1.2.5.2 Proximales Fadenmatrixprotein 1 (PTMP1)

PTMP1 wurde erstmals durch direkte Desorptionsionisierung eines proximalen Fadenstiicks
massenspektrometrisch detektiert, durch Sdure-Harnstoff-Extraktion aus frischen Byssusfaden
und anschlieBende Chromatographie gereinigt und charakterisiert (Sun et al., 2002). Nach
Proteolyse des gereinigten Proteins, Isolierung und Sequenzierung zweier Peptide wurde ein
Satz degenerierter Primer kreiert, mittels welchem die Sequenz von PTMP1 aus einer cDNA-
Bank amplifiziert werden konnte. Die daraus ermittelte Aminosduresequenz von PTMP1 be-
steht aus zwei zu 46 % identischen Wiederholungen einer ca. 200 Aminosiuren umfassenden
Sequenz, welche ca. 50 % Homologie zur Gruppe der Von-Willebrand-Faktor Typ A-
dhnlichen Doménen (VWA, s. u.) aufweist. Ferner unterschied sich das aus der Aminosiu-
resequenz berechnete theoretische Molekulargewicht von PTMP1 (47,5 kDa) vom massen-
spektrometrisch bestimmten Gewicht des Proteins um 2,4 kDa, welche durch posttranslationa-
le Modifikationen erklart werden konnten. Tatsdchlich konnten im extrahierten Protein Gly-
kane detektiert werden, die jedoch nur einen Teil der entsprechenden Massendifferenz ab-
deckten, weitere posttranslationale Modifikationen wie Hydroxylierung von Tyrosin oder
Prolin, Phosphorylierung etc. wurden aus diesem Grund postuliert, konnten jedoch nicht de-
tektiert werden. In der PTMP1-Sequenz befinden sich zudem sechs Cysteine, die im extra-
hierten Protein in vollstdndig disulfidverbriickter Form vorzuliegen scheinen. Ein polyklona-
les Antiserum gegen das gereinigte PTMP1 wurde zur immunohistochemischen Lokalisierung
des Proteins im Byssus eingesetzt, wobei PTMP1 ausschlielich in der Matrix des Fadenkerns
im proximalen Abschnitt des Byssusfadens detektiert werden konnte. Ferner zeigte ein po-
lyklonales Antiserum gegen den humanen Von-Willebrand-Faktor Kreuzreaktivitit mit
PTMP1. Aufgrund der Homologie der PTMP1-Sequenz mit bekannten Kollagen-bindenden
Proteinen, wie dem Von-Willebrand-Faktor oder den Integrinen (s. u.), wurde fir PTMPI
ebenfalls kollagenbindende Funktion postuliert. Mittels eines enzyme-linked immuno-sorbent
assay- (ELISA-) dhnlichen Test wurde die Bindung von PTMP1 an immobilisiertes Vertebra-
tenkollagen vom Typ I detektiert (Dissoziationskonstante 0,25 uM). Aufgrund der Zweido-

ménenarchitektur von PTMP1 sowie seiner Féhigkeit zur Kollagenbindung wurde eine funk-
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tionelle Beteiligung als Vermittler und Quervernetzer der Kollagenfibrillen im proximalen
Byssusteil postuliert. Wie fiir andere VWA-Doménen nachgewiesen (Smith ez al., 2000),
wurde zudem eine Scherabhéngigkeit der Quervernetzung postuliert, um den Beitrag von
PTMP1 zur beobachteten Versteifung des proximalen Byssusteils bei zyklischer Belastung
einzuordnen (Waite et al., 2002). Bei Streckung des proximalen Fadenteils gleiten die PreCol-
Fibrillen demnach aneinander vorbei, eine darauf folgende, ggf. metallionenvermittelte Bin-
dung von PTMP1 an die Fibrillen kdnnte schlieBlich zu einer stirkeren Quervernetzung und

somit Versteifung des Fadens fiihren.

1.2.6 Protein der Fadenkutikula (Mfp-1)

Da der Byssus fast ausschlieBlich aus Proteinen aufgebaut ist, wurde postuliert, dass auch die
auBergewohnlichen adhdsiven Eigenschaften der Byssusfdden von Proteinen vermittelt wer-
den. Aus diesem Grund wurden adhisive Plaques und Extrakte der Phenoldriise, von welcher
diese produziert werden, hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung analysiert, wobei u. a.
die nicht-kanonische Aminosdure DOPA detektiert werden konnte (Waite und Tanzer, 1980).
Das erste Protein, welches aus Driisenextrakten isoliert werden konnte, wurde zunéchst als
polyphenolic protein bezeichnet (Waite und Tanzer, 1981) und lange Zeit als glue protein
oder (mussel) adhesive protein (MAP) bezeichnet (Green et al., 1987; Waite, 1983; Waite et
al., 1985; Williams et al., 1989). Erst spéter stellte sich heraus, dass es sich dabei um das Pro-
tein handelte, welches die hauptsidchliche Komponente der Kutikula, welche den gesamten
Byssusfaden und den adhésiven Plaque als Schutzschicht umgibt, darstellt und aus diesem
Grund eher kohésive als adhdsive Eigenschaften besitzt (Lin ef al., 2007). Mit der Entdeckung
weiterer Proteine im Byssus, vor allem im Bereich des adhdsiven Plaques, wurde dem MAP
die Bezeichnung Muschelfulprotein 1 (Mfp-1) zugewiesen (Rzepecki et al., 1992). Mfp-1
besitzt ein Molekulargewicht von ca. 130 kDa und eine repetitive Struktur mit einigen Dut-
zend Wiederholungen eines Dekapeptids mit der Konsensussequenz AKPSYPPTYK, sowie
teilweise des Hexapeptids AKPTYK oder ein Tetradekapeptid AKPSYPATYPSTYK (Filpula
et al., 1990; Holten-Andersen et al., 2009; Inoue und Odo, 1994; Inoue et al., 1996b). Analy-
sen ergaben ferner einen hohen Grad an posttranslationalen Hydroxylierungen innerhalb die-
ser Sequenzen von Tyrosin zu DOPA bzw. Prolin zu 4-Hydroxyprolin sowie trans-2,3-cis-
3,4-Dihydroxyprolin (Taylor et al., 1994; Waite, 1983; Waite ef al., 1985). Der Hydroxylie-
rungsgrad von Mfp-1 hingt stark von der Lokalisierung im Faden ab, da der DOPA-Gehalt im
Faden vom proximalen zum distalen Ende kontinuierlich zunimmt (Sun und Waite, 2005).

Die Fadenkutikula, die nahezu vollstindig aus Mfp-1 besteht, besitzt auBergewohnliche me-
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chanische Eigenschaften, da diese eine hohe Hérte und Steifigkeit aufweist, jedoch gleichzei-
tig, ohne groBere Risse zu erleiden, bis zu 70 % gedehnt werden kann (Holten-Andersen und
Waite, 2008). Ferner besitzt die Kutikula bei Streckungen bis zu 30 % die Féahigkeit zur voll-
standigen Regeneration (,,Selbstheilung®). Diese besonderen Eigenschaften werden durch ein
Zusammenspiel der mikroskopischen Struktur der Kutikula sowie Interaktionen der Mfp-1-
Molekiile bedingt. Innerhalb der Kutikula bildet Mfp-1 Granulae mit Durchmessern unter
einem Mikrometer. Diese werden bei Streckung gedehnt, wobei die entsprechende Dehnungs-
spannung durch reversible Mikrorisse zwischen den Granulae dissipiert wird, ohne dass sich
diese zu groBeren Schiden ausweiten (Holten-Andersen et al., 2007; Holten-Andersen et al.,
2009). Die molekulare Ursache der Harte der Kutikula konnte z. T. durch detektierte DOPA-
Fe3+—K0mplexe (Sever et al., 2004) erkliart werden, welche im Bereich der Granulae gehéutft,
zwischen den Granulae jedoch in geringerer Konzentration auftreten (Harrington et al., 2010).
Dadurch brechen bei Dehnung diese Komplexe zwischen den Granulae eher auf und fiithren
zu den beobachteten Mikrorissen. Bei Alterungsprozessen der Byssusfiden spielen die
DOPA-Reste in Mfp-1 eine entscheidende Rolle, da diese bei Oxidation zu den entsprechen-
den o-Chinonen die Moglichkeit zur kovalenten Quervernetzung der Proteine liefern (s. u.),

was entscheidend zum Kohisionsverhalten des Proteins beitrdgt (Fant ef al., 2010).

1.2.7 Proteine des adhisiven Plaques (Mfps)

Der adhisive Plaque, welcher die eigentliche Anhaftungsstelle der Byssusfaden repréisentiert
und die Interaktionsfliche mit dem Substrat bereitstellt, besteht aus einem Ensemble ver-
schiedener MuschelfuBlproteine (Mfps), welche in der Reihenfolge ihrer Entdeckung numme-
riert wurden (Silverman und Roberto, 2007). Ferner erstrecken sich die Byssuskollagene, ins-
besondere PreCol-D und -NG aus dem distalen Fadenabschnitt in den adhésiven Plaque hin-
ein, so dass auch hier teilweise Kollagene nachgewiesen werden konnten (Tamarin et al.,
1976). Neben dem in der Plaquekutikula lokalisierten Mfp-1 wurden fiinf weitere Mfps im
adhidsiven Plaque beschrieben, die entweder kohésive oder adhésive Eigenschaften besitzen

(Lee et al., 2011).

1.2.7.1 Kohisive Proteine (Mfp-2, Mfp-4)

Mfp-2 stellt das im adhésiven Plaque hauptsdchlich vorkommende Protein dar (Miki et al.,
1996; Rzepecki et al., 1992) und bildet im inneren Bereich eine schaumartige Matrix (siche
Abbildung 1-2 H). Das Protein besitzt ein Molekulargewicht von 45 kDa. Seine Aminoséu-

resequenz weist elf Wiederholungsmotive auf, die Homologie zum calciumbindenden epi-



Einleitung 13

dermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) besitzen, wobei allerdings die
Aminosduren, die bei den EGFs die Zell-Zell-Adhédsion vermitteln, nicht konserviert sind
(Inoue et al., 1995). Jede EGF-dhnliche Wiederholungssequenz enthilt sechs Cysteine, wel-
che mutmaBlich in drei intramolekularen Disulfidbriicken vorliegen (Hwang et al., 2010).
Analog zu Mfp-1 besitzt auch Mfp-2 einen kohésiven anstatt eines adhédsiven Charakters, da
die Interaktion mit mehreren im adhisiven Plaque auftretenden Proteine durch DOPA-Fe’*-
Komplexe nachgewiesen werden konnte, jedoch keine Adhidsion auf mineralischen Oberfli-

chen beobachtet wurde (Hwang et al., 2010).

Mfp-4 besitzt ein Molekulargewicht von etwa 93 kDa und wurde bislang nur in einer einzigen
Studie beschrieben (Zhao und Waite, 2006b). Seine Sequenz weist im aminoterminalen Be-
reich 36 histidinreiche Dekapeptidwiederholungen auf, im carboxyterminalen Bereich befin-
den sich 16 aspartat- und asparaginreiche Undekapeptidwiederholungen. Fiir die histidinrei-
che Domine wurde eine priferenzielle Bindung von Cu**-Ionen beobachtet, wohingegen die
DN-reiche Doméne potenziell Ca®* bindet. Aufgrund dieser Zwei-Doménen-Architektur wur-
de dem Protein eine Rolle als Kohésionsvermittler zwischen Faden- und Plaqueproteinen zu-
geschrieben, da die histidinreiche Doméne mit den His/DOPA-Regionen der PreCols und mit

den calciumbindenden EGF-éhnlichen Motiven von Mfp-2 interagieren konnte.

1.2.7.2 Adhaisive Proteine (Mfp-3, Mfp-5)

Mf1p-3 bezeichnet eine heterogene Gruppe kleiner Proteine mit Molekulargewichten von ca.
6 kDa, welche durch einen hohen Gehalt an DOPA-Resten (~20 Molprozent) charakterisiert
sind (Inoue et al., 1996a; Warner und Waite, 1999). Im Gegensatz zu Mfp-1 und Mfp-2 be-
sitzt diese Proteinfamilie keine repetitiven Sequenzen. Zusitzlich zu DOPA wurden weitere
posttranslational modifizierte Aminosduren wie 4-Hydroxyarginin detektiert (Papov et al.,
1995). Mfp-3 wurde ausschlielich an der Interaktionsflache zwischen adhédsivem Plaque und
dem Substrat detektiert, weswegen ihm eine Rolle als Adhdsionsvermittler zugewiesen wird

(Floriolli et al., 2000; Lin et al., 2007; Zhao et al., 20006).

Mfp-5, eine Gruppe von Proteinen mit Molekulargewichten von ca. 9,5 kDa, kommt wie
Mfp-3 ausschlieBlich an der Plaque-Substrat-Interaktionsfliche vor (Waite und Qin, 2001).
Diese stark geladenen Proteine (>20 Molprozent Lysin oder Arginin) zeichnen sich ferner
durch einen auflerordentlich hohen Grad an posttranslationalen Modifikationen aus, da sie zu
~30 Molprozent aus DOPA bestehen. Dariiber hinaus wurden ~10 Molprozent phosphorylier-

te Serinreste detektiert, welche den Proteinen zusitzliche Ladungen verleihen. Der Grad an
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posttranslationalen Modifikationen erwies sich als variabel, was als Anpassung der Adhi-
sionseigenschaften an unterschiedliche Oberfldchen interpretiert werden kann (Waite und
Qin, 2001). Die gemessene Adhidsionsenergie von Mfp-5 gegeniiber mineralischen Oberfli-
chen (-13,7 MJ m™) iibersteigt die von Mfp-3 um den Faktor 4-5, was Mfp-5 zum stéirksten je

gemessenen Muscheladhdsiv macht (Danner et al., 2012).

1.2.7.3 Redoxmodulatorprotein (Mfp-6)

Wie Mfp-3 und Mfp-5 wurde Mfp-6 ausschlielich an der Plaque-Substrat-Interaktionsfliache
detektiert (Zhao und Waite, 2006a). Es besitzt ein Molekulargewicht von 11,6 kDa und, ana-
log zu anderen Mfps, einen hohen Gehalt an Tyrosinen (~20 Molprozent). Interessanterweise
liegen diese jedoch in Mfp-6 nur zu ca. einem Viertel in zu DOPA oxidierter Form vor. Fer-
ner enthdlt Mfp-6 elf Cysteine, welche in fiir extrazelluldre Proteine ungew6hnlicher Weise
nur marginal disulfidverbriickt vorliegen. Die somit freien Thiole fungieren als Redoxmodula-
toren, um autooxidierte DOPA-Reste von Mfp-3 und Mfp-5 wieder zu reduzieren und somit
o-Chinon-vermittelte Quervernetzungen zu inhibieren bzw. DOPA z. B. zur metallionenver-
mittelte Adhédsion oder Kohision zu erhalten (Yu et al., 2011a), womit dieses Protein gewis-
sermallen einen Gegenspieler der Byssuscatecholoxidase (s. u.) darstellt. In gereiften adhési-
ven Plaques konnen diese Thiole auch ihrerseits an der kovalenten Quervernetzung mittels

chinonbasierten Reaktionen beteiligt sein (Yu et al., 2011a; Zhao und Waite, 2006a).

1.2.8 Byssuscatecholoxidase

Wihrend der Reifung von Byssusfiden und der damit einhergehende Briaunung spielt die
kovalente Quervernetzung von Byssusproteinen eine zentrale Rolle. Die dabei beteiligten
Prozesse werden unter dem Begriff ,,quinone tanning* (chinonbasierte Gerbung) zusammen-
gefasst (Brown, 1950a), welche einen weitverbreiteten Prozess in Arthropoden und Mollus-
ken darstellt (Brown, 1950a; Dennell, 1949). Im Allgemeinen bezeichnet Gerbung die Einfiih-
rung zusitzlicher kovalenter oder elektrovalenter Bindungen, welche Strukturproteine bzw.
biologische Fasern, Schichten etc. aus diesen Proteinen stabilisieren und so ihre Hérte und
Steifigkeit erhohen (Brown, 1950b). Im Byssus tragen diese Prozesse zum einen zur Stabili-
sierung bzw. Verhértung der Faden bei, andererseits konnten auch im Bereich des adhdsiven
Plaques kovalente Bindungen mit dem Substrat die Adhésion verstiarken (Lee et al., 2011).
Die zugrundeliegenden chemischen Reaktionen basieren auf der Oxidation von Catecholen zu

o-Chinonen, die in Anwesenheit von Sauerstoff zu einem geringen Anteil spontan ablauft
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(insbesondere unter alkalischen Bedingungen wie im Meerwasser gegeben) oder durch die

Aktivitit einer Catecholoxidase (CO, EC 1.10.3.1) bedingt ist (Waite, 1990b).
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Abbildung 1-6 DOPA-basierte Chemie im Muschelbyssus

Schematische Darstellung der chemischen Reaktion ausgehend von DOPA-Resten im Muschelbyssus.
Durch die Aktivitit der Enzyme Tyrosinhydroxylase (A) und Catecholoxidase (B) werden Tyrosinreste in
Proteinen zu DOPA hydroxyliert bzw. zum entsprechenden o-Chinon oxidiert. Cofaktor beider Reak-
tionen ist molekularer Sauerstoff. DOPA-Reste sind im Byssus z. T. in Fe-DOPA-Komplexen gebunden
(C). Zwischen DOPA und o-Chinon besteht die Moglichkeit einer radikalischen Quervernetzungsreaktion
(reverse Dismutation, D). Fiir das o-Chinon kdnnen eine Reihe autokatalytischer Weiterreaktionen formu-
liert werden, wie die Tautomerisierung zu Dehydro-DOPA (E) oder die intra- bzw. intermolekulare
Quervernetzung mittels Michael-artiger Addition unterschiedlicher Aminoséurereste (F). Schema adap-
tiert nach Sagert et al. (Sagert et al., 2006)

Catechole befinden sich im Byssusfaden in proteingebundener Form von zu DOPA hydroxy-
lierten Tyrosinresten (Vreeland et al., 1998). Die Reaktivitét der daraus gebildeten o-Chinone

bietet eine Vielzahl von Moglichkeiten fiir Gerbungs- bzw. Quervernetzungsreaktionen (siche
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Abbildung 1-6), welche autokatalytisch ablaufen (Smyth, 1954). Einige der entsprechenden
Reaktionsprodukte konnten dabei experimentell im Byssus nachgewiesen werden, z. B. Di-
DOPA (Burzio und Waite, 2000; Haemers et al., 2003; McDowell et al., 1999), Dehydro-
DOPA (Rzepecki et al., 1991; Yu et al., 2011b) oder 5-S-Cysteinyl-DOPA (Zhao und Waite,
2005).

Neben der Reaktivitit von o-Chinonen spielen, wie bereits erwdhnt (Kapitel 1.2.6), auch
nichtoxidierte DOPA-Reste eine entscheidende Rolle fiir die Kohdsion von Byssusproteinen,
was mit makroskopischen Effekten wie der ,,Selbstheilung* verschiedener Byssuskomponen-
ten in Zusammenhang gebracht wurde (Harrington et al., 2010; Zeng et al., 2010). Ferner
spielen diese Reste eine entscheidende Rolle bei der Adhédsion von Muschelfuproteinen, da
diese Reste zur Ausbildung extrem stabiler nichtkovalenter Bindungen befédhigt sind. So be-
trigt die adhésive Stirke der DOPA-Bindung auf metallische Oberflichen etwa ein Viertel
einer kovalenten Bindung (Lee et al., 2006b). Die Bedeutung nichtoxidierter DOPA-Reste bei
gleichzeitig ablaufenden oxidativen Gerbungsprozessen setzt eine komplexe Regulation der
unterschiedlichen Redoxvorgidnge bzw. der daran beteiligten Proteine/Enzyme voraus. Er-
wihnenswert in diesem Zusammenhang ist das kiirzlich beschriebene Protein Mfp-6 (s. 0.),
welches im Bereich der Substratinteraktionsfliche als natiirlicher Redoxmodulator fungiert

(Yuetal,2011a).

Die Mechanismen der Bildung von DOPA-Resten aus Tyrosinen in Muschelbyssusproteinen
wurden bislang nicht beschrieben. Analog zu bekannten Systemen wird hierbei die Aktivitit
einer Tyrosinhydroxylase (Tyrosin-3-monooxygenase, EC 1.14.16.2) angenommen, welche
unter Beteiligung von Fe’, Sauerstoff und Tetrahydrobiopterin diese Reaktion katalysiert
(Waite, 1990b). Dieses Enzym ist mutmaBlich innerhalb des sekretorischen Wegs aktiv, sollte
also im endoplasmatischen Retikulum oder Golgi-Apparat sekretorischer Zellen lokalisiert

sein (J. H. Waite, personliche Kommunikation).

Die Aktivitdt einer Catecholoxidase wurde sowohl in Byssusfiden (Brown, 1952; Waite,
1985) als auch in der Enzymdriise des MuschelfuBes (Banu et al., 1980; Smyth, 1954) nach-
gewiesen. Aus dem Byssusfaden konnte ferner ein Protein mit einer entsprechenden Aktivitit
isoliert werden, welches eine hohe Préferenz fiir Diphenole (z. B. DOPA) und keine Fahigkeit
zur Oxidation von Monophenolen wie Tyrosin aufwies (Waite, 1985). Ferner wurde aus dem
MuschelfuB ein inaktiver Vorldufer des Enzyms mit einem Molekulargewicht von ~120 kDa
isoliert, welcher erst nach proteolytischer Spaltung mit Chymotrypsin Aktivitét zeigte. Da das

Enzym im Byssusfaden in stark immobilisierter Form vorliegt (Waite, 1985), jedoch einen
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breiten Wirkungsradius besitzen muss, wird eine hohe Abundanz (> 10 Gewichtsprozent) der
Byssuscatecholoxidase angenommen (Waite, 1990a). Aus diesem Grund wurde neben der
enzymatischen Aktivitdt auch eine strukturelle Beteiligung des Proteins im Byssus postuliert

(Waite, 1990b).

Eine cDNA- bzw. Aminoséduresequenz des entsprechenden Enzyms wurde bislang nicht pu-
bliziert, ebenso wenig wie strukturelle Daten der isolierten Byssuscatecholoxidase. Stattdes-
sen wurden die entsprechenden Funktionen aufgrund der Homologie aller bekannten Catecho-
loxidasen bzw. Typ-3-Kupferproteine von analogen Systemen wie den Tyrosinasen oder

pflanzlichen Catecholoxidasen abgeleitet.

1.3 Typ-3-Kupferproteine

Catecholoxidasen werden der enzymatischen Gruppe der Oxidoreduktasen zugeordnet und
gehoren den Typ-3-Kupferproteinen an (Solomon et al., 1996). Diese Proteine sind durch ein
binukleares aktives Zentrum charakterisiert, welches aus sechs Histidinresten und zwei koor-
dinierten Kupferionen besteht (siche Abbildung 1-8). Zwischen diesen beiden Ionen kann ein
Sauerstoffmolekiil gebunden werden, welches im Falle der Catecholoxidasen zur Oxidation
der entsprechenden Substrate bendtigt wird. Der postulierte Reaktionsmechanismus sieht drei
unterschiedliche Zustinde bzw. Redoxformen des aktiven Zentrums vor (siche
Abbildung 1-7 A). Im oxy-Zustand liegt ein Sauerstoffatom als Peroxid in Koordination mit
zwei Cu”"-Tonen vor. Durch Umsetzung eines DOPA-Molekiils zum o-Chinon wird das Zent-
rum in die met-Form tiberfiihrt, wobei der Sauerstoff zu Wasser reduziert wird. Unter Reduk-
tion beider Kupferionen wird anschlieBend ein zweites DOPA-Molekiil oxidiert, wonach das
aktive Zentrum in der deoxy-Form vorliegt. Die Regeneration erfolgt durch erneute Anlage-
rung eines Sauerstoffmolekiils und Wiederherstellung der oxy-Form (Olivares und Solano,

2009).
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Abbildung 1-7 Reaktionsmechanismen von Catecholoxidasen und Tyrosinasen

(A) Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus von Catecholoxidasen. Nach Bindung je eines
DOPA-Molekiils an die oxy- sowie met-Form des aktiven Zentrums und Umsetzung wird jeweils ein
o-Chinon freigesetzt (unter Nettofreisetzung eines Wassermolekiils). Die Reaktivierung der resultieren-
den deoxy-Form zur oxy-Form erfolgt durch erneute Bindung eines Sauerstoffmolekiils. (B) Schematische
Darstellung der Umsetzung von Tyrosin zum o-Chinon durch Tyrosinasen unter Freisetzung eines Was-
sermolekiils. Analog zur Catecholoxidase wird das aktive Zentrum durch Bindung eines Sauerstoffmole-
kiils an die deoxy-Form regeneriert. Mechanismen nach Olivares und Solano (Olivares und Solano, 2009)

Zur Gruppe der Typ-3-Kupferproteine, welche in allen phylogenetischen Konigreiche be-
schrieben wurden (Claus und Decker, 2006; Garcia-Borron und Solano, 2002), werden neben
den Catecholoxidasen auch Tyrosinasen gerechnet. Diese besitzen neben der Catecholoxi-
daseaktivitdt (Catecholase, EC 1.10.3.1) auch die Fiahigkeit, Monophenole, z. B. Tyrosin, um-
zusetzen (Monophenolmonooxidase/Cresolase, EC 1.14.18.1, siche Abbildung 1-7 B). Dabei
wird nach Anlagerung des Substrates (z. B. Tyrosin) an die oxy-Form des katalytischen Zent-
rums ein Sauerstoffatom auf den Phenylring iibertragen (Olivares und Solano, 2009). Das
finale Reaktionsprodukt bei der Umsetzung von Tyrosin stellt dabei stets das o-Chinon dar,
der Reaktionsmechanismus ldsst die Freisetzung von DOPA nicht zu (Olivares und Solano,
2009). Aus diesem Grund ist in Byssusproteinen fiir die Bildung von DOPA-Resten aus Tyro-
sinen die Aktivitét einer Tyrosinhydroxylase (s. 0.) zwingend notwendig (Waite, 1990b).
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Tyrosinasen wurden im Zusammenhang mit einer Vielzahl biologischer Prozesse beschrieben.
In Pflanzen sind diese Enzyme an der immunologischen Abwehr sowie an Braunungsprozes-
sen beteiligt (Cerenius und Soderhill, 2004). Ahnliche Funktionen erfiillen Tyrosinasen in
Saugern, in denen sie an der Synthese von Melanin und somit ebenfalls an Braunungsprozes-
sen von Haaren und Haut beteiligt sind (Garcia-Borron und Solano, 2002). Auch fiir Mollus-
ken wurden Proteine beschrieben, welche Tyrosinaseaktivitit besitzen bzw. Sequenzhomolo-
gie zu bekannten Tyrosinasen aufweisen. Diese stehen ebenfalls im Zusammenhang mit der
Melaninsynthese durch das Prophenoloxidasesystem, welches ein zentrales Element der Ab-
wehr von Feinden, der Immunabwehr und des Wundheilungssystems dieser Organismen dar-
stellt (Carballal et al., 1997; Coles und Pipe, 1994; Cong et al., 2005; Deaton et al., 1999,
Naraoka et al., 2003; Palumbo et al., 1997; Renwrantz et al., 1996).

Die dritte Gruppe der Typ-3-Kupferproteine stellen die Himocyanine dar, die hauptsidchlichen
sauerstofftransportierenden Proteine in der Hdmolymphe von Arthropoden und Mollusken
(van Holde ef al., 2001). Diese sind in ihrer physiologischen Form nicht in der Lage, Substra-
te umzusetzen, konnen aber unter bestimmten Bedingungen enzymatisch aktiviert werden
(Decker und Rimke, 1998). Die Quartérstrukturen von Tyrosinasen bzw. Catecholoxidase und
Héamocyaninen unterscheiden sich stark voneinander. Dabei liegen Hdmocyanine stets als
Multimere vor, wihrend alle bekannten Tyrosinasen und Catecholoxidasen in monomerer

oder dimerer Form vorliegen (Decker und Terwilliger, 2000).

Kristallstrukturen von Tyrosinasen und Hamocyaninen weisen den entsprechenden katalyti-
schen Doménen eine hohe strukturelle Homologie zu (Gaykema et al., 1984; Klabunde et al.,
1998; Matoba et al., 2006). Dabei wird das katalytische Zentrum durch ein Arrangement von
vier a-Helices gebildet (siche Abbildung 1-8). Das Kupferzentrum wird von einer hydropho-
ben Schale umgeben, welche an der Bindung bzw. Orientierung der Substrate beteiligt ist
(Garcia-Borron und Solano, 2002). Neben dieser strukturellen Homologie besitzen die Se-
quenzen dieser Dominen dagegen nur eine geringe Ubereinstimmung, die sich auf den Be-

reich des aktiven Zentrums und der angrenzenden Bereiche beschrénkt.
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Abbildung 1-8 Kristallstruktur einer bakteriellen Tyrosinase

(A) Kristallstruktur der Tyrosinase aus Bacillus megaterium (Sendovski et al., 2011). Abbildung erstellt mit
dem Koordinatensatz PDB 3NPY. Blau: Aminoterminus; Rot: Carboxyterminus. Die beiden Kupferionen
sind als griine Kugeln, die entsprechenden an der Kupferbindung beteiligten Histidinreste in Stdbchendarstel-
lung gezeigt. (B) Detailansicht des katalytischen Zentrums mit Annotation der beteiligten Histidinreste

1.4 Von-Willebrand-Faktor Typ A-idhnliche Dominen

Die meisten bekannten Byssusproteine besitzen einzigartige Sequenzen ohne signifikante
Homologien zu bekannten Proteinen. Trotzdem finden sich vereinzelt generelle Muster extra-
zellulérer Proteine, z. B. die tripelhelikale Kollagendoméne der PreCols, sowie die fiir Mfp-2
beschriebene Homologie zum epidermalen Wachstumsfaktor (Inoue et al., 1995). Ein weite-
res Beispiel fiir die Zuordnung von Byssusproteinen zu Gruppen sequenz- oder strukturho-
mologer Proteine stellt das Matrixprotein PTMP1 dar, welches zwei Doménen besitzt, die auf
Sequenzebene Homologie mit der Gruppe der Von-Willebrand-Faktor Typ A-éhnliche Do-
minen (VWA-Dominen oder VWA-dhnliche Doménen, PFAM PF00092) zeigen (Sun et al.,
2002). Diese VWA-Doménen treten ubiquitér iiber alle phylogenetischen Konigreiche bei
sowohl extrazelluldren, als auch intrazelluldren Proteinen auf, wobei die extrazelluldren For-
men evolutionér jiinger sind (Colombatti et al., 1993). PTMP1 stellt dabei das einzige bislang
bekannte Beispiel fiir ein extrakorporales Strukturprotein mit VWA-Doménen dar. Allein im
menschlichen Proteom finden sich 86 Proteine mit insgesamt 134 VWA-Doménen (Whittaker

und Hynes, 2002). Ihre Funktionen reichen von intrazelluldren Vorgidngen wie Signaltrans-



Einleitung 21

duktion (z. B. Copine) iiber Intramembranproteine (z. B. Ionenkanéle, Rezeptoren) bis zu
extrazelluldren Funktionen wie Zelladhdsion (z. B. Integrine, Von-Willebrand-Faktor). Ferner
stellen diese viele Bestandteile der ECM dar (z. B. Kollagene, Matriline) oder Teile von Pro-
teaseinhibtoren (z. B. Trypsininhibitor). Eine funktionelle Gemeinsamkeit vieler VWA-

Domaénen stellt ihre Fahigkeit zur Bindung von Kollagenen dar.

Alle VWA-Doménen besitzen auf Sequenzebene ca. 25 % identische und ca. 50 % &hnliche
Aminosduren. Bekannte Strukturen dieser Gruppe weisen eine klassische Rossmann-Faltung
auf, ein generelles Faltungsmuster, welches zunéchst fiir nukleotidbindende Proteine be-
schrieben wurde (Rossmann und Argos, 1981). Dieses Faltungsmuster besteht aus einem ver-
drehten innenliegenden parallelen B-Faltblatt, welches von a-Helices umgeben vorliegt. Ein
haufig anzutreffendes, jedoch nicht vollstindig konserviertes Merkmal von VWA-Dominen
stellen zwei Cysteinreste dar, welche an den jeweiligen Domédnengrenzen liegen und die
Struktur durch eine Disulfidbriicke stabilisieren. Neben einer einheitlichen Faltung besitzen
alle VWA-Doménen ein konserviertes diskontinuierliches Sequenzmotiv (DXSXS...T...D,
wobei X beliebige Aminosduren bezeichnet), welches einen potenziell metallionenbindenden
Charakter besitzt. Da im Falle der Integrine die Koordination von Metallionen sowie die Bin-
dung von Kollagen mittels dieser Motive nachgewiesen werden konnten, wurden dieses gene-
rell als MIDAS-Motive bezeichnet (metal ion dependent adhesion sites), obwohl nicht alle
bekannten VWA-Doménen Metallionen binden kénnen bzw. diese Stellen nicht generell fiir
die Interaktion mit anderen Makromolekiilen dienen, wie im Falle der A3-Doméne des Von-

Willebrand-Faktors nachgewiesen wurde (Bienkowska et al., 1997).

Abbildung 1-9 Struktur von VWA-Domiinen

Schematische Darstellung der Kristallstruktur der
A3-Domine des humanen Von-Willebrand-
Faktors (PDB 1ATZ) mit Annotationen der
Sekundérstrukturelemente (a-Helices blau, [-
Falt-blétter rot). Die Positionen des MIDAS-
Motivs sind griin dargestellt, die Disulfidbriicke
gelb. C: Carboxyterminus; N: Aminoterminus
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1.5 Kollagene

Kollagene bilden den Hauptanteil aller Strukturproteine der extrazelluldren Matrix von Ver-
tebraten, wobei sie die grundlegende lasttragende Rolle in allen Kdrpergeweben einnehmen
(Kadler et al., 2007). Aufgrund ihrer Beteiligung am Aufbau von Knochen- und Knorpelge-
webe stellen dabei fibrillare Kollagene den groBten Massenanteil. Daneben erfiillen nicht-
fibrillare Kollagene, insbesondere im Bereich der Basallamina, wichtige Funktionen, z. B. bei
Zell-Zell-Interaktionen. Kollagene stellen eine extrem heterogene Gruppe von Proteinen dar,
die hauptsichlich durch die Anwesenheit einer tripelhelikalen Struktur bzw. Doméne charak-
terisiert sind, welche von einer regelmiBigen Abfolge eines Gly-X-Y-Aminosduretriplets ge-
bildet wird. X und Y bezeichnen dabei beliebige Aminoséuren mit hoher Préiferenz fiir Prolin,
welches in Y-Position hdufig posttranslational zu 4-Hydroxyprolin modifiziert vorliegt. Diese
spezielle Aminosdureabfolge ermdglicht die Bildung einer stabilen rechtsgingigen Tripelhe-
lix, bei der die drei einzelnen Ketten in linksgéngiger polyprolin-II-helikaler Anordnung vor-
liegen. Die kleinen Glycine der Tripletts liegen dabei jeweils im Inneren der Tripelhelix, wéh-
rend die beiden anderen Aminosduren nach aulen gewandt sind (Bella et al., 1994). Neben
dieser gemeinsamen tripelhelikalen Domidne besitzen viele Kollagene eine Reihe weiterer
Domiénen unterschiedlichster Funktionen, welche ihrerseits unterschiedlichen Strukturfami-
lien wie den bereits beschriebenen VWA-Doménen, Fibronektin III oder Coiled-Coils zuge-
ordnet werden konnen (Hulmes, 2008). Die einzelnen Prokollagenmolekiile lagern sich intrin-
sisch zu einer Vielzahl supramolekularer Arrangements zusammen, die in unterschiedlichen
hierarchischen Ebenen von fliissigkristallinen iiber mikrofibrilliren Assemblierungsformen
bis zu makroskopischen Fasern einnehmen (Ottani et al., 2002). Dabei unterscheiden sich die
in vitro aus gereinigten Kollagenmolekiilen gebildeten Assemblierungsformen signifikant von
in vivo gebildeten, was eine komplexe Steuerung der Bildung in Geweben durch unterschied-
lichste Kontrollmechanismen indiziert (Hulmes, 2002). Neben den klassischen Kollagenen
wurden in Vertebraten eine Reihe kollagendhnlicher Proteine detektiert, welche ebenfalls tri-
pelhelikale Regionen besitzen. Kollagene und kollagendhnliche Proteine lassen sich einer
Reihe von Subklassen zuordnen (Tabelle 1-1), wobei die genauen Zuordnungen der einzelnen

detektierten Molekiile teilweise kontrovers diskutiert werden.
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Tabelle 1-1 Zuordnung von Kollagenen und kollagenéhnlichen Proteine zu Subklassen (Hulmes, 2008)

Subklasse Mitglieder (Beispiele)

fibrilldre Kollagene Kollagen Typ L, IL, 111, V, XI, XXIV, XXVII

fibrillenassoziierte und verwandte Kollagene Kollagen Typ IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII
(sog. FACIT-Kollagene)

perlenschnurartige Kollagene Kollagen Typ VI

Basallamina- und assoziierte Kollagene Kollagen Typ IV, VII, XV, XVIII

kurzkettige Kollagene und verwandte Proteine Kollagen Typ VIII, X; Komplementfaktor Clq; Emilin 1

und 2; Adiponektin

Transmembrankollagene und kollagendhnliche Kollagen Typ XIII, XVII, XXIII, XXV; Ectodysplasin;
Transmembranproteine Makrophagen-Scavenger-Rezeptoren I-111

Kollektine und Ficoline Mannanbindeproteine; Surfactantproteine A und D;
Conglutinin; Kollektin 43; M- und H-Fikolin

weitere Kollagene und kollagendhnliche Proteine ~ Emul; Kollagen Typ XXVI, XXVIII

Fiir die Integritdt von Geweben bzw. den Autbau der extrazelluliren Matrix sind komplexe
Wechselwirkungen zwischen Kollagenen und der umgebenden Matrix essenziell, wobei diese
meist von kollagenbindenden Matrixproteinen vermittelt werden. Hierzu besitzen Kollagene
spezifische Bindestellen fiir diverse Proteine der extrazelluldren Matrix (Sweeney et al.,
2008). Als Matrixproteine in Vertebraten spielen z. B. die Matriline eine wichtige Rolle, eine
Gruppe von Proteinen mit repetitiver Abfolge verschiedener VWA- und EGF-Doménen (Klatt
et al., 2011). Fiir diese Proteine wurde sowohl die hochaffine Bindung an Kollagen als auch
an weitere Matrixkomponenten nachgewiesen, wodurch ihnen eine Rolle als Adapterproteine
zugeschrieben wird (Fresquet et al., 2007). Dariiber hinaus zeigten Matriline auch ein Einfluss

auf die Assemblierung von Kollagenfibrillen (Otten et al., 2010).

Die meisten Erkenntnisse zu Struktur und Funktion von Kollagenen wurden fiir Vertebraten
beschrieben. Daneben existieren jedoch auch in Invertebraten eine Reihe von Kollagenen und
kollagendhnlichen Proteinen (Adams, 1978). Ein Beispiel hierfiir stellen die Byssuskollagene
dar, mit der besonderen Eigenschaft der Beteiligung an der Bildung extrakorporaler Struktu-
ren (Waite et al., 1998). Interaktionen von PreCols mit der umgebenden Matrix im Byssus
wurden zwar mehrfach postuliert (Sagert und Waite, 2009; Sun et al., 2002; Waite et al.,

2002), jedoch experimentell bislang nicht beschrieben.
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1.6 Bio-inspirierte Materialien basierend auf Byssusproteinen

Der Byssus der Miesmuschel stellt aufgrund seiner interessanten chemischen und mechani-
schen Eigenschaften ein Modellsystem fiir eine Vielzahl bio-inspirierter Anwendungen dar
(Deming, 1999; Waite et al., 2005). Einen wichtigen Aspekt stellen dabei die Adhédsions- und
Kohisionseigenschaften der Proteine dar, die stark durch von DOPA ausgehenden chemi-
schen Eigenschaften geprigt sind. Die Sekretion DOPA-haltiger MuschelfuBlproteine kann
durch die Injektion von Kaliumchlorid in den Muschelfuf} stimuliert werden (Tamarin et al.,
1976). Die auf diese Weise gewonnenen Proteine bzw. Proteinmischungen eignen sich fiir
eine Vielzahl von Anwendungen, wie ihre Verwendung als Zellkulturoberflachen, und wer-
den u. a. auch kommerziell, z. B. als Cell-TAK (BD Biosciences), vertrieben (Waite, 1990a).
Die Oxidation der DOPA-Reste in diesen Proteinen kann entweder chemisch durch Oxidati-
onsmittel oder enzymatisch durch Pilztyrosinase (mushroom tyrosinase, Sigma-Aldrich
Nr. T3824), welche aus dem Champignon Agaricus bisporus isoliert wird, durchgefiihrt wer-
den (Ito et al., 1984; Monahan und Wilker, 2004). Durch die folgende autokatalytische Quer-
vernetzung andert sich die Loslichkeit sowie mechanische Stabilitét der entsprechenden Pro-

teine signifikant (Hansen ef al., 1998; Lauren und Wilker, 2007).

Neben der Verwendung natiirlicher Proteine bietet sich auch die rekombinante Produktion zur
Gewinnung materialwissenschaftlich relevanter Mengen entsprechender Proteine an. Diese
bietet zudem die Mdglichkeit zur Generation von Varianten, verkiirzten Formen bzw. Fusi-
onsproteinen. Die rekombinante Produktion wurde u. a. fiir Mfp-1 bzw. Proteine basierend
auf dessen repetitiver Struktur beschrieben (Filpula et al., 1990; Strausberg et al., 1989). Fer-
ner wurden Proteine des adhidsiven Plaques, insbesondere Mfp-3 und -5, welche mal3geblich
die adhésiven Eigenschaften des Byssus bedingen, rekombinant hergestellt (Hwang et al.,
2005; Hwang et al., 2004). Auch bei diesen Proteinen éndern sich die adhésiven Eigenschaf-
ten nach chemischer bzw. enzymatischer Oxidation. Um Proteine mit neuen Eigenschaften zu
generieren bzw. Eigenschaften zu kombinieren, wurden Fusionsproteine aus Mfp-1, -3 und -5
generiert, welche bessere adhdsive Eigenschaften als die isolierten Proteine aufwiesen und
u. a. zur Bildung einer artifiziellen extrazelluliren Matrix eingesetzt werden konnen (Choi et
al., 2010; Gim et al., 2008; Hwang et al., 2007a). Dabei konnten die zellbindenden Eigen-
schaften u. a. durch Hinzufiigen einer integrinbindenden RGD-Sequenz verbessert werden
(Hwang et al., 2007b). Analog zu den natiirlich vorkommenden Muscheladhdsiven sind einige
Produkte rekombinant hergestellter MuschelfuBproteine bereits kommerziell erhéltlich (z. B.

MAPTrix, AMS Biotechnology).
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Neben der Verwendung von aus Muscheln extrahierten oder rekombinant hergestellten Prote-
inen inspirierten die fiir Byssusproteine beschriebene DOPA-basierten chemischen Reaktio-
nen die Generierung von Peptiden (Olivieri ef al., 2010; Yu und Deming, 1998) oder Polyme-
ren mit DOPA- bzw. Catecholfunktionen (Lee et al., 2006a; Wang et al., 2007; Westwood et
al.,2007).

Im Zusammenhang mit Muschelbyssus- bzw. DOPA-inspirierten Materialien ist auch die
Byssuscatecholoxidase von groflem Interesse fiir technische Anwendungen. Bislang wurde
zur Hydroxylierung bzw. oxidativen Quervernetzung dieser Materialien stets kommerziell
erhéltliche Pilztyrosinase eingesetzt. Die Verwendung des im Byssus vorhandenen Enzyms zu
diesen Zwecken konnte jedoch die Spezifitit der entsprechenden Reaktionen signifikant erho-
hen und somit die Mdglichkeit bieten, oxidative Modifikationen noch zielgerichteter einzu-
fiihren. Anwendung konnte dieses Enzym neben der Generierung spezifischer Adhésive auch
im Bereich der Biosensorik finden, in der Tyrosinasen bereits erfolgreich eingesetzt werden
(Berenguer et al., 1989; Fiorentino et al., 2010). Ferner werden Tyrosinasen bereits erfolg-
reich zur Detoxifizierung von phenolbelasteten Erdreichen oder Abwissern, zur Herstellung
von Pharmazeutika (z. B. L-DOPA zur Behandlung von Morbus Parkinson) sowie im Bereich
der kosmetischen Industrie oder Nahrungsmittelproduktion zur gezielten Foérderung oder In-

hibition von Braunungsprozessen eingesetzt (Claus und Decker, 2006; Claus und Filip, 1988).

Auch die Byssuskollagene bieten sich aufgrund der ihnen zugewiesenen interessanten mecha-
nischen Eigenschaften fiir eine Reihe materialwissenschaftlicher Anwendungen an. Insbeson-
dere ihre graduelle Verteilung und der dadurch bedingte mechanische Gradient (Waite et al.,
2002) stellen ein wichtiges Modellsystem zur Generierung von Gradientenmaterialien dar
(Claussen et al., 2012a; Claussen et al., 2012b). Da die Extraktion der einzelnen Kollagene
aus Extrakten oder den Byssusfidden extrem limitiert ist, bietet sich auch in diesem Fall die
rekombinante Produktion der PreCols an (Hagenau und Scheibel, 2010). Die hauptséchliche
Schwierigkeit stellt dabei die Bildung einer intakten, stabilen Kollagentripelhelix dar, welche
u. a. durch die posttranslationale Einfiihrung von 4-Hydroxyprolinresten bedingt ist (Golser,
2009).

1.7 Zielsetzung

Der Byssusfaden der Miesmuschel stellt ein auBBergewohnliches Beispiel der evolutiondren

Anpassung mariner Organismen an ihr natiirliches Habitat, die Gezeitenzone, dar. Morpholo-
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gie, Struktur und Funktion dieser biologischen Faser wurden in den vergangenen Jahrzehnten
eingehend beschrieben. Dariiber hinaus konnten die auBergewdhnlichen mechanischen Eigen-
schaften des Byssus, wie die Klebeeigenschaften unter Wasser oder die spezielle mechanische
Stabilitidt der Faden, auf einfache chemische Prozesse wie reversible Metallkoordination oder
Redoxreaktionen reduziert werden. Dies verleiht dem Byssus den Charakter eines interessan-
ten Modellsystems gleichermaflen fiir Grundlagenforscher und Materialwissenschaftler
(Harrington und Waite, 2008b). Neben dieser modellhaften Betrachtung des Byssusfadens
existieren dagegen verhiltnismaBig wenige Informationen tiber die Struktur und den funktio-
nellen Beitrag einzelner Komponenten bzw. in diesem Kontext die Struktur-/Funk-
tionsbeziehung der entsprechenden Byssusproteine. Dies ist mitunter dem Umstand geschul-
det, dass einzelne Proteine, bedingt durch einen hohen Grad an Quervernetzung, nur schwer
aus dem Byssus extrahiert werden konnen. Aus diesem Grund bietet sich die rekombinante

Produktion zur Gewinnung und Analyse einzelner Byssusproteine an.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zwei Proteine des Byssusfadens von M. gallopro-
vincialis hinsichtlich ihrer Struktur und funktionellen Rolle analysiert werden. Einen Fokus
der Arbeit stellte dabei die Identifizierung einer im Byssus aktiven Catecholoxidase dar, wel-
che bereits mehrfach im Byssusfaden nachgewiesen werden konnte (Waite, 1985), von der
jedoch bislang keine Sequenz publiziert wurde. Die Basis hierzu stellte eine cDNA-Bank des
MuschelfuBBes dar, aus der entsprechende Sequenzen mittels PCR-basierter Ansédtze isoliert
und anschlieBend eingehend bioinformatisch charakterisiert werden sollten. Den Hauptteil der
Arbeit stellt die Analyse des bereits bekannten Proximalen Fadenmatrixproteins 1 (Sun et al.,
2002) dar, von dem ebenfalls Sequenzen aus der cDNA-Bank extrahiert werden sollten. Um
PTMP1 zu charakterisieren, sollte dieses rekombinant hergestellt, gereinigt und eingehend
proteinchemisch und spektroskopisch analysiert werden. Da PTMP1 ausschlieBlich in Form
bakterieller Inclusion Bodies produziert werden konnte, stand zundchst die Riickfaltung bzw.
die Charakterisierung riickgefalteter PTMP1-Formen im Vordergrund. Anschlieend sollte
die Struktur von PTMP1 mittels Rontgenkristallographie bestimmt werden. Neben der Analy-
se der strukturellen Stabilitdit von PTMP1 und verschiedener Varianten bzw. Mutanten sollte
die beschriebene Fihigkeit von PTMP1 zur Bindung von Kollagen iiberpriift und néher cha-
rakterisiert werden. Ferner sollte die funktionelle Rolle von PTMP1 als Matrixprotein des
proximalen Byssusabschnittes eingeordnet werden. Hierzu wurde der Einfluss von PTMP1

auf die Assemblierung von Fibrillen aus 16slichem Kollagen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendetes Material

2.1.1 Chemikalien

Acetonitril

Agar-Agar

Agarose

Ammoniak 25 %
Ammoniumeisen(I1I)-citrat
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz
Anhydrotetracyclin-Hydrochlorid

Arginin

Biotin

Breox FMT 30 Antifoam

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat
3,4-Cyclohexenoesculetin-f-D-galaktopyranosid (S-Gal)
Chloramphenicol

Coomassie Brillant Blau
a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA)
2¢-Desoxynukleotid-5‘-triphosphate (ANTPs)
di-Kaliumhydrogenphosphat
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB)
Essigsédure

Ethanol (technisch und p. A.)

Ethanolamin
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Formaldehyd 37 %

Glucose

Glutathion oxidert (GSSG)

Glutathion reduziert (GSH)

Glycerin 99,5 %

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid

Harnstoff

Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
(HEPES)

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Cognis, Southampton, GrofBbritannien
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

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

VWR International, Radnor, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR International, Radnor, USA
VWR International, Radnor, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, 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

Carl Roth, Karlsruhe
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Imidazol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
5-[2-(2-lodacetamido)ethylamino]- naphthalen-1- Molecular Probes (Life Technologies),

sulfonsdure (IAEDANS) Carlsbad, USA
Isopropanol VWR International, Radnor, USA

Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumsulfat

Kanamycin-Sulfat

LB-Agar

LB-Medium

Lithiumchlorid

Lithiumsulfat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat
2-Mercaptoethanol

Methanol

2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD)
Milchpulver Blotting Grade
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-glycin (Bicin)
Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdodecylsulfat

Natriumhydroxid

Natriummetaperiodat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Nickel(II)-sulfat-Hexahydrat
2-Nitro-5-Thiocyanobenzoeséure (NTCB)
o-Phosphorséure 85 %
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenglycol PEG 2000 MME
Polyethylenglycol PEG 3350
Polyethylenglycol PEG 400
Polyethylenglycol PEG 6000
Proteaseinhibitor Mix G

Rotiphorese Gel 40 Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1)

Saccharose

Salzsdure 37 %

Sauerstoff

Schwefelsdure

Silbernitrat

Sorbitol

Stickstoff (fliissig)

SYBR Safe DNA Gel Stain
Tetracyclin

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Radnor, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Alfa Aesar, Ward Hill, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
RiefBner-Gase, Lichtenfels
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Linde, Miinchen

Invitrogen (Life Technologies), Carlsbad, USA
Carl Roth, Karlsruhe
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3,3".5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
Trifluoressigsiure
Tris(2-carboxyethyl)phosphine-hydrochlorid (TCEP)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypton/Pepton aus Casein

Tween 20

Uranylacetat

Wasserstoffperoxid

Xylencyanol

Yeast Nitrogen Base (YNB)

Zeocin (100 mg/mL)

Zinkchlorid

Zitronensdure-Monohydrat

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR International, Radnor, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen (Life Technologies), Carlsbad, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Weitere Chemikalien wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (St.

Louis, USA) bezogen. Alle verwendeten Chemikalien besa3en, sofern nicht anders angege-

ben, den Reinheitsgrad p. A.

2.1.2 Proteine und Peptide

Polymerasen
PfuTurbo DNA-Polymerase

Phusion Hot Start DNA-Polymerase
Taq-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen/Schnittstellen®

BamHI G|]GATCC
Bsal GGTCTC(1/5)
BsrGI T|GTACA
Dpnl GA|TC (nur bei methyliertem A)
EcoRI G|AATTC
EcoRV GAT|ATC
HindIII AJAGCTT
Ncol C|CATGG
Ndel CA|TATG
Nhel G|CTAGC
Notl GC|GGCCGC
Sacl GAGCT|C
Xbal T|CTAGA
Xhol ClTCGAG
Phosphatase/Ligase
Antarctic Phosphatase

T4 DNA-Ligase

' Bezeichnung nach Roberts et al., 2003

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

New England Biolabs, Ipswich, USA
Promega, Fitchburg, USA
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Proteasen
ULP1

Asp-N, Sequencing Grade

Glu-C, Sequencing Grade

Trypsin, modifiziert, Sequencing Grade
Chymotrypsin, Sequencing Grade

Antikoérper
Anti-c-MY C-Antikorper (Maus, monoklonal)

Anti-Hase IgG Peroxidase-Konjugat (Ziege,
polyklonal)

Anti-humaner Von-Willebrand Faktor-Antikdrper
(Hase, polyklonal)

Anti-Maus IgG FITC-Konjugat (Ziege, polyklonal)

Anti-Maus IgG Peroxidase-Konjugat (Ziege,
polyklonal)

Anti-polyHistidin-Antikorper (Maus, monoklonal)
Anti-PTMP1-Serum (Hase, polyklonal)

Kollagene
Kollagen Typ I (Kdnguru-Schwanz)

Kollagen Typ I (Kélberhaut)

Kollagen Typ II (Rindertrachea-Knorpelgewebe)
Kollagen Typ III (humane Plazenta)

Kollagen Typ IV (humane Plazenta)

Kollagen Typ V (humane Plazenta)

Sonstige Proteine/Peptide
Albumin Fraktion V (BSA)
Lysozym
(PPG)io

2.1.3 Grofienstandards und Kits

1 kb DNA-Leiter

100 bp DNA-Leiter

Additive Screen HT

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System

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

JCSGcore Suites [-IV

PrepEase Genomic DNA Isolation Kit

Protein Marker, Broad Range (2-212 kDa)

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

Lukas Eisoldt, Lehrstuhl Biomaterialien,
Universitdt Bayreuth

Promega, Fitchburg, USA
Promega, Fitchburg, USA
Promega, Fitchburg, USA
Promega, Fitchburg, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Acris Antibodies, Hiddenhausen

Dako, Glostrup, Danemark

Acris Antibodies, Hiddenhausen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Pineda Antikorper-Service, Berlin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
PeptaNova, Sandhausen

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Hampton Research, Aliso Viejo, USA

GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Grof3britannien

New England Biolabs, Ipswich, USA

Qiagen, Hilden

Affymetrix, Santa Clara, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
Promega, Fitchburg, USA

Promega, Fitchburg, USA

Promega, Fitchburg, USA
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2.1.4 Chromatographiematerialien

Chelating Sepharose Fast Flow
SP Sepharose Fast Flow
HiLoad 26/60 Superdex 200 pg
Superdex 200 10/300 GL
Sdulenmantel XK 16 und XK 26
HisTrap FF 5 mL

2.1.5 Sonstiges Material

24-well Kristallisationsplatten Cryschem

24-well Kristallisationsplatten VDXm mit Dichtmittel
96-well-Platten (BD Microtest)

96-well-Platten (Costar Carbo-BIND)

96-well-Platten (Nunc MaxiSorp)

96-well-Platten (Nunc PolySorp)

96-well-Platten (Pierce Amine-binding, Maleic
Anhydride Activated)

Aluminium-Klebeband Scotch Brand
Bechergléser

Blotting-Membran Roti-PVDF
Cantilever OMCL-AC160TS-W2
Cellophanfolien

Cryo-Loops

Deckglédser 18 mm Borosilikatglas Dicke Nr. 1,5
Dewargefdl3 Agil 2

Dialyseschlduche und Klammern
Easypet Pipettierhilfe
Elektroporationskiivetten (0,2 cm)
Erlenmeyerkolben

Glasperlen

Indikatorstreifen pH-Fix

Kaniilen

Kiivetten-Reinigungslosung Hellmanex 11
Laborflaschen

Labortiicher Kimtech Science
Leitfdhige Haftaufkleber
Messzylinder

Mikrokiivetten

MRC 96-well-Kristallisationsplatten

Multipette Plus mit Combitips

Muskovit (Glimmer)

Objekttriger fiir AFM-Messungen (15 mm)
Parafilm M

Pasteurpipetten

Petrischalen

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grofibritannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien

Hampton Research, Aliso Viejo, USA
Hampton Research, Aliso Viejo, USA
BD, Franklin Lakes, USA

Corning, Corning, USA

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

3M, St. Paul, USA

VWR International, Radnor, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Olympus, Tokyo, Japan

Carl Roth, Karlsruhe

Hampton Research, Aliso Viejo, USA
VWR International, Radnor, USA
Air Liquide, Paris, Frankreich
Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, USA
Eppendorf, Hamburg

VWR International, Radnor, USA
VWR International, Radnor, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

B. Braun Melsungen, Melsungen
Hellma, Miillheim

Duran Group, Mainz
Kimberly-Clark, Dallas, USA
Plano, Wetzlar

VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, Niimbrecht

Molecular Dimensions, Newmarket,
Grof3britannien

Eppendorf, Hamburg

Alfa Aesar, Ward Hill, USA

Ted Pella, Redding, USA

Bemis, Neenah, USA

VWR International, Radnor, USA
Sarstedt, Niimbrecht



32

Material und Methoden

Pipetten (1000/200/8x100/20/10/2,5 pL)
Pipettenspitzen

Probenrohrchen (15/50 mL)

Quarzglas Suprasil-Kiivetten 1 mm, 3 mm, 10 mm
Reaktionsgefafie (200 pL, 1,5 mL, 2 mL)
REM-Probentrager

Riihrfische

SERVAGel TG 12, Vertical Tris-Glycine Gel 12 %
SERVAGel TG 4-20, Vertical Tris-Glycine Gel 4-20 %
Skalpelle

SPR-Chips CM5

Spritzen (50/250 uL)

Spritzen Omnifix (2-50 mL)

Stabpipetten

Sterilfilter Filtropur S (0,22/0,45 um)
TEM-Objekttrager

Thermanox-Deckgléser

Ultrafiltrationseinheit Vivaspin 2, 6, 20
(10 000/30 000 MWCO)

Ultrafiltrations-Membranen (10 000/30 000 MWCO)
UV-Kiivetten

Wigeschélchen

Whatman 3MM CHR Chromatographiepapier
ZipTip C4, C18

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

VWR International, Radnor, USA
Hellma, Miillheim

Sarstedt, Niimbrecht

Agar Scientific, Stansted, GroBbritannien
VWR International, Radnor, USA

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Serva Electrophoresis, Heidelberg

B. Braun Melsungen, Melsungen

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Gro3britannien
Hamilton, Reno, USA

B. Braun Melsungen, Melsungen
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Agar Scientific, Stansted, GroBbritannien
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sartorius, Gottingen

Millipore (Merck), Darmstadt

Brand, Wertheim

VWR International, Radnor, USA

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
Millipore (Merck), Darmstadt

Weiteres Laborzubehor bzw. zusitzliche Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen

VWR International (Radnor, USA) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.6 Geriite

Spektroskopie
ESI-Massenspektrometer LTQ XL

FT-IR-Spektrometer Tensor 27
mit AquaSpec-Messzelle

J-815 Spektropolarimeter
mit Peltierelement PTC 423S/15

MALDI-TOF-Massenspektrometer Reflex I11

Oberflachenplasmonenresonanzspektrometer
Biacore X

0OD600 DiluPhotometer

Photometer NanoDrop ND-1000
Plattenleser Mithras LB 940
UV/VIS-Spektrometer GENESYS 10S
UV/VIS-Spektrometer Varian Cary 50 Bio

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bruker, Billerica, USA

Jasco, Tokyo, Japan

Bruker, Billerica, USA
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GrofSbritannien

Implen, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Berthold Technologies, Bad Wildbad
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Agilent, Santa Clara, USA
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Chromatographie
Akta FPLC
Akta Purifier
Brechungsindex-Detektor Shodex RI-71
Fraktionssammler Frac-950
HPLC-Anlage 1100 Series

HPLC-Anlage Prominence
mit Autosampler Sil20AC

Lichtstreungsdetektor DAWN EOS (MALS)
Probenauftragspumpe P-960 mit Luft-Sensor

Superloop150 mL

Elektrophorese
Agarosegelektrophoresekammern
BlueMarine 100, BlueMarine 200

Blotting-Apparatur Fastblot
GieBstand fiir Polyacrylamidgele
Laufapparatur Mighty Small 11

Spannungsquellen BluePower 500, BluePower Plus

Mikroskopie
AFM Veeco Dimension 3100
mit Nanoscope IV Controller
und XY -closed-loop-Scanner

Rasterelektronenmikroskop JSM 6400
Transmissionselektronenmikroskop JEM-2100
CCD-Kamera ES500W Erlangshen
Mikroskop SZX16 mit Kamera E-620
Mikroskop SMZ1500

Kristallographie
Pipettierroboter Phoenix

Rontgenquelle IuS (sealed tube)
Rontgendetektor MAR 345 DTB

Synchrotron und Elektronenspeicherring BESSY 11

CCD-Detektor MX225

Dokumentation
GelDoc XR
Gelscanner Bio-5000
Gelscanner HP Scanjet G4050
Rock Imager 1000
Digitale Spiegelreflexkamera D5000
Objektiv AF 90 mm F/2.8 Macro 1:1
Fluoreszenz-Imager Ettan DIGE

Inkubation/Aufbewahrung
Bioreaktor Minifors 1,3 L
Bioreaktor 4 L
Gefrierschrank Comfort NoFrost

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GrofSbritannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
Showa Denko, Tokyo, Japan

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GrofSbritannien
Agilent, Santa Clara, USA

Shimadzu, Kyoto, Japan

Wyatt Technology, Santa Barbara, USA
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GrofSbritannien

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Biometra (Analytik Jena), Jena
Mechanikwerkstatt, Universitit Bayreuth
Hoefer, Holliston, USA

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Bruker, Billerica, USA

Jeol, Akishima, Japan
Jeol, Akishima, Japan
Gatan, Pleasanton, USA
Olympus, Tokyo, Japan
Nikon, Tokyo, Japan

Art Robbins Instruments, Sunnyvale, USA
Incoatec, Geesthacht

Marresearch, Norderstedt
Helmholtz-Zentrum Berlin

Rayonix, Evanston, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Microtek, Hsinchu, Taiwan

Hewlett-Packard, Palo Alto, USA

Formulatrix, Waltham, USA

Nikon, Tokyo, Japan

Tamron, Saitama, Japan

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien

Infors, Bottmingen/Basel, Schweiz
Glasblaserei, Universitit Bayreuth
Liebherr, Bulle, Schweiz
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Gefriertrockner Alpha 1-2 LDplus
Heizblock
Kiihl-Gefrierschrank Premium

Christ, Osterode am Harz
VWR International, Radnor, USA
Liebherr, Bulle, Schweiz

Mikrowelle 7809 Severin, Sundern
Mikrowelle Privileg 30889 KOR-6QB7 IRE Beteiligungs GmbH, Stuttgart
Thermocycler MyCycler Bio-Rad, Hercules, USA

Thermocycler TProfessional Basic Gradient

Thermomixer comfort, Thermomixer compact

Tiefkiihllagertruhe HER Afreeze
Wérmeschrank WB560K
Wasserbad Aqualine AL 12
Wasserbad F12-MB

Wasserbad Haake DC30-K20
Wasserbad Haake WKL 26

Schiitteln/Riihren/Homogenisieren

Amicon Riihrzelle 8200
Dispergierer Silent Crusher M

Biometra (Analytik Jena), Jena
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mytron, Heilbad Heiligenstadt
Lauda, Lauda-Kd&nigshofen
Julabo, Seelbach (Schutter)

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

Millipore (Merck), Darmstadt
Heidolph, Schwabach

Magnetrithrer KMO 2 basic IKA, Staufen
Magnetriihrer mit Heizplatte MR 3001 Heidolph, Schwabach
Magnetriihrer mit Heizplatte RTC basic IKA, Staufen

Magnetriihrer VS-C7

VWR International, Radnor, USA

Schiittler Certomat RM Sartorius, Gottingen
Schiittler Unimax 1010 Heidolph, Schwabach
Taumelschiittler 3011 GFL, Burgwedel

Uber-Kopf-Schiittler Intelli-Mixer
Ultraschalleinheit Sonopuls HD 3200
Ultraschallsonden KE 76, MS 73 und TT 13
Vortex VV3

neoLab, Heidelberg

Bandelin electronic, Berlin
Bandelin electronic, Berlin

VWR International, Radnor, USA

Waagen
Feinwaage TE313S Sartorius, Gottingen
Waage Acculab ALC-4100.1 Sartorius, Gottingen
Waage CPA225D Sartorius, G6ttingen
Waage CS200 Ohaus, Pine Brook, USA

Waage Pioneer

Zentrifugation

Ohaus, Pine Brook, USA

Rotor #3057 (6 x 50 mL)

Rotor #7593 (24 x 2 mL)

Rotor Fiberlite F10-6x500y

Rotor Fiberlite F14-6x250y

Rotor SS-34

Standzentrifuge Sorvall RC6 Plus
Tischzentrifuge Heraeus Biofuge Fresco 17

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
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
Beckman Coulter, Brea, USA

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge Pico 17

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge Primo R
Tischzentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Ultrazentrifuge Optima MAX-XP
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Sonstige Geriite

Autoklav SANOclav Adolf Wolf SANOclav, Bad Uberkingen-Hausen
Autoklav VX-150 Systec, Wettenberg

Eismaschine Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Elektroporationseinheit MicroPulser Bio-Rad, Hercules, USA

pH-Meter Schott Lab 850 SI Analytics, Mainz

Reinstwasseranlage MilliQ Advantage A10 Millipore (Merck), Darmstadt

Vakuumpumpe Rotavac Valve Tec Heidolph, Schwabach

2.1.7 Computerprogramme und Tools

Programme
Accelrys Draw 4.1 Accelrys, San Diego, USA
ApE 1.17 M. Wayne Davis, University of Utah, USA
Astra 6.0.1 Wyatt Technology, Santa Barbara, USA
Biacore X Control Software 2.3 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
BIAevaluation 4.1.1 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
Cary WinUV 3.00 Varian (Agilent), Santa Clara, USA
CDNN 2.1 Dr. Gerald Bohm, Leipzig
CLC Sequence Viewer 6.5.3 CLC bio, Aarhus, Danemark
Creative Suite 5 Design Standard Adobe, San Jose, USA
EndNote X4 Thomson Reuters, New York City, USA
Ettan DIGE Imager 1.0.2.21 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
GENtle 1.9.4 Magnus Manske, Universitit Koln
Image Quant 5.2 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien
Iris 5.3 Infors, Bottmingen/Basel, Schweiz
mar345dtb 10.4 Marresearch, Norderstedt
MicroWin 4.41 Berthold Technologies, Bad Wildbad
mMass 5.1.0 Martin Strohalm (Niedermeyer und Strohalm, 2012)
NanoDrop ND-1000 3.7.1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NanoScope 7.20 Veeco (Bruker), Billerica, USA
Office Professional 2010 Microsoft, Redmond, USA
OPUS 6.5 Bruker, Billerica, USA
Origin 8.1G OriginLab, Northampton, USA
Phoenix 1.10.3.5 Art Robbins Instruments, Sunnyvale, USA
Primer D’Signer 1.1 IBA, Goéttingen
PyMOL 1.3 Schrédinger, New York City, USA
PyMOL APBS tools plugin M.G. Lerner/H.A. Carlson, University of Michigan, Ann Arbor, USA
PyMOL DSSP and Stride plugin Hongbo Zhu, BIOTEC, Technische Universitit Dresden
Quantity One 4.65 Bio-Rad, Hercules, USA
Rock Imager 2.6.4.2 Formulatrix, Waltham, USA
Rock Maker Enterprise 2.4.9.2 Formulatrix, Waltham, USA
ScanWizard Bio 1.01 Microtek, Hsinchu, Taiwan
SEQUEST Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Spectra Manager 1.54.03 Jasco, Tokyo, Japan
Spectra Manager 2.08.04 Jasco, Tokyo, Japan
UNICORN 5.11 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien

Xcalibur 2.1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Online-Tools/-Ressourcen/-Datenbanken

APBS

big-PI Predictor
Bioinformatics Toolkit
BLAST

Boxshade 3.21

CBS Prediction Servers
Clustal W, W2, Omega
Codon Usage Database
DichroWeb

DSSP

E. coli Codon Usage Analyzer 2.1

ExPASy Bioinformatics
Resource Portal

GenBank

Graphical Codon Usage Analyzer
K2D3

MytiBase

NetCGlyc 1.0 Server
NetNGlyc 1.0 Server
NetOGlyc 3.1 Server
NetPhos 2.0 Server
OligoAnalyzer 3.1

PDB (Protein Database)
Phyre’

ProtParam

PSIPRED

PubMed

Readseq

Reverse and/or complement DNA
sequences

SCOP

SignalP 4.1 Server
SWISS-MODEL

The Sequence Manipulation Suite
TMHMM Server 2.0

UniProt

Web of Knowledge 5.8

WoLF PSORT

http://www.poissonboltzmann.org/
http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

http://www .kazusa.or.jp/codon/
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml
http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/
http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/codonusage/usage.htm
http://www.expasy.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://gcua.schoedl.de/

http://www.ogic.ca/projects/k2d3/
http://mussel.cribi.unipd.it/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
http://web.expasy.org/protparam/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi

http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/
projects/Utilities/revcomp.html

http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://swissmodel.expasy.org/
http://www.bioinformatics.org/sms/index.html
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/
http://www.uniprot.org/
http://apps.webofknowledge.com
http://wolfpsort.org/
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2.1.8 Plasmide

Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit als Vektoren bei Klonierungen sowie fiir die re-
kombinante Produktion von Byssusproteinen eingesetzt. Représentative Vektorkarten der
verwendeten Basisvektoren sind in Abbildung 2-1 dargestellt, Tabelle 2-1 fasst die wichtigs-

ten Eigenschaften der verwendeten Plasmide sowie ihre Herkunft zusammen.

A . B EcoRV

6xHis lacZ

T7mcs gpg

f1 ori

pET28-SUMO
(5650 bp)

pGEM-5Zf(+)
(3000 bp)

KanR

pBR322 ori

C D

attL 1 o-Faktor

AOX1

pUC ori Promotor Aox1

Terminator

pDONR222_cDNA

pPICZoA

(3593 bp) TEF

(~4500 bp)
Promotor

pUC ori EM7

Promotor

BsrGl cYC1
F Terminator

E tet

Promotor OMPA Bsal

f1 ori

Col E1 ori

pTuMa %P7

pASK-IBA32

(3289 bp) (5914 bp)

AmpR

p15a ori

Abbildung 2-1 Schematische Darstellungen der verwendeten Plasmide

Schematische Darstellungen der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Plasmide mit Angabe der verwendeten
Restriktionsschnittstellen und farblicher Kennzeichnung der entsprechenden Elemente (schwarz: Replikationsur-
srpung; rot: Resistenzmarker; griin: Inhibitoren; blau: codierende Sequenzen. (A) Karte des pET28-SUMO-
Vektors. T7: T7-Promotor; MCS: multiple cloning site; ori: Replikationsursprung; KanR: Kanamycinresistenz-
gen (Phosphotransferase); lacl: Lac-Inhibitor. (B) Karte des pGEM-5Zf(+)-Vektors. AmpR: Ampicillinresis-
tenzgen (B-Lactamase); SP6: SP6-Promotor. (C) Karte des pDONR222-Vektors mit einem cDNA-Insert.
attl. 1, 2: Rekombinationssequenzen. (D) Karte des pPICZaA-Vektors: c-myc: c-myc-Epitop; ZeoR: Zeocin-
Resistenzgen (Sh ble-Genprodukt, bindet Zeocin). (E) Karte des pASK-IBA32-Vektors: OmpA: OmpA-
Signalsequenz; tetl: tet-Inhibitor. (F) Karte des pTUM4-Helferplasmids. CamR: Chloramphenicolresistenz (Ace-
tyltransferase); fkpA, surA, dsbA, dsbC: konstitutiv exprimierte Chaperone (Schlapschy et al., 2006).
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Tabelle 2-1 Eigenschaften der verwendeten Plasmide

Plasmid Insert, Schnittstellen Herkunft Verwendung
pDONR222 ¢DNA  cDNAs, BsrGI cDNA-Bank (Hagenau, 2011) cDNA-Quelle
pET28a(+) MCS ? Novagen (Merck), Darmstadt Expressionsvektor
pET28-SUMO 6xHis-SUMO, Lehrstuhl fiir Biotechnologie, Expressionsvektor fiir
Ndel/BamHI TU Miinchen 6xHis-SUMO-
Fusionsproteine
pPICZaA Xhol/Xbal Invitrogen, Carlsbad, USA Expressionsvektor
pASK-IBA32 Bsal IBA, Goéttingen Expressionsvektor
pTUM4 A. Skerra, TU Miinchen Helferplasmid fiir
(Schlapschy et al., 2006) periplasmatische
Expression
pGEM-5Zf(+) MCS 2 Promega, Fitchburg, USA Generation von pGEM-T

pGEM-T diese Arbeit

(aus pGEM-5Zf(+) hergestellt)

TA-Klonierungen

2.1.9 Vektorkonstrukte

Aus den in Tabelle 2-1 angegebenen Plasmiden wurden folgende Vektorkonstrukte generiert:

Tabelle 2-2 Generierte Vektorkonstrukte

Plasmid

Insert, Schnittstellen

Verwendung

pGEM_PTMPI-la
pGEM_PTMPI1-1b
pGEM_PTMPI-1c
pGEM_PTMPI-1d
pGEM_PTMP1-2
pET28a_PTMPI

pET28-SUMO_PTMP1

pET28-SUMO_PTMP1-
C24485/C440S

pET28-SUMO_PTMP1-
C49S/C241S/C244S/
C248S/ C437S/C440S

pET28-SUMO_PTMP1-AN'*

pET28-SUMO_PTMPI-
AN A (443453

PTMP1 Isoform 1
PTMP1 Isoform 2
PTMP1 Isoform 3
PTMP1 Isoform 4
PTMP1 Isoform 5
PTMP1, Nhel/EcoRI

PTMP1, BamHI/Notl

PTMP1-C244S/C4408,
BamHI/Notl

PTMPI1-
C49S/C241S/C244S/
(C248S/ C437S/C4408S,
BamHI/Notl

PTMP1-AN'¢,
BamHI/NotI

PTMPI-
AN A (243453
BamHI/Notl

Sequenzanalyse/-quelle
Sequenzanalyse
Sequenzanalyse
Sequenzanalyse
Sequenzanalyse

Expression von PTMP1 mit
aminoterminalem 6xHis-Tag

Expression von 6xHis-SUMO-PTMP1

Expression von 6xHis-SUMO-
C244S/C440S

Expression von 6xHis-SUMO-NoCys

Expression von 6xHis-SUMO-AN

Expression von 6xHis-SUMO-ANAC

* multiple cloning site, mehrere fiir die Klonierung geeignete Schnittstellen
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Plasmid

Insert, Schnittstellen

Verwendung

pET28-SUMO_PTMP1-Al
pET28-SUMO_PTMP1-A2
pASK-IBA32 PTMPI1
pASK-IBA32 SUMO-PTMP1

pASK-IBA32_PTMPI-
C244S/C440S

pASK-IBA32 SUMO-PTMP1-
C24485/C440S

pGEM_CO-1
pGEM_CO-2
pGEM_CO-3
pGEM_CO-4
pGEM_CO-5
pGEM_CO-6
pGEM_CO-1-ABamHI

pET28a_CO

pET CO
pET28-SUMO_CO
pPICZaA CO

2.1.10 Oligonukleotide

PTMP1-A1, BamHI/Notl
PTMP1-A1, BamHI/Notl

PTMP1, Bsal

6xHis-SUMO-PTMP1,
Bsal

PTMP1-C244S/C4408,
Bsal

6xHis-SUMO-PTMP1-
(C244S/C4408, Bsal

CO Isoform 1
CO Isoform 2
CO Isoform 3
CO Isoform 4
CO Isoform 5
CO Isoform 6

CO Isoform 1, BamHI-
Schnittstelle entfernt

CO, Nhel/Notl

CO, Ncol/Notl
CO, BamHI/NotI
CO, Xhol/Xbal

Expression von 6xHis-SUMO-A1*
Expression von 6xHis-SUMO-A2?
Periplasmatische Expression von PTMP1

Periplasmatische Expression von 6xHis-
SUMO-PTMP1

Periplasmatische Expression von PTMP1-
C244S/C440S

Periplasmatische Expression von 6xHis-
SUMO-PTMP1-C244S/C440S

Sequenzanalyse/-quelle *
Sequenzanalyse *
Sequenzanalyse *
Sequenzanalyse *
Sequenzanalyse *
Sequenzanalyse *

Sequenzquelle *

Expression von CO mit aminoterminalem
6xHis-Tag *

Expression von CO
Expression von 6xHis-SUMO-CO

Expression von sekretierter CO *

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten DNA-Oligonukleotide kamen bei der

PCR-Amplifikation von Muschelful-cDNA oder cDNA-Fragmenten sowie zur DNA-

Sequenzierung zum Einsatz und wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon (Ebersberg),

biomers.net (Ulm) oder Microsynth (Balgach, Schweiz) synthetisiert. Sequenzierungsprimer

wurden von der Firma GATC Biotech (Konstanz) bereitgestellt. Design und die Berechnung

physikalischer Parameter von Oligonukleotiden erfolgten mit dem Online-Tool OligoAnaly-

zer (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) oder der Software Primer

D’Signer (IBA, Gottingen). Tabelle 2-3 zeigt eine vollstindige Auflistung aller im Rahmen

dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Zeichencode nach ITUPAC) mit farblicher Kenn-

zeichnung der entsprechenden Restriktionsschnittstellen (griin) und Mutagenesepositionen

(rot).

* im Rahmen eines Forschungspraktikums von Michael Magdeburg

* im Rahmen eines Forschungspraktikums von Erik Richter
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Tabelle 2-3 verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5‘>3¢-Orientierung)

Verwendung

PTMP1 Bam fwd

PTMP1 Eco_rev

PTMP1 Nhe fwd

PTMP1 Not rev

PTMPI_Al Bam_ fwd

PTMP1 AC Not rev

PTMPI_A1 Not_rev

PTMP1 A2 Bam fwd

PTMP1_ A2 Not rev

PTMP1 C49S fwd
PTMP1 C49S rev
PTMP1 C244S fwd
PTMP1_C244S rev
PTMP1_C440S fwd
PTMP1_C440S rev
PTMP1 CmidS_fwd

PTMP1_CmidS_rev

PTMP1 CendS fwd

PTMP1 CendS rev

SUMO Bsa fwd

PTMP1 Bsa stop_rev

PTMPI1 Bsa rev

PTMP1 Bsa_ fwd

CuA_65536

CuA_2048

GATCTCGGATCCATGGGACATCATGGGGTA
ATGCC

GATCGAATTCTTATCCAATGGCTCCTGATC
CTTTC

AATACATAGCTAGCATGGGACATCATGGGG
TAATGCC

GACTTCGCGGCCGCTTATCCAATGGCTCCT
GATCCTTTC

TAATAGGATCCGAGGAATGCGATGTCCAAG
CTG

TAATTGCGGCCGCTTATGGTTTACAACTCA
TGCAGGCTAG

TGATTGCGGCCGCTTACACTTCACATGCTA
GATCGATTACC

TGTATGGATCCGACTGTGCCGGACATGCTG
ATATAGC

TGATTGCGGCCGCTTAACTCATGCAGGCTA
GTTTTACAACATCC

GATGCTGAGGAATCCGATGTCCAAGCTGA
TCAGCTTGGACATCGGATTCCTCAGCATC
GCATGTGAAGTGTCTGTTGTCGACTGTGC
GCACAGTCGACAACAGACACTTCACATGC
AGCCTGCATGAGTTCTAAACCACGTGCAC
GTGCACGTGGTTTAGAACTCATGCAGGCT

CTAGCATCTGAAGTGTCTGTTGTCGACTCT
GCCGGAC

GTCCGGCAGAGTCGACAACAGACACTTCAG
ATGCTAG

GTAAAACTAGCCTCCATGAGTTCTAAACCA
CGTGCAC

GTGCACGTGGTTTAGAACTCATGGAGGCTA
GTTTTAC

ATGGTAGGTCTCAGGCCGGCAGCAGCCATC
ATCATCATC

ATGGTAGGTCTCAGCGCTTATCCAATGGCT
CCTGATCCTTTCT

ATGGTAGGTCTCAGCGCTTCCAATGGCTCC
TGATCCTTTCT

ATGGTAGGTCTCAGGCCATGGGACATCATG
GGGTAATGCC

ARGWAYNSNCKRTGCCANCCNARRA

AGGWAYWCYCKATGCCAYCCWARRAWRCT

Amplifikation von PTMP1

Amplifikation von PTMP1

Amplifikation von PTMP1

Amplifikation von PTMP1

Deletion am Aminoterminus,
Amplifikation der Al-Doméine

Deletion am Carboxyterminus

Amplifikation der Al-Doméne
Sequenzierung

Amplifikation der A2-Doméne
Sequenzierung

Amplifikation der A2-Doméne

Mutagenese
Mutagenese
Mutagenese
Mutagenese
Mutagenese
Mutagenese

Mutagenese

Mutagenese

Mutagenese

Mutagenese

Amplifikation von 6xHis-
SUMO PTMP1

Amplifikation von PTMP1 mit
Stopcodon

Amplifikation von PTMP1 ohne
Stopcodon

Amplifikation von PTMP1

Bindung an die CuA-Region von
CO, Degeneration 65536-fach

Bindung an die CuA-Region von
CO, Degeneration 2048-fach



MGC01495 _rev
CO_fwd

CO_pPICZA_fwd

CO_pPICZA rev
CO_ABam_fwd

CO_ABam rev

CO Bam fwd

CO_Nhe fwd

CO_Nco_fwd

CO_Not rev

CO 1108 fwd
5’A0X
3‘A0X

M13_ fwd

pET-RP

pUC _fwd

pUC rev

SUMO _seq_fwd
SP6

T7

TTATCGTTACACTGAGGAATAGAAGC
ATGAAACCTACATTACAACTACTGCTATTG

TAATACTCGAGAAAAGAGATGTCATAACTG
ACCAGTATCCTGC

ATTAATCTAGACCATAGCAAAGGAACGCC

CCAAATAACGAACCCGACATCTGATCCCAA
CAGTCAAGTCG

CGACTTGACTGTTGGGATCAGATGTCGGGT
TCGTTATTTGG

ATAATGGATCCGATGTCATAACTGACCAGT
ATCCTGC

ATAATGCTAGCGATGTCATAACTGACCAGT
ATCCTGC

ATAATCCATGGATGTCATAACTGACCAGTA
TCCTGC

TAATTGCGGCCGCTTAATAGCAAAGGAACG
cc

CCACGTAGAAGAGTGGAGACGCCACCAG
GACTGGTTCCAATTGACAAGC
GCAAATGGCATTCTGACATCC
TGTAAAACGACGGCCAGT

CTAGTTATTGCTCAGCGG
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
CGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCC
ATTTAGGTGACACTATAGAA
TAATACGACTCACTATAGGG
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Bezeichnung Sequenz (5‘>3¢-Orientierung) Verwendung

CuA_ 1536 ARRAANACYCTRTGCCAWCCHARRAT Bindung an die CuA-Region von
CO, Degeneration 1536-fach

CuA_1024 CCTGGRAGRWAATCWAWSGTSGARTCCCAR  Bindung an die CuA-Region von

TARCA CO, Degeneration 1024-fach

CuA 128 GRMCCSWSRTGMGCGT Bindung an die CuA-Region von
CO, Degeneration 128-fach

CuB 36863 TGRTGVARMHWRAQANANNGGRTC Bindung an die CuB-Region von
CO, Degeneration 36863-fach

CuB 576 TGRTGRAADGTRAAHARRGGRTC Bindung an die CuB-Region von
CO, Degeneration 576-fach

CuB 128 ATGRTGRAAAWAGAAWASWGGRTC Bindung an die CuB-Region von

CO, Degeneration 128-fach
Bindung an MGC01495

Amplifikation von CO mit
Signalpeptid

Amplifikation von CO

Amplifikation von CO

Eliminierung der BamHI-
Schnittstelle in der CO-Sequenz

Eliminierung der BamHI-
Schnittstelle in der CO-Sequenz

Amplifikation von CO

Amplifikation von CO

Amplifikation von CO

Amplifikation von CO

Sequenzierung von CO
Sequenzierung von pPICZaA
Sequenzierung von pPICZaA

Sequenzierung, Screeening-PCR,
Amplifikation von CO

Sequenzierung, Screening-PCR
Screening-PCR
Screening-PCR
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung, Screening-PCR,
Amplifizierung von CO
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2.1.11 cDNA-Bank des Muschelfulles

Als Quelle fiir die genetische Information der Muschelbyssusproteine wurde eine cDNA-
Bank des Muschelfules verwendet (Hagenau, 2011). Solche Bibliotheken eignen sich dazu,
die in einem Gewebe aktiven Gene zu konservieren und zu analysieren. Dazu wird die im
entsprechenden Gewebe transkribierte mRNA isoliert, mithilfe einer Reversen Transkriptase
in cDNA umgeschrieben und diese mittels géngiger Klonierungsmethoden in Zielvektoren
eingebaut. Eine cDNA-Bank, basierend auf der priparierten mRNA zweier MuschelfiiBe’
wurde von Anja Hagenau in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von J. Adamski, Helm-
holtz Zentrum Miinchen, mit dem Clone Miner ¢cDNA Library Construction Kit (Invitro-
gen/Life Technologies) hergestellt (Hagenau, 2011) und zur Verfiigung gestellt. Diese cDNA-
Bank umfasst zwei Teilbanken (mussel foot library 1 und 2 bzw. Mfl-1, -2), welche sich in
der mittleren GroBe der enthaltenen cDNAs unterscheiden. Ausgangsmaterial filir die vorlie-
gende Arbeit waren Glycerinkulturen der entsprechenden cDNA-Teilbanken (E. coli DH10B-
Zellen, transformiert mit pDONR222-Vektoren mit einem im optimalen Fall vollstindigen

Satz an cDNA-inserts).

Tabelle 2-4 Kennwerte der cDNA-Banken Mfl-1 und -2 (Hagenau, 2011)

Mfl-1 Mfl-2
Titer 1700 cfu/uL 5300 cfu/pulL
Gesamtanzahl 2,1 x 107 cfu 6,35 x 107 cfu
Effizienz der Rekombination® 100 % 91 %
Gro6Be der Konstrukte 0,2-3 kb 0,15-2 kb
durchschnittliche Konstruktgrofe 1,2 kb 0,63 kb

2.2 Verwendete Organismen und ihre Kultivierung

2.2.1 Stimme

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Bakterium Escherichia coli (E. coli) zur Vervielfiltigung
von Plasmid-DNA sowie zur heterologen Expression von Genen zur rekombinanten Produk-
tion von Muschelbyssusproteinen verwendet. Die Hefe Pichia pastoris (P. pastoris) kam ana-
log dazu ebenfalls als heterologes Expressionssystem zum Einsatz. Tabelle 2-5 fasst die ver-

schiedenen verwendeten Stimme zusammen.

> Mytilus galloprovincialis aus italienischer Zucht
¢ experimentell ermitteltes Verhiltnis cDNA-enthaltender Vektoren zu Vektoren ohne Insert
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Tabelle 2-5 verwendete Stiimme von E. coli und P. pastoris

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz Verwendung
E. coli DH10B F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen (Life Klonierungen
D80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl Technologies),
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK Carlsbad, USA
rpsL nupG
E. coli BL21 E. coli BF ompT hsdS(rg" mp’) dem” Tet” Stratagene, La Jolla, Expressionstests,
CodonPlus gal MDE3) endA Hte [argU prolL Cam']  USA rekombinante
(DE3)-RIPL [argU ileY leuW Strep/Spec'] Produktion
E. coli BL21- E. coli B F ompT hsdS(rg" mg’) dem” Tet"  Stratagene, La Jolla, Expressionstests
Gold(DE3) gal MDE3) endA Hte USA
E. coli BL21- E. coli BF ompT hsdS(rg” mg’) dem™ Tet”  Stratagene, La Jolla, Expressionstests
Gold(DE3)pLysS gal MDE3) endA Hte [pLysS Cam'] USA
E. coli F recAl hsdR (1, mg;,") (DE3) (Rif)  Novagen (Merck), Expressionstests
HMS174(DE3) Darmstadt
E. coli A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull Novagen (Merck), Expressionstests
Rosetta-gami 2 phoR araD139 ahpC galE galK rpsL Darmstadt
(DE3) (DE3) F' [lac" lacl® pro] gor522::Tnl10
trxB pRARE2 (Cam", Str", Tet")
E. coli IM83 F ara A(lac-proAB) rpsL (Str') (Yanisch-Perron et al., Expressionstests
[@80dlacZAMI15] thi 1985)
E. coli F ara A(lac-proAB) rpsL (Str') diese Arbeit Expressionstests
IM83pTUM4 [@80dlacZAM]15] thi pTUM4 (Cam')
P. pastoris X33 Wildtyp, MuttPhénotyp LifeTechnologies, Expressionstests

Carlsbad, USA

2.2.2 Kultivierungsmedien und Antibiotika

Die Kultivierung von Mikroorganismen erfolgte in folgenden Medien:

LB-Medium

S-Gal-Agarplatten

Niedrigsalz-LB-
Medium

Fermentations-
medium

YPD-Medium
YPDS-Agarplatten
BMGY -Medium/

BMMY -Medium

MD-Agarplatten/
MM-Agarplatten

1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, pH 7 (mit NaOH
eingestellt), fiir Platten wurden zusétzlich 2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben

LB-Agarplatten inkl. 300 pg/mL S-Gal, 500 pg/mL Ammoniumeisen(III)-citrat und
0,5 mM IPTG

1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,5 (mit NaOH
eingestellt), fiir Platten wurden zusétzlich 2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben

1,62 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 2,48 % (w/v) Hefeextrakt,
15,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 40,7 mM Ammoniumsulfat,
0,75 mM Calciumchlorid, 4,38 mM Magnesiumsulfat (Zugabe nach dem Autoklavieren)

1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 2 % (w/v) Glucose,
fiir Platten wurden zusétzlich 2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben

1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 2 % (w/v) Glucose, 1 M Sorbitol,
fiir Platten wurden zusétzlich 2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben

1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton, 100 mM Kaliumphosphat, pH 6,0,
1,34 % (w/v) YNB, 0,00004 % Biotin, 1 % (v/v) Glycerin oder 0,5 % (v/v) Methanol

1,34 % (w/v) YNB, 0,00004 % Biotin,
2 % (v/v) Glucose (Dextrose) oder 0,5 % (v/v) Methanol, 15 g (w/v) Agar-Agar
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Eingesetzte Antibiotika (Stammldsungen und Arbeitskonzentrationen):

Kanamycin 35 pg/mL (Stammldsung: 35 mg/mL)

Ampicillin 100 pg/mL (Stammlosung: 100 mg/mL)
Chloramphenicol 50 pg/mL (Stammldsung: 50 mg/mL in Ethanol)
Tetracyclin 12,5 pg/mL (Stammlésung: 12,5 mg/mL in Ethanol)
Zeocin 25-2000 pg/mL (Stammlésung: 100 mg/mL)

Alle Medien wurden mit VE-Wasser hergestellt und im Autoklaven fiir mindestens 20 Minu-
ten bei 121 °C dampfsterilisiert. Die Zugabe von Antibiotika/Zusétzen aus 0,22 pm-filtrierten
1000-fach-Stammldsungen und das GieBlen von Platte erfolgten nach dem Abkiihlen der Me-

dien.

2.2.3 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli auf Selektionsagarplatten erfolgte nach Ausstrich mittels Glas-
perlen fiir 16-20 h bei 37 °C im Inkubator. Mit einzelnen Kolonien wurden mittels steriler
Pipettenspitzen oder Impfose jeweils 4-20 mL-Fliissigkulturen (inkl. entsprechender Antibio-
tika) inokuliert und diese im Reagenzglasschiittler bei 37 °C fiir 14-16 h inkubiert. Die Inoku-
lation groBerer Volumina erfolgte stets mit solchen Ubernachtkulturen. Das Wachstum von
Bakterien wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm verfolgt. Die Lagerung
von Néhrplatten mit Bakterien erfolgte bei 4 °C fiir maximal 4 Wochen, Fliissigkulturen wur-

den fiir die jeweilige Verwendung frisch angesetzt.

2.2.4 Anzucht und Aufbewahrung von P. pastoris

Die Kultivierung von P. pastoris auf Nahrplatten erfolgte nach Ausstrich mittels Glasperlen,
steriler Zahnstocher, Impf6se oder steriler Pipettenspitzen fiir 2-5 Tage bei 30 °C im Inkuba-
tor. Mit durch Verdiinnungssaustriche vereinzelten Kolonien wurden jeweils 4 mL-
Fliissigkulturen inokuliert und diese im Reagenzglasschiittler bei 30 °C fiir 2 Tage inkubiert.
GroBere Volumina wurden stets mit solchen Fliissigkulturen beimpft und in Erlenmeyerkol-
ben mit Schikanen bei 200 rpm inkubiert. Um Schaumbildung zu verhindern, erfolgte die Zu-
gabe von ca. 0,001 % (v/v) Breox FMT 30 Antifoam (Cognis) zu den Kulturen. Das Wachs-
tum der Hefen wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm verfolgt. Die Lage-

rung von Nihrplatten und Fliissigkulturen erfolgte bei 4 °C.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Puffer und Losungen

Fiir molekularbiologische Arbeitsschritte wurden folgende mit MilliQ-gefiltertem Wasser

hergestellte Puffer bzw. Losungen verwendet.

TAE (50 x Stammldsung) 2 M Tris/Essigsédure pH 8, 50 mM Natrium-EDTA
DNA-Gelauftragspuffer (10 x) 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM EDTA pH 8,

0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 0,2 % (w/v) Xylencyanol
dNTP-Mix jeweils 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Losung A (sterilfiltriert 0,22 um-Filter) 39 mM Natriumacetat/Essigsdure pH 5,5,

100 mM Calciumchlorid, 70 mM Mangan(II)-chlorid
Losung A-Glycerin (sterilfiltriert 0,22 um-Filter) 15 % (v/v) Glycerin in Losung A

SYBR Safe-Losung 10 000-fache Stammldsung in DMSO
Enzymreaktionspuffer (5-10x) Konzentrate vom Enzymhersteller bereitgestellt
Sorbitol-Losung 1 M Sorbitol

Natriumacetat-Losung 3 M Natriumacetat

2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Mullis und Faloona,
1987) lassen sich Nukleinsduren vervielfdltigen. Dabei werden ein Templat, d. h. eine DNA-
Matrize, deren Sequenz amplifiziert werden soll, bendtigt und zwei Oligonukleotide (Primer),
welche das gewiinschte Fragment an den jeweiligen 5°- und 3‘-Enden abgrenzen. Durch Er-
hitzen wird die doppelstringige Templat-DNA zu Einzelstrangen denaturiert. Anschlieend
hybridisieren bei einer von den Primern abhingigen Temperatur die Oligonukleotide mit den
Einzelstrangen. Diese Verbindung verschafft einer thermostabilen DNA-Polymerase die Mog-
lichkeit, in der Synthesephase, von den Primern ausgehend, den Doppelstrang zu resyntheti-
sieren. Das Ergebnis einer zyklischen Wiederholung dieser Reaktionsfolge ist eine exponenti-
elle Vervielfdltigung des gewiinschten DNA-Fragments. Da die beiden eingesetzten Primer an
komplementire DNA-Einzelstrange binden, erhdlt man DNA-Stiicke einer genau definierten
Linge. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene thermostabile DNA-Polymerasen
verwendet, PfuTurbo-Polymerase, Phusion Hot Start DNA-Polymerase und Taq DNA-
Polymerase, von denen die ersten beiden zuséatzlich zur eigentlichen Polymeraseaktivitét eine
3¢-5‘-Exonukleaseaktivitit besitzen, die ihnen ermoglicht, zunichst falsch eingebaute Nukleo-
tide wieder zu entfernen, wodurch die Fehlerrate der Reaktion stark reduziert wird (proof-

reading-Aktivitit).
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2.3.2.1 Standard-PCR

Mittels der Standard-PCR wurden cDNA-Sequenzen von Muschelbyssusproteinen aus der

cDNA-Bank oder isolierten Plasmiden mittels spezifischer Primer unterschiedlichen Degene-

rierungsgrades amplifiziert. Die Reaktionen erfolgten nach folgendem Protokoll, wobei Inku-

bationszeiten und Temperaturen den Primern/Templaten bzw. den verwendeten Enzymen

gemal den Herstellerangaben angepasst wurden:

Ansatz:

Ablauf:

Templat-DNA 10-200 ng

Vorwirtsprimer (10 pM) 2uL

Riickwiértsprimer (10 pM) 2 uL

dNTP-Mix 2 uL

Reaktionspuffer 20 bzw. 10 uL

(5- bzw. 10 x Konzentrat)

Polymerase (2-5 u/uL) 0,5-1 puL.

MilliQ-Wasser ad 100 pL

Phase Temperatur Dauer ZyKklen
Initialdenaturierung 95 °C 5 min 1
i.) Denaturierung 95 °C 30s

ii.) Primer-Anlagerung (annealing) 50-65 °C 30s 35
iii.) Synthese 68-72 °C 30 s-3,5 min
Verléngerte Extension 68-72 °C 10 min 1
Lagerung 4 °C 0

2.3.2.2 Mutagenese-PCR

Um ortsspezifische Mutationen in die Sequenz von Plasmid-DNA einzufiihren, wurde Muta-

genese-PCR nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Ansatz:

Plasmid-DNA

Vorwiértsprimer (10 pM)
Riickwiértsprimer (10 pM)
dNTP-Mix

10 x PfuTurbo Reaktionspuffer
PfuTurbo-Polymerase (2,5 u/uL)
MilliQ-Wasser

1-2 ng

2 uL

2 uL

1 uL
5uL

1 uL

ad 50 uL
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Ablauf: Phase Temperatur  Dauer Zyklen
Initialdenaturierung 95°C 5 min 1
i.) Denaturierung 95 °C 1 min
ii.) Primer-Anlagerung (annealing) 52-60 °C 45s 20
iii.) Synthese 68 °C 7,5 min
Verlangerte Extension 68 °C 10 min 1
Lagerung 4 °C 00

2.3.2.3 Screening-PCR

Um positive Klone bei Klonierungen zu identifizieren, wurden diese per Screening-PCR ana-

lysiert. Dabei kamen als Template Fliissigkulturen von isolierten Einzelkolonien zum Einsatz.

Die entsprechenden Kolonien wurden mittels steriler Pipettenspitzen von den Néhrplatten in

jeweils 500 uL. LB-Medium (incl. Antibiotikums) tiberfiihrt und bei 37 °C unter konstantem

Schiitteln (750 rpm) inkubiert, bis die Kultur eine deutliche Triibung aufwies (ca.

3 h). Neben der Identifizierung positiver Klone wurde die Screening-PCR auch zur Uberprii-

fung der Integration transgener DNA in das Genom von P. pastoris durchgefiihrt. Hierzu er-

folgte die Priparation der genomischen DNA aus frischen Hefekulturen mit dem PrepEase

Genomic DNA Isolation Kit (USB/Affymetrix).

Ansatz: Bakterienkultur 2 ulL genomische DNA 1 pg
Vorwirtsprimer (10 uM) 0,4 uL 0,4 uL
Riickwiértsprimer (10 uM) 0,4 uL 0,4 uL
dNTP-Mix 0,4 uL 0,4 uL
10 x Standard-Taq-Puffer 2uL 2 uL
(5- bzw. 10 x Konzentrat), incl. MgCl,
Polymerase (2-5 u/uL) 0,2 uL 0,2 uL
MilliQ-Wasser 14,6 uL ad 20 uL
Ablauf: Phase Temperatur  Dauer Zyklen
Initialdenaturierung 95 °C 5 min 1
i.) Denaturierung 95 °C 30s
ii.) Primer-Anlagerung (annealing) 50 °C 30s 35
iii.) Synthese 72 °C 2,5 min
Verldngerte Extension 72 °C 10 min 1
Lagerung 15 °C o0
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2.3.3 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse oder Praparation von DNA-Proben wurden diese mittels Agarosegelelektropho-
rese aufgetrennt. Dabei wandert die im eingesetzten Pufferbereich negativ geladene DNA im
elektrischen Feld in Richtung Anode. Da DNA immer dieselbe Ladungsdichte hat, bestimmt
bei gleicher Struktur (z. B. lineare DNA) nur die Gro3e der DNA-Stiicke ihr Laufverhalten im
Gel. Zur Herstellung von Gelen wurde 0,5-1 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht.
Nach dem Abkiihlen auf ca. 50 °C erfolgten die Zugabe eines DNA-spezifischen Farbstoffs
(SYBR Safe DNA Gel Stain) im Verhiltnis 1:10 000 und das Gieflen der Gellosung in die
Laufapparatur. Beim Abkiihlen bildet sich ein Netzwerk aus Agarosemolekiilen mit Poren-
groflen von ca. 100-150 nm (Stellwagen, 2009). Zum Auftragen wurden die entsprechenden
Proben mit DNA-Gelauftragspuffer versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte je
nach verwendeter Laufapparatur bei 100-200 V fiir 30-60 min. Anschliefend wurden die Gele
mit dem GelDoc-System (BioRad) dokumentiert. Zur GroBlenabschitzungen der getrennten

DNA-Fragmente kamen DNA-Leitern (1 kb oder 100 bp) zum Einsatz.

2.3.4 Isolierung und Reinigung von DNA

Plasmid-DNA, PCR-Amplifikate oder restriktionsverdaute DNA-Fragmente wurden mit dem
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) entsprechend den Herstellerangaben
gereinigt. Zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach Elektrophorese wur-
den die Stiicke mittels Skalpell aus den entsprechenden Gelen ausgeschnitten. Die Lagerung

von DNA erfolgte bei -20 °C.

2.3.5 Restriktionsverdau von DNA

Um DNA-Fragmente gezielt zu kombinieren, wurden diese jeweils mittels spezifischer En-
zyme geschnitten. Dabei kamen prokaryotische Typ II-Restriktionsendonukleasen zum Ein-
satz, welche palindromische Sequenzen einer Linge von 6-8 Nukleotide spezifisch erkennen
und hydrolytisch schneiden kénnen. Dabei erzeugen die Enzyme entweder {iberlappende bzw.
adhisive (sticky ends) oder gerade DNA-Enden (blunt ends). Fiir molekularbiologische Arbei-
ten werden meist sticky ends bevorzugt, da diese wesentlich effektiver wieder zusammenge-
fligt werden konnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Restriktionsverdaue im
analytischen und préparativen Mafistab durchgefiihrt. Die Reaktionen erfolgten in den jewei-
ligen vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffern bei 37 °C fiir 2-16 h unter leichtem

Schiitteln (300 rpm). Sofern moglich, wurden die Enzyme durch Inkubation fiir 20 min bei
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65 °C inaktiviert. Anschliefend wurde die DNA wie in 2.3.4 beschrieben gereinigt bzw. die

Proben der analytischen Verdaue per Agarosegelektrophorese analysiert.

préparativer Ansatz: analytischer Ansatz:
DNA 2-5ug 200-300 ng
10 x Reaktionspuffer 10 uL 2 uL
Enzyme jeweils 10-20 u jeweils 2-5 u
BSA (10 mg/mL) (optional) 1 uL 0,2 uL
MilliQ-Wasser ad 100 pL ad 20 uLb

2.3.6 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um nach Restriktionsverdauen die unerwiinschte Re-Ligation von DNA zu verhindern, wur-
den ggf. die jeweiligen 5°‘-Phosphatgruppen enzymatisch entfernt. Dazu wurde gereinigte
DNA gemél den Herstellerangaben im entsprechenden Reaktionspuffer mit Antarctic Phos-
phatase versetzt und fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die anschlieBende Inaktivierung der Phos-
phatase erfolgte bei 65 °C fiir 20 min.

2.3.7 Desoxythymidin-Erweiterung von DNA-Enden (7-tailing)

Fir das TA-Klonierungssystem (sieche 2.3.13) wurde am 3°‘-Ende eines blunt end-
geschnittenen Vektors ein Desoxythymidin-Uberhang erzeugt (7-tailing). Dazu wurde die
verdaute und gereinigte Vektor-DNA mit Tag-Polymerase im entsprechenden Reaktionspuf-
fer in Anwesenheit von dTTP fiir 3 h bei 72 °C inkubiert und der Ansatz anschlieBend mit
dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) gereinigt.

Ansatz:
Verdauter Vektor 1-2 ug
10 x Standard Taqg-Puffer 10 uL
Taq-Polymerase 10-20u
dTTP (100 mM) 2 uL
MilliQ-Wasser ad 100 pL

2.3.8 Ligation von DNA-Enden

Zur effektiven Rekombination von restriktionsverdauten DNA-Fragmenten ist ihre kovalente
Verkniipfung notwendig. Dazu wurden die verdauten und ggf. dephosphorylierten Vektor-

DNA-Stiicke mit den entsprechenden zu kombinierenden Fragmenten (Inserts) gemischt, wo-
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bei sich ggf. sticky ends gemill ihrer Watson-Crick-Basenpaarung zusammenlagern. Zur
kovalenten Verkniipfung der DNA-Strange kam eine DNA-Ligase zum Einsatz. Dieses En-
zym Kkatalysiert in einer ATP-abhéngigen Reaktion die Reaktion der 3°-OH-Gruppe eines
Stranges mit der entsprechenden freien 5°-Phosphatgruppe des jeweilig anderen Fragments
unter Bildung einer neuen Phosphodiesterbindung. Die Ansdtze wurden entweder 1 h bei
Raumtemperatur, 3 h bei 16 °C oder 16 h bei 4 °C inkubiert. Anschlieend erfolgte die Trans-
formation von E. coli DH10B mit dem halben Ligationsansatz. Das molare Verhiltnis von
Vektor- und Insert-DNA variierte im Verhéltnis 1:1 bis 1:10. Um den Vektor-Hintergrund
(Menge unverdauter bzw. re-ligierter Vektoren) zu bestimmen, wurden stets Kontrollansitze

ohne Insert-DNA untersucht.

Ansatz:
verdauter Vektor 50-150 ng
Insert-DNA gemil molarem Verhiltnis
10 x Ligasepuffer (inkl. ATP) 2 puL
T4 DNA-Ligase (3 u/uL) 2 uL
MilliQ-Wasser ad 20 uL

2.3.9 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung von E. coli-Zellen mit Kompetenz zur Aufnahme von Vektor-DNA erfolgte
in Anlehnung an ein Protokoll von Sambrook und Russel (Sambrook und Russell, 2001). Da-
zu wurden 100 mL LB-Medium (ggf. incl. entsprechender Antibiotika) 1:100 mit Ubernacht-
kulturen angeimpft und diese bis zu einer ODggo von 0,6-0,8 inkubiert (150 rpm). Nach Zuga-
be von 20 mM MgCl, (I M Stammldsung) und erneuter Inkubation fiir 10 min bei 37 °C
(150 rpm) erfolgte die Zentrifugation der Zellen (5 min bei 4000 x g und 4 °C). Die Zellpel-
lets wurden in 10 mL eiskalter Losung A resuspendiert und die Suspensionen fiir 1 h auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min bei 3000 x g und 4 °C) wurden die Zellen in
2 mL kalter Losung A-Glycerin resuspendiert und in 100 pL-Aliquoten in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren. Die Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -80 °C.

2.3.10 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA wurden Aliquote der kompetenten Zellen
auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von der DNA (10-100 ng) oder einem halben Ligationsansatz
wurden die Ansdtze gemischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Inkubation fiir

30-45 s bei 42 °C und das erneute Abkiihlen auf Eis fiir 2 min. AnschlieBend wurden die Zel-
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len mit 1 mL LB-Medium ohne Antibiotikum versetzt und fiir 45 min bei 750 rpm und 37 °C
geschiittelt. 10-100 pL der Suspension wurden auf LB-Selektions-Agarplatten ausplattiert
bzw. bei Ligationsansdtzen die gesamten Zellen nach Zentrifugation (2 min bei 5000 x g) und

Resuspendieren des Zellpellets in 100 uL. LB-Medium.

2.3.11 Priparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli DH10B im Miniprep-MaBstab (4 mL Uber-
nachtkultur) oder Midiprep-MaBstab (50 mL Ubernachtkultur) wurde mit dem Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System (Promega) bzw. dem Wizard Plus SV Midipreps
DNA Purification System (Promega) durchgefiihrt. Die Elution der DNA erfolgte stets mit
MilliQ-Wasser (Miniprep: 100 pL, Midiprep: 1000 pL).

2.3.12 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen nach der Sanger-Methode (Sanger et al., 1977) zur Verifizierung klo-
nierter Konstrukte sowie zur Analyse der cDNA von Muschelbyssusproteinen wurden von der
Firma GATC Biotech durchgefiihrt. Die Analyse von Chromatogrammen erfolgte mit der
Software ApE (M. Wayne Davis, University of Utah, USA), die Uberpriifung der Sequenzen
mit dem CLC Sequence Viewer (CLC bio).

2.3.13 TA-Klonierung

Ein einfaches und effektives Hilfsmittel fiir die Sequenzanalyse von cDNAs stellt die TA-
Klonierung dar. Viele DNA-Polymerasen, u. a. Tag-Polymerase, produzieren bei ihrer Reak-
tion keine glatten DNA-Enden, sondern ergénzen das 3‘-Ende eines jeden Doppelstrangs
durch ein zusitzlich angefiigtes liberhdngendes Adenosin. Diese Eigenschaft kann ebenfalls
dafiir genutzt werden, um an glatte Enden von restriktionsverdauten Vektoren oder mittels
anderer Polymerasen produzierten PCR-Produkten ein zusétzliches Nukleotid anzufiigen.
Durch geschickte Kombination von PCR-Produkten mit 3‘-Adenosin-Uberhingen und blunt-
end-geschnittenen und mit 3°-Thymidin versehene Vektoren kdnnen somit effizient einfach
zu ligierende Duplexe erzeugt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden pGEM-T-
Vektoren, welche auch kommerziell erhéltlich sind (Promega), selbst hergestellt. Dazu erfolg-
te die Linearisierung des Vektors pGEM-5Zf(+) mit EcoRV (ii. N. bei 37 °C). Anschlie3end
wurden mittels T-failing (siehe 2.3.7) 3*-T-Uberhiinge erzeugt und nicht beidseitig thymidiny-
lierte Vektoren durch Ligation miteinander verbunden. Die generierten pGEM-T-Vektoren

wurden anschlieBend mittels Agarosegelektrophorese von den ligierten Fragmenten getrennt
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und isoliert. Ligationen erfolgten durch Mischung von Vektor (100 ng) und Inserts im mola-
ren Verhéltnis von 1:3, Zugabe von Ligasepuffer und Ligase, Inkubation der Ansitze ii. N. bei
4 °C und anschlieBender Transformation von E. coli DH10B. Positive Klone wurden bei der
TA-Klonierung iiber Schwarz-/Weill-Selektion (S-Gal) identifiziert (Messing et al., 1977,
Ullmann et al., 1967).

2.3.14 Mutagenese

Zur zielgerichteten Einfiilhrung von Mutationen in Plasmid-DNA wurde Mutagenese-PCR
mit Primern, welche die entsprechende Mutation enthielten, durchgefiihrt (siche 2.3.2.2). An-
schlieBend erfolgte die Reinigung der amplifizierten Plasmid-DNA (2.3.4), die Entfernung
nicht mutierte Templat-DNA durch Verdau mit der Restriktionsendonuklease Dpnl (2.3.5)
und die Transformation von E. coli DH10B mit 5-20 pL des Restriktionsansatzes (2.3.10).

2.3.15 Transformation von P. pastoris

Neben Bakterien sind auch Hefen zur Aufnahme und Replikation transgener DNA féhig. Da-
bei besitzen diese die interessante Eigenschaft, Fremd-DNA durch homologe Rekombination
in ihr Genom zu integrieren und somit stabile Transformanten zu bilden. Die Transformation
von P. pastoris mit vektorieller DNA erfolgte mittels Elektroporation. Zur Vorbereitung der
Zellen wurden 2 x 250 mL YPD-Medium im Verhiltnis 1:500 mit frischen Ubernachtkulturen
beimpft und diese bis zu einer Zelldichte von ODgpo=1,5 angezogen. AnschlieBend erfolgte
die Zentrifugation der Suspensionen (1500 x g, 5 min, 4 °C) und die Resuspension der Zellen
in 500 mL eiskaltem MilliQ-Wasser. Dieser Waschschritt wurde mit 250 mL eiskaltem Mil-
1i1Q-Wasser und 20 mL eiskalter Sorbitol-Losung wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen
in 1,5 mL Sorbitollésung resuspendiert und bis zu ihrer Verwendung auf Eis aufbewahrt. Um
die genomische Integration der transformierten Plasmid-DNA zu ermdglichen, muss diese
zuvor linearisiert werden. Dazu erfolgte der Verdau von 15 pg Plasmid-DNA mit der Restrik-
tionsendonuklease Sacl iiber Nacht bei 37 °C (siehe 2.3.5). Der inaktivierte Verdau-Ansatz
wurde mit 1/10 Volumen einer 3 M Natriumacetat-Losung versetzt und die DNA durch Zuga-
be von 2,5 Volumen Ethanol p. A. gefillt (15 min bei Raumtemperatur, 10 min bei -80 °C).
Nach Zentrifugation (17 000 x g, 30 min, 4 °C) wurde die DNA getrocknet (10 min bei 60
°C), in 10 pL MilliQ-Wasser gelost und die Losung mit 100 pL. der Zellsuspension in einer
0,2 cm-Elektroporationskiivette gemischt (5 min auf Eis). Es folgte die Elektroporation nach
den Herstellerangaben (2 kV, 4 ms-Puls). Die Zellen wurden mit 1 mL Sorbitollésung ver-

setzt und fiir 2 h bei 30 °C ohne Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pL auf YPDS-
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Agarplatten mit 100 ug/mL Zeocin ausplattiert und die Platten fiir 4-6 Tage bei 30 °C inku-
biert.

2.3.16 Selektion von P. pastoris

Bei der Transformation von P. pastoris durch Elektroporation entstehen mit geringer Wahr-
scheinlichkeit (1-10 %) Klone mit mehreren integrierten Kopien der rekombinanten DNA. Da
diese Zellen auch mehrere Kopien der Zeocin-Resistenzkassette besitzen, konnen solche Klo-
ne auf Nihrplatten mit wesentlich hoherer Zeocinkonzentration wachsen. Um solche Klone zu
identifizieren und zu selektionieren, wurden Verdiinnungsausstriche von Einzelklonen der
Transformationsplatten auf YPDS-Platten mit 500, 1000 und 2000 pg/mL Zeocin durchge-
fihrt. Dieser Ausstrich wurde zweimal wiederholt und final auf Klone fokussiert, die stabiles

Wachstum auf 2000 pg/mL-Zeocin-Platten aufwiesen.

2.4 Bioinformatische Methoden

2.4.1 Berechnung physikalischer und chemischer Parameter von Proteinen

Zur Berechnung physikalischer und chemischer Parameter von Proteinen kamen Online-Tools
(u. a. ProtParam) zum Einsatz, welche durch das ExPASy SIB Bioinformatics Resource Portal

(Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), www.expasy.org) bereitgestellt werden (Walker,
2005).

2.4.2 Alignment von DNA- und Proteinsequenzen

Zur Sequenzanalyse von DNA und Proteinen wurden Alignments erstellt. Hierzu fanden die
Algorithmen Clustal W (Thompson et al., 1994), Clustal W2 (Larkin et al., 2007) oder Clust-
al Omega (Sievers et al.,, 2011) Verwendung, entweder innerhalb des Programms CLC-
Sequence Viewer (CLC bio, Aarhus, Danemark) oder mittels der entsprechenden Online
Tools, bereitgestellt durch das European Institute of Bioinfomatics (EBI, www.ebi.ac.uk). Zur
Weiterbearbeitung von Sequenzalignments wurde das Online Tool Boxshade 3.21

(www.ch.embnet.org) eingesetzt.
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2.4.3 Strukturvorhersagen

Fiir strukturelle Vorhersagen von Proteinen kamen Online-Tools zum Einsatz, die im Bioin-
formatics  Toolkit des Max-Planck-Instituts fiir ~Entwicklungsbiologie, Tiibingen
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de), zusammengefasst sind. Mittels der zur Verfiigung gestellten
bzw. verlinkten Algorithmen wurden Vorhersagen zu Sekundirstruktur, Wiederholungsse-
quenzen etc. getroffen. Sekundarstrukturvorhersagen mittels neuronalen Netzen erfolgten mit
PSIPRED (Jones, 1999). Fiir die Vorhersage von Transmembranregionen in Proteinen wurde
der TMHMM-Server (Version 2.0) verwendet (Krogh et al., 2001). Basierend auf bekannten
Proteinstrukturen ist es moglich, Homologiemodelle fiir die Tertidrstruktur von Proteinen un-
bekannter Struktur zu berechnen. Hierzu wurde Phyre” eingesetzt (Kelley und Sternberg,
2009), welchem eine eigene Faltungsbibliothek (Hidden-Markov-Modelle (HMMs) bekannter
Strukturmotive), erstellt aus den Datenbanken Structural Classification of Proteins (SCOP)
und Worldwide Protein Data Bank (PDB), zugrunde liegt. Anhand einer eingegebenen Se-
quenz werden mittels PSI-BLAST-Suchen Homologiecluster erstellt sowie mit PSIPED und
weiteren Algorithmen Sekundérstrukturvorhersagen getroffen. Nach Erstellung eines HMMs
und dessen Abgleich mit der Faltungsbibliothek (Bennett-Lovsey et al., 2008) werden unter-
schiedliche Strukturmodelle erstellt und die Aminosédureseitenketten unter Berlicksichtigung
molekiilgeometrischer sowie energetischer Uberlegungen erginzt. Die glaubwiirdigsten
Strukturmodelle werden schlieBlich zu einem finalen Homologiemodell kombiniert. Durch
den Algorithmus 3DLigandSite (Wass et al., 2010) werden schlieBlich potenzielle Liganden

ermittelt und im Modell ergénzt.

2.4.4 Analyse potenzieller posttranslationaler Modifikationen

Neben dem experimentellen Nachweis posttranslationaler Modifikationen konnen diese mit-
tels geeigneter Algorithmen vorausgesagt werden. Diese basieren meist auf einer datenbank-
gestiitzten Analyse der Primarstruktur eines Proteins hinsichtlich spezieller Sequenzmotive,
die mit den entsprechenden Modifikationen im Zusammenhang stehen oder leiten sich ihrer-
seits von Vorhersagen (z. B. der Sekundirstruktur) ab. Die Algorithmen sind meist in Form
von Online-Tools verfiigbar, die z. B. vom Center for Biological Sequence Analysis (CBS)
der Technischen Universitit von Déanemark (http://www.cbs.dtu.dk/services/) bereitgestellt

werden.
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Tabelle 2-6 Verwendete Online-Tools zur Vorhersage posttranslationaler Modifikationen

Online-Tool Referenz Verwendung

SignalP 4.1 Server (Petersen et al., 2011) Vorhersage von Sekretions-
Signalpeptiden

NetOGlyc 3.1 Server (Julenius et al., 2005) Vorhersage von O-Glycosylierungen

NetNGlyc 1.0 Server (Blom et al., 2004) Vorhersage von N-Glycosylierungen

NetCGlyc 1.0 Server (Julenius, 2007) Vorhersage von C-Mannosylierungen

NetPhos 2.0 Server (Blom et al., 1999) Vorhersage von Phosphorylierungen

big-PI Predictor (Eisenhaber et al., 1999)  Vorhersage von GPI-Verankerung

2.4.5 Strukturanalysen

Analysen von Proteinkristallstrukturen erfolgten anhand entsprechender Koordinatendateien
im PDB-Format mit der Software PyMOL (Schrédinger). Zur Berechnung von Oberfldchen-
potenzialen wurden die Algorithmen Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) (Baker et
al., 2001) und PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004) unter Verwendung der entsprechenden Py-
MOL-Plugins eingesetzt. Sekundérstrukturen wurden mit dem in PyMOL integrierten DSS-
Algorithmus oder mit DSSP ermittelt (Kabsch und Sander, 1983). Die Skalierung der Ober-
flaichenpotenziale erfolgte im Bereich 5 kg*T/e (in mV), wobei kg die Bolzmann-Konstante
darstellt (1,38 x 107 J K™, T die absolute Temperatur (K) und e die Elementarladung eines
Elektrons (1,6 x 10™"? C). Uberlagerungen von Strukturen erfolgten ebenfalls mit PyMOL. Ein
Mal fiir die Identitit der {iberlagerten Strukturen stellt dabei die Wurzel aus der mittleren
quadratischen Abweichung (root mean square deviation, RMSD) der Abstédnde der iiberlager-

ten Atome dar.

2
Formel 2-1 RMSD = X dij
N
RMSD Standardabweichung der Abstidnde iiberlagerter Atome
d; Abstand des i-ten Atoms von Molekiil 1 zum i-ten Atom von Molekiil 2 (A)

N Anzahl der iiberlagerten Atome
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2.5 Praparative Methoden

2.5.1 Puffer und Losungen

Die fiir priaparative Methoden verwendeten Puffer und Losungen sind zusammen mit den Be-
schreibungen der jeweiligen Methoden in den folgenden Kapiteln angegeben. Alle Losungen
wurden mit MilliQ-gefiltertem Wasser hergestellt und nach dem Einstellen des jeweiligen pH-
Wertes auf das Endvolumen aufgefiillt und filtriert (0,22 pm oder 0,45 um). Puffer fiir die
Saulenchromatographie wurden zusétzlich fiir mindestens 30 min durch Anlegen von Vaku-

um unter stetigem Riihren entgast.

2.5.2 Expressionstests

2.5.2.1 E. coli

Zur Evaluierung der rekombinanten Produktion von Byssusproteinen in E. coli wurden Ex-
pressionstests (2.2.1) durchgefiihrt. Dabei kamen zwei Expressionssysteme zum Einsatz, wel-

che unterschiedliche Promotoren verwenden:

T7-Promotorsystem zur cytosolischen Expression:

Mit frischen Ubernachtkulturen der entsprechend transformierten Stimme (BL21-, HMS174-
und Origami-Derivate, transformiert mit Vektoren des pET-Systems) wurden jeweils
50-100 mL LB-Medium (inkl. Antibiotika) im Verhéltnis 1:100 bis 1:1000 inokuliert und bis
zu einer ODggp von 0,5-0,8 angezogen, wobei die Kulturen final fiir ca. 30 min auf 16-30 °C
temperiert wurden. Anschlieend erfolgte die Induktion der Expression des Transgens durch
Zugabe von 25 uM bis 1 mM Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid (IPTG) aus einer 1 M-
Stammldsung. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen, die ODgyp bestimmt
und die Zellen pelletiert (5000 x g, 2 min). Die Zellpellets von jeweils 800 pL Kultur wurden
in 300 uL 2,5 x SDS-Auftragspuffer pro ODgpp=1 resuspendiert und die Proben 10 min bei
95 °C inkubiert. AnschlieBend folgte die Analyse von 10-15 pL der Proben per SDS-PAGE
(siehe 2.6.2). Um die Loslichkeit der produzierten Proteine zu iiberpriifen, wurden zu entspre-
chenden Zeiten jeweils 2 mL Kultur entnommen, die Zellen zentrifugiert und in 500 pL
Phosphatpuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 0,2 mg/mL Lysozym erfolgte die Inkubation
der Zellen 90 min bei 4 °C und anschlieBender Aufschluss durch Ultraschallbehandlung
(3 x 30 s, 2/0,2 s-Pulse, Sonde MS 73, 10 % Amplitude). Die Proben wurden zentrifugiert
(20 000 x g, 30 min, 4 °C), Uberstand und Pellet separiert und der Uberstand im Verhiltnis
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1:5 mit SDS-Auftragspuffer versetzt. Die Resuspension des Pellets erfolgte in 500 puL Tris-
Harnstoff-Puffer unter Zugabe von SDS-Auftragspuffer. Nach Inkubation fiir 10 min bei
95 °C wurden 10 pL der Proben per SDS-PAGE analysiert.

tet-Promotorsystem zur periplasmatischen Expression:

Die Produktion rekombinanter Proteine im E. coli-Periplasma, welches ein oxidierendes
Milieu zur Bildung von Disulfidbriicken bietet, wurde mittels Expressionstests evaluiert. Da-
bei kamen das tet-Promotorsystem und das aminoterminalen Sekretionssignals von OmpA,
einem Protein aus der duleren Membran von E. coli, zum Einsatz. Verwendet wurden die
Stimme JM83 (Yanisch-Perron et al., 1985) und JIM83pTUM4 (JMS83, transformiert mit dem
chaperoncodierenden Helferplasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006)). Der tet-Promotor
besitzt im Gegensatz zum T7-System ein deutlich reduziertes Expressionslevel, weswegen er
sich fiir einen erfolgreichen Export der Proteine ins Periplasma eignet. Ein weiterer Vorteil
dieses Systems besteht darin, dass die Expressionsrate durch die Induktor-Konzentration ef-
fektiv gesteuert (titriert) werden kann. Die Transformation der Zellen mit den entsprechenden
Konstrukten im Vektor pASK-IBA32 erfolgte analog zum T7-System. Mit Ubernachtkulturen
der Zellen wurden jeweils 50-100 mL LBamp-Medium im Verhéltnis 1:50-1:100 inokuliert
und die Zellen bis zu einer ODggo von 0,8 inkubiert. AnschlieBend erfolgten die Induktion mit
0,05-0,2 mg/L. Anhydrotetracyclin und die Expression fiir 3-20 h bei 16-22 °C. Die Proben-
nahme fiir vollstindige Zelllysate erfolgte analog zu den Tests im T7-Expressionssystem. Um
die Lokalisierung gebildeter Proteine im Periplasma zu analysieren, wurden die Zellen in Sac-
charose-haltigem Puffer inkubiert, wobei die dulere Membran osmotisch zerstort, die innere
Membran jedoch intakt bleibt. Dazu wurden Zellen aus 40 mL Kultur pelletiert (5000 x g,
5 min) und in 800 uL Periplasma-Aufschlusspuffer resuspendiert. Nach Inkubation fiir 30 min
auf Eis wurden die Zellen bei 5000 x g fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das Pellet im Verhéltnis zum urspriinglichen Volumen in SDS-Auftragspuffer resuspen-
diert. Nach erneuter Zentrifugation des Uberstands (17 000 x g, 30 min), um Zellfragmente
restlos zu entfernen, wurde dieser mit 1/5 Volumen SDS-Auftragspuffer versetzt. Nach Inku-

bation fiir 10 min bei 95 °C erfolgte die Analyse von 10 uL der Proben per SDS-PAGE.

SDS-Auftragspuffer 312,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS),
(5 x Stammldsung) 50 % (v/v) Glycerin, 0,005 % (w/v) Bromphenolblau,
25 % (v/v) B-Mercaptoethanol
Phosphatpuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl
Tris-Harnstoff-Puffer 50 M Tris/HCI pH 7,5, 8 M Harnstoff
Anhydrotetracyclin-Losung 2 mg/mL Anhydrotetracyclin in DMF oder Ethanol

Periplasma-Aufschlusspuffer 100 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM Saccharose, | mM EDTA
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2.5.2.2 P. pastoris

Um die rekombinante Produktion von Proteinen in der methylotrophen Hefe P. pastoris zu
evaluieren, wurden analog zu E. coli Expressionstests durchgefiihrt. Dazu erfolgte die An-
zucht von vorselektionierten Klonen (siche 2.2.4) in 10 mL BMGY-Medium fiir 48 h. Pro
ODgpo=10 wurden 1 mL Kultur entnommen, zentrifugiert (1500 x g, 5 min), die Zellen in
10 mL BMMY-Medium (enthdlt Methanol) resuspendiert und die induzierten Kulturen inku-
biert. Pro Tag wurden eine Probe von 1 mL entnommen, das Differenzvolumen der Kulturen
durch BMMY-Medium erginzt und 50 pL. Methanol zugegeben. Die entnommenen Proben
wurden zentrifugiert und Uberstand und Pellet separiert. Der Aufschluss der pelletierten Zel-
len erfolgte durch Resuspension in 100 uLL Tris-Harnstoff-Puffer, Versetzen mit einem Volu-
men Glasperlen und Schiitteln fiir 3 h bei 1400 rpm. Anschliefend wurden die Zellaufschliisse
sowie die Medien-Uberstinde per SDS-PAGE analysiert.

SDS-Auftragspuffer 312,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS),
(5 x Stammlosung) 50 % (v/v) Glycerin, 0,005 % (w/v) Bromphenolblau,

25 % (v/v) p-Mercaptoethanol
Tris-Harnstoff-Puffer 50 M Tris/HCI pH 7,5, 8 M Harnstoff

2.5.3 Anzucht, Induktion und Ernte von E. coli

Die rekombinante Produktion von Byssusproteinen in E. coli BL21CodonPlus(DE3)-RIPL
wurde sowohl im Batchverfahren (diskontinuierliche Kulturen ohne Korrekturen von pH etc.
bzw. Nahrstoffzufiihrung) als auch mittels Fed-Batch-Kulturen (kontinuierlich gesteuerter

Bioreaktor) durchgefiihrt.

2.5.3.1 Batchkultivierung

Die Batchkultivierung erfolgte im druckluftbegasten Flaschenreaktor (5 L-Waschflasche mit
Fritte und angesetztem weiteren Schraubgewinde-Port, Eigenbau Glasbldserei, Universitit
Bayreuth). Dazu wurden 4 L LB-Medium im Reaktor autoklaviert, dieser auf
37 °C vortemperiert, mit Kanamycin und 0,001 % Breox FMT30 Antifoam versetzt und mit
sterilfiltrierter Druckluft begast (ca. 5-10 L/min). AnschlieBend erfolgte die Inokulation mit
20 mL-Ubernachtkulturen (in LBkana/cm-Medium angezogen) und die Inkubation bis zu einer
OD600 von ~1,0 (ca. 4 h). Die Kulturen wurden durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert
und fiir weitere 4 h bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation ge-

erntet (5000 x g, 10 min), zweimal mit Trispuffer oder Phosphatpuffer gewaschen, in 5 mL
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Tris-EDTA-Puffer/g Zellen schockgefroren (in fliissigem Stickstoff) und bis zu ihrer weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

IPTG-Stammldsung 1 MIPTG

Phosphatpuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl
Trispuffer 50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl
Antifoam-Losung 1 % (v/v) Breox FMT 30

2.5.3.2 Fed-Batch-Kultivierung

Die Fed-Batch-Kultivierung von E. coli erfolgte im Minifors Bioreaktor (Infors). Dazu wur-
den 1,3 L Fermentationsmedium im Reaktor autoklaviert, dieser auf 37 °C vortemperiert und
mit Druckluft begast (4 L/min). Nach der Kalibrierung der Sonden (pH, Sauerstoff) nach den
Herstellerangaben und Anschluss der Korrekturmittel und Néahrlosung wurde Kanamycin zu-
gesetzt und der Reaktor unter konstantem Riihren (900 rpm) inkubiert. Die Fermentation er-
folgte semiautomatisch unter Verwendung der Software Iris (Infors) bei konstantem pH-Wert
von 6,8, gesteuert durch Korrektur mittels 25 % Ammoniaklosung und 2,5 M Phosphorsdure
und einem Sauerstoffpartialdruck (pO;) von minimal 40 %, gesteuert durch die optionale Zu-
fuhr von reinem Sauerstoff. Schaumbildung wurde automatisch durch die Zugabe von Anti-
foamlésung unterbunden, wogegen die Zufuhr der Nahrlosung manuell nach dem Sauerstoff-
verbrauch der Kultur erfolgte. Das Wachstum der Zellen wurde in regelmédBigen Abstinden
durch Messung der optischen Dichte iiberpriift. Bei einer ODgyp von ~40 erfolgte die Tempe-
rierung auf 30 °C und die Induktion mit 0,1 mM IPTG. Nach einer Expressionszeit von 3 h
erfolgten die Ernte der Zellen durch Zentrifugation und dreimaliges Waschen mit Trispuffer
oder Phosphatpuffer (jeweils Resuspension mittels Dispergierer und Zentrifugation bei
6000 x g fiir 15 min). Die vollstindig resuspendierten Zellen wurden anschliefend in 5 mL
Tris-EDTA-Puffer/g Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

IPTG-Stammldsung 1 MIPTG

Basische Korrekturlosung 25 % (w/v) Ammoniak

Saure Korrekturlosung 2,5 M Phosphorséure
Fermentations-Nahrlosung 80 % (v/v) Glycerin

Antifoamlosung 5 % Breox FMT30

Phosphatpuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl
Trispuffer 50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl

Tris-EDTA-Puffer 100 mM Tris/HCI pH 7, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA
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2.5.4 Isolierung und Solubilisierung von Inclusion Bodies

Die Isolierung von unldslich produzierten Proteinen aus E. coli wurde nach einem Protokoll
von Rudolph et al. (Rudolph ef al., 1997) durchgefiihrt, unter Anpassung einiger Parameter an
die hoheren Zelldichten, die durch Fed-Batch-Kultivierung im Vergleich zu diskontinuierli-
chen Kulturen erreicht werden. Nach dem vollstindigen Auftauen der Zellen wurden
0,2 mg/mL Lysozym zugegeben und die Suspension unter stetigem Riihren bei 4 °C fiir
90 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von Proteaseinhibitoren (Mix G (Serva)
oder 1 mM PMSF) und die Behandlung der Suspension mit Ultraschall (Sonde KE76 (Bande-
lin), 5 x 1 min auf Eis, 60 % Amplitude, 2/0,2 s-Pulsation). Der Zellaufschluss wurde zentri-
fugiert (5000 x g, 15 min, 8 °C) und das IB-Pellet mittels Dispergierer in ~10 Volumen De-
tergens-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (20 000 x g, 5 min, 8 °C) wurden
die Inclusion Bodies in Tris-EDTA-Puffer resuspendiert und erneut 3 x 1 min mit Ultraschall
behandelt. Diese Kombination aus Resuspendierung und Ultraschallbehandlung wurde drei-
mal wiederholt. Anschlieend folgte jeweils dreimaliges Waschen der Inclusion Bodies in
Detergenspuffer, IB-Waschpuffer und Trispuffer (20 000 x g, 5 min, 8 °C) und die Lagerung
des IB-Pellets bis zur weiteren Verwendung bei -80°C. Zur Solubilisierung der Inclusion Bo-
dies wurden diese mittels Dispergierer in Harnstoff- oder Guanidin-Denaturierungspuffer re-
suspendiert (10 mL/g IB-Pellet), fiir mindestens 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt und un-
16sliche Bestandteile anschlieBend durch Zentrifugation entfernt (8000 x g, 30 min). Der
durch UV-spektrometrische Messungen bestimmte Gewichtsanteil der rekombinanten Protei-

ne am [B-Pellet betrug etwa 20 % (w/w).

Lysozym-Stammlosung 20 mg/mL in Phosphatpuffer

Tris-EDTA-Puffer 100 mM Tris/HCI1 pH 7, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA
Detergenspuffer 60 mM EDTA, 2 % (v/v) Triton X-100, 1,5 M NaCl, pH 7
IB-Waschpuffer 100 mM Tris/HCI pH 7, 100 mM NaCl, 20 mM EDTA
PMSF-Losung 100 mM PMSF in Isopropanol
Harnstoff-Denaturierungspuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl, 8 M Harnstoff ,

10 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) oder
20 mM Dithiothreitol (DTT)

Guanidin-Denaturierungspuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl,
8 M Guanidiniumhydrochlorid, 20 mM TCEP

2.5.5 Priaparative siulenchromatographische Methoden

Rekombinant produzierte Proteine wurde mittels priparativer Sdulenchromatographie unter

Verwendung der fast protein liquid chromatography-(FPLC)-Systeme AKTA FPLC und
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AKTA Purifier sowie der Software Unicorn (GE Life Sciences) gereinigt. Dabei kamen ver-
schiedene Chromatographiematrizes bzw. -methoden zum Einsatz, wobei die Flussraten den
jeweiligen maximalen Drucklimits der Sdulen/Séulenmaterialien gemiB den Herstelleranga-
ben angepasst wurden. Die Beladung der Siulen erfolgte je nach Anwendung mittels Proben-
auftragsschleife, Superloop oder Auftragspumpe. Fraktionen wurden basierend auf der UV-
Absorption bei 280 nm, unter Anpassung der Fraktionsgroflen an die jeweilige Sdule, automa-

tisiert gesammelt.

2.5.5.1 Affinititschromatographie

Die Affinititschromatographie basiert auf einer spezifischen reversiblen Interaktion einer ge-
l6sten Substanz mit einer festen Phase, z. B. die Bindung von Proteinen mit Poly-Histidin-
Sequenzen (His-Tags) an Matrizes mit immobilisierten Metallionen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden Chromatographieséulen mit einer Chelating Sepharose Fast Flow-Matrix (GE Life
Sciences) verwendet. Dieses Material besteht aus quervernetzten sechsprozentigen Agarose-
kiigelchen mit einem mittleren Durchmesser von 90 um und kovalent gekoppelter Iminodies-
sigsdure (IDA). Durch den dreizdhnigen IDA-Liganden kénnen Metallionen mit hoher Affini-
tat gekoppelt werden, womit fiir die Koordination weiterer Liganden (z. B. His-Tag) drei Bin-
destellen zur Verfiigung stehen. Durch die Zugabe von Imidazol kann der entsprechende Lig-
and dann kompetitiv aus dem Komplex verdringt werden und das Protein aus der Sdule elu-
iert. Im Rahmen der Arbeit wurden Sdulen mit Volumina von 5 ml bis 180 mL verwendet.
Vor jeder Reinigung erfolgte die Beladung des Sdulenmaterials mit Nickelsulfat nach den
Herstellerangaben. AnschlieBend erfolgte die Aquilibrierung mit mindestens 2 Séulenvolu-
men (SV) IMAC-A-Puffer. Die gelosten Inclusion Bodies wurden mindestens 1:10 mit
IMAC-A-Puffer verdiinnt und auf die Sdule aufgetragen. Die Auftragung der SUMO-
Spaltungsansitze (siche 2.5.6) erfolgte nach dem Hinzufiigen kristallinen Harnstoffs auf eine
Endkonzentration von 8§ M und Filtration der Losung (0,45 um-Filter), wobei hier meist klei-
nere Sdulen zum Einsatz kamen (5-10 mL HisTrap FF, GE Healthcare). AnschlieBend erfolg-
te ein Waschschritt mit IMAC-A-Puffer bis sich eine stabile UV-Basislinie einstellte. Es folg-
te in analoger Weise ein zweiter Waschschritt mit 4-8 % IMAC-B-Puffer (entspricht
20-40 mM Imidazol). Anschliefend wurden simtliche Proteine mit 100 % IMAC-B-Puffer
(500 mM Imidazol) eluiert.

IMAC-A-Puffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 5 mM DTT

IMAC-B-Puffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NacCl, 500 mM Imidazol,
8 M Harnstoff, 5 mM DTT
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2.5.5.2 Ionenaustauschchromatographie

Bei der lonenaustauschchromatographie basiert die Interaktion von Molekiilen mit der Siu-
lenmatrix auf ionischen Wechselwirkungen. Fiir Proteine stellt dabei die Nettoladung, also die
Summe aller bei einem bestimmten pH-Wert vorhandenen Ladungen an der Molekiiloberfli-
che, den entscheidenden Parameter dar. Diese ldsst sich durch den isoelektrischen Punkt (pI)
eines Proteins ermitteln, welcher den pH-Wert angibt, bei dem sich alle positiven und negati-
ven Ladungen eines Proteinmolekiils ausgleichen. Bei pH-Werten unterhalb des pl liegt das
Proteinmolekiil netto kationisch, oberhalb anionisch vor. Je nach gewéhlter Sdulenmatrix
(immobilisierte Kationen oder Anionen) konnen somit Proteine auf die Sdule gebunden wer-
den. Die Elution erfolgt hier durch Erhhung der Ionenstirke, was zu einer kompetitiven Ver-
driangung der Proteine durch die Salzionen fiihrt. Theoretische pl-Werte der gereinigten Prote-
ine wurden mittels ProtParam (www.expasy.org) bestimmt und basieren auf den pK-Werten
der einzelnen Aminoséuren bzw. Termini (Bjellqvist ef al., 1993). Im Rahmen dieser Arbeit
kam Kationenauschchromatographie mit SP Sepharose Fast Flow (GE Life Sciences) als Mat-
rix zum FEinsatz. Diese besteht aus quervernetzten sechsprozentigen Agarosekiigelchen mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 90 pum und negativ geladenen Sulfopropylgrup-
pen. Zum Einsatz kam eine mit SP-A-Puffer dquilibrierte 20 mL-Séule, auf die solubilisierte
Inclusion Bodies aufgetragen wurden. Nach dem Waschen mit SP-A-Puffer bis zur Einstel-
lung einer stabilen Basislinie erfolgte die Elution gebundener Proteine durch einen linearen

Gradienten von 0-70 % SP-B-Puffer (entspricht 50-715 mM NaCl) iiber 7 SV.

SP-A-Puffer 20 mM Kaliumphosphat pH 7, 40 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 10 mM DTT
SP-B-Puffer 20 mM Kaliumphosphat pH 7, 1 M NaCl, 8 M Harnstoff, 10 mM DTT

2.5.5.3 Gel-Permeationschromatographie

Bei der Gel-Permeationschromatographie (GPC) bzw. GroBenausschlusschromatographie
(size exclusion chromatography, SEC) werden Molekiile nach ihrer GroBe aufgetrennt. An-
ders als die zuvor beschriebenen Chromatographiearten findet hier keine Bindung an die Mat-
rix statt, entscheidend ist einzig das Diffusionsvolumen des entsprechenden Molekiils, wel-
ches durch dessen hydrodynamischen Radius bedingt ist. Kleinere Molekiile konnen weiter in
die Matrix eindringen als groBere, was dazu fiihrt, dass sie spiter aus der Sdule eluiert wer-
den. Die GPC wurde sowohl im préparativen als auch im analytischen Mafstab unter Ver-
wendung von kommerziell erhiltlichen Superdex 200-Sdulen (GE Life Sciences) durchge-

fiihrt. Diese bestehen aus hochvernetzter Agarose mit kovalent gekoppeltem Dextran. Zur
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Reinigung von Proteinen kam eine HiLoad 26/60 Superdex 200 pg-Sédule mit einem Volumen
von 320 mL zum Einsatz. Nach der Aquilibrierung der Sdule mit mindestens 2 SV GPC-
Puffer (20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl) wurden iiber eine Probenschleife ma-
ximal 7 mL konzentrierte Proteinlosung in GPC-Puffer aufgetragen. Die anschlieBende Tren-

nung erfolgte bei einer Flussrate von 3 mL/min.

2.5.6 Proteolytische Spaltung des 6xHis-SUMO-Fusionstags

Zur Vereinfachung der Reinigung rekombinant produzierter Byssusproteine wurden diese mit
einem aminoterminalen 6xHis-SUMO-Tag produziert (Sequenz von SMT3, einem Mitglied
der SUMO-Familie aus S. cerevisiae). Zur Spaltung des Tags erfolgte die Proteolyse mittels
ULPI, einer SMT3-spezifischen Protease aus S. cerevisiae, welche, anders als viele sequenz-
spezifische Proteasen, die rdumliche Struktur von SUMO erkennt (Mossessova und Lima,
2000). Neben der dadurch bedingten hohen Selektivitdt und Spezifitit fiir die SUMO weist
ULP1 eine hohe Stabilitit und grofe Bandbreite moglicher Pufferbedingungen auf (Butt et
al., 2005). Eine rekombinante Version von ULP1 mit 6xHis-Tag wurde von Lukas Eisoldt
produziert, gereinigt und zur Verfiigung gestellt. Vor der Spaltung der 6x-His-SUMO-Tags
erfolgte die Dialyse der aus den Inclusion Bodies isolierten und per IMAC gereinigten Protei-
ne gegen SUMO-Spaltungspuffer. AnschlieBend wurde ULP1 im molaren Verhéltnis von
1:500 gegeniiber den Fusionsproteinen zugegeben und die Losung {iber Nacht bei 4 °C unter
leichtem Riihren inkubiert. Die Abtrennung nicht gespaltener Fusionsproteine, der 6xHis-

SUMO-Tags und der Protease erfolgte mittels IMAC.

SUMO-Spaltungspuffer 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM NaCl,
1 M Harnstoff, 1 mM DTT
ULPI1-Stammldsung 8,3 mg/mL ULP1, 25 mM Tris/HCI pH 8, 250 mM NaCl,

500 uM DTT, 50 % (v/v) Glycerin

2.5.7 Dialyse und Ultrafiltration

Zur Renaturierung/Riickfaltung von Proteinen und zum Pufferwechsel vor Experimenten
wurden Dialysen durchgefiihrt. Die Dialyse basiert auf der passiven Diffusion von Molekiilen
durch eine semipermeable Membran mit einer definierten Ausschlussgrofle, die so gewahlt
wird, dass kleine Molekiile (Wasser, Puffersubstanzen etc.) die Membran passieren konnen,
Makromolekiile jedoch zuriickgehalten werden. Im Rahmen dieser Arbeit kamen Dialyse-
schlduche aus regenerierter Zellulose mit einer Ausschlussgroflie von 6-8 kDa zum Einsatz

(Spectra/Por 1, Spectrum Laboratories), die vor ihrer Verwendung mindestens 15 min in des-
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tilliertem Wasser inkubiert wurden. Die Dialyse von Proteinlosungen erfolgte schrittweise bei
4 °C gegen Reservoire mit dem 10 bis 100-fachen Volumen unter leichtem Riihren (pro Dia-
lyseschritt mindestens 5 h). Die Anzahl der Schritte richtete sich dabei nach den Bediirfnissen
der jeweiligen Anwendungen bzw. den Volumenverhiltnissen der Proteinlosungen zu den
Reservoiren. Optional (insbesondere bei erstmaliger Riickfaltung nach Proteinreinigungen)
erfolgte vor der Dialyse die Zugabe von Proteaseinhibitoren (Mix G, Serva) zu den Proteinlo-
sungen. Um Proteine zu konzentrieren, wurden diese mittels Zentrifugalkonzentratoren (Mil-
lipore oder Sartorius) oder einer Amicon Riihrzelle 8200 (Millipore) unter Verwendung von
Membranen mit Ausschlussgréfien von 10 bzw. 30 kDa nach den Herstellerangaben ultrafil-

tiert.

2.5.8 Gefriertrocknung und Lagerung von Proteinen

Nach der Reinigung und Riickfaltung wurden Proteine zur Lagerung gefriergetrocknet. Dazu
erfolgte die Dialyse der Eluate aus Gelfiltrationschromatographieldufen gegen einen fliichti-
gen Puffer (10 mM Ammoniumhydrogencarbonat). Um die Proben moglichst effizient zu
entsalzen (maximal nanomolare Salzreste), wurden mindestens vier Dialyseschritte durchge-
fithrt. Nach Zentrifugation der dialysierten Proteinlosungen (8000 x g, 20 min) oder Filtration
(0,22 um) wurden diese ggf. durch Ultrafiltration konzentriert und anschlieend aliquotiert.
Nach dem Schockfrieren in fliissigem Stickstoff folgte die Trocknung der Proteine in einer

Gefriertrocknungsanlage.

2.5.9 Losen gefriergetrockneter Proteine

Gefriergetrocknete rekombinante Proteine wurden durch Zugabe der entsprechenden Puffer
und Mischen mittels einer Pipette gelost. AnschlieBend erfolgte die Entfernung unloslicher
Bestandteile des Lyophylisates durch Zentrifugation (17 000 x g, 5 min, RT) und anschlie-
Bende Ultrazentrifugation (186 000 x g, 30 min, 4 °C).

Das Losen der verwendeten Kollagene (Sigma-Aldrich) erfolgte in verdiinnter Essigsdure
(Proteinkonzentration 1-2 mg/mL). Dazu wurden entsprechende Mengen eingewogen, mit
1-2 % (v/v) Essigsdure vermischt und fiir 16-20 h bei Raumtemperatur im Tischinkubator
geschiittelt (700 rpm). Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (17 000 x g,
10 min, RT) bzw. Ultrazentrifugation (186 000 x g, 30 min, 4 °C) entfernt.
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2.6 Proteinanalytische Methoden

2.6.1 Puffer und Losungen

Die fiir proteinanalytische bzw. proteinchemische Methoden verwendeten Puffer und Losun-
gen sind zusammen mit den Beschreibungen der jeweiligen Methoden in den folgenden Kapi-
teln angegeben. Alle Losungen wurden mit MilliQ-gefiltertem Wasser hergestellt und nach
dem Einstellen des jeweiligen pH-Wertes auf das Endvolumen aufgefiillt. Fiir kristallographi-
sche Experimente wurden die verwendeten Losungen filtriert (0,22 pum), fiir chromatographi-

sche Analysen filtriert (0,22 pm) und mindestens 1 h unter Vakuum entgast.

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gereinigte Proteine oder Proteingemische (z. B. Zelllysate) wurden mittels SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert. Bei dieser Methode werden proteinhaltige
Proben mit SDS-haltigem Puffer versetzt, wodurch die Proteine denaturiert werden und SDS
sich anlagert. Dabei zeigt sich fiir die meisten Proteine ein gleiches Massenverhéltnis von
angelagertem SDS zu Protein von ~1,4:1, was in etwa einem Molekiil SDS pro zwei Amino-
sduren des Proteins entspricht (Reynolds und Tanford, 1970). Durch die Anlagerung einer
hohe Anzahl negativer Ladungen wird die Eigenladung der Proteine maskiert und sie erhalten
dasselbe Ladung-/Masse-Verhiltnis. Bei der elektrophoretischen Auftrennung der Proben
ergibt sich somit eine lineare Abhingigkeit des Logarithmus der Molekiilmasse von der Lauf-
strecke im Gel. Im Rahmen der Arbeit kam sowohl kontinuierliche als auch diskontinuierliche
SDS-PAGE zum Einsatz. Fiir die kontinuierliche SDS-PAGE wurden kommerziell erhiltliche
12%ige Polyacrylamidgele oder 4 bis 20%ige Gradientengele (Serva) verwendet. Diskontinu-
ierliche Gele, bestehend aus einem Trenngel und einem die Proteine zundchst fokussierenden
Sammelgel wurden selbst hergestellt. Dazu wurden 12,5 bis 15%ige Trenngelldsungen sowie
5%ige Sammelgellosungen aus den entsprechenden Stammldsungen hergestellt und die Po-
lymerisation jeweils durch die Zugabe von 1 % (v/v) APS-L6sung und 0,2 % (v/v) TEMED
gestartet. Die Trenngele wurden in einem Gief3stand gegossen und nach dem Polymerisieren
mit den Sammelgelen iiberschichtet. Vor der Elektrophorese wurden die Proben mit 1 x SDS-
Auftragspuffer versetzt und fiir 5-10 min bei 95 °C inkubiert. Die elektrophoretische Auftren-

nung erfolgte fiir 50-90 min bei einer konstanten Stromstérke von 25 mA.
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Trenngelldsung 12,5-15 % (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1),
373 mM Tris/HCl pH 8,8, 0,3 % SDS; 0,1 % (w/v) APS, 0,1 % (v/v) TEMED
Sammelgellosung 5 % (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1), 125 mM Tris/HCI pH 6,8,
0,3 % SDS, 0,1 % (w/v) APS, 0,1 % (v/v) TEMED
APS-Losung 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
SDS-Laufpuffer (10 x) 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS
SDS-Auftragspuffer 312,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 50 % (v/v) Glycerin,
(5 x Stammlosung) 0,005 % (w/v) Bromphenolblau , 25 % (v/v) B-Mercaptoethanol (optional)

2.6.3 Firbung mit Coomassie-Brillantblau

Nach der SDS-PAGE wurden die elektrophoretisch getrennten Proteine mit Coomassie-
Brillantblau gefarbt. Dieser Farbstoff bindet relativ stark an basische Aminosiureseitenketten,
wodurch sich Proteine unspezifisch anfiarben lassen, wogegen er aus dem Polyacrylamidgel
leicht ausgewaschen werden kann. Zur Fiarbung wurden die Gele nach der Elektrophorese in
Coomassielosung tiberfiihrt, in der Mikrowelle aufgekocht und fiir 1-16 h geschwenkt. An-
schlieBend erfolgte die Entfirbung der Gele durch zweimaliges Aufkochen und jeweils ein-
stiindiges Schwenken in Coomassie-Entfarbelosung. Zur Digitalisierung wurden die Gele

gewissert und gescannt (Microtek Bio-5000 Gelscanner, HP Scanjet G4050).

Coomassieldsung 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigséure,
0,05 % Coomassie-Brillantblau R250 oder G250

Coomassie-Entfarbelosung 10 % Essigsaure, 10 % Ethanol

2.6.4 Silberfirbung

Alternativ bzw. ergdnzend zur Coomassiefarbung wurden Proteine nach der PAGE mit ele-
mentarem Silber gefiarbt. Diese Farbemethode zeichnet sich durch eine hohere Sensitivitét
aus, sodass im optimalen Fall Proteinmengen im Pikogrammbereich detektiert werden kon-
nen. Sie basiert auf der Anlagerung von Silberionen an saure Gruppen in Proteinen, welche
durch Reduktion zu elementarem Silber sichtbar gemacht werden koénnen (Switzer III et al.,
1979). Zunichst wurden die Gele nach der Elektrophorese fiir 10 min in Fixierlosung I ge-
schwenkt, anschlieBend fiir mindestens 30 min in Fixierlosung II. Danach erfolgten viermali-
ges Waschen der Gele fiir jeweils 5 min in MilliQ-Wasser und die Inkubation in Silber-
Férbelosung fiir 45 min im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Gele in Entwicklerlosung in-
kubiert bis sich der gewiinschte Firbegrad einstellte und die Farbung anschlieend durch Zu-

gabe von Stopplosung beendet.
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Fixierlosung I 30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsédure

Fixierlosung I1 30 % (v/v) Ethanol, 0,5 % (v/v) Essigséure, 0,4 M Natriumacetat pH 6,
0,1 % (w/v) Natriumthiosulfat

Silber-Farbelosung 6 mM Silbernitrat, 0,00925 % (w/v) Formaldehyd

Entwicklerlosung 2,5 % (w/v) Natriumcarbonat, 0,0148 % (w/v) Formaldehyd

Stopplosung 50 mM Natrium-EDTA pH 7,5

2.6.5 Immunoblotting (Westernblot)

Mittels Immunoblotting werden Proteine, welche zuvor mittels PAGE separiert wurden, auf
eine Membran transferiert und durch Bindung spezifischer Antikorper sichtbar gemacht. Die
Detektion erfolgt dabei meist durch eine enzymatische Reaktion oder durch die Verwendung
fluoreszenzmarkierter Antikdrper. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Immunoblots zur Analy-
se/Detektion von rekombinant produzierten Proteinen in Zelllysaten sowie zur Evaluierung
eines Antiserums gegen PTMP1 durchgefiihrt. Dazu kamen Membranen aus Polyvinyliden-
fluorid (PVDF) zum Einsatz, die auf die Grof3e des jeweiligen Gels zugeschnitten und mittels
kurzer Inkubation (20 s) in Methanol aktiviert wurden. Nach griindlichem Wiéssern der
Membran (4 x 5 min) wurden die Gele der SDS-PAGE, die Membran und zehn auf die ent-
sprechende Grofle zugeschnittenen Stiicke aus Whatman 3MM CHR Chromatographiepapier
fiir 10 min in Westernblot-Transferpuffer inkubiert. Danach wurden in der Blotting-Apparatur
fiinf Whatman-Papierstiicke, die Membran, das Gel und erneut fiinf Papierstiicke aufeinan-
dergeschichtet, die Apparatur verschlossen und die Proteine fiir 90 min bei einer konstanten
Stromstirke von 1,25 mA/cm® auf die Membran transferiert. AnschlieBend erfolgten das
Schwenken der Membran fiir 1-16 h in Blocking-Losung, die Inkubation in Anwesenheit des
primédren Antikorpers fiir 90 min und dreimaliges Waschen (jeweils 5 min) mit PBS-T-Puffer.
Nach Inkubation fiir 45 min in Anwesenheit des sekundéren Antikorpers wurde die Membran
erneut dreimal mit PBS-T-Puffer sowie einmal mit PBS-Puffer gewaschen und optional mit
dem Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System nach den Herstellerangaben
entwickelt. Die Detektion peroxidasegekoppelter Antikorper erfolgte am Ettan DIGE Imager
(GE Life Sciences) mittels Fluoreszenzanalyse unter Verwendung des Deep Purple 2-
Filtersatzes bei einer Anregungswellenldnge von 390 nm (Spaltbreite 20 nm) und einer Emis-
sionswellenlédnge von 595 nm (Spaltbreite 25 nm). Bei Verwendung fluoreszenzmarkierter
Antikorper erfolgte die Detektion mit dem Cy2-Filtersatz bei einer Anregungswellenldnge
von 480 nm (Spaltbreite 30 nm) und einer Emissionswellenldnge von 530 nm (Spaltbreite

40 nm). Die Belichtungszeiten betrugen zwischen 0,017 und 0,4 (herstellerspez. Einheit).
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Westernblot-Transferpuffer 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 % Methanol

Blocking-Losung 5 % (w/v) Milchpulver in PBS

PBS-Puffer (10 x) 40 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 160 mM Di-Natriumhydrogenphosphat,
1,15 M NaCl

PBS-T-Puffer 0,3 % (v/v) Tween20 in 1 x PBS

Antikorperlosungen 1:3000-1:20 000-Verdiinnung in 1 % (w/v) Milchpulver

oder 1 % (w/v) Serumalbumin (BSA) in PBS

2.6.6 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

Neben der Reinigung von Proteinen mittels FPLC (2.5.5.3) wurde im Rahmen dieser Arbeit
auch analytische HPLC in Form von Gelpermeationschromatographie mit einer Superdex 200
10/300 GL-Saule (GE Life Sciences) mit einem Siulenvolumen von 24 mL und einem Aus-
schlussvolumen von 8 mL durchgefiihrt. Dabei kamen HPLC-Anlagen von GE Life Science
(Akta Purifier) oder Agilent zum Einsatz. Auf die mit GPC-Laufpuffer (20 mM Natriumpho-
sphat oder 25 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NaCl) édquilibrierte Sdule wurden bei einer Fluss-
rate von 0,8 mL/min mittels Probenschleife jeweils 200 puL aufgetragen. Die Detektion von
Proteinen erfolgte mittels UV-Detektor bei einer Wellenldnge von 280 nm. An der Anlage
von Agilent wurden zusétzlich der Brechungsindex sowie die statische Lichtstreuung (siehe

2.7.7) detektiert.

2.6.7 Bestimmung freier Sulfhydrylgruppen mit dem Ellmans-Reagenz

Die Anzahl freier Sulfthydrylgruppen in Proteinen lésst sich mittels Spaltung von 5,5'-Dithio-
bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB, Ellmans-Reagenz) bestimmen (Ellman, 1959). Dabei reagie-
ren SH-Gruppen unter nukleophilem Angriff mit der S-S-Bindung in DTNB unter Freisetzung
von einem Aquivalent 2-Nitro-5-thiobenzoat, welches im neutralen und alkalischen Milieu als
gelb geférbtes Thiolat-Anion vorliegt und somit spektrometrisch leicht detektiert werden kann

(siche Abbildung 2-2).

HOOC S
+ ~s COOH +
/S\
R™ s COOH HS COOH

Abbildung 2-2 Reaktion von DTNB mit freien Thiolen
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Der Ellmans Assay wurde in einem Gesamtvolumen von 200 pL in UV-Kiivetten micro
(Brand) durchgefiihrt, wobei zundchst Wasser bzw. GdmCl-Losung, Ellmans-Reaktions-
puffer (10 pL) und DTNB-Lo6sung (6 pL) vorgelegt wurden. AnschlieBend erfolgte die Zuga-
be von Proteinldsung (2 uM final) und die Inkubation fiir 20 min bei Raumtemperatur. Die
Auswertung erfolgte durch Aufzeichnung von Absorptionsspektren von 600-370 nm im
Cary50-Spektralphotometer. Die Absorptionswerte bei 412 nm wurden um den Hintergrund
ohne Protein korrigiert und die Anzahl freier SH-Gruppen pro Proteinmolekiil nach dem

Lambert-Beerschen-Gesetz bestimmt:

Formel 2-2 N(SH) = AbS412

€412 * Cprotein * d
N (SH) Anzahl freier SH-Gruppen
Absyp Absorption bei 412 nm (pufferkorrigiert)
€412 molarer Extinktionskoeffizient (M’l cm'l)
CProtein Proteinkonzentration (M)
d Schichtdicke (cm)

Die Werte fiir die molaren Extinktionskoeffizienten unterscheiden sich fiir die unterschiedli-
chen Reaktionsbedingungen, in Abwesenheit von GdmCl betrigt dieser 13 700 M ecm™, in
Anwesenheit von GdmCl 14 150 M ecm™ (Riddles ef al., 1983). Zur initialen Evaluierung
des Assays wurde die lineare Abhingigkeit der Absorption bei 412 nm von der Konzentration
an freien SH-Gruppen durch die Titration mit reduziertem Glutathion (GSH) in einem Kon-
zentrationsbereich von 0-50 uM getestet. Im spiteren Verlauf wurden standardmiBig bei allen

Tests stets Kontrollen mit bekannten GSH-Konzentrationen (1-12 uM) durchgefiihrt.

Ellmans-Reaktionspuffer (20 x) 2 M Tris/HCl pH 8

DTNB-Lo6sung (33,3 x) 100 mM Kaliumphosphat pH 8, 0,4 % (w/v) 2,2'-Dinitro-5,5'-
dithiodibenzoesdure (DTNB), 1 mM EDTA

GdmCl-Losung 8 M Guanidiniumhydrochlorid (GdmCI)

Glutathionldsung 100 uM reduziertes Glutathion (GSH)

2.6.8 Markierung freier Sulfhydrylgruppen mit IAEDANS

Um freie Sulthydrylgruppen in Proteinen massenspektrometrisch nachzuweisen, wurden diese
durch Reaktion mit 5-[2-(2-Iodacetamido)ethylamino]-naphthalen-1-sulfonsdure (IAEDANS)

markiert.
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Abbildung 2-3 Reaktion von IAEDANS mit Thiolen

Pro Ansatz wurden 20 uM der Proteine mit 200 uM TAEDANS in 50 pL 100 mM Tris/HCI
pH 7,5 gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Um die Reaktion
zu stoppen bzw. abzusittigen, wurden anschliefend 2 mM B-Mercaptoethanol zugesetzt. Da-

nach erfolgte die proteolytische Spaltung der Proteine.

IAEDANS-LG6sung 100 mM Tris/HCI pH 7,5,

2 mM 5-[2-(2-Iodacetamido)ethylamino]-naphthalen- 1-sulfonséure

B-Mercaptoethanol-Losung 100 mM B-Mercaptoethanol

2.6.9 Spaltung von Proteinen durch Proteolyse

Neben der proteolytischen Spaltung von 6xHis-SUMO-Fusionskonstrukten mit ULP1 (sieche
2.5.6) wurden Proteine fiir massenspektrometrische Untersuchungen mit verschiedenen Pro-
teasen verdaut. Die Reaktionen erfolgten bei Proteinkonzentrationen von 0,5 bzw. 1 mg/mL
iber Nacht bei 25 °C unter den in Tabelle 2-7 angegebenen Reaktionsbedingungen. Die Pro-
ben der IAEDANS-markierten Proteine (siche 2.6.8) wurden nach optionaler Zugabe von
10 mM Calciumchlorid direkt im IAEDANS-Reaktionspuffer verdaut.

Tabelle 2-7 Proteasen und Reaktionsbedingungen

Protease Spaltstelle Reaktionspuffer Stammlésung Reaktions-
(Reaktionspuffer)  Konzentration

Glu-C Glu|Xaa 25 mM Ammonium- 0,1 mg/mL 5 ug/mL
hydrogencarbonat

Asp-N Xaa|Asp 25 mM Ammonium- 0,04 mg/mL 5 pg/mL
hydrogencarbonat

Trypsin Xaa|(Arg/Lys) 100 mM Tris/HCIpH 7,5, 0,5 mg/mL 5 pg/mL
10 mM Calciumchlorid

Chymotrypsin ~ Xaa|(Trp/Tyr/Phe) 100 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5 mg/mL 5 pg/mL

10 mM Calciumchlorid
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2.6.10 Proteinkristallographie und Strukturbestimmung

Die rdumliche Struktur von Proteinen kann mittels rontgenkristallographischer Analysen auf-
geklart werden. Grundsétzliche Voraussetzungen dabei sind die Kristallisierbarkeit des ent-
sprechenden Proteins und die Eignung entsprechender Kristalle fiir Rontgenbeugungsanaly-
sen. Zur Kristallisation wurden im Rahmen dieser Arbeit Dampfdiffusionsexperimente durch-
gefiihrt. Dabei werden Proteine in hoher Konzentration mit einer Prizipitationslosung ge-
mischt, welche mindestens ein proteinfillendes Agens (z. B. Polyethylenglycol (PEG), Salze,
organische Losemittel etc.) enthélt. Der Tropfen dieser Mischung wird in einem geschlosse-
nen Kompartiment in Anwesenheit eines Reservoirs der Prizipitationslosung fiir mehrere Ta-
ge/Wochen inkubiert. Da die Konzentration der Féallungsmittel/Salze im Tropfen geringer ist
als die der Reservoirlosung, diffundiert im Verlauf eines Experiments Wasser vom Tropfen
iber die Gasphase ins Reservoir, womit die Konzentrationen von Fillungsmittel und Protein
im Tropfen steigt. Dies fiihrt im optimalen Fall zur Bildung von Kristallisationskeimen und in

der Folge zu Proteinkristallen.

Kristallisationsexperimente erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Melanie Gertz am Lehrstuhl
fiir Biochemie der Universitidt Bayreuth (Prof. Dr. Clemens Steegborn). Dabei wurden zu-
néchst sitzende Tropfen (sitting drops - der Tropfen liegt auf einer Oberfliche neben oder
umgeben vom Reservoir), in Reproduktionsexperimenten auch hingende Tropfen (hanging
drops - der Tropfen hingt liber dem Reservoir) getestet. Verwendet wurden dabei Platten mit
24 oder 96 einzelnen Kompartimenten und kommerziell erhéltliche sowie selbst hergestellte
Prizipitationslosungen. Nach dem Ansatz der Kristallisationsexperimente (manuell oder mit-
tels Pipettierroboter Phoenix, ARI) wurden die Platten mit hdngenden Tropfen in einem au-
tomatisierten Platten-Imager (Formulatrix) inkubiert und durch Aufnahme von Bildern sofort
und nach 1, 3, 5, 8, 13 und 21 Tagen ausgewertet. Die Platten mit sitzenden Tropfen wurden
aufgrund eines inkompatiblen Plattenformates z. T. manuell dokumentiert (Lichtmikroskop

mit gekoppelter Kamera, siche 2.8.1).

2.6.10.1 Loslichkeitstests

Um eine geeignete Proteinkonzentration fiir Kristallisationsansitze zu ermitteln, wurden Los-
lichkeitstests durchgefiihrt, bei denen der Einfluss verschiedener Fallungsmittel bzw. deren
Konzentrationen auf die Prézipitation des entsprechenden Proteins getestet wurden. Hierzu
wurden jeweils 0,5 pL Proteinlésung (10 mg/mL in 20 mM Natriumphosphat pH 8, 150 mM

NaCl) mit jeweils 0,5 puL entsprechender Losungen mit steigenden Konzentrationen der Fél-
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lungsmittel gemischt. Die Inkubation erfolgte in sitzenden Tropfen gegen 50 uL der jeweili-
gen Reservoire im Imager Formulatrix bei 20 °C. Anhand des Prézipitationsgrades der Protei-
ne bei den verschiedenen Fallungsmittelkonzentrationen wurde dann ein geeigneter Konzent-
rationsbereich fiir weitere Kristallisationsansitze abgeschidtzt. Die getesteten Fallungsmittel

und Konzentrationen sind in folgender Tabelle angegeben.

Tabelle 2-8 Bedingungen der Loslichkeitstests

Fillungsmittel Stammlosung Konzentrationen der Reservoir-Losungen
Ammoniumsulfat 3 M Ammoniumsulfat 1-3 M in 0,4 M-Schritten
2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD) 100 % MPD 20-30 % (v/v) in 2-%-Schritten

PEG 400 100 % PEG 400 16-36 % (v/v) in 4-%-Schritten

PEG 3350 50 % (w/v) PEG 3350 16-26 % (w/v) in 2-%-Schritten

2.6.10.2 Evaluierung von Kristallisationsbedingungen

Zur Evaluierung von Kristallisationsbedingungen bieten sich kommerziell erhiltliche Kits an.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die JCSGceore Suites I-IV (Qiagen) verwendet, deren Zu-
sammensetzungen auf den Ergebnissen einer Vielzahl von Kristallisationsstudien basieren
und welche insgesamt 384 (4 x 96) unterschiedliche Reservoirlosungen bereitstellen. Jeweils
0,2 uL dieser Losungen wurden mittels Pipettierroboter (Phoenix, ARI) vorgelegt und mit
jeweils 0,2 uL Proteinldsung (8 mg/mL in 20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NaCl) gemischt.
Die Inkubation erfolgte in sitzenden Tropfen gegen 50 pL Reservoir im Imager Formulatrix

bei 20 °C.

2.6.10.3 Reproduktion und Verfeinerung

Bedingungen, welche in den Evaluierungsexperimenten zur Kristallisation des Proteins fiihr-
ten, wurden reproduziert und verfeinert. Dabei wurden die Zusammensetzungen der Reser-
voirldsungen variiert bzw. Additive zugesetzt sowie das Tropfenvolumen erhoht. Ferner wur-

den Ansitze bei unterschiedlichen Temperaturen getestet.

Sitzende und hingende Tropfen:

Neben der initial bereits angewendeten Methode der sitzenden Tropfen wurde in Verfeine-

rungsexperimenten auch die Kristallisation in hingenden Tropfen getestet.
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Konzentrations- und pH-Reihen:

Die maBgeblichen Parameter fiir die potenzielle Kristallisation von Proteinen stellen u. a. die
Konzentrationen der Fallungsmittel, die pH-Werte der Fillungslésungen und die Konzentrati-
onen zusétzlicher Salze dar, weswegen verschiedene Kombinationen dieser Parameter getestet
wurden. Alle Experimente besallen einen Umfang von 24 Bedingungen, wobei die Konzentra-
tionen der Féllungsmittel (sechsfach; 1-2 % (w/v)-Schritte) gegen die Konzentrationen der
Salze (vierfach; 0,1 M- bzw. 0,25 M-Schritte) bzw. der pH-Wert (sechsfach; Schritte von
0,3-0,4 pH-Einheiten) gegen die Konzentrationen der Fillungsmittel (vierfach; 1-2 % (w/v)-
Schritte) variiert wurden. Die Prézipitationslosungen wurden dabei jeweils aus wéssrigen
Stammlosungen der Fillungsmittel (50 % (w/v) oder Reinstoffe), Salze (1-3 M) und Puffer-
komponenten (1 M) angesetzt, welche groftenteils aus der Losungssammlung des Lehrstuhls
fiir Biochemie, Universitit Bayreuth, stammten. Jeweils 0,5 uL Proteinlésungen (8 mg/mL in
20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NaCl) wurden mit jeweils 0,5 pL Prézipitationslosung ge-
mischt und sowohl in sitzenden Tropfen (gegen 750 pL Reservoir) als auch in hingenden

Tropfen (gegen 500 pL Reservoir) bei 20 °C inkubiert.

Additivscreening:

Um das Kristallwachstum zu optimieren, wurden ferner 96 kommerziell erhiltliche Additive
getestet (Additive Screen HT, Hampton Research). Dazu wurde die entsprechende Bedingung
als 1,1-faches Konzentrat angesetzt und mit 1/10 Volumen der Additivlosungen versetzt. Die
Kristallisationsansétze erfolgten als 0,2+0,2 pL-Tropfen mittels Pipettierroboter (Phoenix,

ARI) und Inkubation im Imager Formulatrix bei 20 °C.

Temperatur:
Neben der Standard-Kristallisationstemperatur von 20 °C (klimatisierter Kristallisationsraum
bzw. Imager) wurden Kristallisationsansitze bei 4 °C im Kiihlraum inkubiert, um ggf. lang-

sameres Kristallwachstum zu ermdglichen bzw. die Prizipitation der Proteine zu reduzieren.

2.6.10.4 Rontgendiffraktionsmessungen und Strukturlosung

Rontgenstrahlen, die auf einen Proteinkristall treffen, werden hauptséchlich von der Elektro-
nenhiille der einzelnen Atome abgelenkt, was zur Bildung eines definierten Musters an Refle-
xen auf einem Detektor fiihrt. Aus der Anordnung und Intensitdt von Reflexen einer Rotati-
onsserie ist es moglich, Informationen iiber die Anordnung der Proteinmolekiile im Kristall zu
erhalten. In der Folge kann daraus eine dreidimensionale Elektronendichtekarte (Elektronen-

dichtefunktion) berechnet werden, in die die einzelnen Aminosduren unter Beriicksichtigung
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threr Sequenz im Protein eingepasst werden konnen, was letztendlich zu einem Modell der
rdumlichen Proteinstruktur fithrt. Die Vorbereitung der Kristalle, Aufnahme von Diffraktions-
bildern und die Losung der Kristallstrukturen wurden von Dr. Melanie Gertz, Lehrstuhl fiir
Biochemie (Prof. Dr. Clemens Steegborn), Universitit Bayreuth, durchgefiihrt. Zunéchst
wurden Proteinkristalle mittels eines Cryo-Loops aus ihrer Mutterlosung in eine Cryolosung
tiberfiihrt (Mutterlosung inkl. 25 % (v/v) Glycerin) und in fliissigem Stickstoff schockgefro-
ren und aufbewahrt. Optional wurden Kristalle vor dem Schockfrieren fiir 60 Minuten in der
Cryo-Losung, welcher 10 mM Magnesiumchlorid oder 50 pM Zinkchlorid zugesetzt worden
war, inkubiert. Die Aufnahme von Diffraktionsdatensétzen erfolgte an der Rontgenanlage des
Lehrstuhls fiir Biochemie (Incoatec IuS Rontgenquelle mit MAR 345 DTB-Detektor) sowie
mittels Synchrotronstrahlung am BESSY II Elektronenspeicherring des Helmholtz-Zentrum
Berlin (Mueller et al., 2012) an der MX beamline BL.14.1 unter Verwendung eines MX225
CCD-Detektors (Rayonix). Tabelle 2-9 fasst die Parameter der Rahmen dieser Arbeit aufge-

nommenen und ausgewerteten Diffraktionsdatensdtze zusammen.

Tabelle 2-9 Parameter von Rontgendiffraktionsmessungen

Parameter Datensatz 1’ Datensatz 2 ° Datensatz 3 °
Temperatur 100 K 100 K 100 K
Wellenliinge (A) 0,918 0,918 1,283
Rotationswinkel phi (°) 200 130 200
Rotations-Schrittweite (°) 1 1 0,5
Detektorabstand (mm) 299,6 198,0 120,0

AnschlieBend wurden die aufgenommenen Reflexe mit der Software XDS (Kabsch, 1993)
indiziert, skaliert und vereinigt. Die Auflosungsgrenzen wurden nach einem kiirzlich publi-
zierten Modell (CC*) von Karplus und Diederichs gewéhlt (Karplus und Diederichs, 2012).
Das bei der Losung von Kristallstrukturen auftretende Phasenproblem (die Amplitude und
Wellenlédnge der Elektronendichtefunktion koénnen aus den Daten ermittelt werden, jedoch
nicht ihre Phase) wurde durch molekularen Ersatz gelst, welcher auf der der Patterson-
Methode basiert (Patterson, 1934). Dabei kam das Softwarepaket Mr Bump (Keegan und
Winn, 2007) zum Einsatz, wobei Strukturen homologer Proteine, die zuvor durch blastp-
Suchen identifiziert worden waren, als Suchmodelle fiir den molekularen Ersatz eingesetzt

wurden. Die Vervollstindigung des initialen Strukturmodelles und die Optimierung von Mo-

7 Kristallform 1 (siehe Ergebnisse)
¥ Kristallform 2 (siche Ergebnisse)
? Kristallform 2, inkubiert mit Zinkchlorid (siehe Ergebnisse)
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lekiilgeometrien erfolgte mit der Software Coot (Emsley und Cowtan, 2004), zur Verfeine-
rung des Modells wurde die Software Phenix verwendet (Adams ef al., 2002). Dabei wurden
5 % der Reflexe aus der Verfeinerung ausgeschlossen, um eine spétere Evaluierung zu ermdg-
lichen (Ryee). Weitere Strukturen konnten durch molekularen Ersatz unter Verwendung der
zuvor ermittelten Proteinstruktur und des Algorithmus MolRep (Vagin und Isupov, 2001)
gelost werden. Die Vervollstindigung und geometrische Optimierung erfolgte analog mit
Coot, die Verfeinerung mit Phenix. Die Qualitit der Strukturmodelle wurde anhand der

R-Faktoren (Ryo und Ryee) beurteilt (Diederichs und Karplus, 1997).

2.7 Spektroskopische Methoden

2.7.1 Puffer und Losungen

Die fiir spektroskopische Messungen verwendeten Puffer und Losungen sind zusammen mit
den Beschreibungen der jeweiligen Methoden in den folgenden Kapiteln angegeben. Alle
Losungen wurden mit MilliQ-gefiltertem Wasser hergestellt und nach dem Einstellen des je-
weiligen pH-Wertes auf das Endvolumen aufgefiillt. Lésungen wurden filtriert (0,22 pm)

mindestens 30 min unter Vakuum entgast.

2.7.2 Massenspektrometrie

Zur GroBenanalyse von Proteinen und durch proteolytischen Verdau erhaltenen Peptiden
wurden massenspektrometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei werden die entspre-
chenden Proteine in geeigneter Weise ionisiert, in der Gasphase in einem elektrischen Feld
beschleunigt und in einem Analysator hinsichtlich ihres Masse-/Ladungs-Verhiltnisses sor-

tiert bzw. detektiert.

2.7.2.1 Probenvorbereitung

Um die Proben vor der Massenspektrometrie zu entsalzen bzw. in ein geeignetes Losungsmit-
tel zu iiberfithren, wurden diese mit kommerziell erhédltlichen ZipTip-Pipettenspitzen (Merck
Millipore) behandelt. Diese bestehen aus einem hydrophob beschichteten Silicagel, an wel-
ches Proteine und Peptide binden, wogegen Salze etc. ausgewaschen werden konnen. Durch
Zugabe von Acetonitril kdnnen die Proteine/Peptide schlieBlich eluiert werden. Die Proben-
vorbereitung fiir massenspektrometrische Untersuchungen erfolgte z. T. durch Dr. Martin

Humenik, Lehrstuhl Biomaterialien, Universitdt Bayreuth. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
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ZipTip-Pipettenspitzen mit C4- und C18-Beschichtungen verwendet, wobei das pipettierte
Volumen pro Schritt 10 pL betrug. Zunichst erfolgte die Aktivierung der ZipTip-Matrix
durch zweimaliges Pipettieren von Aktivierungslosung. Nach zweimaligem Waschen (Wasch-
16sung) erfolgte die Bindung der Proteine/Peptide durch fiinfmaliges Auf-und-Ab-Pipettieren
von jeweils 3 x 10 puL der entsprechenden Losungen (0,5-1 mg/mL). AnschlieBend folgten
erneut drei Waschschritte bevor die gebundenen Proteine/Peptide in 10 pL eluiert wurden

(zehnmaliges Auf-und-Ab-Pipettieren in Elutionslésung).

Alternativ zur ZipTip-Behandlung wurden Proteine direkt in Wasser gelost (1-2 mg/mL) und

im Verhéltnis 1:1 mit der Matrix-Losung gemischt.

Aktivierungslosung 0,2 % (v/v) Trifluoressigsdure (TFA) in Acetonitril

Waschlosung 0,2 % (v/v) TFA in MilliQ-Wasser

Elutionslosung 10 mg/mL o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA), 60 % (v/v) Acetonitril,
0,1 % (v/v) TFA

Matrix-Losung (2 x) 20 mg/mL CHCA, 90 % (v/v) Acetonitril, 0,2 % (v/v) TFA

2.7.2.2 MALDI-TOF-MS

Die Massenspektrometrie mit Matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/Ionisation mit gekoppel-
tem Flugzeit-(time-of-flight)-Analysator (MALDI-TOF-MS) wurde von Christopher Sy-
natschke am Lehrstuhl fiir Makromolekulare Chemie II der Universitit Bayreuth (Prof. Dr. A.
Miiller, jetzt Prof. Dr. A. Greiner) mit einem Reflex III-Massenspektrometer (Bruker) durch-
gefiihrt. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit mMass (Niedermeyer und Strohalm,
2012).

2.7.2.3 LC-ESI-MS

Massenspektrometrische Messungen mittels LC-ESI-MS (Fliissigchromatographie-gekoppelte
Elektrospray-lonisierungs-Massenspektrometrie) wurden von Dr. Frank Fischer am Lehrstuhl
fiir Biochemie der Universitit Bayreuth (Prof. Dr. C. Steegborn) durchgefiihrt. Dabei kamen
eine Prominence HPLC-Anlage mit Sil20AC-Autosampler (Shimadzu) und ein LTQ XL-
Massenspektrometer (Thermo Fisher) zum Einsatz. Die Peptide wurden mittels C18-
Reversed-Phase-Chromatographie getrennt und massenspektrometrisch analysiert. Die Aus-
wertung der Massenspektren erfolgte durch den SEQUEST-Algorithmus sowie die Software
Xcalibur 2.1 (Thermo Scientific).
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2.7.3 UV/VIS-Absorptionsspektrometrie

2.7.3.1 UV-Absorption von Proteinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden UV-Absorptionsspektren von Proteinlosungen im Bereich
von 240-340 nm mit den Spektralphotometern NanoDrop (Thermo Scientific) und Cary50
(Varian), ggf. unter Verwendung von 1 cm Quarzglas Suprasil-Kiivetten (Hellma), aufge-
zeichnet. Da die Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge nach dem Lambert-Beerschen-
Gesetz linear von der Konzentration der absorbierenden Substanz abhingt, kann bei bekann-
ten Extinktionskoeffizienten aus der Absorption die Proteinkonzentration berechnet werden
(Formel 2-3). Ferner konnen anhand einer qualitativen Analyse der Spektren Aussagen iiber

die Reinheit der Proteine getroffen werden.

Formel 2-3 = Absﬂ
€280 " d
Abs,gg Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm
Eago molarer Extinktionskoeffizient (M cm™) bei einer Wellenlinge von 280 nm
Konzentration (M)
d Schichtdicke (cm)

Die molaren Extinktionskoeffizienten von Proteinen lassen sich aus ihrer Aminosdurezusam-
mensetzung ermitteln, da sie bei einer Wellenldnge von 280 nm hauptsédchlich durch die aro-
matischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin sowie Disulfidbriicken bedingt sind, wohin-
gegen der Beitrag von Phenylalanin vernachlissigt werden kann (Edelhoch, 1967). Hierzu
kam das Online-Tool ProtParam (www.expasy.org) zum Einsatz, welches die Extinktionsko-
effizienten basierend auf den Beitrdgen der einzelnen Komponenten berechnet (Gill und von
Hippel, 1989; Pace et al., 1995). Die ermittelten Extinktionskoeffizienten wurden fiir jede
gereinigte Proteincharge durch Einwaage von Lyophylisaten {iberpriift und ggf. korrigiert.

2.7.3.2 UV-Absorption von DNA

Analog zur Proteinkonzentration wurde auch die Konzentration von DNA spektrophotomet-
risch bestimmt (NanoDrop, Thermo Scientific). Verwendet wurde der auf die Masse bezogene
Extinktionskoeffizient von 0,02 (mg/L)" em™ bei 260 nm. In analoger Weise kann auch die
Reinheit von DNA anhand der Qualitidt des UV-Spektrums abgeschétzt werden. Dabei gibt
der Quotient der Absorptionswerte von 260 und 280 nm Auskunft {iber eine mogliche Vertei-
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lung von DNA zu Protein in der Losung, wobei ein Wert von 1,8 bis 2,0 reine DNA reprisen-

tiert.

2.7.3.3 Absorptionsspektrometrie im visuellen Bereich

Absorptionsspektrometrie im visuellen (VIS) Bereich wurde im Rahmen der Bestimmung
freier Sulthydrylgruppen (siehe 2.6.7) durchgefiihrt. Ferner wurden Absorptionsmessungen in
96-well-Platten mit einem automatisierten Plattenleser zur Auswertung statischer Kollagen-

bindungstests vorgenommen (siehe 2.9.2).

2.7.4 Fouriertransformierte Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Molekiile besitzen im Infrarot-Bereich charakteristische Absorptionsspektren, da hier durch
elektromagnetische Strahlung Schwingungen kovalenter Bindungen angeregt werden. Fiir die
strukturelle Analyse von Proteinen ist insbesondere der Bereich zwischen 1700 und 1600 cm™
interessant, da hier die C=O-Streckschwingung der Peptidbindungen absorbiert (Amid-I-
Bande) und stark von der rdumlichen Anordnung dieser Bindungen beeinflusst wird. Durch
Zerlegung der Amid-I-Bande in einzelne Komponenten lassen sich somit Aussagen iiber die
Sekundirstrukturanteile von Proteinen treffen (Byler und Susi, 1986; Surewicz und Mantsch,

1988).

Durch die Verwendung fouriertransformierter IR-Spektroskopie lésst sich das Signal-Rausch-
Verhiltnis bei gleichzeitiger Verkiirzung der Messzeit signifikant erhhen. Hier wird zunichst
mittels eines Michelsen-Interferometers ein Interferogramm erzeugt, welches anschlieBend
per Fourier-Transformation in ein Spektrum umgerechnet werden kann. FT-IR-Messungen
erfolgten mit dem Spektrometer Tensor 27 (Bruker) unter Verwendung einer AquaSpec-
Messzelle (temperiert auf 23 °C) und der Software OPUS bzw. des Moduls
CONFOCHECK unter Verwendung der AquaSpec-Standardeinstellungen. Pro Messung wur-
den 10-20 pL Proteinlosung (3 mg/mL in 20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NacCl) injiziert,
wobei vor jeder Messung ein Nullabgleich mit dem Messpuffer vorgenommen wurde. Nach
einer kurzen Temperierungsphase (ca. 30 s) wurden jeweils 100 Spektren mit einer Auflosung

von 4 cm™ aufgenommen und akkumuliert.

Die Auswertung erfolgte qualitativ durch Vergleich der jeweiligen Amid-I-Banden (1700-
1600 cm™). Die Zuordnung von Sekundarstrukturanteilen wurde anhand der jeweiligen zwei-

ten Ableitung der Spektren in diesem Bereich vorgenommen (Dong et al., 1990).
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Tabelle 2-10 Zuordnung von Sekundirstrukturanteilen globuliirer Proteine zu Fourier-
selbstentfalteten FT-IR-Spektren im Bereich der Amid-I-Bande (nach Dong et al., 1990)

Mittlere Wellenzahl (cm™) Zuordnung Mittlere Wellenzahl (cm™) Zuordnung
1624,0+ 0,5 B-Faltblatt 1650,0+ 1,0 Random Coil
1627,0+ 1,0 B-Faltblatt 1656,0 £2,0 a-Helix
1632,0£1,0 B-Faltblatt 1666,0 + 1,0 Schleife
1638,0+ 1,0 B-Faltblatt 1672,0+ 1,0 Schleife
1642,0+ 1,0 B-Faltblatt 1680,0 + 1,0 Schleife

1688,0 £ 1,0 Schleife

Eine Mdglichkeit, die Bandenschérfe der einzelnen Komponenten zu erhohen, bietet die Fou-
rierselbstentfaltung (Fourier Self Deconvolution, FSD) der Amid-I-Bande (Kauppinen et al.,
1981). Dabei wurden die FT-IR-Absorptionsspektren zunichst im Bereich von 1750-950 cm™
Basislinien-korrigiert und leicht geglittet (Software OPUS, Bruker). AnschlieBend erfolgte
die FSD zwischen 1720 und 1590 cm™ unter Verwendung von Lorentzkurven mit einer
Bandbreite von 26,5 cm™ bei einer Rauschunterdriickung von 0,3 (herstellerspezifische Ein-
heit). Die Anteile der einzelnen Komponenten wurden anschlieBend durch Angleichung der
erhaltenen dekonvolierten Spektren mittels individueller GauB3-Funktionen bestimmt (Byler

und Susi, 1986).

2.7.5 Zirkulardichroismusspektroskopie (CD)

Optisch aktive Molekiile zeigen unterschiedliche Absorption von links und rechts zirkular
polarisiertem Licht. Da Proteine aus L-Aminosduren aufgebaut sind, tritt dieser als Zirkular-
dichroismus bezeichnete Effekt auch hier auf, insbesondere bei der Absorption ihrer Pep-
tidbindungen im Fern-UV-Bereich. Da das Peptidriickgrat in Sekundérstrukturelementen stark
fixiert vorliegt, besitzen diese Elemente charakteristische Fern-UV-CD-Spektren. Die Spek-
tren helikaler Proteine zeigen demnach Minima bei 208 und 222 nm, wogegen [B-Faltblatt-
reiche Proteine ein weniger ausgeprigtes Minium bei 218 nm aufweisen. Unstrukturierte
(Random Coil) oder denaturierte Proteine besitzen ein charakteristisches Minimum bei
195 nm (Schmid, 1997). Kollagene, welche eine tripelhelikale Poly-L-prolin-II-dhnliche
Struktur besitzen, zeigen ein Maximum bei 222 nm und ein Minium bei 198 nm. Messungen
wurden mit einem J-815 Spektropolarimeter (Jasco) in 1 mm Quarzglas Suprasil-Kiivetten
(Hellma) durchgefiihrt. Als MessgrofB3e fiir den Zirkulardichroismus wird dabei die Elliptizitét
0 in mdeg (Milligrad) in Abhdngigkeit der Wellenldnge ausgegeben. CD-Spektren von Pro-
teinlésungen (0,2 mg/mL) wurden im Bereich von 260-190 nm aufgezeichnet (0,1 nm-

Auflésung, 50 nm/min, Integrationszeit 2 s, Akkumulation von jeweils 3-5 Einzelspektren),
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pufferkorrigiert und ggf. mittels eines Savitzky-Golay-Filters (Savitzky und Golay, 1964)
geglittet (Origin 8.1; Polynom zweiten Grades, Fensterbreite 25-50 Punkte). Um die Spektren
verschiedener Proteine zu vergleichen, wurde die gemessene Elliptizitit in die molare Ellipti-

zitdt pro Aminosaurerest [0]vrw umgerechnet (mean residue weight).

Formel 2-4 [0]mrw = w
c-d-N
[0Tmrw molare Elliptizitit pro Aminosiurerest (deg cm® dmol™)
0 Elliptizitit (mdeg)
M molare Masse (g/mol)
c Konzentration (g/L)
d Schichtdicke (cm)
N Anzahl der Peptidbindungen

Zur Abschitzung von Sekundérstrukturanteilen aus CD-Spektren wurden géngige Algorith-
men/Programme wie CDNN (B6hm et al., 1992) und K2D3 (Louis-Jeune et al., 2012) einge-
setzt sowie die Algorithmen CONTIN (Provencher und Gloeckner, 1981), SELCON3
(Sreerama et al., 1999) und CDSSTR (Compton und Johnson Jr, 1986), welche iiber die Platt-
form DichroWeb (Whitmore und Wallace, 2008) bereitgestellt werden.

Thermische Ubergiinge wurden unter konstanten Heiz- und Kiihlraten von 1 °C/min durchge-
fiihrt, wobei das Signal bei 222 nm in 0,2-1 °C-Schritten aufgezeichnet und ggf. normiert

wurde.

Fiir chemische Denaturierungen wurden Spektren von Proteinen in Anwesenheit verschiede-
ner Konzentrationen von Guanidiniumhydrochlorid aufgezeichnet, pufferkorrigiert und ge-
gléttet. AnschlieBend wurde aus den prozessierten Kurven die Elliptizitit bei 222 nm ermit-
telt, normiert und gegen die Denaturierungsmittelkonzentration aufgetragen. Die Berechnung
physikalischer Parameter der Denaturierungskurven erfolgten mittels der Linearen Extrapola-
tionsmethode (LEM) (Pace und Shaw, 2000). Dabei werden zunéchst die Geradengleichungen
der einzelnen Plateau-Abschnitte in den Kurven durch lineare Regression der entsprechenden
Bereiche ermittelt. Daraus lassen sich die Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Messpunk-

te im Ubergangsbereich der Denaturierungskurve berechnen:
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Formel 2-5 K= Yo=Y
Yy—Ya
K Gleichgewichtskonstante
y Messwert
A Wert der Extrapolationsfunktion fiir den nativen Zustand
Yd Wert der Extrapolationsfunktion fiir den denaturierten Zustand

Aus der ermittelten Gleichgewichtskonstante fiir jeden Messwert ldsst sich mit der allgemei-

nen Gasgleichung die freie Enthalpie berechnen (Formel 2-6):

Formel 2-6 AG® = RTInK

AG® freie Enthalpie (J mol™)

R allgemeine Gaskonstante (8,314 J mol™ K™)
T Temperatur (K)

Gleichgewichtskonstante

Die Werte fiir AG” im Ubergangsbereich stehen in einem linearen Zusammenhang mit der
Denaturierungsmittelkonzentration, weswegen die freie Enthalpie fiir den nativen Zustand
bzw. die konformationelle Stabilitét des Proteins durch lineare Regression der entsprechenden
Kurve und Extrapolation der Denaturierungsmittelkonzentration gegen 0 bestimmt werden

kann (Formel 2-7). Der Ubergangsmittelpunkt ist ferner durch den Abszissenabschnitt repri-

sentiert.
Formel 2-7 AG® = AG°(H,0) — m[GdmClI]
AG" freie Enthalpie (J mol™)
AG"(H,0) freie Enthalpie fiir den nativen Zustand ohne Denaturierungsmittel (J mol™)
m Steigung
[GdmCI] Konzentration des Denaturierungsmittels Guanidiniumhydrochlorid

2.7.6 Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (BIACORE)

Fiir Interaktions- bzw. Bindungsanalysen von Proteinen wurde Oberflachenresonanzspektro-
skopie (SPR) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird einer der Bindungspartner (Ligand) auf
einem Messchip mit einer ca. 50 nm dicken Goldschicht auf einer Glasoberfliche immobili-

siert. Unterhalb des Chips wird in einem bestimmten Winkel polarisiertes Licht eingestrahlt
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und reflektiert. Dadurch entsteht eine elektromagnetische Welle, welches als evaneszentes
Feld iiber die Phasengrenze (Glas/Fliissigkeit) hinaus in die Flusszelle hineinreicht (messbar
bis ca. 150 nm). Werden unter bestimmten Resonanzbedingungen (Einfallswinkel und Licht-
energie/Wellenldnge) auf dem Goldchip Oberflichenplasmonen angeregt, kann durch das
evaneszente Feld Energie absorbiert werden, was in einer Verminderung der Intensitdt des
reflektierten Lichts resultiert. Uber eine Mikrofluidikeinheit wird der zweite Interaktions-
partner (Analyt) in der fliissigen Phase auf den Chip aufgebracht. Durch die Bindung des
Analyten an den Liganden dndert sich der Brechungsindex der Losung an der Oberflache, was
eine mit hoher Sensitivitit messbare Anderung des Resonanzwinkels zur Folge hat (Biacore
Sensor Surface Handbook BR-1005-71 Edition AB, GE Healthcare). Die SPR-Messungen
erfolgten in einem Biacore X SPR-Spektrometer (Biacore, GE Healthcare), welches zwei ge-
trennt voneinander ansteuerbare Flusszellen (Fcl und Fc2) besitzt. Fiir Bindungsanalysen
wurde Kollagen I (Sigma-Aldrich C1809), analog zu publizierten Studien (Fresquet et al.,
2007; Romijn et al., 2003; van der Plas et al., 2000) als Ligand immobilisiert. Dazu kamen

CM5-Sensorchips mit einer carboxymethylierten Dextranmatrix auf der Goldoberfliche zum

FEinsatz.
Lichtquelle Detektor
N ;
~~
Prisma

Glas N

Goldfilm —
® ®

® ® ®
- 0 o —p

had Flusszelle ® o

Abbildung 2-4 Aufbau und Prinzip der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Die Immobilisierung erfolgte nach den Herstellerangaben (Biacore Sensor Surface Handbook
BR-1005-71 Edition AB, GE Healthcare) mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS). Kollagen I wurde wie in 2.5.9 be-
schrieben in 1 % (v/v) Essigsdure gelost (1 mg/mL), 1:10 mit Wasser verdiinnt und der pH-
Wert der Losung mit 1 M Natronlauge auf pH 5 eingestellt. Nach anfinglicher Aquilibrierung
in HBS-T-Puffer bei einer Flussrate von 10 pL/min erfolgte die Injektion von 70 pL einer
1:1-Mischung von EDC- und NHS-L6sung in beide Flusszellen des CM5-Chips. Nach einer
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kurzen Waschphase mit HBS-T-Puffer wurden nacheinander 70 pL Kollagenlosung in die
Messzelle (Fcl) und 70 puL Ligandenpuffer in die Referenzzelle (Fc2) injiziert, jeweils mit
kurzen Waschschritten mit HBS-T-Puffer nach jeder Injektion. Die Absittigung freier reakti-
ver Gruppen erfolgte anschliefend durch Injektion von 70 pL Ethanolamin-Losung in beide
Flusszellen. Messungen zur Bindung von Proteinen an den kollagenbeschichteten Chip wur-
den in SPR-Messpuffer bei einer Flussrate von 10 uL/min durchgefiihrt. Dabei wurden pro
Lauf 70 pL Proteinlosung (10 pM in SPR-Messpuffer) injiziert und die Flusszellen anschlie-
Bend fiir mindestens 10 min mit SPR-Messpuffer gewaschen. Die Regeneration des Chips

erfolgte durch Injektion von 70 pL einer entsprechenden Regenerationslosung.

HBS-T-Puffer 10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure (HEPES) pH 7,4,
150 mM NacCl, 0,005 % (w/v) Tween 20

EDC-Losung 0,4 M 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)

NHS-L&sung 0,1 M N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Ethanolamin-Losung 1 M Ethanolamin/HCI pH 8,5

Kollagenlésung pH 5 0,1 mg/mL Kollagen I (Sigma-Aldrich C1809), 16,6 mM Essigsdure, 4 mM NaOH
Ligandenpuffer 20 mM Natriumacetat/Essigsdure pH 5

SPR-Messpuffer 10 mM Natriumphosphat pH 7, 50-100 mM NaCl

Regenerationslosung 10 mM Natriumphosphat pH 7, 2 M NaCl

Datenauswertung:

Die Auswertung der Bindekurven erfolgte mit der Software BIAevaluation (Version 4.1.1,
GE Healthcare). Dabei wurde zunichst das Signal der Referenzzelle vom Signal der Messzel-
le subtrahiert und die erhaltene Differenzkurve um das Signal vor der Injektion (Basislinie)
korrigiert. Ferner wurde der Injektionsstart als zeitlicher Nullpunkt gesetzt. Die prozessierten
Kurven wurden anschlieBend mittels eines in der BIAevaluation-Software implementiertem

Regressionsmodell, welches auf einer 1:1-Langmuir-Bindung (Langmuir-Isotherme) basiert,

ausgewertet:
ka
A + L AL
kq
A Analyt k, Assoziationsrate (M s™)
L freier Ligand kq Dissoziationsrate (s)

AL Analyt/Ligand -Komplex
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Zur simultanen Bestimmung der entsprechenden kinetischen Raten werden die Assoziations-
und Dissoziationsphase mit einfachen Exponentialfunktionen unter Verwendung der folgen-
den Ratengleichungen angeglichen (Karlsson und Filt, 1997). Das gesamte Messsignal unter-
teilt sich dabei in einen Beitrag der Analytlosung (bulk refractive index) und den Beitrag des

Analyt-Ligand-Komplexes.

dL )

Formel 2-8 e =—(ky"A-L—kg4AL) mit L(0) = R«
dAL )

Formel 2-9 T=ka-A-L—kd-AL mit AL(0)=0

Formel 2-10 Riotal = AL + RI

k, Assoziationsrate AL Analyt/Ligand-Komplex
kq Dissoziationsrate Riotal Gesamtes Signal
A Analyt (reprasentiert durch die RI bulk refractive index

Konzentration in der Injektionslosung)

L freier Ligand Rinax Signal des Analyt-Ligand-
Komplexes bei Sattigung

Aus den ermittelten Ratenkonstanten lassen sich weitere Parameter wie Assoziations- und

Dissoziationskonstanten berechnen (Formel 2-11).

k. 1
Formel 2-11 Ky =2 Kp =—
kg Ka

k, Assoziationsrate (M s™) Ka Assoziationskonstante (M)

kyq Dissoziationsrate () Kp Dissoziationskonstante (M)

2.7.7 Statische Lichtstreuung

Durch die Messung der statischen Lichtstreuung bei mehreren Winkeln (Mehrwinkellicht-
streuung, multi wavelength light scattering, MALS) konnen die molare Masse und der quad-
ratische Mittelwert des Molekiilradius (root mean square radius, rrvs) von Proteinen be-
stimmt werden (Zimm, 1948). Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit Licht-
streuungsmessungen zur Analyse HPLC-getrennter Proteine/Proteingemische durchgefiihrt,
wobei eine 1100 Series HPLC-Anlage (Agilent) mit einem MALS-Detektor (Wyatt Techno-
logy) sowie weiteren Flusszellendetektoren fiir die UV-Absorption bei 280 nm (G1314A Va-
riable Wavelength Detector, Agilent) und den Brechungsindex (RI-71, Shodex) zum Einsatz
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kamen. Die Trennung erfolgte stets mittels GPC (Superdex 200 GL 10/300, GE Life Sciences,

siche 2.6.6).

Zur Auswertung der Lichtstreuungsdaten wurde die Software Astra (Version 6.0.1, Wyatt

Technology) verwendet. Die dabei zu Grunde liegenden Beziehungen sind im Folgenden auf-

gefiihrt (Zimm, 1948):

Formel 2-12

Ry

K*

Ay
P(0)

Formel 2-13

Iy
I(),LM

Iy

Formel 2-14

Ny
dn/dc
Ao
Na

Formel 2-15

(rg?)

Rg
K*c

= MP(8) — 2A,cM2P2(0)

hintergrundkorrigiertes Rayleigh-Verhiltnis in Abhangigkeit des Streuwinkels (cm™)
(sieche Formel 2-13)

optische Konstante (siche Formel 2-14)
Konzentration (mg/mL)

molare Masse (g/mol)

zweiter Virialkoeffizient (mol ml/g?)

theoretischer Formfaktor, der die Winkelabhéngigkeit des gestreuten Lichts beschreibt
(siehe Formel 2-15)

_ (Ie - Ie,LM)r2
o~ I,V

Intensitit des Streulichts im Winkel 0

Beitrag des Losungsmittels zur Intensitit des Streulichts im Winkel 6
Intensitit des einfallenden Lichts

Volumen der Streulicht-Quelle

Abstand der Streulichtquelle vom Detektor

_ 4m?ny*(dn/dc)?
- Ao Ny

*

Brechungsindex des Losungsmittels
differenzielles Brechungsindex-Inkrement (s. u.)
Wellenlidnge des eingestrahlten Lichts
Avogadro-Konstante (6,022 x 10* mol™)

2p? (rg2>

s+ mitp= () sin ()

quadratischer Mittelwert des Molekiilradius

PO)=1-

Wellenliange
Einstrahlwinkel
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Die Gleichung aus Formel 2-12 kann durch verschiedene mathematische Ansétze gelost wer-

den, wobei im Rahmen dieser Arbeit das Zimm-Modell gewidhlt wurde (Zimm, 1948). Dabei

wird eine vereinfachte Néherung der reziproke Gleichung aus Formel 2-12 verwendet.

Formel 2-16

Ry
K*
c

M
Ay
P(6)

K*c 1
R_e = W(e) + 2A,c

hintergrundkorrigiertes Rayleigh-Verhiltnis in Abhingigkeit des Streuwinkels (cm™)
optische Konstante (siche Formel 2-14)

Konzentration (mg/mL)

molare Masse (g/mol)

zweiter Virialkoeffizient (mol ml/g?)

theoretischer Formfaktor (sieche Formel 2-15)

Die gemessenen Lichtstreudaten werden in Form von K ¢/Ry gegen sin’(6/2) aufgetragen und

die molare Masse sowie der Formfaktor P(0) und daraus rrpms anschlieBend durch lineare Re-

gression der entsprechenden Kurve und Extrapolation von 60 berechnet.

Formel 2-17

K*

o

Formel 2-18

(rg?)
S

M

K*c -
M = (R—O - ZAZC)

molare Masse (g/mol)

optische Konstante (siche Formel 2-14)

Konzentration (mg/mL)

hintergrundkorrigiertes Rayleigh-Verhiltnis fiir >0 (cm™)

zweiter Virialkoeffizient (mol ml/g?)

3sMA2
(l‘gz) =—
162

quadratischer Mittelwert des Molekiilradius

Steigung der Regressionsgerade

molare Masse (g/mol)

MALS-Messungen erfolgten unter Verwendung von Laserlicht einer Wellenldnge von

690 nm, wobei Daten in 0,5 s-Intervallen aufgezeichnet wurden. Zur Berechnung des Moleku-

largewichts aus MALS-Messungen nach Formel 2-17 wird die Konzentration des Proteins im

Eluat benoétigt. Diese wurde durch die Messung des Brechungsindexes des Eluats nach der

HPLC bestimmt, unter der Annahme eines fiir Proteine konstanten differenziellen Brechungs-
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index-Inkrements dn/dc von 0,185 mL/g. Die Abweichungen der damit berechneten Moleku-

largewichte von den theoretischen (ProtParam) betrugen stets weniger als 2 %.

2.8 Mikroskopische Methoden

2.8.1 Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Bilder wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Analyse von Proteinkristal-
len aufgenommen (siehe 2.6.10). Dabei kamen ein mit einer Olympus E-620-Kamera gekop-
peltes Olympus SZX16-Mikroskop sowie ein Nikon SMZ1500-Mikroskop (Lehrstuhl fiir

Biochemie, Universitit Bayreuth) zum Einsatz.

2.8.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird eine Probe mit einem Elektronenstrahl rasterfor-
mig abgetastet und von der Probe zuriickgestreute bzw. emittierte Elektronen detektiert. Bio-
logische Proben miissen dabei oftmals zur Erh6hung des Kontrastes mit einer diinnen Schicht
aus Edelmetallen beschichtet werden. Messungen wurden im Rahmen dieser Arbeit an einem
Jeol JSM 6400-Rasterelektronenmikroskop (Lehrstuhl fiir keramische Werkstoffe, Universitit
Bayreuth) durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst Proben auf REM-Objekttrager (Agar Scienti-
fic) mit Thermanox-Deckgldsern (Nunc) aufgebracht und mit einem leitfihigen Aluminium-
klebeband (Scotch) versehen. Die Beschichtung von Proben mit Platin und REM-Messungen
bei einer Spannung von 3 kV erfolgten durch Dr. Hendrik Bargel, Lehrstuhl Biomaterialien,

Universitit Bayreuth.

2.8.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie basiert auf einer rasterformigen Abtastung einer Probe mit einem
Cantilever, wobei dessen topographiebedingte Auslenkung in ein mikroskopisches Bild um-
gesetzt wird. Unter Verwendung geeigneter Messspitzen konnen damit nahezu atomare Auf-
l6sungen erreicht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden AFM-Messungen am Lehrstuhl
fiir Physikalische Chemie II, Universitit Bayreuth, mit einem Dimension 3100 AFM, ausge-
rlistet mit einer Nanoscope IV Kontrolleinheit und einem XY-closed-loop-Scanner (Veeco)

durchgefiihrt'’. Das Gerit wurde im Tapping-Modus (fapping mode) betrieben, bei dem die

'z, T. wurden Messungen von Dr. Martin Humenik, Lehrstuhl Biomaterialien, durchgefiihrt.
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Probe mit einer oszillierenden Sonde abgetastet wird. Verwendet wurden dabei OMCL-
AC160TS-W2 Cantilever (Olympus) mit Federkonstanten von 42 N m™ und Resonanzfre-
quenzen von 300 kHz. Die Abtastfrequenz betrug je nach Auflosung 1-2 Hz, die Auflosung
stets 1024 x 1024 Bildpunkte. Die RegelgroBen betrugen 1,3-1,4 V (setpoint amplitude - Re-
gelwert fiir die aufgewendete Kraft der Abtastung), 174,4 mV (driving amplitude — Regelwert
fiir die Amplitude der Cantileveroszillation) 0,37 (integral gain — integrale Verstirkung) und
0,882 (proportional gain — proportionale Verstirkung). Als Trigermaterial fiir die Proben
wurde Muskovit verwendet, welches aufgrund seiner hochst vollkommenen Spaltbarkeit eine
atomar flache Oberflache besitzt. Zur Probenvorbereitung wurden mit einem Klebeband Mus-
kovitschichten abgezogen und auf die frische Oberfliche 10-40 puL. Probenlésung (Protein-
konzentration 0,05-0,1 mg/mL) pipettiert. Nach Inkubation fiir 1-3 min wurde die Lésung
abgezogen. Pufferreste und nicht adhirierte Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit
MilliQ-Wasser entfernt und die Probe vor der Messung an der Luft bzw. im Luftstrom ge-

trocknet.

2.8.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Das Prinzip der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) liegt in der Streuung von Elekt-
ronenstrahlen beim Durchtritt durch eine Probe und Detektion der abgelenkten Strahlen auf
einem Rontgenschirm oder mittels CCD-Kamera. Dabei konnen bei entsprechendem Kontrast
atomare Auflosungen erhalten werden. Um biologische Proben in dieser Weise aufzuldsen, ist
vor TEM-Messungen jedoch meistens eine Behandlung mit Kontrastmitteln notig. Zur Pro-
benvorbereitung wurden 10 pL Proteinlésung auf eine hydrophobe Oberfliche (Parafilm)
pipettiert. Auf diesen Tropfen wurde ein mit Formvar (1 % Polyvinylformal) beschichteter
TEM-Objekttrager gelegt und fiir 1 min inkubiert. AnschlieBend wurde der Objekttriger
zweimal fiir jeweils 10 s auf einen Wassertropfen und fiir 30 s auf einen Tropfen einer gesét-
tigten Uranylacetatlosung (in MilliQ-Wasser) gesetzt. Nach einem erneuten Waschschritt mit
MilliQ-Wasser wurde der Objekttriager getrocknet. TEM-Messungen erfolgten mit Unterstiit-
zung von Kristin Schacht, Lehrstuhl Biomaterialien und Dr. Stefan Geimer, Elektronenmikro-
skopie, Universitdt Bayreuth. Dabei kam ein JEM-2100 Transmissionselektronenmikroskop
(JEOL), ausgestattet mit einer ES500W Erlangshen CCD-Kamera (Gatan), zum Einsatz, wo-
bei die Betriebsspannung 80 kV betrug.
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2.9 Sonstige Methoden

2.9.1 Generierung eines Anti-PTMP1-Serums

Zur Detektionszwecken wurde von der Firma Pineda (Berlin) unter Verwendung eines Stan-
dard-Immunisierungsprotokolls (siehe Tabelle 2-11) in einem Kaninchen ein polyklonales

Antiserum gegen rekombinant hergestelltes und gereinigtes PTMP1 generiert.

Tabelle 2-11 Immunisierungsprotokoll zur Generierung eines PTMP1-Antiserums

Immunisierungstag Mafinahme

1 Praimmunisierung, intradermale Injektion (i. d.), komplettes Freund-Adjuvans (KFA)
20 1. Boost, subkutane Injektion (s. c.), inkomplettes Freund-Adjuvans (IFA)

30 2. Boost, s. c., IFA

40 3. Boost, s. c., IFA, Blutentnahme

61 4. Boost, s. c., IFA

75 5. Boost, s. ¢., IFA, Blutentnahme

90 6. Boost, s. c., IFA

anschliefend 14-tagiger Boost (s. c., IFA), 30-tdgige Blutentnahme

220 totale Blutentnahme

2.9.2 Bildung von Kollagenfibrillen

Die Bildung von Fibrillen aus in verdiinnter Essigsdure gelosten Kollagenen (siche 2.5.9) er-
folgte durch Erhhung des pH-Wertes nach einem Protokoll von Williams et al. (Williams e?
al., 1978). Dazu wurden die 1 mg/mL-Ldsungen zehnfach in 1 x Natriumphosphatpuffer ver-
diinnt, der pH-Wert mit Natronlauge auf pH 8 eingestellt und die entsprechenden Losungen
fiir 20 h bei Raumtemperatur inkubiert. Alternativ erfolgte die Verdiinnung 1:1 mit Trispuffer
und die Inkubation fiir 5 h bei Raumtemperatur. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Fibril-
lenbildung z. T. in Anwesenheit von PTMP1, welches optional aus einer hoher konzentrierten

Stammldsung zugegeben wurde.

Natriumphosphatpuffer (10 x) 100 mM Natriumphosphat pH 8, 1,5 M NaCl
Trispuffer (2 x) 40 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM NacCl, 140 mM NaOH
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2.9.3 Statische Kollagenbindungstests (ELISA-ahnlicher Assay)

Zur Charakterisierung von Bindungseigenschaften rekombinanter Proteine wurden statische
Tests nach einem indirekten-ELISA dhnlichen Prinzip (enzyme-linked immunosorbent assay)
durchgefiihrt (Lankhof et al., 1996; Otten et al., 2010; Sun et al., 2002; van der Plas et al.,
2000). Dabei wird zunéchst der eine Bindungspartner (Ligand) auf einer Oberfliche immobi-
lisiert. AnschlieBend wird der zweite Bindungspartner (Analyt) zugegeben und nichtgebunde-
ner Analyt durch Waschen entfernt. AnschlieBend wird der gebundene Analyt in geeigneter
Weise detektiert (z. B. durch die Bindung eines spezifischen Antikorpers). Durch die Auswer-
tung von Titrationsreihen mit steigender Analytkonzentration kann die Affinitit des Analyten

zum Liganden bestimmt werden.

Abbildung 2-5 Schema des statischen Bin-
dungstests (indirekter ELISA)

Der Ligand bindet an die Oberflache, an der wei-
tere potenzielle Bindestellen blockiert sind (B).
An den Analyten bindet ein spezifischer Antikor-
per (AK I), der seinerseits wieder von einem De-
tektionsantikorper (AK II) gebunden wird. Durch
die gekoppelte Peroxidase (POD) kann das Sub-
strat TMB zum photometrisch nachweisbaren
TMB-Diimin oxidiert werden (s. u.).

TMB-
Diimin
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Vorbereiten des Liganden:

Zur Vorbereitung der Tests wurden gefriergetrocknete Kollagene gelost (siehe 2.5.9), optional
fibrillisiert (siche 2.9.2) und mit Natriumacetatpuffer auf eine Konzentration von 20 pg/mL
verdiinnt. Alternativ wurde das Peptid (PPG);o (Berisio ef al., 2002; Sakakibara ef al., 1968)
in 10 mM HCI gelost (30 mg/mL) und ebenfalls auf 20 pg/mL mit Natriumacetatpuffer ver-

dinnt.

Immobilisierung des Liganden:

Zur Immobilisierung des Liganden auf der Oberfliche stehen verschiedene Methoden zur

Verfiigung, die auf spezifischer Bindung, passiver Adsorption oder chemischer Kopplung
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basieren. Spezifische Bindung kann, wie u. a. im klassischen Sandwich-ELISA, durch vorhe-
rige Modifikation von Oberflichen mit Antikdrpern etc. vermittelt werden. Passive Adsorp-
tion dagegen basiert auf unspezifischen polaren, hydrophoben oder elektrostatischen Interak-
tionen des Liganden mit Oberflichen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene

96-well-Assay-Platten flir passive und kovalente Immobilisierung getestet (Tabelle 2-12).

Tabelle 2-12 Verwendete Assayplatten

Assayplatte Hersteller  Eigenschaften

MaxiSorp Nunc modifizierte Polystyroloberflache mit hoher Affinitdt fiir polare Gruppen

PolySorp Nunc modifizierte Polystyroloberfliche, weniger polar als MaxiSorp, fiir den
Einsatz bei starker Hintergrundbindung empfohlen

Microtest BD Falcon  plasmabehandelte Standard-Gewebekulturplatte

Carbo-BIND Corning Polystyroloberfliche mit Hydrazid-Gruppen zur kovalenten Immobilisierung
von Aldehyden (z. B. oxidierten Glycosyl-Resten)

Amine- Pierce Maleinsdureanhydridgruppen zur kovalenten Immobilisierung von Aminen

binding-MAA

Fiir die kovalente Bindung an Carbo-BIND-Oberflaichen wurden die Glycosylreste der ver-
wendeten Kollagene zunéchst oxidiert (Fischer ef al., 1998). Dazu wurden 100 pg/mL Kol-
lagen in Natriumacetatpuffer mit 15 mM Natriumperiodat fiir 30 min bei RT inkubiert. An-
schlieBend erfolgte die Immobilisierung auf den Carbo-BIND-Platten durch Zugabe von je-
weils 100 pL pro Kavitdt und Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zur kova-
lenten Immobilisierung auf aminbindende maleinsdureanhydridaktivierte Platten wurden die
Kollagenstammlosungen (1 mg/mL in 1 % (v/v) Essigsdure) mit 100 mM Natriumphosphat
pH 8 verdiinnt. Anschlieend erfolgte die Immobilisierung durch Zugabe von 100 uL pro
Kavitdt und Inkubation fiir 90 min bei Raumtemperatur. Die Immobilisierung durch passive
Adsorption erfolgte durch Zugabe von jeweils 100 pL der entsprechenden Kollagen- bzw.
Peptidlosungen pro Kavitit und Inkubation der Platten bei 4 °C {iber Nacht.

Bindungsassay:

Nach der Immobilisierung wurden die Platten dreimal mit jeweils 300 uL. TBS-Puffer pro
Kavitdt gewaschen. Um unbesetzte Bindestellen abzusittigen folgte die Zugabe von jeweils
300 uL Blocking-Lésung und die Inkubation fiir 4-5 h bei Raumtemperatur oder 20 h bei
4 °C. Danach wurden die Platten erneut dreimal mit TBS-Puffer gewaschen. Nach Zugabe
von 50 pL des Analyten in TBS-Puffer erfolgte die Inkubation der Platten fiir 2 h bei Raum-
temperatur und anschlieend erneut drei Waschschritte mit 300 pL TBS-Puffer. Zur Detekti-
on wurden zunichst 50 pL PTMP1-Antiserum (1:20 000 in TBS) zugegeben, die Platten fiir
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45 min inkubiert und zur Entfernung ungebundener Antikérper anschlieBend dreimal mit
TBS-T-Puffer gewaschen. Es folgte die Zugabe von 50 pL eines meerrettichperoxidase-
gekoppelten Anti-Kaninchen-IgG-Antikorpers (1: 20 000 in TBS) und die Inkubation fiir
45 min. Ungebundene Antikorper wurden anschieBend erneut durch dreimaliges Waschen mit
TBS-T und einmaliges Waschen mit TBS entfernt. Die Entwicklung erfolgte durch Zugabe
von 50 puL Substratlosung (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), siehe Abbildung 2-6) und
Stoppen der Reaktion nach fiinf Minuten durch Zugabe von 50 pL Stopplosung. Die Auswer-
tung erfolgte durch Messung der Absorption der Losungen bei 450 nm im Plattenleser Mit-
hras LB 940 (Berthold), wobei jeweils fiinf Einzelmessungen gemittelt wurden
(Lampenintensitdt: 10 000, Messzeit: 0,2 — herstellerspezifische Einheiten).

Peroxidase
T = =T T S SR
TMB

TMB-Diimin

Abbildung 2-6 Oxidation von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) zu TMB-Diimin

Additive:

Die Abhingigkeit der Bindung von Cofaktoren wurde durch die Zugabe von Additiven zu den
entsprechenden Losungen der Analyten analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bivalente
Metallionen (Magnesium, Calcium, Mangan, Zink) getestet, die Zugaben erfolgten in Kon-

zentrationen von 100 uM bis 10 mM aus 1 M-Stammldsungen entsprechender Salze.

Kontrollexperimente:

Um die Qualitdt der entsprechenden Tests zu validieren, wurden diverse Kontrollexperimente
durchgefiihrt. Diese beinhalteten jeweils Messungen der Bindung der einzelnen Antikérper an
kollagenbeschichtete, blockierte oder nicht blockierte Oberfldchen sowie die Hintergrundbin-
dung der Analyten an Platten ohne Kollagenbeschichtung (blockiert und nicht blockiert). Um
unspezifische Hintergrundbindungen zu vermindern, wurden ferner unterschiedliche Blockie-
rungsbedingungen getestet (verschiedene Konzentrationen unterschiedlicher Blockierungsre-
agenzien wie Milchpulver, BSA, Laktose oder Lysozym). Zur Verminderung unspezifischer

Antikorperbindung wurde TBS-Puffer mit bis zu 1 % (v/v) Tween 20 verwendet.
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Natriumacetatpuffer
Natriumperiodat-Losung (30 x)
Natriumphosphat-Puffer pH 8 (10 x)
TBS-Puffer

TBS-T-Puffer

Blocking-Losung

Substratldsung

Stopplosung
Magnesiumchlorid-Losung
Calciumchlorid-Losung
Manganchlorid-Losung
Zinkchlorid-Losung

Datenauswertung:

50 mM NaAc/Essigséure pH 5

450 mM Natriummetaperiodat

1 M Natriumphosphat pH 8

20 mM Tris/HCI pH 7,4, 115 mM NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20 in TBS-Puffer

5 % (w/v) BSA in TBS-Puffer

100 mM Natriumacetat, 4 mM Zitronensaure,
4,7 mM Wasserstoffperoxid,
0,1 mg/mL 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)

0,5 M Schwefelsaure

1 M Magnesiumchlorid

1 M Calciumchlorid

1 M Manganchlorid

1 M Zinkchlorid, angesduert mit ~0,2 % (w/v) HCI

Zur Datenauswertung wurden die ermittelten Absorptionswerte um das Signal ohne Analyten

korrigiert und gegen die Analytkonzentration aufgetragen. Affinititswerte wurden unter An-

nahme einer apparenten 1:1-Stochiometrie der Bindung, analog zum Michaelis-Menten-

Modell (Michaelis und Menten, 1913), durch nichtlineare Regression ermittelt (Formel 2-19).

Formel 2-19 Abs C
Abs = max. “Analyt
Absmax. + CAnalyt
Abs Absorption bei 450 nm
AbSpax maximale Absorption bei 450 bei Sattigung

CAnalyt

Konzentration des Analyten
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Charakterisierung von Muschelbyssusproteinen

3.1.1 Evaluierung einer Muschelfufl-cDNA-Bank

Als Quelle der genetischen Sequenzen von Byssusproteinen bzw. an der Biosynthese des
Byssus beteiligten Enzymen diente eine cDNA-Bank, welche von Dr. Anja Hagenau im
Rahmen ihrer Dissertation erstellt bzw. beschrieben (Hagenau, 2011) und zur Verfiigung ge-
stellt wurde (Kap. 2.1.11). Von den in Form von bei -80 °C gelagerten Glycerinkulturen der
beiden Teilbanken Mfl-1 und Mfl-2 wurden zunichst DNA-Pools beider Teilbanken gene-
riert. Um eine reprisentative Anzahl von Klonen (>10° Zellen) einzusetzen, wurden jeweils
150 mL LB-Kanamycin-Medium mit 150 pL der Glycerinkulturen inokuliert und iiber Nacht
inkubiert. AnschlieBend erfolgten die Isolierung der Plasmid-DNA und ihre Aliquotierung.
Zeitgleich wurden durch Ausplattieren von Verdiinnungsreihen die Titer erneut bestimmt,
wobei sich, mitunter bedingt durch die Lagerzeit der Glycerinkulturen von ~22 Monaten bei
-80 °C, signifikante Unterschiede zu den beschriebenen Werten (Hagenau, 2011) ergaben. Die
erhaltenen Titer betrugen 370 koloniebildende Einheiten pro Mikroliter (cfu/uL) fiir Mfl-1
und 1350 cfu/pL fiir Mfl-2 was in etwa 22 % (Mfl-1) bzw. 25 % (Mfl-2) der urspriinglichen
Werte entspricht. Um die Qualitidt der beiden Teilbanken zu evaluieren, wurden jeweils
24 FEinzelklone isoliert und die entsprechenden pDONR222-Plasmide sequenziert, wobei 42
expressed sequence tags (ESTs) ermittelt werden konnten. Die erhaltenen Ergebnisse sind in

Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1 Analyse von Einzelklonen der cDNA-Bank

Zuordnung Anzahl (Mfl-1) Anzahl (Mfl-2)
Proteinbiosynthese (ribosomale Proteine, rRNA, Chaperone) 6 6

Cytoskelett 3 1
Zellzyklus/Metabolismus 1 1
Byssusproteine (preCols) 5 3

potenziell extrazelluldre Proteine (Immunsystem, extrazellulire 5 2

Matrix etc.)

Proteine mit unbekannter Funktion 3 3

kein Protein (kein sinnvoller Leserahmen) 0 3

nicht auswertbare Fragmente (keine ESTs) 1 5
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Anhand der Tabelle ist zu ersehen, dass die einzelnen Sequenzen unterschiedlichen zelluldren
Funktionen zugeordnet werden konnen. Allerdings handelte es sich bei den meisten der detek-
tieren Sequenzen um Fragmente, welche keinen vollstindigen Leserahmen (open reading
frame, ORF) mit entsprechenden Start- und Stopcodons besaBen. Dieser Effekt zeigte sich
besonders fiir die Teilbank mit den im Mittel kiirzeren Integrationen (Mfl-2), weswegen fiir
sdmtliche weiteren Experimente dieser Arbeit ausschlieBlich Mfl-1 verwendet wurde. Hin-
sichtlich bekannter Byssusproteine wurden ausschlieBlich entsprechende cDNA-Sequenzen
von PreCol-D und PreCol-NG detektiert, wobei nur ein einziger Klon einen potenziell voll-

staindigen ORF aufwies.

Die verwendete cDNA-Bank erwies sich somit prinzipiell als geeignet. Aufgrund der grof3en
Zahl detektierter Nicht-Byssusproteinsequenzen (Proteine unterschiedlicher zelluldrer Funk-
tionen) und der hohen Fragmentierungsrate der analysierten Sequenzen wurde auf die weitere
Isolierung und Analyse von Einzelklonen verzichtet und die entsprechenden Sequenzen per

PCR-Amplifikation gewonnen.

3.1.2 Catecholoxidase

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Sequenz einer bislang unbekannten potenziellen Cate-
choloxidase, welche die Oxidation von DOPA-Resten in Muschelbyssusproteinen katalysie-
ren konnte, in der cDNA-Bank ermittelt werden. Hierzu wurden PCR-basierte Anséitze ver-
folgt'!, welche u. a. auf der Verwendung von Primern unterschiedlichen Degenerierungsgra-

des basierten.

3.1.2.1 Identifikation

Die einzige Muschel mit zum Zeitpunkt dieser Analysen bekannter Sequenz einer potenziel-
len Catecholoxidase bzw. Tyrosinase stellte die Perlenauster (Pinctada fucata) dar (Nagai et
al., 2007; Zhang et al., 2006). Eine Suche dieser Sequenzen mittels verschiedener BLAST-
Algorithmen in der Datenbank MytiBase, einer Datenbank mit 18788 ESTs bzw. 7112 nicht-
redundanten Sequenzen (4666 Einzelsequenzen und 2446 Cluster) aus 17 unterschiedlichen
cDNA-Banken verschiedener Gewebe von M. galloprovincialis (Venier et al., 2009), ergab
auf DNA-Ebene keine Eintrdge mit signifikanter Homologie. Dagegen lieferten ein Abgleich

der Proteinsequenzen mit der translatierten Datenbank (tblastn-Algorithmus) einen signifikan-

"' Die praktischen Arbeiten hierzu wurden z. T. im Rahmen eines Forschungspraktikums von Erik Richter
durchgefiihrt.
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ten Treffer (Cluster MGC01495), welcher eine moderate Homologie zur entsprechenden Se-
quenz aufwies (siche Abbildung 3-1). Dieser Cluster setzt sich aus zwei ESTs zusammen,
welche aus unterschiedlichen cDNA-Banken gemischter Gewebe von M. galloprovincialis

(jeweils einschlieBlich Muschelfullgewebe) stammen.

AAZ66340 317 YIDYVWQLFRRKLRNRLGIDPARDYLGHGGPAHAPNAPLLGLIPGWRNVHGYSNVEFTQRVYRY
+ID VW +F R LR+R IDP DY+ HP + L P 4N+ GYS+ F +Y Y
MGC01495 2 FIDAVWTVEFCRQLRHR-NIDPQDDYVIVDNKMHRPERYMDHLFP-MKNIDGYSDYFANNIYSY

Abbildung 3-1 Ergebnis einer tblastn-Suche der Sequenz AAZ66340 in der MytiBase

Alignment der Sequenz einer Tyrosinase der Perlenauster P. fucata (GenBank AAZ66340) mit dem My-
tiBase-Eintrag MGCO01495. Zwischen den Sequenzen ist der Konsensus dargestellt, wobei ,,+* konservative
Aminosidure-Austausche bezeichnen und ,,-*“ Liicken.

Ein folgender Abgleich der translatierten Sequenz des Clusters MGC01495 mit der non-
redundant protein sequences Datenbank (National Center for Biotechnology Information,
NCBI) mittels des blastp-Algorithmusses zeigte weitere signifikante Homologien der Sequenz
zu Tyrosinasen bzw. Tyrosinase-dhnlichen Proteinen, z. B. aus Caenorhabditis elegans. Die
Extraktion der entsprechenden Sequenz aus der cDNA-Bank erfolgte mittels PCR-
Amplifikation. Dabei wurde ein zum 3°‘-Ende des entsprechenden ORFs komplementérer spe-
zifischer Primer (MGCO01495 rev) und ein entsprechender zum Vektor pDONR222 komple-

mentérer 5°-Primer (M13_fwd) verwendet.

M13_fwd
M MGC01495_rev
Abbildung 3-2
PCR-Amplifikation der Sequenz MGC01495

Amplifikation der cDNA-Sequenz des MytiBase-Clusters
MGCO01495 mittels Taq DNA-Polymerase und der Primer
M13 fwd und MGCO01495 rev unter Verwendung von Mfl-1
als Templat. M: 1kb-Marker

Das amplifizierte Fragment wurde aus dem Gel extrahiert, in den Vektor pGEM-T integriert

und sequenziert.
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Parallel zu diesem Ansatz wurden PCR-Experimente basierend auf der Konservierung der
beiden Kupferbindestellen (CuA, CuB) in bekannten Catecholoxidasen/Tyrosinasen durchge-
fiihrt. Hierbei kamen PCR-Primer unterschiedlichen Degenerierungsgrades zum Einsatz (sie-
he Tabelle 3-2), welche durch reverse Translation der konservierten Proteinsequenzen in den
entsprechenden Bereichen generiert wurden. Um den Grad der Degenerierung zu reduzieren,
fanden dabei teilweise nur die von M. galloprovincialis hauptsidchlich verwendeten Codons
Verwendung (Codon Usage Database). Alle Primer wurden revers ausgerichtet und jeweils
mit einem zum Vektor pDONR222 komplementérer 5°‘-Primer (M13_fwd) kombiniert. Die
Ergebnisse der einzelnen PCR-Experimente sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst:

Tabelle 3-2 Amplifikation potenzieller Catecholoxidasesequenzen mittels degenerierter Primer

Der Degenerierungsgrad (kombinatorisch ermittelte Anzahl verschiedener Sequenzmdoglichkeiten) jedes einzel-
nen Primers ist in den Bezeichnungen der Oligonukleotide enthalten.

Bezeichnung Basis Ziel Ergebnis

CuA_65536  Alignment von neun CuA, WHR-Motiv" kein eindeutiges PCR-Produkt
unterschiedlichen
Tyrosinasesequenzen '

CuA 2048  P. fucata- CuA, WHR-Motiv" mehrere PCR-Produkte mit
Tyrosinasesequenzen unerwiinschten Sequenzen
(GenBank AAZ66340,
BAF74507)

CuA_1536 P. fucata-Tyrosinase- CuA, WHR-Motiv" mehrere PCR-Produkte mit
sequenzen (GenBank unerwiinschten Sequenzen
AAZ66340, BAF74507)

CuA_1024 P. fucata-Tyrosinase CuA, konservierter Bereich kein eindeutiges PCR-Produkt

upstream des WHR-Motivs'
CuA 128 P. fucata-Tyrosinase CuA, Bereich downstream zwei definierte PCR-Banden
des WHR-Motivs" (siehe Text)

CuB 36863  Alignment von neun CuB, Bereich des dritten kein eindeutiges PCR-Produkt
unterschiedlichen Histidins
Tyrosinasesequenzen'?

CuB 576 P. fucata-Tyrosinase- CuB, Bereich des dritten kein PCR-Produkt
sequenzen (GenBank Histidins
AAZ66340, BAF74507)

CuB 128 P. fucata-Tyrosinase- CuB, Bereich des dritten mehrere PCR-Produkte mit

sequenzen (GenBank
AAZ66340, BAF74507)

Histidins

unerwiinschten Sequenzen

Die jeweiligen Banden wurden aus Agarosegelen gereinigt, in den Vektor pGEM-T eingebaut

und die Plasmid-DNA einzelner Klone sequenziert. Als zielfithrend erwies sich dabei einzig

'2 GenBank CAE01389, NP_851344, NP _989491, AJ297474, BAF42771, AAZ66340, AAP33665, AAB07484,
XP_ 002381720

" In allen bekannten Typ-3-Kupferproteinen liegt der dritte Histidinrest der CuA-Bindestelle in Form eines
Tryptophan-Histidin-Arginin-Tripeptids (WHR) vor.
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die Amplifikation mittels der Primer CuA 128 und M13 fwd, welche in einem Muster mit
zwel definierten Banden (~650 bp, ~950 bp) resultierte (siche Abbildung 3-3 A). Die an-
schlieBende Sequenzierung lieferte fiir beide Banden unerwiinschte Sequenzen (z. B. Sequen-
zen bekannter Gene/Proteine, unsinnige Leserahmen), fiir die kiirzere PCR-Bande konnte
jedoch eine Sequenz detektiert werden, welche Homologie mit den P. fucata-
Tyrosinasesequenzen aufwies. Basierend auf deren ldngsten sinnvollen ORF wurde ein spezi-
fischer Vorwirtsprimer designt (CO_fwd) und zusammen mit einem zum Vektor pPDONR222
komplementérer 3‘-Primer (T7) in einer PCR eingesetzt. Die Reaktion lieferte eine einzige

Bande mit ~1,8 kb (siche Abbildung 3-3 B), die erneut extrahiert und in den Vektor pGEM-T

eingebaut wurde.
A
M13_fwd
bp M CuA_128 Abbildung 3-3
1200 PCR-Amplifikation der Sequenz
einer potenziellen Catecholoxidase
1823 (A) PCR mit den Primern M13 fwd

und CuA_ 128 unter Verwendung von
Taq DNA-Polymerase und Mfl-1 als
Templat. M: 100 bp-Marker. (B) PCR
mit den Primern CO_fwd und T7 unter
Verwendung von Phusion Hot Start
DNA-Polymerase und Mfl-1 als
Templat. M: 1kb-Marker

800
700

600

500

400

Die erhaltene Sequenz erwies sich grundsitzlich als identisch mit der des MytiBase-Clusters
MGCO01495 (s. o0.), mit Ausnahme einer Deletion von 62 bp am 3‘-Ende des MGC01495-
ORFs (siche Abbildung 3-4A, rote Markierung), die zu einer Leserahmenverschiebung und zu
einer Nonsensmutation (artifizielles Stopcodon) in der MytiBase-Sequenz fiihrt, was den ent-

sprechenden ORF um 71 Codons verkiirzt.

Aus den beiden mit unterschiedlichen Ansétzen erhaltenen Sequenzen wurde die vollstédndige

Sequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase zusammengesetzt (Abbildung 3-4).
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A

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

61
121
181
241
301
361
421
481
541

ATAATACGCC
CTATGGCATT
GTTTCCGAAT
GACAAAGCAG
TTTTACTGGC
TTTAAAGAAA
GTGTATGACT
TCCAACTTTT
GTCAACCCAA
CCTAAGAAAT
ACAGGACCTT
AGAGAAGGAA
GTCCAAATAA
GTCCATGCCT
TTCTGGATTC
CATCGTAATA
GAGAGATATA
GCCAATAACA
TACCTAAAAT
AGAAGAGTGG
GATTTTACCG
GTTCGGAATG
GGAGCCGGAT
ACGTACCACG
TACGCATATG
ACCGATAAAA
CGGTCATGCC
CTTAAGGAAG
CCACGAATTA
AAAAARAA

MKPTLQLLLL
ADGLKLRLRQ
TNEAVNSVHF
EFFGDARGPI
PNSQVEMMHN
YVIVDNKMHR
KCVGIELHEP
KKNVIGGCEY
GTGSSQAFIS
PFNPLEADTL

GGCTTTTCAT
CCGTATTATT
GTAGAGATCG
ATTGGTCACG
ATCCAACAAA
TGGTCGATGC
ACGTTGCTGA
TTGGCTGGCA
ATGTAACATT
CCATGATGTT
TTGCACGTTG
ATCCAATATC
CGAACCCGAC
TCGTCGGTGG
ATCATGCTTT
TAGATCCACA
TGGATCACTT
TATATTCATA
GCGACTATGC
AGACGCCACC
TACTGGCAGG
CTCTCGAAAA
ATGATAATCT
GGACATATAG
TGGGAGTTAA
ACCACCAGCC
CAGGAGTAAT
CAGAGGAAAA
AAATGGCGTT

VLWHSVLLSV
DEFYWHPTKRI
GSNFFGWHKM
QTGPFARWKT
MVHAFVGGQOM
PERYMDHLEFEP
RRRVETPPER
LGAGYDNLCS
VTDKNHQPCD
DPRIKMAFLC

TATATCAATG
ATCAGTCTGT
TAACTCACAG
TGACGATGCA
GAGGATACGG
TATAAACGCT
TTACCATACA
TAAAATGTAT
GTGCTACTGG
TACATCCGAG
GAAAACAATA
TTATAAAGAT
ATCGGATCCC
TCAAATGAAT
CATTGACGCA
AGATGATTAC
ATTTCCGATG
TGGTGATTTT
ATCAAACAAA
AGAAAGAATA
AGATGATAAA
ATCCATTAAA
ATGTTCAAAG
AAATTATATT
AGATCCAGGA
ATGTGATGCA
ATCCGTAACA
TGGATATCCA
CCTTTGCTAT

CDVITDQYPA
RRECRALTRE
YILKFEELLR
IRNKPLFRDL
NDENTSSQDP
MKNIDGYSDY
IKTNHLSTPQ
KSVAIVQSNG
AFCLDLKAKK
Y

AAACCTACAT
GATGTCATAA
AAGCAATATA
GATGGTTTAA
CGAGAATGTA
TTAAAGAAAG
AACGAAGCAG
ATTCTAAAAT
GATTCAAGAT
TTTTTTGGTG
AGAAATAAAC
ATAAAAACTG
AACAGTCAAG
GATTTCAATA
GTTTGGACCG
GTCATCGTCG
AAGAATATAG
GCAAAATGTC
TGTGTAGGCA
AAAACAAACC
AACTGGGTCT
AAAAATGTTA
TCTGTAGCCA
GTAAACGATG
ACAGGGTCCA
TTTTGTCTTG
AATAAGAAAC
TTTAATCCTT
TAAATCTGAT

LVSECRDRNS
EFKEMVDAIN
KVNPNVTLCY
GREGNPISYK
FFWIHHAFID
FANNIYSYGD
NDFTVLAGDD
ITYHGTYRNY
YRSCPGVISV

Abbildung 3-4 Sequenz der mutmafllichen Catecholoxidase

TACAACTACT
CTGACCAGTA
AGTGTATACT
AACTGAGATT
GAGCACTAAC
ATAAAAGTAT
TAAATTCGGT
TTGAAGAGCT
TAGACCATCA
ACGCTAGAGG
CTCTCTTTCG
TATTATCAAA
TCGAAATGAT
CTAGTTCTCA
TTTTTTGTCG
ATAATAAAAT
ATGGTTATAG
CTACTTGTTT
TAGAGCTTCA
ATTTATCTAC
ATATCCCAGT
TCGGTGGATG
TAGTACAATC
CTTCTATTCC
GCCAGGCGTT
ATCTAAAAGC
CAAGGCTGTA
TAGAGGCGGA
GGAAGGCAAA

QKQYKCILSN
ALKKDKSMSP
WDSRLDHHMK
DIKTVLSKKH
AVWTVFEFCRQL
FAKCPTCLNS
KNWVYIPVKI
IVNDASIPQOW
TNKKPRLYYN

GCTATTGGTC
TCCTGCTTTG
GTCAAATCTT
ACGACAAGAC
GAGAGAAGAA
GTCTCCGAAT
GCACTTTGGT
TCTACGAAAA
TATGAAGGAC
TCCCATCCAA
AGACTTAGGA
AAAGCACCAC
GCATAATATG
AGATCCATTT
GCAGTTACGT
GCACAGACCC
CGATTACTTT
AAACTCTCCA
CGAACCACGT
ACCTCAAAAT
TAAAATTATT
TGAATATTTA
CAATGGAATA
TCAGTGGGTA
CATCAGTGTA
GAAAAAGTAT
CTACAACACC
TACACTTGAT
AAAAAAAARA

LDKADWSRDD
NVYDYVADYH
DPKKSMME'TS
HVQITNPTSD
RHRNIDPQDD
PYLKCDYASN
IVRNALEKSI
VYAYVGVKDP
TLKEAEENGY

(A) cDNA-Sequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase. Die 5°- und 3‘-nicht-translatierten Bereiche sind
griin dargestellt, die Deletion im Cluster MGC01495 rot (das entsprechende artifizielle Stopcodon, welches
im publizierten Cluster zu einem vorzeitigen Kettenabbruch fithren wiirde, ist blau hervorgehoben). (B) aus
dem ORF abgeleitete Proteinsequenz

Eine Analyse von neun Einzelklonen lieferte sechs unterschiedliche DNA-Sequenzen, die fiir

vier verschiedene Proteinsequenzen bzw. Isoformen codieren. Da bei den initialen Experi-

menten Taq-DNA-Polymerase ohne 3°-5‘-Exonukleaseaktivitit eingesetzt worden war, wur-

den die Sequenzen durch PCR-Experimente mit der Phusion Hot Start DNA-Polymerase,

welche diese proof-reading-Aktivitit besitzt, bestdtigt. Die in Abbildung 3-4 dargestellte Pro-
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teinsequenz stellt mit sechs zugehdrigen DNA-Sequenzen die hdufigste detektierte Isoform
(Isoform 1) dar. Die anderen drei Proteinsequenzen, deren cDNAs nur jeweils einmal ermit-
telt wurden, unterscheiden sich von der Hauptsequenz in maximal zwei einzelnen Aminoséu-

repositionen im aminoterminalen Bereich.

Isoform 1 1 MKPTLQLLLLVLWHSVLLSVCDVITDQYPALVSECRDRNSQKQYKCILSNLDKADWSRDD
=i e Dt 5
Isoform 3 1 ittt ittt e e e et e e I...... I
Isoform 4 1 ittt et e e e e e e e T.eoo... 5

Abbildung 3-5 Isoformen der mutmafilichen Catecholoxidase

Ausschnitt eines Alignments der Proteinsequenzen der mutmaflichen Catecholoxidase
Punkte: identische Positionen

3.1.2.2 Bioinformatische Analysen

Die detektierte Sequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase wurde beziiglich ihrer potenziel-
len subzelluldren Lokalisation mittels gingiger bioinformatischer Methoden nach einem Pro-
tokoll von Emanuelsson et al. (Emanuelsson et al., 2007) eingehend analysiert. Ferner erfolg-
ten Analysen zu mdglichen posttranslationalen Modifikationen. Zur Identifizierung einer po-
tenziellen Sekretionssignalsequenz am Aminoterminus wurde der SignalP 4.1 Server einge-
setzt (Petersen et al., 2011). Die Sequenz der potenziellen Catecholoxidase besitzt demnach
mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Signalpeptid mit einer Spaltstelle zwischen L18 und S19
(D-Score 0,787). Das translozierte Protein besitzt somit 543 Aminosdurereste, ein Molekular-

gewicht von 62977,5 Da und einen theoretischen pl von 8,58 (berechnet mit ProtParam).

Die Ergebnisse weiterer bioinformatischer Analysen sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.
Anhand der erhaltenen Ergebnisse beziiglich der subzellularen Lokalisation ist eine Sekretion
der potenziellen Catecholoxidase wahrscheinlich, da das Protein zwar eine ER-
Translokationsequenz, jedoch keine Retentionssequenzen besitzt. Als mogliche posttrans-
lationale Modifikationen kdnnte das Protein ferner glykosyliert sowie phosphoryliert vorlie-

gen.



Ergebnisse 101

Tabelle 3-3 Bioinformatische Analysen der Sequenz der mutmafllichen Catecholoxidase

Analyse Online-Tool/Referenz Ergebnis

ER-Translokationssignal SignalP 4.1 Server Signalsequenz vorhanden (siehe Text)
(Petersen et al., 2011)

Transmembranhelices TMHMM Server v. 2.0 mit hoher Wahrscheinlichkeit keine
(Krogh et al., 2001) Transmembranregionen

Glycosylphosphatidylinositol  big-PI Predictor kein GPI-Anker

(GPI)-Anker (Eisenhaber et al., 1999)

ER-Retentionssignal Anwesenheit einer keine Retention im endoplasmatischen
carboxyterminalen KDEL- Retikulum (ER)
Sequenz
(Munro und Pelham, 1987)

weitere Retentions- bzw. WoLF PSORT keine

subzelluldre (Horton et al., 2007)

Lokalisierungssequenzen

C-Mannosylierung NetCGlyc (Julenius, 2007) keine

N-Glykosylierung NetNGlyc (Blom et al., 2004) drei Asn-Xaa-Ser/Thr-Sequons

identifiziert; zwei mit hoher, eine mit
mittlerer Wahrscheinlichkeit glykosyliert

0O-Glykosylierung NetOGlyc (Julenius et al., 2005)  keine

Phosphorylierung NetPhos (Blom et al., 1999) 15 Serin-, 6 Threonin- und 11
Tyrosinreste potenziell phosphoryliert

Der Vergleich mit verschiedenen Sequenzen durch blastp-Suche gegen die non-redundant
protein sequences Datenbank (NCBI) lieferte eine Vielzahl homologer Sequenzen von Tyro-
sinasen oder tyrosinasedhnlichen Proteinen (z. B. Himocyanine). Die Homologie beschrankte
sich dabei auf die konservierte gemeinsame zentrale Domédne von Tyrosinasen (common cent-
ral domain of tyrosinase, PFAM PF00264), welche den Bereich P110-F286 des sekretierten
Proteins umfasst, erweitert durch die angrenzenden Bereiche, sodass der gesamte homologe
Bereich etwa von T77-Y338 reicht. Hier weisen die Sequenzen etwa 33 % Identitdt bzw.
~50 % &dhnliche Aminosdurereste auf, wobei die bislang beschriebenen Molluskentyrosinasen
(u. a. aus Pinctada fucata, Chlamys farreri, Crassostrea gigas, Illex argentinus und Sepia offi-
cinalis) die groBte Ubereinstimmung zeigten. Maximale Identitiit zeigen alle Sequenzen im
Bereich des katalytischen Zentrums (Bindestellen der beiden Cu®"-Ionen, CuA und CuB),
wobei alle essenziellen Aminosdurereste, insbesondere die sechs kupferkoordinierenden His-
tidine, vorhanden sind (siche Abbildung 3-6). Auffillig dabei ist, dass die identifizierte Se-
quenz als einzige aller homologen Sequenzen statt des nahezu vollstindig konservierten
WHR-Motivs im Bereich des dritten His-Restes der CuA-Bindestelle ein WHK-Motiv zeigt.

Erginzend dazu enthélt der homologe Bereich drei Cysteine, welche jedoch evolutionir nicht
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konserviert zu sein scheinen. Die in den meisten bekannten Tyrosinasesequenzen konservier-

ten Cysteine fehlen in der detektierten Sequenz dagegen génzlich.

A M. g. 113 EY/RDYBITNE-----—----——- RIWANERE PIN T 1.[8Y 17 DS D
P. f. 137 RIS e L8 v 11 DS THD
C. g 70 MEsiEAIBIOGT--—--—————--- RIBER P T T,PYWDS TH{D
S. o. 125 @aviDgVGF-—--—--——--—- Ristepets Pty i o v 17 D TIED
B. m 35 GAAGKFHT----PPGSDRN 0S[iN-—|gF JANRY - /T E T|R
S. ¢ 31 NEFIMS--—--- DTDSGERT OISVIBEREIS T 1. P Y 17 DSIAD
H. s. 173 YYVSMDALLGGSEIWRDIDFJ E{QK/| TGDENFR JN40N R B
C. e. 137 MerREERMESOM-—————————-~ SAAGGH I3~ T ROV PN 1. P Y17 DS THED

B
M. g. 245 [

P. f. 284 EfsIYN

C. g. 201 [|FHEGE

S. o. 257 FELY[EN

B. m. 200 GPQ

S. c. 186 GVN

H. s. 359 0SS NETISOTOGS AN 13T iHskE: o)
C. e 278 E

RV VG Gl VgRkEa TREN D PRI DR Vi
* * *

Abbildung 3-6 Sequenzvergleich der Kupferbindestellen verschiedener Tyrosinasesequenzen mit der
identifizierten potenziellen Catecholoxidase

Alignment der Sequenzen verschiedener Tyrosinasen im Bereich der CuA- (A) bzw. CuB-Bindestelle (B).
Konservierte Reste sind schwarz, weniger stark konservierte grau hinterlegt. Die metallbindenden Histidine
sind durch Sterne markiert. M. g. Mytilus galloprovincialis; P. f. Pinctada fucata; C. g. Crassostrea gigas;
S. 0. Sepia officinalis; B. m. Bacillus megaterium; S. c. Streptomyces castaneoglobisporus; H. s. Homo
sapiens; C. e. Caenorhabditis elegans

Der carboxyterminale Bereich (G339-Y561), welcher zehn der insgesamt 16 Cysteine besitzt,
zeigt signifikante Ahnlichkeit (28 % identische, 43 % &4hnliche Reste) mit einer Gruppe ho-
mologer Sequenzen, die im Rahmen der Sequenzierung des Genoms der pazifischen Auster
(Crassostrea gigas) annotiert wurden (Zhang et al., 2012). Weitere Daten/Publikationen exis-
tieren zu diesen ,,putative tyrosinase-like*-Proteinen bislang nicht. Der aminoterminale Be-
reich (Aminoséuren 19-76) zeigt dagegen keinerlei Homologie mit bekannten Proteinsequen-

zen.

Mit dem PSIPRED-Algorithmus (Jones, 1999) wurden Sekundirstrukturanteile in der Se-
quenz der mutmaBlichen Catecholoxidase vorhergesagt (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7 Vorhersage der Sekundiirstruktur der mutmaflichen Catecholoxidase
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Darstellung der mit PSIPRED vorhergesagten Sekundirstrukturanteile (ss) in der identifizierten Catechol-
oxidasesequenz. a-Helices sind rot, B-Faltblétter gelb dargestellt, Random Coil-Bereiche durch Spiralen.
Die von PSIPRED fiir jeden Aminoséurerest ausgegebenen ,,confidence*-Werte (conf), welche ein Maf fiir
die Giite der Vorhersage darstellen, sind angegeben (0: niedrige Glaubwiirdigkeit; 9: hohe Glaubwiirdig-
keit). Der zu beschriebene Tyrosinasen bzw. tyrosinasedhnlichen Proteine homologe Bereich ist blau ge-
kennzeichnet, die fiir die Metallkoordination essenziellen Histidinreste rot, Cysteine gelb.

An den von PSIPRED fiir jeden Aminosdurerest ausgegebenen ,,confidence-Werten kann die

Glaubwiirdigkeit der Vorhersage abgeschitzt werden. Da insbesondere in den amino- und

carboxyterminalen Bereichen homologe Strukturen fehlen, sind die Vorhersagen fiir diese

Bereiche wesentlich weniger glaubwiirdig als fiir die konservierte Tyrosinasedomdne und

erlauben maximal einen groben Uberblick. Die Linge und genauen Positionen vorhergesagter

Sekundérstrukturanteile sind dagegen spekulativ.
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Anhand der gezeigten bioinformatischen Analysen kann die Sequenz der potenziellen Cate-
choloxidase somit in drei Abschnitte/Doménen unterteilt werden, eine hauptsédchlich unstruk-
turierte aminoterminale Expansion, die a-helikale katalytische Doméne und einen B-Faltblatt-

und cysteinreichen carboxyterminalen Bereich.

Basierend auf der hohen Sequenzdhnlichkeit der katalytischen Doméne mit Proteinen mit be-

kannter Struktur wurde mit dem Phyre*-Server (Kap. 2.4.3) ein Homologiemodell erstellt.

Abbildung 3-8 Strukturmodell der mutmafilichen
Catecholoxidase

Homologiemodell der katalytischen Doméne der mut-
maBliche Catecholoxidase, erstellt mit Phyre’ in
(A) Front- und (B) Riickansicht. Blau: Aminoterminus;
Rot: Carboxyterminus. Die Nummerierung der o-
Helices nach den bekannten Tyrosinasestrukturen
(Sendovski et al., 2011) ist angegeben. Helix 4 (graue
Beschriftung) ist nur andeutungsweise vorhanden, Helix
6 und 7 der Tyrosinasen sind in der vorliegenden Struk-
tur vereinigt. Die beiden modellierten Kupferionen sind
als griine Kugeln dargestellt. Die entsprechenden an der
Kupferbindung beteiligten Histidinreste sowie die drei
in der katalytischen Doméne befindlichen Cysteinreste
sind in Stibchendarstellung gezeigt. (C) Detailansicht
der potenziellen Kupferbindestelle mit Annotation der
beteiligten Histidinreste. Die beiden Kupferionen sind
als griine Kugeln dargestellt.
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Von der Eingabesequenz (T77-Y338) konnten 260 von 262 Aminosduren mit maximalem
»confidence*“-Wert modelliert werden, wobei fiir das finale Modell die sechs besten Einzel-
modelle gewéhlt wurden. Diese basierten auf den Kristallstrukturen bzw. SCOP-Eintrdgen der
Tyrosinasen aus Bacillus megaterium (PDB-ID 3NPY) und Streptomyces castaneoglobi-
sporus (PDB-ID 1WX2) sowie den Himocyaninen aus Octopus dofleini (PDB-ID 1JS8) und
Rapana thomasiana (PDB-ID 1LNL). Wie die bekannten Kristallstrukturen, zeigt auch das
Homologiemodell ein Ensemble aus a-Helices, deren Positionen sich in allen bekannten
Strukturen nahezu decken. Diese Helices sind analog zu den bekannten Strukturen durch zum
Teil lange unstrukturierte Schleifen verbunden. Die auch in den Kristallstrukturen relativ
schlecht definierte kurze Helix 4 ist im Modell nur andeutungsweise vorhanden. Ferner sind
die Helices 6 und 7 der bekannten Tyrosinasen vereinigt, wodurch das Modell an dieser Posi-

tion eher den Strukturen der Himocyanine dhnelt (Perbandt et al., 2003).

Die Kupferbindestellen CuA und CuB mit den modellierten Kupferionen zeigen, dass eine
Metallbindung molekiilgeometrisch méglich wire, was ebenfalls durch Uberlagerungen des

erhaltenen Strukturmodells mit verschiedenen Kristallstrukturen bestétigt werden konnte.

Im Modell befinden sich die evolutionér nicht konservierten Cysteinreste 84 und 159 in rdum-
licher Néhe, wodurch eine Disulfidbriicke zwischen diesen Resten moglich bzw. wahrschein-
lich ist. Ein weiteres Cystein (C287) befindet sich an der Doménenoberflache und konnte so-

mit ebenfalls an einer Disulfidbriicke beteiligt sein.
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3.1.3 Proximales Fadenmatrixprotein 1 (PTMP1)

Die ¢cDNA von PTMP1 wurde durch PCR unter Verwendung spezifischer Primer gegen die
publizierte PTMP1-Sequenz (Sun ef al., 2002) amplifiziert. Die Reaktion resultierte in einer
Einzelbande mit einer GroBe von ca. 1,4 kb, welche zur Analyse mittels TA-Klonierung in

den Vektor pGEM-T integriert wurde.

kb M PTMP1

10
8
;
4 Abbildung 3-9 PCR-Amplifikation der PTMP1-cDNA
3
Amplifikation der ¢cDNA-Sequenz von PTMP1 mittels
Phusion Hot Start DNA-Polymerase und der Primer
1,5 PTMP1 Nhe fwd und PTMP1 Eco_rev unter Verwen-
dung von Mfl-1 als Templat. M: 1kb-Marker
1
0,5

Die anschliefende Analyse von sechs Einzelklonen lieferte fiinf unterschiedliche Sequenzen,
welche mit der publizierten PTMPI1-Sequenz (UniProt Q8T5C2) verglichen wurden
(Abbildung 3-10).

A 08T5C2 1 MGHHGVMPYEAVPVSYDPPAVAVEPPPYQPAVDPPPYQPGNTGKDAEECDVQADITVLED
PTMP1 la 1 ......... Ko e ettt e Rttt et
PTMP1 1b 1 .venn.... 20 2 S
PTMP1 1c 1 ..cun.... 120 Rttt et e
PTMP1 1d 1 .venn.... 20 2 S
PTMP1 2 T oceenn K mmmm o e e Rttt et

B PTMP1_la ELOK Q38R S328T
PTMP1 1b  EI10K Al1P Q38R S328T
PTMP1 1c  EI10K Al1P Q38R S328T G370R
PTMP1 1d EI10K Al11P Q38R N218D S328A
PTMP1 2 E10K Q38R S328T

Abbildung 3-10 Vergleich von PTMP1-Isoformen mit der Datenbanksequenz Q8T5C2

(A) Ausschnitt eines Sequenzvergleichs von PTMP1-Isoformen (aminoterminaler Bereich), erstellt mit
Clustal W mit manueller Korrektur der Liicken anhand eines entsprechenden DNA-Sequenzalignments.
Punkte: identische Positionen; Striche: Liicken. (B) Ubersicht iiber die detektierten Polymorphismen an
Einzelpositionen (Darstellung der Anderungen gegeniiber der Datenbanksequenz)
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Alle erhaltenen Sequenzen weisen bis auf vereinzelte Positionen auf DNA- und Proteinebene
(Abbildung 3-10 B) eine hohe Identitit mit der publizierten PTMP1-Sequenz auf. Ferner
wurde eine bislang nicht beschriebene Isoform 2 detektiert, deren Sequenz durch eine kurze
Deletion (acht Aminosduren am Aminoterminus) charakterisiert ist (Abbildung 3-10 A), wo-
bei die entsprechende Liicke auch unter Beriicksichtigung der entsprechenden DNA-

Sequenzen im Alignment nicht eindeutig positioniert werden kann.

Aufgrund detektierter Diskrepanzen bei publizierten Sequenzen von Byssusproteinen
(Hagenau, 2011) wurden die Identitdten der publizierten 5°- und 3°-Enden der ORFs bzw. der
entsprechenden Amino- und Carboxytermini der resultierenden Proteine fiir PTMP1 (Sun et
al., 2002) untersucht. Dazu wurden die Produkte einer PCR mit jeweils einem PTMP1- und
einem vektorspezifischen Primer direkt sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen der nichttrans-
latierten Regionen zeigten weitere Abweichungen von der publizierten Sequenz (GenBank
AYO053391) in zwei Basen (siche Abbildung 3-11), wobei lediglich eine davon in einer Muta-
tion im Signalpeptid resultiert (F>C). Die ORFs der publizierten Sequenz und der in der

cDNA-Bank identifizierten Sequenzen sind demnach identisch.

A AY053391 1 ATCTGACTTCGACCATGGACAGGATTGTGACGACGGGATTTTTTGTTTTGTTTTTTGTTT
SEQUENZIETUNG ittt i ettt et e e e eeenneeeeeeeeeeeaaeeeeseeeeenaneees Gevevnnnn
AY053391 61 ATTATGCAAGCTCTATGGGACATCATGGGGTAATGCCATATGAAGCAGTGCCAGTTTCAT
Sequenzierung i e e et e A Ao, Ao,

B AY053391 1299 AAAACTAGCCTGCATGAGTTGTAAACCACGTGCACACAAGAAAGGATCAGGAGCCATTGG
SEQUENZIETUNG it ittt ettt ettt et ettt aae et eeoeeeeaeeeeseeeeeeenaeeseseeennns
AY053391 1359 ATAAAAGTGAGTTCCTAAGATGGCGGATGTATTATTACGGATTATTCCGGATGGACAGAA
SEQUENZIETUNG ittt ettt ettt eeeeeeeneneeeeeeeeeeeneeeeeeseeeeenaaneeeseeeenns
AY053391 1419 TAAAACATTTATGAAAATTGTAGAAATAAAGTAAACTTATCTTAAAAAAAAAAAAAAALA
Sequenzierung . i i et e e e e e e e e et e e e e

Abbildung 3-11 Vergleich der Sequenzierung der 5¢- und 3‘-UTR von PTMP1
mit der Datenbanksequenz AY 053391

Vergleich von aus der cDNA-Bank amplifizierten Sequenzteilen von PTMP1 mit der publizierten
Sequenz (GenBank AY053391) im Bereich der 5°-UTR (A) und 3‘-UTR (B). Alignment erstellt mit
Clustal W und formatiert mit BoxShade (Punkte: identische Positionen). Zur besseren Ubersicht sind
die UTRs griin markiert, die Signalsequenz ist blau dargestellt sowie die spezifischen Sequenzen der
zur Klonierung verwendeten Primer rot. Entsprechende Start- und Stopcodons sind unterstrichen.
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3.2 Rekombinante Produktion von Byssusproteinen

3.2.1 Expressionstests in E. coli

Um die Moglichkeit der rekombinanten Produktion von PTMP1 sowie der mutmaBlichen Ca-
techoloxidase zu evaluieren, erfolgten Expressionsanalysen beider Proteine. Zur cytosolischen
Expression kam dabei ein Standard-T7-System (pET28a(+)-Vektor) zum Einsatz, in das je-
weils die entsprechenden cDNAs der Proteine subkloniert wurden'*. Um Expression und die
anschliefende Reinigung der Proteine zu erleichtern, wurden zudem aminoterminale 6xHis-
SUMO-Fusionstags (Malakhov et al., 2004) angefiigt. Dazu wurden die entsprechenden Se-
quenzen per PCR amplifiziert und in den Vektor pET28-SUMO eingebaut. Die jeweilige
Verwendung eines aminoterminalen 6xHis-Tags eroffnete ferner Moglichkeiten zur immuno-

chemischen Detektion sowie Reinigung per Affinititschromatographie.

A B
His-PTMP1 His-SUMO-PTMP1 His-CO

kba M 0 4h O 4h 0 4h 0 4h kba M 0 3h 0 3h
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Abbildung 3-12 Expressionstests von Byssusproteinen in E. coli

Analyse von Expressionstests in £. coli BL21CodonPlus(DE3)-RIPL per SDS-PAGE- und Anti-His-Tag-
Westernblot. (A) PTMP1 als 6xHis- bzw. 6xHis-SUMO-Fusionskonstrukt; (B) mutma@liche Catecholoxidase
als 6xHis-Fusionskonstrukt. Die jeweiligen Expressionsdauern sind angegeben; M: Marker (mit Angabe der
jeweiligen Molekulargewichte der Standardproteine)

3.2.2 Catecholoxidase

Die mutmaBliche Catecholoxidase lie sich in E. coli in ausreichenden Mengen produzieren

(Abbildung 3-12 B). Dabei resultierte die Expression verschiedener Konstrukte (CO mit

' Als prozessierter Aminoterminus der mutmaBlichen Catecholoxidase wurde D22 gewihlt, da die zum Zeit-
punkt dieser Analysen aktuelle Version des SignalP-Servers (Version 3.0) diese Spaltstelle des Signalpeptids als
geringfiigig wahrscheinlicher angezeigt hatte.
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6xHis-Tag, 6xHis-SUMO-Tag und Tag-freie Variante) in unterschiedlichen Stimmen jedoch
stets in unldslichem Protein in Form bakterieller Einschlusskdrperchen (Inclusion Bodies,
IBs)"’. Dabei wurden verschiedene Expressionsbedingungen getestet, jedoch weder die Ab-
senkung der Expressionstemperatur auf 16 °C, die Reduktion der Induktorkonzentration auf
25 ng/L IPTG oder die Anwesenheit des 6xHis-SUMO-Fusionstags zeigten Einfluss auf die
Loslichkeit der gebildeten Proteine. Die Sequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase enthélt
16 Cysteinreste, die im nativen Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit in mehreren intra- oder
intermolekularen Disulfidbriicken vorliegen. Da die Bildung nativer Disulfidbriicken in re-
kombinanten Proteinen im E. coli-Expressionssystem aufgrund des eher reduzierenden Mili-
eus im E. coli-Cytosol mit Schwierigkeiten verbunden ist, wurde die Expression in der Hefe
Pichia pastoris getestet. Unter Verwendung entsprechender aminoterminaler Signalsequenzen
ist mit diesem Expressionssystem die Sekretion rekombinant produzierter Proteine und somit
korrekte Bildung von Disulfidbriicken im endoplasmatischen Retikulum (ER) mdglich. Die
Sequenz der mutmalBliche Catecholoxidase wurde nach PCR-Amplifikation mit den entspre-
chenden Primern in den Vektor pPICZaA, welcher fiir ein aminoterminales Sekretionssignal
(a-Faktor (Brake et al., 1984)) codiert, eingebaut und der P. pastoris-Stamm X33 mit diesem
Konstrukt transformiert. Nach der anschlieBenden Selektion einzelner Transformanden wurde
der Einbau der CO-Sequenz in das Hefegenom per PCR iiberpriift und bestitigt'®, in anschlie-
Benden Expressionstests konnte jedoch die Produktion des Proteins in fiinf unterschiedlichen
Hefeklonen weder in SDS-PAGE (Coomassie- und Silberfarbung) noch in Immunoblotanaly-

sen (a-His-, a-c-MY C-Antikorper) nachgewiesen werden.

Da die Produktion der mutmaBlichen Catecholoxidase ausschlieBlich in E. coli nachgewiesen
werden konnte, wurden groBBere Mengen der verschiedenen Varianten (6xHis- bzw. 6xHis-
SUMO-Fusionsprotein und Tag-freie Variante) per Fed-Batch-Fermentation entsprechend
transformierter E. coli-BL21CodonPlus(DE3)-RIPL-Zellen hergestellt und anschlieBend die
Inclusion Bodies isoliert. Versuche, mittels milder Extraktion mit verdiinnter Essigsdure, Re-
duktionsmitteln, niedrigen Konzentrationen von Denaturierungsmitteln und/oder Detergenzi-
en Protein aus den Inclusion Bodies zu 10sen, erwiesen sich als nicht zielﬁihrend”, weswegen
die Proteine vollstindig denaturiert wurden (8 M Harnstoff bzw. Guanidiniumhydrochlorid).

Mittels Affinitdtschromatographie und Kationenaustauschchromatographie wurde das Protein

"> Die Experimente wurden z. T. im Rahmen der Forschungspraktika von Erik Richter und Philipp Schmid
durchgefiihrt.

'® mit Unterstiitzung durch Aniela Heidebrecht

' Die Experimente wurden im Rahmen eines Forschungspraktikums von Philipp Schmid durchgefiihrt.
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in denaturiertem Zustand gereinigt (Reinheitsgrad > 90 %, Daten nicht gezeigt)'®. Alle an-
schlieBenden Versuche zur Renaturierung des Proteins per Dialyse oder Verdiinnung gegen
bzw. in unterschiedliche Puffer mit verschiedenen Additiven (Reduktionsmittel, Denaturie-

rungsmittel, Detergenzien, Salze, Arginin, Kupfer(Il)-salze etc.) scheiterten jedoch'”.

3.2.3 PTMP1

Fir PTMPI1 zeigten sich sowohl fiir das 6xHis-Tag- als auch das 6xHis-SUMO-
Fusionskonstrukt starke Expressionslevel, wobei sich der 6xHis-SUMO-Tag positiv auf die
Menge an gebildetem Protein auswirkt (Abbildung 3-12 A). Ferner zeigte die Verwendung
des Stammes BL21CodonPlus(DE3)-RIPL ebenfalls stirkere Produktion als andere getestete
Stimme, bedingt durch dessen zusétzliche Gene fiir tRNAs von E. coli selten verwendeter
Codons, welche in eukaryotischen bzw. M. galloprovincialis-cDNA-Sequenzen jedoch mit
groBerer Haufigkeit auftreten. Expressionstests unter verschiedenen Bedingungen (u. a. Ver-
wendung verschiedene Stdmme, Reduktion der Induktorkonzentration bis 25 uM sowie Ex-
pression bei niedrigeren Temperaturen (16 °C)) ergaben stets die unldsliche Produktion von
PTMP1 in Form von Inclusion Bodies. Da die PTMP1-Sequenz sechs Cysteine enthélt, wurde
getestet, ob eine Bildung loslichen Proteins im E. coli-Periplasma, welches ein oxidierendes
Milieu zur Bildung und Chaperon-assistierter Reformierung von Disulfidbriicken besitzt,
moglich ist. Dabei kam zusétzlich ein schwicherer und zudem gut titrierbarer Promotor (tet)
zum FEinsatz. Zunédchst wurden die Sequenzen von 6xHis-PTMP1, 6xHis-SUMO-PTMP so-
wie der jeweiligen C244S/C440S-Mutanten (s. u.) in den Vektor pASK-IBA32 eingebaut
(PCR-Amplifikation mit den entsprechenden Primern). Die anschliefenden Expressionsanaly-
sen’’ zeigten unter keiner der getesteten Bedingungen (u. a. Absenkung der Induktorkonzent-
ration bis auf 10 ng/mL Anhydrotetracyclin bzw. Senkung der Expressionstemperatur auf
16 °C) die Produktion 16slichen Proteins im Periplasma an. Ebenso wenig zeigte die Anwe-
senheit des Helferplasmides pTUM4 (Schlapschy et al., 2006), durch welches zusétzliche
konstitutiv exprimierte periplasmatische Chaperone bereitgestellt werden, auf die Loslichkeit
des gebildeten Proteins eine positive Wirkung. Da somit eine rekombinante Produktion von
PTMP1 in 16slicher Form nicht moglich war, wurde das Protein aus Inclusion Bodies gerei-

nigt und riickgefaltet.

'® im Rahmen eines Forschungspraktikums von Erik Richter

' im Rahmen der Forschungspraktika von Erik Richter und Philipp Schmid sowie in weiterfithrenden Arbeiten
von Martin Neuenfeldt

%% mit Unterstiitzung durch Jasmin Wickinghoff
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3.3 Reinigung und Riickfaltung von PTMP1

3.3.1 Generierung von PTMP1-Varianten/-Mutanten

Zur strukturellen und funktionellen Charakterisierung des Matrixproteins PTMP1 erfolgte die
Generierung verschiedener Mutanten mittels molekularbiologischer Methoden. Dabei wurden
zweil bzw. alle sechs Cysteine von PTMP1 durch Serine ersetzt sowie einige verkiirzte Vari-
anten erzeugt, wie die beiden isolierten VWA-Dominen. Eine Ubersicht iiber die PTMP1-
Sequenz und die analysierten PTMP1-Varianten ist in Abbildung 3-13 dargestellt, einige

sequenzbasierte Charakteristika der Proteine zeigt Tabelle 3-4.
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Abbildung 3-13 Ubersicht iiber die PTMP1-Varianten

C437 C440

(A) Sequenz von PTMP1 mit Annotationen. Die beiden VWA-Doménen Al und A2 sind griin bzw. blau
markiert, Cysteine gelb. NTE: aminoterminale Expansion; CTE: carboxyterminale Expansion. (B) Sche-
matische Darstellung aller im Rahmen dieser Arbeit analysierter Varianten von PTMP1. Die Abweichun-
gen vom Wildtypprotein sind rot hervorgehoben.
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Tabelle 3-4 Charakteristika analysierter PTMP1-Varianten

Werte berechnet mit ProtParam. N: Anzahl an Aminosauren (inkl. zusdtzlichem Serin am Aminoterminus).
M: Molekulargewicht, pl: theoretischer isoelektrischer Punkt, €,: molarer Extinktionskoeffizient,
ADbsg ; o;: Absorption einer 1 mg/mL-Losung in einer 1 cm-Kiivette bei einer Wellenlénge von 280 nm.

Bezeichnung N M (Da) pl €250 (M cm™) Absg; o,
PTMP1 454 489124 59 15275 0,312
(C244S/C4408 454 48880,3 59 15150 0,310
NoCys 454 48816,1 59 14900 0,305
ANAC 397 429987 54 9315 0,217
Al 198 21520,3 53 4595 0,214
A2 194 20953,6 54 4595 0,219

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten PTMP1-Varianten wurden als 6xHis-SUMO-
Fusionsproteine (Malakhov et al., 2004) hergestellt und besitzen somit ein artifizielles Serin
am Aminoterminus (Bezeichnung S0, Klonierungsrelikt der BamHI-Restriktionsschnittstelle).
Die Nummerierung der Aminosduren beginnt erst mit dem darauffolgenden Methionin (erste

Aminosaure des sekretierten PTMP1).

3.3.2 Produktion, Reinigung und Riickfaltung

Analog zu PTMPI erfolgten Expressions- und Loslichkeitstests der Varianten als 6xHis-
SUMO-Fusionsproteine, wobei in allen Féllen groBtenteils unlosliche Proteine gebildet wur-
den. Aus diesem Grund wurden alle Proteine aus Inclusion Bodies isoliert und in denaturier-

tem Zustand gereinigt.

Produktion . .
SUMO-Spaltung Riickfaltung
g [ (ULP1, 1 M Harnstoff) ] nd - -> [ (Dialyse) ]-»
Oxidation ]
- - - [ (Dialyse) ] - [ Gefriertrocknung ]

Abbildung 3-14 Schematischer Ablauf der Produktion und Reinigung von PTMP1 und seiner Varianten

Ubersicht iiber den Ablauf der rekombinanten Produktion und Reinigung der im Rahmen dieser Arbeit ana-
lysierten Proteine (fiir detaillierte Beschreibungen der einzelnen Schritte siche Text). Chromatographische
Schritte sind griin hinterlegt, Dialyseschritte orange.
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Die Produktion aller 6xHis-SUMO-Fusionsproteine erfolgte durch Fermentation von mit ent-
sprechenden Vektoren transformierten E. coli BL21CodonPlus(DE3)-RIPL-Zellen in Batch-
Kultur (PTMP1, C244S/C440S, NoCys) bzw. in Fed-Batch-Ansitzen (ANAC, Al und A2)*'.
Anschliefend wurden die Inclusion Bodies aus den Zellen isoliert. Da sich eine milde Extrak-
tion (analog zur mutmaBlichen Catecholoxidase, s. 0.) ebenfalls nicht als zielfithrend erwies,
wurden die Inclusion Bodies in 8 M Harnstoff bzw. 8 M Guanidiniumhydrochlorid gelost. Es
folgte ein Reinigungsschritt mittels Ni-IMAC in Anwesenheit von 8 M Harnstoff und 5 mM
DTT. Zur Abspaltung des 6xHis-SUMO-Fusionstags durch die Protease ULP1 wurden die
Proteine anschlieBend gegen einen Puffer mit reduzierter Harnstoff- und Reduktionsmittel-
konzentration (1 M Harnstoff/1 mM DTT) dialysiert. Nach der Spaltung erfolgte die Abtren-
nung nicht gespaltener 6xHis-SUMO-Fusionsproteine, des 6xHis-SUMO-Tags und der
6xHis-ULP1-Protease von den gespaltenen Proteinen durch einen erneuten Ni-IMAC-
Chromatographieschritt in Anwesenheit von 8 M Harnstoff und 5 mM DTT. Da sich die
Riickfaltung der Proteine durch Verdiinnung konzentrierter Losungen der denaturierten Prote-
ine in Puffern ohne Denaturierungsmittel nicht als zielfiihrend erwies, wurden alle Proteine
durch Dialyse riickgefaltet. Diese erfolgte bei Proteinkonzentrationen von ca. 1 mg/mL, zu-
nichst gegen einen Puffer mit reduzierter Harnstoffkonzentration (1 M Harnstoff, 5 mM
DTT), anschlieBend fiir bis zu 48 Stunden gegen Puffer ohne Denaturierungs- und Redukti-
onsmittel und bis zu 48 Stunden gegen Lyophylisierungspuffer (10 mM Ammoniumhydro-
gencarbonat), um einen moglichst hohen Grad an Disulfidverbriickung des Proteins zu errei-
chen. Nach Lyophylisierung der Proteine wurden diese in GPC-Puffer geldst und monomere
von oligomeren Formen per Gelpermeationschromatographie getrennt. Monomere Proteine
wurden zur vollstdndigen Disulfidverbriickung erneut intensiv (bis zu 120 Stunden) gegen
Lyophylisierungspuffer dialysiert. AnschlieBend wurden alle Proteine aliquotiert und gefrier-
getrocknet. Die Uberpriifung der Reinheit erfolgte nach jedem Reinigungsschritt per SDS-
PAGE und Coomassiefarbung. Die Identitit und Integritidt aller Proteine konnte mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie zweifelsfrei bestdtigt werden. Mittels GPC-MALS wur-
den ferner die Monomeranteile bestimmt bzw. tiberpriift (s. u.). Alle gefriergetrockneten mo-
nomeren Proteine lieBen sich ferner problemlos und nahezu vollstindig in Wasser oder Puf-

fern 16sen.

*! 7. T. im Rahmen von Forschungspraktika von Stephanie GeiBler und Michael Magdeburg
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3.4 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung von PTMP1

3.4.1 Charakterisierung riickgefalteter PTMP1-Formen

3.4.1.1 Oligomerisierung

Bei der Riickfaltung von PTMP1 und den im Rahmen dieser Arbeit analysierten Varianten
ergaben sich in allen Féllen spezifische Verteilungen monomerer und oligomerer Formen,
welche mittels Gelpermeationschromatographie (Superdex 200-Matrix) separiert werden
konnten. Fiir die Volllingenproteine (PTMP1, C244S/C440S, NoCys) konnten ferner zwei
monomere [soformen (M1 und M2) mit unterschiedlichen hydrodynamischem Verhalten de-

tektiert werden. Reprédsentative Chromatogramme riickgefalteter Proteine sind in Abbildung

3-15 zusammengestellt.
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Abbildung 3-15 Gelpermeationschromatographie riickgefalteter PTMP1-Varianten

Chromatogramme praparativer GPC (HiLoad 26/60 Superdex 200-Séule) einiger gereinigter und riickgefal-
teter Varianten von PTMP1. (A) PTMP1 und Cys—>Ser-Varianten. (B) Isolierte VWA-Doménen. A: Aus-
schlussvolumen; O: Oligomere; T: Trimer; D: Dimer; M, M1, M2: monomere Formen. Die jeweiligen
Absorptionssignale bei 280 nm wurden auf ihr Maximum normiert.

Die einzelnen multimeren Formen konnten anhand ihrer Molekulargewichte mittels GPC-
MALS eindeutig identifiziert werden (s. u.). Dabei zeigte sich im Falle der Volllingen-
proteine eine Abhédngigkeit des Dimeranteils (D) sowie der Verteilung der beiden monomeren
Isomere (M1, M2) von der Anzahl der in den jeweiligen Proteinen vorhandenen Cysteinreste
(siehe Abbildung 3-15), was eine Beteiligung inter- bzw. intramolekularer Disulfidbriicken an
der Bildung dieser Formen impliziert. Von den beiden isolierten VWA-Doménen zeigte Al
einen nahezu vollstindigen Monomeranteil, wohingegen A2 auch Dimer (D), Trimer (T) und

hohere Oligomere (O) aufwies. Alle Chromatogramme zeigen zudem Proteinaggregate im
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Ausschlussvolumen (A) der Sdule an, welche in allen folgenden Experimenten durch intensi-

ve Zentrifugation oder Ultrazentrifugation entfernt wurden.

In analytischen Riickfaltungstests wurde der Einfluss unterschiedlicher Riickfaltungsbedin-
gungen auf die Verteilung oligomerer und monomerer Formen von PTMP1 analysiert, mit
dem Ziel, die Monomerausbeuten bei der Proteinreinigung zu erhéhen. Dabei erwiesen sich
verschiedenste Additive zu den Riickfaltungspuffern (z. B. Salze, Arginin etc.) als ineffektiv.
Ebenso wenig zeigte sich ein signifikanter Einfluss des pH-Wertes der Riickfaltungspuffer, da
sowohl Experimente in saurem als auch alkalischem Milieu gleiche Monomer-/Oligomer-
Verteilungen ergaben. Die Riickfaltung im Bereich des isoelektrischen Punktes (pI) von
PTMP1 (5,9) resultierte hingegen in verstirkter, jedoch interessanterweise nicht quantitativer
Aggregation des Proteins. Ein hoherer Monomeranteil wurde bei der Riickfaltung in Anwe-
senheit von Reduktionsmitteln beobachtet, weswegen in der Folge ein reduzierendes Milieu
stets bis zur vollstandigen Entfernung des Denaturierungsmittels aufrechterhalten wurde. Die
Anwesenheit von Oxidationsmitteln oder Redoxsystemen (z. B. reduziertes und oxidiertes
Glutathion in molarem Verhiltnis von 1:1, 3:1 oder 5:1) wirkte sich dagegen generell kontra-
produktiv auf die Monomerausbeuten aus. Grundsétzlich zeigte sich ein starker Einfluss der
Proteinkonzentration auf den Oligomeranteil, weswegen priparative Riickfaltungen stets bei
moglichst niedrigen Konzentrationen durchgefiihrt wurden. Die Verteilung der beiden mono-
meren Isoformen M1 und M2 erwies sich dagegen als unabhédngig von der Proteinkonzentra-

tion.

Durch Fraktionierung wurden die einzelnen monomeren und oligomeren Formen der Proteine
isoliert und nach Gefriertrocknung und Resolubilisierung per analytischer GPC mit Detektion
der Molekulargewichte (mittels statischer Lichtstreuung, MALS) analysiert. Auch nach
mehrwochiger Inkubation niedrigkonzentrierter Proteinlosungen (~ 1 mg/mL) auf Eis zeigten
die einzelnen Chromatogramme keine signifikanten Verdnderungen, sodass ein Gleichgewicht
zwischen Monomer und oligomeren Formen bzw. die quantitative Umwandlung zwischen
diesen Formen ausgeschlossen werden kann. Bei Konzentrationen von ca. 3 mg/mL konnte in
diesem Zeitraum dagegen eine tendenziell verstirkte Bildung oligomerer Formen beobachtet
werden, die bei hoheren Konzentrationen (~ 8-10 mg/mL) und Temperaturen (RT) in irrever-
sibler Aggregation von PTMP1 resultierte. Diese verlief dabei jedoch iibergangslos ohne sig-
nifikante Bildung dimerer oder trimerer Formen. Ergdnzend dazu zeigte sich, dass oligomere
PTMP1-Formen sich durch Denaturierung und erneute Riickfaltung in Anwesenheit eines

Reduktionsmittels nur bedingt bzw. nicht quantitativ in monomeres Protein {iberfiihren lieBen.
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3.4.1.2 Analyse monomerer Proteine mittels GPC-MALS

Die beiden isolierten monomeren Formen der Volllingenproteine PTMP1, C244S/C440S
erwiesen sich auch nach der Gefriertrocknung und Resolubilisierung als stabil, wohingegen

Isomer M1 der cysteinfreien PTMP1-Variante (NoCys) grofitenteils in M2 umgewandelt wor-

den war (sieche Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-16 GPC-MALS-Analysen isolierter monomerer PTMP1-Varianten

Chromatogramme analytischer GPC mit anschlieBender MALS-Detektion. Monomere Formen (M1, M2) von
PTMP1 (A), der Cys—=>Ser-Mutanten C244S/C440S (B) und NoCys (C) sowie die Deletionsmutante ANAC,
die isolierten VWA-Doménen von PTMP1 (A1, A2) und eine 1:1-Mischung von Al und A2 (D). Die Proteine
wurden in GPC-Puffer resolubilisiert und mittels Superdex 200 10/300 GL-Séule analysiert.
Linke Achse: UV-Absorption bei 280 nm (Linien), normiert auf das jeweilige Signalmaximum; rechte Achse:
aus der statischen Lichtstreuung berechnetes Molekulargewicht (Punkte)

Analog dazu lagen die beiden isolierten VWA-Doménen von PTMP1 (A1, A2) und die Dele-
tionsmutante ANAC ebenfalls in monomerer Form vor. Analysen einer 1:1 (mol/mol)-
Mischung der beiden isolierten Dominen zeigten keine heterodimere Interaktion (Pendant zur
ANAC-Mutante, jedoch ohne kovalente Verbindung) an, weder unmittelbar nach dem Ldsen
der gefriergetrockneten Proteine (Abbildung 3-16 D) noch nach 14-tégiger Inkubation auf Eis.

Alle Proteine mit Ausnahme der isolierten VWA-Doméne A1 zeigten zudem einen geringen
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Dimer-Anteil, der auf unvollstdndige Trennung bei der préparativen GPC zuriickgefiihrt wer-

den kann.

Der Vergleich der Chromatogramme der Vollldngenproteine zeigt fiir die jeweiligen M2-
Isomere nahezu identisches hydrodynamisches Laufverhalten (Abbildung 3-17). Die jeweili-
gen M1-Isomere unterscheiden sich dagegen signifikant, wobei die Isoform M1 von PTMP1,
welche sechs Cysteine enthilt, die langste Verweilzeit in der Sdule aufwies und somit den

geringsten hydrodynamischen Radius besitzt.
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Die Losungen der einzelnen monomeren Proteine (1 mg/mL) wurden fiir mehrere Wochen auf
Eis inkubiert, um eine eventuelle Umwandlung bzw. Gleichgewichte zwischen den Formen zu

analysieren. Abbildung 3-18 zeigt die Verteilungen der beiden monomeren Isoformen direkt

nach dem Ldsen und nach 14-tdgiger Inkubation.
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Abbildung 3-18 GPC-Analysen monomerer Isoformen

Chromatogramme analytischer GPC monomerer Formen (M1, M2) von PTMP1 (A) und der Cys—>Ser-
Mutanten C244S/C440S (B) vor (d0) und nach Inkubation fiir 14 Tage (d14) in GPC-Puffer. Verwendet

wurde eine Superdex 200 10/300 GL-Séule, gezeigt ist die UV-Absorption bei 280 nm, normiert auf das
jeweilige Signalmaximum.
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PTMP1 wies hierbei eine minimale Tendenz zur Umwandlung von M2 in die etwas kompak-
tere Isoform M1 auf, wogegen die Umwandlung von M1 nach M2 nicht beobachtet wurde.

Fiir die Mutante C244S/C440S scheinen dagegen beide Isoformen weitestgehend stabil zu

sein.

Zur Analyse eines potenziellen Einflusses intramolekularer Disulfidbriicken auf die beobach-
tete Umwandlung von Isoform M2 in M1 wurden M2-Ldsungen in Anwesenheit von Gluta-
thion inkubiert. Dazu wurden die Proben mit 2 mM reduziertem Glutathion (GSH), 1 mM
oxidiertem Glutathion (GSSG) oder einer 2:1 (mol/mol)-Mischung von GSH/GSSG versetzt.
Nach viertdgiger Inkubation auf Eis erfolgte die Dialyse der Proben iiber mehrere Tage, um
Glutathion restlos zu entfernen und eine vollstindige Disulfidverbriickung zu erreichen, was

durch DTNB-Spaltung (Ellmans Assay) bestétigt werden konnte.
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Abbildung 3-19 GPC-Analysen monomerer Isoformen nach Behandlung mit Glutathion

Chromatogramme analytischer GPC (Superdex 200 10/300 GL-Sdule, UV-Absorption bei 280 nm,
normiert auf das jeweilige Signalmaximum). Analysiert wurden monomere Isoformen (M1, M2) von
PTMP1 (A) und der Cys—>Ser-Mutante C244S/C440S (B) nach Inkubation in GPC-Puffer ohne und mit
Zusétzen von reduziertem bzw. oxidiertem Glutathion und anschlieBender Dialyse.

Anders als bei Proteinlosungen, welche in abgeschlossenen Reaktionsgefdflen inkubiert wor-
den waren (Abbildung 3-18), zeigte sich bei den dialysierten Proben ohne Zusatz von Reduk-
tionsmittel eine klare Verschiebung von Isoform M2 zu M1 bzw. die Einstellung eines
Gleichgewichts beider Isoformen. Die Anwesenheit von Reduktionsmitteln (GSH) wirkte sich
dabei positiv auf die Bildung der kompakteren Isoform M1 aus, wohingegen sich die Anwe-
senheit eines Oxidationsmittels (GSSG) oder eines Redoxsystems (GSH/GSSG) als kontra-

produktiv erwies. Analog zu den vorigen Ergebnissen zeigten sich auch diese Effekte fiir die
Mutante C244S/C440S nur marginal.
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3.4.1.3 Bestimmung freier Sulthydrylgruppen

Da sich fiir die Riickfaltung von PTMP1 eine eindeutige Abhdngigkeit der Bildung oder Um-
wandlung verschiedener monomerer Formen von Cysteinresten bzw. intramolekularen Disul-
fidbriicken in den Proteine zeigte, wurden freie Sulthydryl-(SH)-gruppen in den Proteinen zu

bestimmten Zeiten (Inkubation auf Eis) mittels DTNB-Spaltung (Ellmans Assay) detektiert.

Tabelle 3-5 Bestimmung freier Sulfhydrylgruppen (SH)

Protein Anzahl SH/Protein SH/Protein SH/Protein
Cysteinreste Tag 0 Tag 1 Tag 14

PTMP1 (M1) 6 1,5 0,8 0
PTMP1 (M2) 6 2,0 1,4 0
C244S/C440S (M1) 4 1,8 0,4 0
C244S/C440S (M2) 4 2,2 1,3 0
NoCys 0 0

Al 2 1,0 0,5 0

A2 2 0,6 0,3 0

Fiir alle Proteine zeigte sich eine zeitabhdngige Abnahme durchschnittlicher freier SH-
Gruppen pro Proteinmolekiil mit vollstandiger Oxidation bzw. Disulfidverbriickung spétes-
tens nach 14 Tagen. Um ggf. im Inneren der Proteine verborgene freie Cysteine zu detektie-
ren, wurden die Analysen in Anwesenheit von ~7 M Guanidiniumhydrochlorid (GdmCI) wie-
derholt, wobei die erhaltenen Werte den zuvor bestimmten entsprachen. Interessanterweise
zeigt der Vergleich von PTMP1 und der Mutante C244S/C440S, dass die beiden Cysteine
C244 und C440 bei der Bildung der entsprechenden intramolekularen Disulfidbriicken keine

entscheidende Rolle zu spielen scheinen.

3.4.1.4 Massenspektrometrische Analyse der Disulfidverbriickung von Isoform M2

Alle bisherigen Daten deuten auf eine unterschiedliche Disulfidverbriickung der beiden mo-
nomeren Isoformen von PTMP1 hin. Wihrend die Lokalisierung der Disulfidbriicken fiir Iso-
form M1 mittels Rontgenkristallographie eindeutig geklart werden konnte (s. u.), gelang dies
fiir Isoform M2 aufgrund fehlgeschlagener Kristallisation nicht. Aus diesem Grund wurde die
Disulfidverbriickung dieser Isoform massenspektrometrisch untersucht. Um die in frisch ge-
16sten Proteinen mittels DTNB-Spaltung detektierten freien Cysteine eindeutig zu identifizie-
ren, wurden diese zundchst mit 5-[2-(2-Iodacetamido)ethylamino]-naphthalen-1-sulfonsdure
(IAEDANS) markiert. Diese Modifikation resultiert in einer VergroBBerung des Molekularge-

wichts der entsprechenden Reste um 306,35 Da. Als Kontrollen dienten Proben, die nicht mit
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IAEDANS versetzt, ansonsten jedoch gleich behandelt wurden. Ferner erfolgte die Analyse
nichtreduzierter Proben, um disulfidverbriickte Peptide direkt zu detektieren. Die Proteine
wurden mit Trypsin (Tryp), Chymotrypsin (Chy), Asp-N und Glu-C proteolytisch gespalten,
wobei Asp-N und Glu-C in der Lage sind, die benachbarten Cysteine im mittleren Teil der
PTMP1-Sequenz voneinander zu trennen (siche Abbildung 3-13 A). Die resultierenden Pepti-
de wurden mittels MALDI-TOF und LC-ESI-MS massenspektrometrisch untersucht, wobei
fiir alle verwendeten Proteasen jeweils eine hohe Sequenzabdeckung detektierter Peptide er-
reicht werden konnte. Interessanterweise lieBen sich dabei nur reduzierte bzw. markierte cys-
teinenthaltende Peptide detektieren, wohingegen disulfidverbriickte Peptide nicht detektiert
werden konnten. Ferner konnten nur fiir Trypsin-, Chymotrypsin- und Asp-N-verdaute Prote-
ine cysteinenthaltende Peptide identifiziert werden, wihrend entsprechende Peptide aus Glu-
C-verdauten Proteinen, u. a. bedingt durch eine unvorteilhafte Verteilung der Spaltstellen in

der PTMP1-Sequenz, nicht nachweisbar waren.

Cystein C49

Fiir das am aminoterminalen Ende der Doméne Al gelegene C49 konnte mittels MALDI-
TOF-MS fiir beide analysierten Proteine (PTMP1 und C244S/C440S) eine schwache, wenig
signifikante IAEDANS-Markierung nachgewiesen werden (Abbildung 3-20). Da zeitgleich
mittels LC-ESI-MS mit hoher Signifikanz und Héufigkeit ausschlieBlich nicht markiertes C49

detektiert wurde, scheint C49 iiberwiegend in disulfidverbriickter Form vorzuliegen.
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Abbildung 3-20 MALDI-TOF-massenspektrometrische Detektion von C49

MALDI-TOF-Massenspektren Trypsin-verdauter Proteine mit und ohne vorhergehende Markierung freier
Cysteine mit IAEDANS. (A) PTMP1. (B) C244S/C440S. Die Positionen der entsprechenden Peptide
(z=1) sind mit Pfeilen markiert.
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Cysteine C241, C244 und C248

Fiir die im mittleren Teil der PTMP1-Sequenz in unmittelbarer Nachbarschaft gelegenen Cys-
teine C241, C244 und C248 wurde fiir PTMP1 mit beiden massenspektrometrischen Metho-
den eine einfache IAEDANS-Markierung nachgewiesen. Gleichzeitig konnte weder ein zwei-
noch ein dreifach markiertes Peptid detektiert werden, was die Beteiligung dieser Reste an
Disulfidbriicken indiziert. Da fiir die Mutante C244S/C440 das entsprechende Peptid keine
Markierung aufwies (Abbildung 3-21), ldsst sich die detektierte freie SH-Gruppe im Wild-
typprotein dem Cysteinrest C244 zuordnen. Ferner ist aufgrund der unmittelbaren Nachbar-
schaft von C241 und C248 eine Disulfidbriicke zwischen diesen beiden Resten wahrschein-

lich.
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Abbildung 3-21 MALDI-TOF-massenspektrometrische Detektion von C241, C244 und C248

MALDI-TOF-Massenspektren Trypsin-verdauter Proteine mit und ohne vorhergehende Markierung freier
Cysteine mit IAEDANS. (A) PTMP1. (B) C244S/C440S. Die Positionen der entsprechenden Peptide (z=1)
sind mit Pfeilen markiert (@: Kennzeichnung fehlender Peptide).
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Cysteine C437 und C440

Die am carboxyterminalen Ende gelegenen Cysteine C437 und C440 wurden sowohl in freier
und einfach markierter Form (PTMP1 und C244S/C440S) als auch doppelt markiert (PTMP1)
eindeutig nachgewiesen. Dabei zeigte sich eine eindeutige Tendenz zur vollstindigen Markie-
rung der Cysteine. Abbildung 3-22 zeigt exemplarisch die MALDI-TOF-MS-Analyse Asp-N-

verdauter Proteine.
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Abbildung 3-22 MALDI-TOF-massenspektrometrische Detektion von C437 und C440

MALDI-TOF-Massenspektren Asp-N-verdauter Proteine mit und ohne vorhergehende Markierung freier
Cysteine mit IAEDANS. (A) PTMPI1. (B) C244S/C440S. Die Positionen der entsprechenden Peptide (z=1)
sind mit Pfeilen markiert. Zur besseren Ubersicht wurden Achsenunterbrechungen in den Abszissen einge-
fiihrt.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen von Isoform M2 zeigen somit, dass die mittels
Ellmans Assay detektieren freien SH-Gruppen (durchschnittlich ~2 SH/Proteinmolekiil) in
erster Linie den Cysteinen C437 und C440 zugeordnet werden kdnnen. Weitere wesentlich
geringere Beitrdge liefern demnach auch C244 und ggf. C49. Das hauptsidchliche Unterschei-
dungsmerkmal der beiden monomeren Isoformen M1 und M2 stellt in diesem Fall jedoch die

in M2 detektierten Disulfidbriicke zwischen C241 und C249 dar, die in M1 nicht vorliegt.
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3.4.2 Strukturbestimmung von PTMP1

3.4.2.1 Kristallisation

Um die rdumliche Struktur von PTMP1 zu analysieren, wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
Melanie Gertz, Lehrstuhl fiir Biochemie (Prof. Dr. Clemens Steegborn), Universitit Bayreuth,
kristallographische Dampfdiffusionsexperimente mit PTMP1, der Deletionsmutante ANAC
sowie den isolierten VWA-Dominen Al und A2 durchgefiihrt. Zunichst wurde mittels eines
Loslichkeitstests ein geeigneter Konzentrationsbereich von 7,5-8 mg/mL fiir Kristallisations-
ansédtze ermittelt. Um eine Vielzahl von Kristallisationsbedingungen zu testen, erfolgten
Screens mit kommerziell erhiltlichen Kristallisationslosungen (JCSGceore Suites I-1V, 4x96
Bedingungen, Qiagen) bei 20 °C. Dabei zeigte sich unter einer der getesteten Bedingung fiir
PTMP1 (Isoform M1) ein einzelner kompakter Kristall, fiir die Deletionsmutante ANAC unter
drei Bedingungen die Bildung stern- bzw. spharolithformiger Kristalle (Tabelle 3-6). Fiir die
isolierten VWA-Doménen (A1 und A2) wurden dagegen keine Proteinkristalle detektiert.

Um die detektierten Kristalle zu reproduzieren und zu optimieren, wurden weitere Kristallisa-
tions- bzw. Verfeinerungsexperimente durchgefiihrt. Die Bedingung der sphérolithartigen
Kristallform 3 von ANAC wurde dabei in einem Additivscreening verfeinert, der jedoch er-
neut ausschlieBlich schnell wachsende sphérolithformige Kristalle zeigte. Fiir die kompakte
Kristallform 1 von PTMP1 sowie die sternformige Kristallform 1 und die stibchen- bzw.
sphirolithférmige Kristallform 2 der Deletionsmutante ANAC wurden die Féallungsmittelkon-
zentration gegen die Konzentration des entsprechenden Salzes variiert. Parallel dazu erfolgte
die Variation der pH-Werte gegen die Féllungsmittelkonzentrationen. Die Ansétze erfolgten
jeweils in sitzenden und hingenden Tropfen. Wiahrend fiir die Deletionsmutante ANAC in den
sitzenden Tropfen ausschlieBlich die bereits beobachteten Kristallformen erhalten werden
konnten, zeigte sich fiir PTMP1 (Isoform M1) nach ca. acht Tagen die Bildung von bis zu

300-400 um groBen plattenformigen Kristallen unter nahezu allen getesteten Bedingungen.
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Tabelle 3-6 Ergebnisse der Kristallisationsversuche

Kristall-

Protein form Herkunft Bedingung Detektion Abbildung
PTMP1 1 JCSGcore 30 % (w/v) Tag 14
M1) Suite I PEG2000-MME
Pos. 81 0,2 M Ammoniumsulfat
0,1 M Natriumacetat
pH 4,6
PTMP1 2 Optimierung  27-32 % (w/v) Tag 8
M1) PEG2000-MME
0,2 M Ammoniumsulfat
0,1 M Natriumacetat
pH 4,6
ANAC 1 JCSGcore 20 % (w/v) PEG3350 Tag 1
Suite IV 0,2 M Zinkacetat
Pos. 69
ANAC 2 JCSGcore 10 % (w/v) PEG6000 Tag 2 i o -vg:.:-'
Suite II 1 M Lithiumchlorid g
Pos. 7 .. o 33
0,1 M Bicin pH9 - el
50 ym
I
ANAC 3 JCSGcore 40 % (v/v) PEG400 Tag 1 £ S -
Suite II 0,2 M Lithiumsulfat ‘ -
Pos. 14

0,1 M Tris/HCI pH 8,5

In hiangenden Tropfen konnte dagegen nur ein einziger Kristall der PTMP1-Isoform M1 de-

tektiert werden, welcher zudem erst nach ca. vier Wochen gebildet wurde. Analog dazu zeig-

ten Ansétze bei 4 °C ebenfalls nur minimale bzw. verzdgerte Kristallbildung. Versuche, die

zweite Isoform von PTMP1 (M2) analog zu M1 unter identischen Bedingungen zu kristalli-

sieren, scheiterten aufgrund vollstidndiger Préizipitation des Proteins.
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3.4.2.2 Datenaufnahme und Strukturlosung

Da die PTMP1-Kristalle fiir kristallographische Untersuchungen geeignet erschienen, wurden
an diesen Rontgenbeugungsmuster aufgenommen. Einzelne PTMP1-Kristalle der Form 2
wurden zuvor jeweils in magnesiumchlorid- bzw. zinkchloridhaltiger Cryo-Ldsung inkubiert.
Die Messungen erfolgten am BESSY II Elektronenspeicherring des Helmholtz-Zentrums Ber-
lin (Mueller ef al., 2012). Abbildung 3-23 zeigt exemplarische Diffraktionsaufnahmen eines
PTMP1-Kristalls (Kristallform 2). Dabei ist eine starke Anisotropie der Streuung iiber den
aufgenommenen phi-Winkel zu beobachten (siehe Abbildung 3-23), bedingt durch die plat-
tenformige Gestalt der Kristalle. Fiir die flache Kristallseite konnte eine gute Datenqualitét
erreicht werden, wohingegen sich nach 90 °-Rotation elongierte und verschmierte Reflexe
zeigten. Aus diesem Grund mussten einige Diffraktionsbilder zur Sicherung der Datenqualitét
vernachldssigt werden, was zu relativ hohen Rperge und Rpneas-Werten im Vergleich zur Kris-

tallform 1 fiihrt (siche Tabelle 3-7).

A : : B

e e,
Oo "l‘ LA 3 3 v ‘F'. . 900
Abbildung 3-23 Diffraktionsdaten von PTMP1-Kristallen

Rontgendiffraktion an einem Kristall von PTMP1 (Kristallform 2) bei einem phi-Winkel von (A) 0 °
und (B) 90 °. Die maximale Aufldsung betrug 1,95 A. Zur Detailansicht wurden jeweils Ausschnitte
vergrofert.

Anhand der erhaltenen Diffraktionsdaten wurden von Dr. Melanie Gertz die Strukturen von
PTMP1 in Kristallform 1, 2 sowie einem in Anwesenheit von Zinkchlorid inkubierten Kristall
gelost (M. H. Suhre, M. Gertz, C. Steegborn und T. Scheibel bzw. M. H. Suhre, T. Scheibel,
C. Steegborn und M. Gertz, Manuskripte eingereicht). Die Phasierung erfolgte durch moleku-

laren Ersatz, wobei fiir beide Doménen manuell separate Homologiemodelle gewéhlt wurden.
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Dabei diente die Struktur der I-Doméne von Integrin a2 (PDB 1AOX) zur Losung der
PTMPI1-Doméne Al, die der [-Doméne von Integrin a1l (PDB 1QCS5) zur Lésung der Doméne
A2. Die einzelnen Strukturmodelle wurden dann als Suchmodelle in einem weiteren moleku-
laren Ersatz eingesetzt, um die vollstindige Proteinstruktur zu erhalten. Zunichst wurde die
Struktur von PTMPI in Kiristallform 1 durch iterativen Modellbau unter Minimierung der
R-Faktoren (R, und Rpge.) gelost. AnschlieBend diente diese Struktur als Suchmodell zur
Losung der Struktur in Kristallform 2. In analoger Weise wurden die Datensitze fiir die
metallioneninkubierten Kristalle mit der Struktur der zweiten Kristallform ausgewertet. Dabei
zeigten sich fiir den magnesiumchloridinkubierten Kristall keine Anderungen zum nichtinku-
bierten. Fiir den Kristall, welcher mit Zinkchlorid inkubiert worden war, wies die Elektronen-
dichte deutliche Anderungen auf, die die Bindung von Zn*"-Ionen an PTMP1 anzeigten. Da
von diesem Kristall der Diffraktionsdatensatz an der Zinkkante aufgenommen worden war,
konnte das entsprechende anomale Signal fiir Zink im Bereich der beobachteten Dichteunter-
schiede zur Bestitigung einer Bindung von Zn*"-Ionen an PTMP1 herangezogen werden. Sta-
tistische Parameter der Datenprozessierung und Strukturlosung von PTMP1 in Kristallform 1

und 2 sowie im zinkchloridinkubierten Kristall sind in Tabelle 3-7 zusammengestellt.

Die Strukturmodelle zeigten insgesamt eine hohe Qualitét, indiziert durch die entsprechend
niedrigen R-Faktoren und nur geringe Abweichungen vom molekiilgeometrischen Optimum
(geringe mittlere Abweichungen der Bindungsldngen und -winkel) bzw. den optimalen Rama-
chandranwinkeln. Die beiden morphologisch unterschiedlichen Kristallformen von PTMP1
besitzen unterschiedliche Raumgruppen (monoklin innenzentriertes Kristallgitter (C2) in
Kristallform 1 sowie monoklin primitives Kristallgitter mit Schraubenachse (P2,) in Kristall-
form 2) und Zellkonstanten mit einem oder zwei PTMP1-Molekiilen pro asymmetrischer Ein-
heit. Da die Struktur von PTMP1 aus Kristallform 2 die bessere Auflosung lieferte (1,9 A),

wurde diese als Hauptstruktur definiert.
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Tabelle 3-7 Statistik der Datenprozessierung und Modellverfeinerung
Die jeweils in Klammern angegebenen Werte beziehen sich auf die duBerste Aufldsungsschale.
PTMP1 in PTMP1 in . PTMPI .
Kristallform 1 Kristallform 2 l;l::ll()clflli(t);ﬁ:t
Raumgruppe C2 P2, P2,
Konstanten der Einheitszelle
a/b/c(A) 116,5/44,5/859 62,0/623/122,6 61,5/63,1/1224
al/B/y(®) 90/105,9/90 90/102,2/90 90/101,8/90
Auflésung * (A) 56,0-2,45 55,3-1,95 43,6-1,9
(2,5-2,45) (2,0-1,95) (2,0-1,9)
unabhingige Reflexe 15438 (696) 63031 (4590) 72516 (10284)
Redundanz 4,1 (3,6) 2,0 (1,7) 4,1 (4,1)
<l/o> 13,3 (1,7) 5,0 (0,9) 11,0 (1,5)
Vollstandigkeit (%) 97,0 (74,6) 94,2 (93,0) 99,9 (99,9)
Rinerge (%) 10,0 (77,2) 16,7 (84,4) 9,6 (102,7)
Rineas© (%) 11,5 (90,8) 22,0 (118,3) 11,0 (118,2)
Auflésungsbereich fiir die Verfeinerung (A) 30,8 -2,45 39,0-1,95 43,6-19
Verwendete Reflexe 15437 63024 72507
Pr"tz’;sl?n‘l’f;‘ﬂ: [Awome ) 1/3419 2/6764 2/6903
Zn*"-lonen (asymmetrische Einheit) - - 4
Ldsungsmittelmolekiile (asym. Einheit) 23 22 46
Wassermolekiile (asymmetrische Einheit) 39 333 398
. 3,01
ﬁﬁi"gﬁﬁgﬁfﬁ:ﬂ% Da7)/ 232/47,0 238483 232/47.1
Mittlere qliadratische Abweichung der 0.01 0.01 0.01
Bindungslingen (A)
Mittlere qugdratische Abweichung der 0.8 1.0 11
Bindungswinkel (°) ’ ’ ’
Ramachandranverteilung . 95,6 /3,6/0,8 969/24/08  968/21/1,1
(bevorzugte/erlaubte/verbotene Region) (%) ’ ’ ’ ? ’ > ’ ’ ’
durchschnittlicher B-Faktor (A% 41,2 19,7 30,2
Finaler R-Faktor® / R (%) 20,5 /25,0 21,4/254 17,3 /20,8

?  Die Auflosungsgrenze wurde mittels des CC*-Wertes nach einem Modell von Karplus und Diederichs bestimmt (Karplus und Diederichs, 2012).

b _2(1={n)

Rme,.ge = T , wobei / die Intensitét einer einzelnen Messung bezeichnet und <I > den entsprechenden Durchschnittswert.

n 1 nh
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, wobei

die gemessene und

Z[h,i (Diederichs und Karplus, 1997).

F

cale

Rjee berechnet aus 5 % der gemessenen Reflexe, welche von der Verfeinerung ausgeschlossen wurden.
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3.4.2.3 Kristallstruktur von PTMP1

Analog zu den chromatographischen Daten liegt PTMP1 auch im Kristall in monomerer Form
vor, wobei auch die beiden PTMP1-Molekiile in der kristallinen Einheitszelle bzw. Molekiile

in benachbarten Einheitszellen nur geringe Kontakte zueinander aufweisen.

A
. C244-C440 B*
. ~ "L
[
C-Terminus
N-Terminus
ﬂ_ 90 ’
B

. ‘:: 50..,_.,._,,} R .
N-Terminus s C-Terminus

Abbildung 3-24 Kristallstruktur von PTMP1

Darstellung der Kristallstruktur von PTMP1 in (A) Frontansicht und (B) Ansicht von unten. Die Polypep-
tidkette ist als Cartoon illustriert und von blau (Aminoterminus) nach rot (Carboxyterminus) gefarbt. Nicht
aufgeloste Bereiche sind als gestrichelte Linien dargestellt. Die Sekundérstrukturelemente wurden analog zu
publizierten Strukturen nummeriert (siche Text), wobei die jeweiligen Elemente der Doméne A2 mit ,,**
gekennzeichnet sind. Die Disulfidbriicken von PTMP1 sind als Stidbchen dargestellt. Weiterfithrungen der
Polypeptidkette in Richtung Aminoterminus und Carboxyterminus sind angedeutet.
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Die Struktur des PTMP1-Monomers zeigt eine ,,Riicken-an-Riicken“~-Anordnung der beiden
VWA-Dominen, von denen jede eine kompakte Rossmann-Faltung mit einem innen liegen-
den B-Faltblatt, umgeben von a-Helices aufweist. Trotz der hohen Qualitidt der Elektronen-
dichtekarte konnten einige Aminosduren nicht aufgeldst werden. Diese Teile besitzen offen-
sichtlich eine hohe Flexibilitit und umfassen die jeweiligen amino- und carboxyterminalen
Expansionen von PTMP1 (S0-D45 bzw. G448-G453) sowie eine Schleife in der Doméne A2
(N351-E358), wobei die nicht aufgelosten Reste fiir die jeweiligen Strukturen leicht vonei-
nander abwichen. Die Sekundérstrukturelemente wurden analog zu den publizierten homolo-
gen Strukturen nummeriert (Emsley et al., 1997; Huizinga et al., 1997; Rich et al., 1999),
wobei die der Domidne A2 zur Unterscheidung mit einem Stern markiert wurden. Zwischen
Domine A1 und A2 befindet sich ein rigider Linker, bestehend aus zwei gegenldufigen Stréin-
gen, die ein antiparalleles B-Faltblatt mit elf Wasserstoffbriicken bilden. Zusétzliche Stabili-
sierungen liefern eine Disulfidbriicke zwischen C244 und C440 sowie zwei weitere Disulfid-
briicken, welche jeweils die Enden beider Doméinen miteinander verbinden (C49-C241 in

Doméne A1, C248-C437 in Doméne A2).

A2

'> C-Terminus

N-Terminus

Abbildung 3-25 Detailansicht des Doménenlinkers von PTMP1

Stabchendarstellung der beiden antiparallelen B-Faltblatt-Stringe des Doménen-Linkers von PTMPI1.
Disulfidbriicken sind gelb dargestellt, Wasserstoftbriicken als gestrichelte Linien mit Angabe der entspre-
chenden Distanzen in A. Weiterfiihrungen der Polypeptidkette Richtung Aminoterminus und Carboxy-
terminus sind angedeutet.

Abgesehen von diesem Linker weisen die beiden Doménen nur wenige weitere Kontakte auf,
die hauptsdchlich aus maximal fiinf potenziellen Wasserstoftbriicken zwischen Seitenketten

und Seitenketten bzw. Seitenketten und dem Peptidriickgrat bestehen (Q212-E413; K217-
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S411; K217-1407, -N408 oder -A410; H187-E414; T215-Y415), was dem gesamten Molekiil

eine relativ offene Gestalt verleiht.

Die Uberlagerung der PTMP1-Strukturen aus Kristallform 1 und 2 zeigt trotz ginzlich unter-
schiedlicher Kristallkontakte eine hohe Identitit beider Strukturen (RMSD=0,526 A), was
dem gesamten PTMP1-Molekiil bzw. der speziellen Anordnung seiner Doménen trotz fehlen-

der Interdoménenkontakte eine hohe Stabilitét attestiert.

A

Abbildung 3-26 Vergleich der Strukturen aus unterschiedlichen Kristallformen

Uberlagerung der beiden Strukturen von PTMP1 aus unterschiedlichen Kristallen (RMSD=0,526 A) in
(A) Riickansicht und (B) Ansicht von unten. Die Struktur aus Kristallform 1 ist grau dargestellt, die Struktur
aus Kristallform 2 blau, Disulfidbriicken zur Ubersicht gelb. Die jeweiligen Sekundirstrukturelemente sind
angegeben. Unterschiede der beiden Strukturen im Bereich der a6-Helix sind griin markiert, das in Kristall-
form 1 detektierte Acetyllysin rot.
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Signifikante Unterschiede der beiden Strukturen aus unterschiedlichen Kristallformen finden
sich demnach nicht in der Anordnung der Doménen, sondern lediglich in einer einzigen
a-Helix (a6), welche sich zwischen den Kristallformen um drei Aminosduren (F226-E228)
unterscheidet. Ferner besitzt das rekombinant in E. coli hergestellte PTMP1 ein acetyliertes
Lysin (K424), welches jedoch nur in Kristallform 1 detektiert werden konnte, da dieser Rest
hier durch entsprechende Kristallkontakte stabilisiert ist, die in Kristallform 2 fehlen. Analog
zur Kristallstruktur wurde dieses Acetyllysin auch mittels LC-ESI-MS detektiert.

Mit APBS wurde das Oberflichenpotenzial von PTMP1 berechnet. Die Molekiiloberfldche
zeigt Ladungscluster fiir beide Doménen und den Interdoménenbereich, wobei entsprechend
dem theoretischen isoelektrischen Punkt von PTMP1 (pI = 5,9) negative Ladungen iiberwie-
gen. Im Gegensatz dazu finden sich positive Ladungen eher homogen auf der Oberfliche ver-

teilt.

-5.0 kT /e +5.0

Abbildung 3-27 Oberflichenpotenzial von PTMP1

Molekulare Oberfliche von PTMP1 in (A) Frontansicht und (B) Riickansicht, eingeférbt
nach ihrem elektrostatischen Potenzial (rot: negatives Potenzial, blau: positives Potenzial)

Ein Sequenzalignment beider Doméinen von PTMP1 zeigt 46 % identische bzw. 60 % dhnli-
che Aminosiuren (Abbildung 3-28 A). Diese hohe Ahnlichkeit spiegelt sich auch in einer
hohen strukturellen Identitit wider, die sich bei Uberlagerung der Dominen (RMSD=0,588 A
in Kristallform 1, RMSD=0,721 A in Kristallform 2) zeigt (Abbildung 3-28 B, C). GroBere
Unterschiede zeigen sich lediglich in der al-f2-Schleife, welche in A1 drei Aminosduren
mehr umfasst (G84-N96) sowie der a3-B4-Schleife, die in der Doméne A2 nicht vollsténdig
aufgelost werden konnte (s. 0.). Ferner fiihrt die bereits erwdhnte Verkiirzung der a6-Helix

beider Kristallformen auch zu einem Unterschied zwischen den entsprechenden a6- und a6*-



132

Ergebnisse

Helices der jeweiligen Doménen in Kristallform 2, wohingegen diese in Kristallform 1 identi-

sche Langen besitzen.
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Abbildung 3-28 Vergleich der beiden Doménen von PTMP1

(A) Sequenzalignment der beiden VWA-Doménen (Al und A2) von PTMP1 mit schematischer Darstellung
der Sekundirstrukturen (a-Helices griin, B-Faltblitter gelb, Random Coil bzw. Schleifen spiralformig). Iden-
tische Positionen sind rot markiert, dhnliche Positionen blau. Die Aminosduren der beiden MIDAS-
Sequenzmotive sind eingerahmt. (B) Uberlagerung (RMSD=0,751 A) der Strukturen von A1l (griin) und A2
(blau). Disulfidbriicken sind als gelbe Stdbchen dargestellt. Die Position des MIDAS-Motivs ist angegeben,
die Position im Bereich der a6-Helix, an der sich die beiden Domidnen mafgeblich unterscheiden, durch
einen Pfeil markiert. (C) Ansicht der {iberlagerten Strukturen aus (B) von oben

A1 A2

Im zinkchloridinkubierten Kristall wurden pro asymmetrischer Einheit vier gebundene Zn*'-

Ionen detektiert, jeweils zwei pro PTMP1-Molekiil (siche Tabelle 3-7), wobei beide Binde-

stellen im Kristall nicht vollstindig besetzt waren. Die erste Bindestelle konnte im Bereich

des MIDAS-Motivs in der Doméne A1l detektiert werden (Besetzung ca. 70 %). Das Zn*"-Ton

liegt dabei in sechsfacher Koordination vor, unter direkter Beteiligung der Sauerstoffatome

von S62, S64 und D173. Die iibrigen Koordinationsstellen sind von Wassermolekiilen besetzt,
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von denen eines durch Koordination der Sauerstoffatome von D60 und T139 stabilisiert ist.
Die Bindungslingen zum Zn**-Ion betragen jeweils 2,1 A, wihrend die Abstinde vom Protein
zu den Wassermolekiilen 2,7 A betragen. Im Gegensatz zur Domine Al zeigte das MIDAS-
Motiv der Doméne A2 weder Elektronendichte noch ein anomales Signal fiir ein gebundenes
Zinkion. Die einzige Ubereinstimmung bildet eines der auch in Al detektierten Wassermole-
kiile, welches sich in einem Abstand von 2,6 A vom Sauerstoffatom des S261-Restes befin-
det. Die zweite Zinkbindestelle (Besetzung ca. 50 %) liegt im Bereich des Doménenlinkers,
wobei hier das Ion vierfach koordiniert vorliegt. Die Elektronenpaare stellen hier die beiden
Sauerstoffatome von D50 (Bindungslingen 2,0 und 2,2 A), ein Stickstoffatom von H445
(2,0 A) sowie ein Wassermolekiil (2,1 A). Da die beiden beteiligten Reste sich in den jeweils
gegenldufigen B-Faltblatt-Strange (Br, Po*) befinden, stabilisiert diese Metallbindung den

Doménenlinker zusétzlich.

A

413 P C-Terminus

*"44; N-Terminus

Abbildung 3-29 Metallbindestellen in PTMP1

Dargestellt sind vergroferte Ausschnitte der PTMP1-Struktur aus einem zinkchloridinkubierten Kristall. (A)
MIDAS-Motiv der Domine Al mit gebundenem Zn**-Ion. (B) MIDAS-Motiv der Domine A2 mit gebunde-
nem Wassermolekiil. Abweichungen von der Struktur der Al-Doméne sind durch Pfeile markiert. (C) Zn*'-
Bindung im Bereich des Doménenlinkers. Die metallkoordinierenden Seitenketten und Disulfidbriicken sind
als Stibchen dargestellt, Wassermolekiile rot. Die Zn*'-Ionen sind gelb dargestellt, die zugehorige Elektro-
nendichte grau (2F,-F.-Dichte, Konturlevel 2,0 c) bzw. violett (anomale Dichte, Konturlevel (A) 2,5 bzw.
(C) 1,0 o). Die entsprechenden Abstinde in A sind angegeben. Zur Orientierung wurden entsprechende
Sekundarstrukturelemente nummeriert.
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Trotz einer geringen Sequenzidentitdt von nur ca. 20-25 % besitzen die PTMP1-Dominen
eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu bekannten VWA-Dominen wie die I-Dominen der In-
tegrine oder die A-Dominen des Von-Willebrand-Faktors. Die Doméinen unterscheiden sich
dabei lediglich in den Langen der entsprechenden Sekundéarstrukturelemente, insbesondere im
carboxyterminalen Teil jeder Doméne. Einen weiteren signifikanten Unterschied zu diesen
Strukturen stellt ferner die kurze 00-Helix im Bereich der MIDAS-Motive dar, welche weder
die I-Doménen noch die A-Dominen des Von-Willebrand-Faktors besitzen und die in weite-
ren bekannten VWA-Strukturen bislang nur sporadisch beschrieben wurde. Abbildung 3-30
zeigt die Uberlagerung der Al1-Domine von PTMP1 mit den publizierten Strukturen der A3-
Domine des humanen Von-Willebrand-Faktors sowie den [-Doménen der Integrinunterein-

heiten al und 2. Ein entsprechender Sequenzvergleich ist in Abbildung 3-31 dargestellt.

PTMP1-A1 VWF-A3

Abbildung 3-30 Vergleich von PTMP1 mit publizierten homologen Strukturen

Uberlagerung der Strukturen von PTMP1 (Domine Al, griin) und der A3-Domine des humanen Von-
Willebrand-Faktors (PDB 1ATZ, rot, RMSD=1,418 A), der I-Domine der Integrinuntereinheit al (PDB
1QCS, orange, RMSD=0,769 A) oder der Integrinuntereinheit a2 (PDB 1AOX, gelb, RMSD=0,867 A). Die
Sekundairstrukturelemente sind nummeriert, wobei den {iiberlagerten Strukturen gemeinsame Elemente
schwarz, nur fiir einzelne Strukturen zutreffende Bezeichnungen in den jeweiligen Farben dargestellt sind.
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B1 a0 al B2
Al 49 CDVQADIIVLEDDSSSIQYDNKENYQMMKDEVKELVDSFTTVGVNGRNGSQFGVVOFSQG
A2 248 CAGHADIAFVEDASSSINANNPNNYQLMKNFMKDIVDRENKTGPD---GTQFAVVTEFADR
vWFA3 1686 CSQPLDVILLLDGSSSFP---ASYFDEMKSFAKAFISKANI-GPR---LTQVSVLOYGSI
al-T 167 CSTQLDIVIVLDGSNSIYP-——--— WDSVTAFLNDLLERMDI-GPK---QTOVGIVQYGEN
a2-1 169 CPSLIDVVVVCDESNSIYP————— WDAVKNFLEKFVQGLDI-GPT---KTOVGLIQYANN
R3 a2 o3 R4

Al 109 VKTAFPLNKFKTKEDIKKGIQDMVPRNGGQTEIGTGLKHVRENSEFSGAEGGGNPDKOKIV
A2 305 ATKQFGLKDYSSKADIKGAIDKVTPSIIGQTAIGDGLENARLEVEPNRNGGGREEVOKVVY
VWFA3 1739 TTIDVPWNVVPEKAHLLS-LVDVMQREGGPSQIGDALGFAVRYLTSEMHGARPGASKAVV
oal-I 218 VTHEFNLNKYSSTEEVLVAAKKIVQRGGRQTMTALGIDTARKEAFTEARGARRGV-KKVM
o2-1 220 PRVVENLNTYKTKEEMIVATSQTSQYGGDLTNTFGAIQYARKYAYSAASGGRRSA-TKVM

ol B5 (aC/ab) ab (a6) (aF)
Al 169 TLMTDGKSNAGAPPQHEAHKLKAEGVTVIATIGIGQGFVK-——————-— TELEQIATMKN-
A2 365 TLLTDGONNGHKSPEHESSLLRKEGVVIVAIGVGTGFLKK-—-—-——-——- SELTINIASSEE-
vWFA3 1798 ILVTDVSVDS---VDAAADAARSNRVTVEFPIGIGDRYD-—-—————-- AAQLRILAGPAGD
oal-I 277 VIVTDGESHDNHRLKKVIQDCEDENIQRFSIAILGSYNRGNLSTEKFVEEIKSIASEPTE
o2-1 279 VVVTDGESHDGSMLKAVIDQCNHDNILRFGIAVLGYLNRNALDTKNLIKETIKAIASIPTE

R6 ob (a7) (x7)

Al 219 -YVLTTNSFSELSTL----LKLVIDLAC
A2 415 -YVFTTSSFDKLSKI----MEDVVKLAC
vWFA3 1846 SNVVKLQRIEDLPTMV-TLGNSFLHKLC
ol-I 337 KHFFNVSDELALVTIVKTLGERIFALEA
o2-1 339 RYFENVSDEAALLEKAGTLGEQIFSIEG

Abbildung 3-31 Sequenzvergleich der VWA-Domiinen von PTMP1,
Von-Willebrand-Faktor und Integrinen

Alignment der beiden Doméinen von PTMP1 mit der Sequenz der A3-Doméne des humanen Von-Willebrand-
Faktors (UniProt P04275) und den I-Dominen der Integrinuntereinheiten al (UniProt P56199) und o2 (UniProt
P17301). Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt, wobei die Liicken beziiglich der Sekundérstruktu-
relemente manuell korrigiert wurden. Die entsprechenden Elemente sind griin (a- bzw. 3 p-Helices) bzw. rétlich
(B-Faltblatter) markiert. AusschlieBlich den Integrinen zugeordnete Nummerierungen sind in Klammern darge-
stellt, dabei sind nur die PTMP1 betreffenden Elemente fett gedruckt, die vVWF-A3-Doméne betreffende in nor-
maler, die Integrine betreffenden in kursiver Schreibweise.

3.4.3 Strukturelle Unterschiede monomerer PTMP1-Isoformen

Da die Struktur der monomeren Isoform M1 von PTMPI mittels Rontgenkristallographie
aufgeklirt werden konnte, die der Isoform M2 jedoch nicht, wurden vergleichende spektro-
skopische Analysen dieser beiden Proteine durchgefiihrt. Sowohl mittels CD- als auch
FT-IR-Spektroskopie lieBen sich Unterschiede in den jeweiligen Spektren beider monomeren

Isoformen detektieren.
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Abbildung 3-32 Strukturelle Unterschiede monomerer PTMP1-Isoformen

Sekundérstrukturanalysen der monomeren Isoformen M1 und M2. (A) Fern-UV-CD-Spektren der beiden
Isoformen. (B) Ausschnitt aus FT-IR-Absorptionsspektren der beiden Isoformen (Amid-I-Bande).
(C) Fourierselbstentfaltete Spektren. (D) Zweite Ableitung der FT-IR-Spektren aus (B). Die Zuordnungen
der Sekundérstrukturelemente zu den Signalen (Dong et al., 1990) sind angegeben (a: a-Helices; B: B-
Faltbldtter; RC: Random Coil; T: Schleifen/Turns). Signalverschiebungen zwischen Isoform M1 und M2
sind durch Pfeile angedeutet.

Das CD-Spektrum (Abbildung 3-32 A) zeigt fir M1 im Vergleich zu M2 eine Signal-
reduktion im Bereich von 208 nm welcher ein charakteristisches Minimum o-helikaler Struk-
turen darstellt. Eine Signalabnahme in diesem Bereich konnte somit einer Reduzierung des
a-helikalen Anteils in der Isoform M1 zugunsten anderer Sekundéarstrukturen (B-Faltblatter
bzw. Random Coil) entsprechen. Die Tatsache, dass die Signale im Bereich von 195 nm na-
hezu identisch sind, spricht in diesem Zusammenhang eher fiir einen erhdhten B-Faltblatt-
Anteil in M1 als einem hoheren Anteil an unstrukturierten Random Coil-Strukturen (welcher
eine signifikante Signalreduktion bei 195 nm zur Folge hitte). Vorhersagen der Sekun-
darstrukturen aus den CD-Spektren mittels verschiedener Algorithmen (CDNN, K2D3,
SELCON3, CONTIN, CDSSTR) zeigten mit hoher Konsistenz ebenfalls fiir die Isoform M1
einen signifikant erhohten (~2-3 %) Anteil an B-Faltblatt-Strukturen an. Dabei zeigten die mit
allen Algorithmen berechneten Sekundirstrukturverteilungen generell gute Ubereinstimmung
mit den aus der Kristallstruktur ermittelten Werten von 31,3 % o-Helices, 19,6 % p-Falt-
bléttern und 49,1 % Schleifen/Random Coil.
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Die FT-IR-Spektren der beiden monomeren Isoformen (insbesondere nach Fourierselbstent-
faltung bzw. Ableitung, Abbildung 3-32 C, D) weisen ebenfalls Unterschiede auf. Dabei be-
sitzt Isoform M2 ein geringeres bzw. verdndertes Signal von B-Faltblattanteilen gegeniiber
Isoform M1. Gleichzeitig zeigt die Uberlagerungsbande fiir a-Helices und Random Coil-
Anteile eine leichte Verschiebung zu einer niedrigeren Wellenzahl, was einen héheren Beitrag
von Random Coil-Anteil zu dieser Bande anzeigt. Analog dazu lieferte die Angleichung der
fourierselbstentfalteten Amid-I-Banden mit entsprechenden Gauf3verteilungen und die Quanti-
fizierung der entsprechenden Anteile aus den Kurvenintegralen fiir Isoform M2 einen geringe-
ren B-Faltblatt-Anteil als fiir Isoform M1.

Tabelle 3-8 Errechnete Sekundirstrukturanteile nach Fourierselbstentfaltung
der Amid-I-Banden monomerer PTMP1-Isoformen

Sekundérstrukturelement M1 M2

o-Helices/Random Coil 56,3 % 64,3 %
B-Faltblatter 30,5 % 23,2 %
Schleifen 13,2 % 12,5 %

3.4.4 Strukturelle Stabilitit von PTMP1

Zur Analyse der strukturellen Stabilitit von PTMP1 wurde die Entfaltung des Proteins und
seiner Varianten bei steigenden Temperaturen sowie in Anwesenheit unterschiedlicher Kon-
zentrationen des Denaturierungsmittels Guanidiniumhydrochlorid (GdmCl) mittels Fern-UV-

CD-Spektroskopie analysiert.

3.4.4.1 Thermische Stabilitat

Thermische Schmelzkurven wurden fiir die Proteine PTMP1, C244S/C440S, NoCys, ANAC
und die isolieren PTMP1-Doménen Al und A2 aufgezeichnet. Optional wurden Proteine,
welche Cysteine bzw. Disulfidbriicken enthielten, durch TCEP reduziert. Ferner erfolgten
Analysen sowohl im alkalischen (pH 8) als auch im sauren (pH 4) Milieu. Abbildung 3-33
zeigt die Spektren und Ubergiinge von PTMP1 in oxidierter Form bei pH 8.
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Abbildung 3-33 Analyse der thermischen Stabilitit von PTMP1 und den Varianten bei pH 8

(A) Fern-UV-CD-Spektren von PTMP1, C244S/C440S und NoCys vor (glatte Linien) und nach (gestri-
chelte Linien) dem Erhitzen auf 95 °C. (B) Thermoiiberginge von PTMP1, C244S/C440S und NoCys,
dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Aufheizen, Dreiecke: Abkiihlen. (C) Fern-UV-CD-
Spektren von Al, A2 und ANAC vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien) nach dem Erhitzen auf
95 °C. (D) Thermoiiberginge von Al, A2 und ANAC, dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm.
Punkte: Aufheizen, Dreiecke: Abkiihlen. Alle Experimente wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer,
pH 8, durchgefiihrt.

Unter alkalischen Bedingungen (pH 8) wies PTMP1 generell eine hohe Stabilitdt gegentiber
thermischer Denaturierung auf, da in den entsprechenden Ubergingen bzw. Fern-UV-CD-
Spektren vor und nach dem Erhitzen nur marginale Anderungen detektiert werden konnten
(Abbildung 3-33 A, B). Dariiber hinaus zeigte PTMP1 unter diesen Bedingungen auch beim
mehrfachem Erhitzen sowie bei Inkubation fiir mehrere Stunden bei hohen Temperaturen
(>95 °C) keine Aggregation bzw. Entfaltung. Chromatographische Analysen erhitzter
PTMP1-Losungen mittels GPC zeigten ferner keinerlei Bildung oligomerer PTMP1-Formen
oder andere Verdnderungen im chromatographischen Laufverhalten des Proteins an. Der Ein-
fluss von Disulfidbriicken auf die beobachtete thermische Stabilitit wurde mittels der
PTMP1-Varianten mit Cystein-zu-Serin-Austauschen (C244S/C440S bzw. NoCys) sowie
durch Reduktion der entsprechenden Proteine durch Zugabe von 1 mM TCEP analysiert.
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Auch hier zeigten die entsprechenden Uberginge keine Entfaltung der Proteine (Abbildung
3-34).
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Abbildung 3-34 Analyse der thermischen Stabilitit von PTMP1 und den Varianten
im reduzierten Zustand bei pH 8

(A) Fern-UV-CD-Spektren von PTMP1 und C244S/C440S vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien)
nach dem Erhitzen auf 95 °C. (B) Thermoiibergéinge von PTMP1 und C244S/C440S, dargestellt durch
das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Aufheizen, Dreiecke: Abkiihlen. (C) Fern-UV-CD-Spektren von Al,
A2 und ANAC vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien) nach dem Erhitzen auf 95 °C. (D) Thermo-
iiberginge von Al, A2 und ANAC, dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Autheizen,
Dreiecke: Abkiihlen. Alle Experimente wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8, in Anwesenheit
von 1 mM TCEP durchgefiihrt.

Neben der strukturellen Stabilitét im alkalischen Milieu wurde diese auch bei pH 4 getestet.
Unter diesen Bedingungen zeigten sich disulfidverbriickte Proteine (PTMP1 und
(C244S/C440S) thermisch stabil (Abbildung 3-35), wohingegen Proteine ohne Disulfidbrii-
cken (reduzierte Protein und die NoCys-Variante) irreversibel und iibergangslos (ohne signi-

fikante Entfaltung der Sekundérstrukturelemente) aggregierten (Abbildung 3-36).
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Abbildung 3-35 Analyse der thermischen Stabilitit von PTMP1 und den Varianten bei pH 4

(A) Fern-UV-CD-Spektren von PTMP1, C244S/C440S und NoCys vor (glatte Linien) und (gestrichelte
Linien) nach dem Erhitzen auf 95 °C. (B) Thermoiiberginge von PTMP1, C244S/C440S und NoClys,
dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Autheizen, Dreiecke: Abkiihlen. (C) Fern-UV-CD-
Spektren von Al, A2 und ANAC vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien) nach dem Erhitzen auf
95 °C. (D) Thermoiibergédnge von Al, A2 und ANAC, dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm. Punk-
te: Aufheizen, Dreiecke: Abkiihlen. Alle Experimente wurden in 10 mM Natriumacetatpuffer, pH 4,
durchgefiihrt.

Die Deletionsmutante ANAC zeigte sich analog zu den Vollldngenproteinen im alkalischen
Milieu stabil, wohingegen sie bei pH 4 sowohl im oxidierten (Abbildung 3-35) als auch redu-
zierten Zustand (Abbildung 3-36) irreversibel aggregierte.
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Abbildung 3-36 Analyse der thermischen Stabilitit von PTMP1 und den Varianten
im reduzierten Zustand bei pH 4

(A) Fern-UV-CD-Spektren von PTMP1 und C244S/C440S vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien)
nach dem Erhitzen auf 95 °C. (B) Thermoiibergédnge von PTMP1 und C244S/C440S, dargestellt durch
das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Aufheizen, Dreiecke: Abkiihlen. (C) Fern-UV-CD-Spektren von Al,
A2 und ANAC vor (glatte Linien) und (gestrichelte Linien) nach dem Erhitzen auf 95 °C. (D) Thermo-
iiberginge von Al, A2 und ANAC, dargestellt durch das CD-Signal bei 222 nm. Punkte: Autheizen,
Dreiecke: Abkiihlen. Alle Experimente wurden in 10 mM Natriumacetatpuffer, pH 4, in Anwesenheit von
I mM TCEP durchgefiihrt.

Anders als PTMP1-Varianten mit beiden Doméinen (PTMP1, C244S/C440S, NoCys, ANAC)
erwiesen sich die isolierten VWA-Doménen Al und A2 thermisch generell wesentlich weni-
ger stabil. Unter allen getesteten Bedingungen zeigten diese Proteine beim Erhitzen unspezifi-
sche Aggregation. Wihrend A2 stets vollstindig aggregierte, bildeten sich fiir A1 beim Ab-
kiihlen ein Teil der Sekundirstrukturelemente zuriick (Abbildung 3-33 C, D). Analog zu den
analysierten Zweidominenproteinen erwiesen sich auch Al und A2 im alkalischen Milieu
stabiler als im sauren (Abbildung 3-35, Abbildung 3-36). Ebenso zeigte sich auch fiir die iso-
lierten Doménen ein Einfluss der jeweiligen Disulfidbriicke auf die thermische Entfaltung, da
die Proteine im reduzierten Zustand bei niedrigeren Temperaturen aggregierten (Abbildung
3-34, Abbildung 3-36). Tabelle 3-9 fasst die Ergebnisse der thermischen Stabilitdtsanalysen

zusammen.
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Tabelle 3-9 Thermische Stabilitit von PTMP1 und der Varianten
(griine Haken: Protein stabil in Losung ohne Verdnderung des CD-Spektrums beim Erhitzen;
rote Kreuze: Aggregation des Proteins; Kreis: teilweise Riickfaltung beim Abkiihlen)

Protein pH S pH 4
oxidiert reduziert oxidiert reduziert

PTMP1 v v v X
C2448/C440S v W Vv X
NoClys ‘/ X

ANAC v v X X
Al @) X X X
A2 X X X X

Neben den beschriebenen Parametern wurde auch der Einfluss der Ionenstirke auf die thermi-
sche Stabilitdt der Proteine getestet, wobei sich in einem Bereich von 0-500 mM Natrium-
chlorid keine Anderungen in den CD-Spektren bzw. Thermoiibergiingen detektiert werden
konnten. Stattdessen zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Proteinkonzentration auf die
Stabilitdt der Proteine. Wédhrend alle Proteine bei niedrigen Proteinkonzentrationen
(0,2 mg/mL) und pH 8 eine hohe Stabilitit aufwiesen (s. 0.), zeigten diese in hoher kon-
zentrierten Losungen (~10 mg/mL) schon bei Raumtemperatur eine Tendenz zu unspezifi-
scher Aggregation. Bei Inkubation unter niedrigen Temperaturen (4 °C oder auf Eis) erwiesen

sich jedoch auch konzentrierte Losungen iiber mehrere Wochen als stabil.

3.4.4.2 Denaturierung mit Guanidiniumhydrochlorid

Zur Analyse der strukturelle Stabilitdit von PTMP1 gegeniiber chemischer Denaturierung
wurden Proteinlosungen von PTMP1, C244S/C440S, NoCys und der isolierten Doménen Al
und A2 in Anwesenheit unterschiedlichen Konzentrationen GdmCl inkubiert, Fern-UV-
Spektren aufgezeichnet und die CD-Signale bei 222 nm ausgewertet. Die Inkubation der Pro-
ben erfolgte stets liber Nacht, um ein vollstdndiges Einstellen eines Entfaltungsgleichgewichts

zu gewihrleisten.

Fiir PTMP1 zeigte sich ein dreistufiger Entfaltungsiibergang mit einem leichten Plateau bei
~1 M GdmCl, welches einem Entfaltungsintermediat zugeordnet wurde (Abbildung 3-37 A).
Der erste Ubergang (Nativ-Intermediat, N->I, Ubergangsmittelpunkt 0,6 M GdmCl) be-
schriankt sich dabei auf einen relativ engen Konzentrationsbereich, wohingegen der zweite
(Intermediat-Denaturiert, 1D, Ubergangsmittelpunkt 3,3 M GdmCl) sich wesentlich ausge-

préagter darstellt. Mittels linearer Extrapolation wurde die konformationelle Stabilitéit von na-
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tivem PTMP1 (AGy = 4,9 kJ/mol) sowie des Entfaltungsintermediates (AGy = 16,1 kJ/mol)
bestimmt (siche Abbildung 3-37 E und Tabelle 3-10).
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Abbildung 3-37 Analyse der Stabilitit von PTMP1 gegeniiber Guanidiniumhydrochlorid

(A) GdmCl-Uberginge von PTMP1, C244S/C440S und NoCys (jeweils 0,2 mg/mL in 10 mM Natriumphos-
phatpuffer pH 8). Dargestellt ist das normierte Fern-UV-CD-Signal bei 222 nm. N: nativer Zustand, I: Entfal-
tungs-Intermediat, D: denaturierter Zustand. (B) GdmCl-Uberginge der isolierten Dominen Al und A2
(0,2 mg/mL in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 8) in Ab- und Anwesenheit von 1 mM TCEP. (C) Normierte
Fern-UV-CD-Signale von PTMP1, C244S/C440S und NoCys bei niedrigen GdmCl-Konzentrationen. (D) Nor-
mierte Fern-UV-CD-Signale von Al und A2 in Ab- und Anwesenheit von 1 mM TCEP bei niedrigen GdmCl-
Konzentrationen. (E) Bestimmung der konformationellen Stabilitit von PTMP1, C244S/C440S und NoClys.
Aufgetragen wurde die freie Enthalpie der jeweiligen Messpunkte in den Ubergangsbereichen der Entfaltungs-
kurven sowie die extrapolierten Regressionsgeraden. (F) Bestimmung der konformationellen Stabilitét der iso-
lierten Doménen A1 und A2 im oxidierten und reduzierten Zustand (analog zu E)
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Um den Einfluss der Disulfidbriicke im Doménenlinker zu testen, wurden analoge Messungen
mit der Mutante C244S/C440S durchgefiihrt, wobei sich der erhaltenen Entfaltungsiibergang
nicht vom Wildtypprotein unterscheidet (siche Abbildung 3-37 A, E und Tabelle 3-10). Da-
gegen wirkt sich die zusétzliche Entfernung der beiden domdnenverbindenden Disulfidbrii-
cken signifikant auf die Stabilitit des Proteins aus, da die vollstdndig cysteindefiziente Mu-
tante NoCys bei niedrigeren GdmCl-Konzentrationen entfaltet (Ubergangsmittelpunkt I>D
bei 2,2 M GdmCl). Fiir diese Mutante zeigte sich ferner der native Zustand und das Entfal-
tungsintermediat nur marginal, weswegen die konformationelle Stabilitiit fiir den Ubergang
N->1 nicht bestimmt werden konnte. Stattdessen zeigte NoCys bei geringen GdmCl-
Konzentrationen (50-250 mM) eine Tendenz zur irreversiblen Aggregation (siche Abbildung
3-37 C) wohingegen das Protein bei Konzentrationen iiber 300 mM GdmCl erneut mit dem
Wildtypprotein vergleichbare CD-Signale aufwies. Die berechnete konformationelle Stabilitét
der NoCys-Variante liegt trotz fritherer Entfaltung in einem dhnlichen Bereich wie die von

PTMP1 (vgl. Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10 Konformationelle Stabilitit von PTMP1 und der Varianten

Ubergang N->1 Ubergang I>D

Protein AG, m GdmCl, AG, m_ [GdmCl],

(kJ mol™) (kJ mol” M™) M) (kJ mol™) (kJ mol” M™) (M)
PTMP1 49410 82+ 15 0.6 16,1407  49+02 33
C244S/C440S 4,6+0,9 92+1,1 0,5 16,4+ 1,4 45+04 3,7
NoClys n. b. 16,0 + 0,8 7,3+0,3 2,2
Al 172421  226+24 0.8 22409 81403 2.8
Al reduziert 8,3+0,6 16,8 + 1,0 0,5 220+0,4 11,9+0,2 1,9
A2 11,0+ 1,2 154+1,4 0,7 18,4+ 1,0 8,0£0,4 2,3
A2 reduziert 7,709 18,0+2,2 0,4 18,0+ 0,6 11,1+0,3 1,6

Um die Beitréige der einzelnen PTMP1-Doménen Al und A2 zu den beobachteten Ubergin-
gen zu evaluieren, wurden auch die isolierten Doménen analysiert. Diese zeigten ebenfalls
dreistufige Entfaltung (siche Abbildung 3-37 B), wobei die Ubergangsmittelpunkte generell
bei niedrigeren GdmCl-Konzentrationen lagen als fiir das Wildtypprotein. Die Doméne Al
erwies sich dabei als stabiler als A2. Fiir beide Dominen zeigte sich, analog zur Analyse der
NoCys-Mutante, ein starker Einfluss der jeweiligen Disulfidbriicke auf die Uberginge: fiir
den Ubergang N->1 zeigte die Reduktion einen destabilisierenden Effekt, da die Freien Ent-

halpien fiir die reduzierten Zustdnde im Vergleich zu den oxidierten drastisch reduziert waren
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(8,3 vs. 17,2 bzw. 7,7 vs. 11,0 kJ/mol). Die Domédne A2 zeigte bei Reduktion dariiber hinaus,
analog zur NoCys-Variante, irreversible Aggregation bei niedrigen GdmCl-Konzentrationen
(Abbildung 3-37 D). Fiir die I>D-Ubergiinge zeigte sich dagegen hauptsichlich eine Ver-
schiebung der Ubergangsmittelpunkte bei in etwa gleichbleibender konformationeller Stabili-
tit der jeweiligen Entfaltungsintermediate. Insgesamt scheinen somit beide PTMP1-Domaénen
gleichmafBig zur Gesamtstabilitit des Proteins beizutragen, wobei den beiden doménenverbin-
denden Disulfidbriicken eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung der Struktur zugewie-

sen werden kann.

3.4.5 Bindung an Kollagen

Fiir PTMP1, welches aus dem Muschelbyssusfaden extrahiert worden war, wurde die Bin-
dung an Kollagen mittels eines ELISA-dhnlichen Experiments nachgewiesen (Sun et al.,
2002) und basierend darauf ein funktionelles Modell des Proteins entwickelt (Waite et al.,
2002). Um die Kollagenbindung von PTMP1 nidher zu spezifizieren wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Bindung von PTMP1 und der Varianten an immobilisierte Kollagene mittels besag-

ter ELISA-dhnlicher Tests sowie Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie analysiert.

3.4.5.1 Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Die Immobilisierung von Kollagen I auf der Oberfliche eines CM5-Chips (GE Healthcare)
erfolgte analog zu fritheren Studien (Fresquet ef al., 2007; Romijn et al., 2003; van der Plas et
al., 2000). PTMP1 und die Varianten wurden im jeweiligen Laufpuffer gelost, ultrazentrifu-
giert und verdiinnte Losungen (jeweils 10-20 uM im jeweiligen Laufpuffer) bei einem Fluss
von 10 pL/min in die Mikrofluidikeinheit injiziert. Das Signal der Messzelle (Flusszelle 1)

wurde um das Signal der Referenzzelle ohne Kollagen (Flusszelle 2) korrigiert.

Eine Bindung an die kollagenbeschichtete Oberflache konnte nur fiir PTMP1 und die Deleti-
onsmutante ANAC nachgewiesen werden, wihrend die isolierten Doménen nur marginale
Erhohung des Differenzsignals anzeigten (Abbildung 3-38). Analog zu den GPC-Analysen
wurde auch die Bindung einer 1:1-(mol/mol)-Mischung der beiden isolierten Doménen getes-
tet, wobei auch diese keine wesentlich verbesserte Bindung (vgl. ANAC-Mutante) zeigte. Um
unspezifische Wechselwirkungen mit der Kollagenoberfliache zu evaluieren, wurden Kontrol-
len mit BSA, welches PTMP1 in seiner monomeren Molekiilmasse (~66 kDa vs. ~49 kDa)
sowie der Ladungsverteilung auf der Molekiiloberfliche (pI = 5,6 vs. 5,9) dhnelt, durchge-
fiihrt. Auch BSA zeigte eine Signalerhohung durch Bindung an Kollagen, wobei die Kurven
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sich in threm Verlauf signifikant von denen der anderen Proteine unterschieden. Der Ver-
gleich der Differenzsensorgramme in Anwesenheit von 50 und 100 mM Natriumchlorid zeig-
te eine eindeutige Abhingigkeit der Bindung von der lonenstirke an (Abbildung 3-38). Wih-
rend die Bindung von PTMP1 und ANAC stark reduzierte Signale aufwies, konnte diese fiir

die isolierten Domédnen und BSA nicht mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-38 SPR-Analyse der Bindung von PTMP1 an Kollagen I

(A) Analyse der Bindung von PTMP1, ANAC, BSA (jeweils 10 uM), Al, A2 (jeweils 20 pM) und
einer 1:1 (mol/mol)-Mischung von Al und A2 an immobilisiertes Kollagen I in 10 mM Natriumphos-
phat (pH 7) in Anwesenheit von 50 mM Natriumchlorid. (B) Analyse der Bindung in Anwesenheit
von 100 mM Natriumchlorid. Gezeigt sind jeweils die Differenzsignale zwischen der Kollagen-
beschichteten Flusszelle (Fcl) und der unbeschichteten Flusszelle (Fc2); RU = relative units (herstel-
lerspezifische Einheit)

Aus den Bindekurven wurden, sofern moglich, durch Kurvenangleichung kinetische Parame-
ter der Bindung ermittelt. Dabei kam ein Modell zum FEinsatz, welchem eine 1:1-
Stochiometrie (Langmuir-Bindung) zu Grunde liegt und aus diesem Grund nur apparente
Werte représentiert (Fresquet ef al., 2007; Romijn et al., 2003; van der Plas et al., 2000). Die
entsprechenden Chi*-Werte verlasslicher Kurvenangleichungen betrugen dabei stets weniger
als 0,5, was gemil} den Herstellerkonventionen (GE Healthcare) eine hohe Qualitit der An-
gleichungen anzeigt. Fir PTMP1 und ANAC wurden Dissoziationskonstanten im sub-
mikromolaren Bereich erhalten, die eine hohe Affinitit der Bindung anzeigen, wobei die De-
letionsmutante eine signifikant stirkere Bindung als der Wildtyp aufwies. BSA zeigte im Un-
terschied zu PTMP1 eine wesentlich schwéchere Bindung, deren kinetische Parameter nicht
ermittelt werden konnten. Im Gegensatz zu den Zweidoménenproteinen konnten auch fiir die
isolierten Doménen an den schwachen Bindesignalen keine sinnvollen Kurvenangleichungen

durchgefiihrt werden.
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Tabelle 3-11 Raten- und Dissoziationskonstanten der Proteine aus SPR-Analysen

50 mM NaCl 100 mM NaCl

Protein - . - |
k, M s7) kq(s7) Kp (uM) k, M s7) kq(s™) Kp (uM)

PTMP1 950 0,00091 0,96 keine verléssliche Angleichung moglich
ANAC 1780 0,00032 0,18 1190 0,00055 0,46
Al keine Angleichung moglich keine Bindung
A2 keine Angleichung moglich keine Bindung
BSA keine verléssliche Angleichung moglich keine Bindung

3.4.5.2 Statische Kollagenbindungstests (ELISA-ihnliche Assays)

Zum Nachweis der Kollagenbindung von PTMP1 mittels des beschriebenen ELISA-dhnlichen
Tests (Sun et al., 2002) wurde ein polyklonales Antiserum gegen das rekombinant produzierte
PTMP1 generiert. Analysen hinsichtlich der Nachweisbarkeit von PTMP1 und aller generier-
ter Varianten erfolgten mittels Immunoblotanalysen, wobei die Nachweisgrenzen fiir alle Pro-
teine zwischen 100 pg und 1 ng/Gelspur lagen. Das verwendete Antiserum (90. Immunisie-
rungstag) wurde fiir diese Experimente in 10 000-facher Verdiinnung eingesetzt. Analog zu
PTMP1, welches aus dem nativen Byssus extrahiert worden war (Sun et al., 2002), zeigten
auch die rekombinanten Varianten in Immunoblots Kreuzreaktivitit mit einem Antiserum
gegen den humanen Von-Willebrand-Faktor. Das kreuzreagierende Epitop konnte dabei
interessanterweise auf den Bereich der terminalen Expansionen eingegrenzt werden, da nur
die Volllangenproteine (PTMP1, C244S/C440S und NoCys), jedoch nicht die Deletionsmu-
tanten (ANAC, Al, A2) Antikorperbindung aufwiesen.

Mit dem generierten PTMP1-Antiserum erfolgten statische, ELISA-dhnliche Bindungstests.
Von verschiedenen getesteten Oberflachen fiir die Kollagenimmobilisierung erwies sich nur
PolySorp (Nunc) als geeignet, da alle anderen Platten eine starke Hintergrundbindung der
entsprechenden Analyten aufwiesen (starkes Detektionssignal auf nicht kollagenbeschichte-
ten, ansonsten identisch behandelten Oberflachen). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bin-
dung an unterschiedliche Kollagene (Typ I-V) sowie das kollagendhnliche tripelhelikale Pep-
tid PPG (Berisio et al., 2002) analysiert. Abbildung 3-39 zeigt reprdsentative Experimente
fiir die Bindung an Kollagen 1.
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Abbildung 3-39 ELISA-ihnliche Tests der Kollagenbindung von PTMP1 und der verkiirzten Varianten

(A) Analyse der Bindung von PTMP1, ANAC, Al und A2 an eine Kollagen I-beschichtete PolySorp-
Oberflache. Aufgetragen sind die Absorptionswerte bei 450 nm gegen die Proteinkonzentration sowie
die Regressionskurven (Michaelis-Menten-Gleichung). (B) Tabellarische Auflistung der erhaltenen
apparenten Dissoziationskonstanten (in uM) der entsprechenden Proteine und immobilisierten Kolla-
gene sowie des kollagendhnlichen Peptids PPGy, berechnet aus den halbmaximalen Séttigungen der
entsprechenden Bindungskurven. Striche: keine Bindung; s. B.: schwache Bindung ohne sinnvolle
Kurvenangleichung

Alle Bindungskurven wurden mittels eines 1:1-Modells unter Verwendung der Michaelis-
Menten-Gleichung (Michaelis und Menten, 1913) angeglichen. Alternativ wurden die Kurven
mit weiteren gingigen Verfahren, u. a. mittels Scatchard-Diagramm (Scatchard, 1949), aus-

gewertet, was in dhnlichen Werte resultierte.

PTMP1 zeigte auch in den statischen ELISA-dhnlichen Experimenten submikromolare Affini-
titen fiir alle getesteten Kollagene sowie das tripelhelikale kollagenidhnliche Peptid PPGjo.
Die Deletionsmutante ANAC wies hier, anders als zuvor in den SPR-Experimenten beobach-
tet, leicht niedrigere Affinititen als das Wildtypprotein auf. Die isolierten Doménen zeigten
ebenfalls ein wesentlich schwicheres Bindungsverhalten an den getesteten Oberfldchen. Die
Bindung von A2 an alle Kollagen-Typen erwies sich als schwach, aber quantifizierbar, wo-
hingegen Al nur marginale Bindung an Kollagene vom Typ I-III aufwies, welche jedoch
nicht sinnvoll quantifiziert werden konnte. Analog zu loslichen Kollagenen wurde auch die
Bindung an fibrilliertes Kollagen Typ I getestet. Die dabei erhaltenen Bindekurven entspra-
chen weitestgehend denen der l6slichen Kollagene, analog zu fiir den humanen Von-

Willebrand-Faktor publizierten Daten (van der Plas et al., 2000).

Fir PTMP1 wurde eine Abhéngigkeit der Kollagenbindung von zweiwertigen Metallionen
postuliert (Sun et al., 2002; Waite et al., 2002). Aus diesem Grund erfolgten im Rahmen die-

ser Arbeit ELISA-dhnliche Tests in Anwesenheit verschiedener Salze (Calciumchlorid, Mag-
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nesiumchlorid, Mangan(II)-chlorid und Zinkchlorid) in den Analytlosungen getestet. Wéh-
rend Ca®", Mg”" und Mn”" sich eher negativ auf die Kollagenbindung von PTMP1 auswirkten,
konnte fiir Zn*" ein affinititssteigernder Einfluss nachgewiesen werden (Abbildung 3-40).
Analog dazu verhielten sich die Deletionsmutante ANAC sowie die isolierte A2-Doméne. Fiir
die Doméne Al konnte dagegen keine Affinitédtssteigerung in Anwesenheit von Metallionen

beobachtet werden.

Abbildung 3-40 Abhéngigkeit der
Kollagenbindung von bivalenten Metallionen

Analyse der Bindung von PTMP1, ANAC, Al und
A2 (jeweils 0,1 pM) an eine Kollagen I-beschichtete
PolySorp-Oberfliche in Ab- und Anwesenheit ver-
schiedener bivalenter Metallionen (jeweils 100 uM
der entsprechenden Metallchloride). Gezeigt sind die
jeweils normierten Absorptionswerte bei 450 nm.
Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabwei-

2 2+ 2+ 2 chung einer Dreifachbestimmung mit jeweiligem
ohne Ca Mg Mn Zn Abzug des Hintergrundsignals.

Abs,;, .. (normiert)

3.4.6 Einfluss von PTMP1 auf die Kollagenassemblierung

Da mittels SPR-Spektroskopie und statischen Bindungstests eine hochaffine Bindung von
PTMP1 an Kollagen nachgewiesen werden konnte, wurde der Einfluss dieser Bindung auf

Struktur, Stabilitdt und Assemblierung von Kollagenen untersucht.

3.4.6.1 Struktur und Stabilitit der Kollagentripelhelix

Analog zu den Stabilititsuntersuchungen der PTMP1-Struktur wurden thermische Ubergiinge
von Kollagenen mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie analysiert. Dabei wurden Losungen ver-
schiedener Kollagene in Ab- und Anwesenheit von PTMP1 erhitzt und Fern-UV-CD-
Spektren im Bereich von 190-250 nm aufgezeichnet. Die Spektren (Abbildung 3-41 A) zeigen
keine signifikanten Verdnderungen der Sekundirstruktur der Kollagentripelhelix in Anwesen-
heit von PTMPI1, da sich die Differenzspektren (Spektren der 1:1-(w/w)-Mischungen abziig-
lich des PTMP1-Spektrums) mit den Kollagenspektren vollstdndig decken. Ferner erwies sich
die thermische Stabilitdt der Kollagen-Tripelhelix in Anwesenheit von PTMP1 nicht signifi-
kant verdndert (Abbildung 3-41 B), da die Entfaltung der Tripelhelix, angezeigt durch den
Verlust des CD-Signals bei 222 nm, fiir alle getesteten Kollagene bei nahezu identischen

Temperaturen erfolgte (Ubergangsmittelpunkte stets bei 40-41 °C).
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Abbildung 3-41 Einfluss von PTMP1 auf die Stabilitit von léslichem Kollagen I

(A) Fern-UV-CD-Spektren von Kollagen I (0,2 mg/mL) und einer 1:1 (w/w)-Mischungen der beiden
Proteine vor und nach dem Erhitzen auf 50 °C (50 mM Natriumphosphat, 25 mM Natriumacetat, pH 7,5).
Das Spektrum von PTMP1 (0,2 mg/mL) ist zum Vergleich in schwarz dargestellt, die jeweiligen Diffe-
renzspektren der Mischungen vor und nach dem Erhitzen abziiglich des PTMP1-Spektrums in grau.
(B) Thermoiibergang von Kollagen I (Koll. I) in Ab- und Anwesenheit von PTMP1, dargestellt durch das
normierte CD-Signal bei 222 nm

3.4.6.2 Kollagenassemblierung

Der Einfluss von PTMP1 auf die Assemblierung von Kollagen und die Struktur bzw. Mor-
phologie gebildeter Fibrillen wurde mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) und Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Dabei erfolgten einerseits Analysen der
Assemblierung praformierter Kollagen-Mikrofibrillen auf einer Glimmeroberflidche (Jiang et
al., 2004), andererseits der de novo-Bildung von Fibrillen aus geldsten Kollagenen in Ab-
und Anwesenheit von PTMP1. Kollagen wurde bei basischem pH-Wert fibrilliert (Williams et
al., 1978). Anschlieend wurden die entsprechenden Losungen mit PTMP1 im Verhéltnis

1:1 (w/w) versetzt, auf eine Glimmeroberflache aufgebracht und mittels AFM untersucht.

Die Analyse der Proben von Kollagen in Anwesenheit von PTMP1 zeigte eine signifikante
Veridnderung des Assemblierungsverhaltens der préformierten Kollagen-Mikrofibrillen auf
Glimmer (Abbildung 3-42 B). Wéhrend ohne PTMP1 eine gerichtete Anlagerung der Mikro-
fibrillen zu beobachten war, zeigte sich in Anwesenheit von PTMP1 keine Orientierung der
Fibrillen, sondern eine vollstindig isotrope Verteilung. In dhnlicher Weise, jedoch nicht so
stark ausgeprigt, zeigte sich ein durch PTMP1 verursachter Verlust einer Orientierung bereits

fiir frisch geldstes Kollagen (Abbildung 3-42 A).
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A frisch geldstes Kollagen B Kollagen-Mikrofibrillen 5nm

A |

500 nm 1.1

- PTMP1 + PTMP1 - PTMP1 + PTMP1 0 nm

Abbildung 3-42 Einfluss von PTMP1 auf die Ausrichtung von Kollagen auf Glimmer

Tapping-Mode-AFM-Analysen (Hohenprofil) von (A) l16slichem Kollagen I und (B) Kollagen-
Mikrofibrillen auf Glimmer in Ab- und Anwesenheit von PTMP1 im Verhiltnis 1:1 (w/w). Die Skalie-
rung des Hohenprofils ist rechts angegeben.

Analog zum Einfluss auf die Orientierung praformierter Kollagenfibrillen wirkte sich die
Anwesenheit PTMP1 wiéhrend der Kollagenassemblierung signifikant auf die Morphologie
groBerer Fibrillen aus. Wéhrend sich in Abwesenheit von PTMP1 lange, gerade und gleich-
méBige Fibrillen bildeten, erwiesen sich diese bei der Assemblierung in Anwesenheit von

PTMP1 als kiirzer, wesentlich unregelmaBiger und diinner (Abbildung 3-43).

- PTMP1 + PTMP1 -PTMP1 + PTMP1 10 nm

0nm

Abbildung 3-43 Einfluss von PTMP1 auf die Bildung von Kollagen I-Fibrillen

(A) TEM-Analysen und (B) Tapping-Mode-AFM-Analysen (Hohenprofil) von Kollagen I-Fibrillen,
gebildet in Ab- und Anwesenheit von PTMP1 im Verhéltnis 1:1 (w/w) bei zwei unterschiedlichen Ver-
groBerungen. Die Skalierung des AFM-Hohenprofils ist rechts angegeben.
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4 Diskussion

4.1 Byssuscatecholoxidase

In molekularbiologischen und bioinformatischen Analysen konnte im Rahmen dieser Arbeit
die Sequenz einer mutmaBlichen Byssuscatecholoxidase in der cDNA-Bank des Muschelfu-
Bes der Miesmuschel Mytilus galloprovincialis identifiziert werden (Kap. 3.1.2), was eine
Expression des entsprechenden Gens im Muschelfu3 und somit die Existenz im Byssus bzw.
eine Beteiligung an Biosynthese oder Reifung desselben nahelegt. Die einzige umfassende
Studie einer aus dem Byssus extrahierbaren Catecholoxidase (Waite, 1985) beschreibt ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 120-125 kDa, was in etwa einem Dimer des identi-
fizierten Proteins (63 kDa) entspricht. Das Molekulargewicht des aus dem Byssus isolierten
Enzyms wurde dabei zwar mittels SDS-PAGE nach Reduktion mit B-Mercaptoethanol be-
stimmt, aufgrund der hohen Anzahl an Cysteinen bzw. detektiertem Cystin kann eine unvoll-
standige Reduktion nicht ausgeschlossen werden. Ferner wéren, wie fiir die meisten Byssus-
proteine iiblich (Sagert et al., 2006), alternative kovalente Quervernetzungen innerhalb des
dimeren Proteins denkbar. Zudem liegen auch Tyrosinasen anderer Organismen, z. B. von

Bacillus megaterium, in dimerer Form vor (Sendovski et al., 2011).

Der Vergleich der Aminosdurezusammensetzungen des aus dem Byssusfaden isolierten Pro-
teins (Waite, 1985) und der mutmaBlichen Catecholoxidase zeigt ebenfalls deutliche Ahnlich-
keiten (Tabelle 4-1). Eine weiteres Merkmal der Sequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase
stellt ein Uberschuss basischer Aminosiuren dar (theoretischer pl = 8,6), analog zu den meis-
ten im Byssus beschriebenen Proteinen, wie den PreCols (Waite et al., 1998) oder Mfp-1
(Waite, 1983).
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Tabelle 4-1 Aminosidurezusammensetzung der mutmaflichen und der aus dem Byssus-
faden extrahierten Catecholoxidase (Anteile in Molprozent, n. b.: nicht bestimmt)

Aminosiiure ideqtiﬁzierte_CO isoligrte CO
(diese Arbeit) (Waite, 1985)
Ala 5,2 5,8
Arg 5,7 6,3
Asn + Asp 14,7 12,8
Cys 2,9 1,9
Gln + Glu 7,0 10,0
Gly 4,6 9,2
His 3,5 1,2
Ile 5,5 4,6
Leu 6,1 6,2
Lys 7,7 7,2
Met 2,6 1,1
Phe 4,6 4,1
Pro 5,5 6,2
Ser 6,1 7,5
Thr 4,6 6,3
Trp 1,7 n. b.
Tyr 5,5 3,6
Val 6,4 5,5

Die Proteinsequenz der mutmaBlichen Catecholoxidase besitzt am aminoterminalen Ende eine
Signalsequenz fiir eine Translokation ins endoplasmatische Retikulum. Da in der Sequenz
keine entsprechenden Sequenzen fiir eine Retention innerhalb des sekretorischen Wegs detek-
tiert werden konnten, ist eine Sekretion des Proteins in den extrazelluldren Raum wahrschein-
lich. Zu der auf die Signalsequenz folgenden, 57 Aminosduren umfassenden aminoterminalen
Expansion konnten keine bekannten homologen Sequenzen detektiert werden. Da fiir diesen
Abschnitt nur geringe Sekundarstrukturanteile vorhergesagt werden (Abbildung 3-7), scheint
dieser einen hohen Grad an Flexibilitit zu besitzen. Fiir viele Typ-3-Kupferproteine wurde
eine Aktivierung der enzymatischen Aktivitidten durch Proteolyse beobachtet (van Gelder et
al., 1997). Ursédchlich hierfiir ist dabei stets die Entfernung inhibitorischer Bereiche der Prote-
ine, welche das aktive Zentrum génzlich oder zum Teil blockieren. So ldsst sich beispielswei-
se in Hidmocyaninen, welche im natiirlichen Zustand ausschlieBlich ihre Funktion der Bin-
dung von Sauerstoff ausiiben, durch Proteolyse Tyrosinase- bzw. Catecholoxidaseaktivitit
stimulieren (Decker und Rimke, 1998). Fiir viele Tyrosinasen bzw. Polyphenoloxidasen, wel-
che im Zusammenhang mit der Melaninproduktion bzw. der Immunantwort von Arthropoden
und Mollusken beschrieben wurden, stellt diese Art der Aktivierung ferner ein wichtiges Re-
gulationskriterium dar, da diese Proteine in der Regel als inaktive Proenzyme sekretiert wer-

den (Decker und Terwilliger, 2000; Fairhead und Thony-Meyer, 2010). Analog dazu wurde
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auch fiir die aus dem Byssus isolierte Catecholoxidase die Aktivierung der enzymatischen
Aktivitit durch Proteolyse beschrieben, da ein entsprechendes inaktives Proenzym aus dem
MuschelfuB isoliert und nach Behandlung mit Chymotrypsin aktiviert werden konnte (Waite,
1985). Aufgrund der moglichen Flexibilitdt der aminoterminalen Expansion besitzt diese den
Charakter einer solchen Prosequenz und die Aktivierung des Enzyms durch ihre Abspaltung
wire denkbar. Zudem finden sich im Bereich der aminoterminalen Grenze der katalytischen

Domine einige Schnittstellen fiir Chymotrypsin.

Neben der katalytischen Domédnen und einer ggf. inhibitorisch wirksamen aminoterminalen
Expansion besitzt die mutmaBliche Catecholoxidase eine zweite, carboxyterminal gelegene
Doméne, welche etwa die gleiche GroBe wie die katalytische Doméne besitzt. Fiir diesen Ab-
schnitt wurde eine B-Faltblatt-reiche Struktur vorhergesagt (Abbildung 3-7), was der entspre-
chenden Doméne eine potenziell hohe strukturelle bzw. mechanische Stabilitit zuweist, da
B-Faltblétter oftmals stabilisierende Funktion in Strukturproteinen erfiillen (Eisoldt et al.,
2011; Hardy und Scheibel, 2010). Ferner befinden sich in diesem Abschnitt die meisten Cys-
teine der mutmaBlichen Catecholoxidase. Da diese in extrazelluldren Proteinen bzw. Byssus-
proteinen nahezu immer in disulfidverbriickter Form vorliegen (Sun et al., 2001), tragen auch
diese Reste zu einer Stabilisierung der carboxyterminalen Doméne in Form moglicher intra-
und intermolekularer Disulfidbriicken bei. Uber die Funktion der carboxyterminalen Domine
kann lediglich spekuliert werden. Aufgrund der potenziell hohen Stabilitit liegt ggf. eine
strukturelle Beteiligung dieses Bereichs nahe, welcher zudem die Interaktion mit weiteren
Proteinen im Byssusfaden bzw. den entsprechenden Substraten der Catecholoxidase vermit-
teln konnte. Das gesamte Protein konnte somit neben seiner enzymatischen Funktion auch
strukturell am Aufbau des Byssusfadens beteiligt sein, wie fiir die Byssuscatecholoxidase

bereits mehrfach postuliert wurde (Waite, 1990a, b).

Die katalytische Doméne zeigt Homologie zu Sequenzen einer Reihe strukturell und funktio-
nell bekannter Catecholoxidasen bzw. Tyrosinasen, insbesondere im Bereich des aktiven
Zentrums, welches fiir alle Typ-3-Kupferproteine (Tyrosinasen, Catecholoxidasen und Hé-
mocyanine) evolutiondr konserviert ist (Decker und Terwilliger, 2000). Basierend darauf
konnte flir diesen Sequenzabschnitt ein Homologiemodell berechnet werden (Abbildung 3-8),
welches ebenfalls alle Vorgaben fiir eine mutmallich enzymatische Aktivitidt zu erfiillen
scheint. Demnach liegen die sechs konservierten Histidinreste, welche die beiden Kupferbin-
destellen CuA und CuB bilden, in einer richtigen Anordnung bzw. den richtigen Abstinden

fiir eine effektive Koordination der beiden Kupferionen vor (Dokmanic et al., 2008). Des



Diskussion 155

Weiteren befinden sich alle konservierten Reste der hydrophoben Schale, welche in Tyrosina-
sen das katalytische Zentrum auskleidet (Garcia-Borron und Solano, 2002), in entsprechenden
rdumlich dquivalenten Positionen. Zusétzlich besitzt auch die mutmaBliche Byssuscatecho-
loxidase einen konservierten Glutamatrest (E246) in rdumlicher Néhe des katalytischen Zent-
rums, welchem eine Beteiligung als Protonenakzeptor und Protonendonor wiahrend der Sub-
stratumsetzung zugewiesen wurde (Klabunde et al., 1998). Zwei der drei Cysteine innerhalb
der katalytischen Doméne befinden sich in rdumlicher Ndhe, was eine stabilisierende Disul-
fidbriicke zwischen diesen Resten (C84, C159) moglich macht. Das dritte Cystein (C287)
befindet sich in exponierter Lage an der Molekiiloberfliche und kdnnte somit ebenfalls in
einer intramolekularen Disulfidbriicke (z. B. mit der carboxyterminalen Doméne oder der
aminoterminalen Expansion) vorliegen oder an einem intermolekularen Disulfid (zwischen
zwei Catecholoxidasemolekiilen oder zur Quervernetzung mit weiteren Byssusproteinen) be-
teiligt sein. Fiir einige Himocyanine (hauptsichlich die der Mollusken) sowie manche Tyro-
sinasen wurde eine Thioetherbindung zwischen einem Cysteinrest und einem der Histidine
des katalytischen Zentrums beschrieben (Gielens et al., 1997; Ismaya et al., 2011; Klabunde
et al., 1998; Lerch, 1982), deren Anwesenheit die Gruppe der Typ-3-Kupferproteine in zwei
Subklassen unterteilt. Im Modell der mutmaBlichen Catecholoxidase liegt keiner der Cystein-
reste an einer entsprechenden Position, so dass das identifizierte Enzym in diesem Zusam-
menhang strukturell eher den Vertebratentyrosinasen dhnelt, als den pflanzlichen Catecho-

loxidasen oder Pilztyrosinasen.

Die Metallzentren aller Typ-3-Kupferproteine besitzen generell eine hohe strukturelle Homo-
logie (Olivares und Solano, 2009). Aus diesem Grund konnten die Ursachen der Reaktions-
spezifitdt von Catecholoxidasen fiir die Oxidation von Catecholen bei gleichzeitig fehlender
Tyrosinhydroxylaseaktivitdt bislang nicht final gekldrt werden. Im Falle pflanzlicher Catecho-
loxidasen scheint ein aromatischer Rest das katalytische Zentrum teilweise zu blockieren
(Klabunde et al., 1998), wodurch eines der Kupferatome fiir die Bindung von Monophenolen
nicht zur Verfiigung steht und diese aus diesem Grunde nicht umgesetzt werden konnen
(Olivares et al, 2001). Da die mutmaBliche Catecholoxidase ebenfalls ein Phenylalanin
(F263) an dquivalenter Stelle besitzt, konnte dies eine Erkldrung fiir die beobachtete Spezifitdt
des Byssusenzyms fiir Catechole (Waite, 1985) bieten. Die fehlende Tyrosinase- bzw. Creso-
laseaktivitit des Enzyms konnte ein wichtiges Regulationskriterium darstellen, da ausschlie3-
lich DOPA-Reste, jedoch keine Tyrosine in Byssusproteinen als Substrate fungieren konnen.
Erginzend dazu konnten weitere Regulationsmoglichkeiten der enzymatischen Aktivitit

durch posttranslationale Modifikationen bereitgestellt werden. Mittels bioinformatischer Me-
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thoden wurden fiir die detektierte mutmaBliche Byssuscatecholoxidase u. a. Glycosylierungen
vorhergesagt. Analog zur Vertebratentyrosinase, fiir die ein Einfluss von Glykanen auf ihre
Aktivitit beobachtet wurde (Olivares et al., 2003), konnten diese auch im Byssus eine Rolle
spielen. Ein weiteres auffdlliges Merkmal der hier beschriebenen Catecholoxidase stellt der
Austausch eines vollstindig konservierten Aminoséurerests im Bereich der CuA-Bindestelle
dar (Abbildung 3-6). Anders als alle bisher beschriebenen Typ-3-Kupferproteine weist die
Sequenz anstatt eines Arginins, welches auf das dritte kupferbindende Histidin folgt, ein Ly-
sin (K139) auf (WHK-Motiv anstatt eines WHR-Motives). Die starke Konservierung dieses
Rests erklirt sich durch die wichtige strukturelle Beteiligung des Arginins, welches gleichzei-
tig eine Salzbriicke zu einem Aspartatrest der benachbarten a-Helix, und eine m-Kation-
Interaktion mit einem Tryptophanrest in derselben a-Helix ausbildet (Garcia-Borron und
Solano, 2002). Durch den Austausch zu Lysin sind diese stabilisierenden Wechselwirkungen
stark abgeschwécht, was zu einer Flexibilisierung der Struktur und somit evtl. ebenfalls einer

Beeinflussung bzw. Steuerung der enzymatischen Funktion flihren konnte.

Die detektierte Sequenz weist insgesamt einige Merkmale auf, die dem entsprechenden Pro-
tein die Funktion einer Byssuscatecholoxidase zuweisen konnten, ein finaler Identitdtsbeweis
ist jedoch, basierend auf den erhaltenen Daten, nicht moglich. Neben der Aktivitét einer Cate-
choloxidase bei der chinonbasierten Gerbung des Muschelbyssus wurde die Aktivitit dieser
Enzyme auch im Zusammenhang mit dem Immunsystem der Muschel bzw. der dabei auftre-
tenden Produktion von Melanin beschrieben, wobei die entsprechenden Aktivititen Glykopro-
teine mit Molekulargewichten {iber 300 kDa zugeordnet wurden (Coles und Pipe, 1994;
Renwrantz et al., 1996). Ferner beschreiben einige Studien das Vorkommen von Tyrosinasen
in der Muschelschale bzw. im Periostracum (Nagai et al., 2007; Waite und Wilbur, 1976,
Zhang et al., 2006). Da auch diese Tyrosinasen bzw. Catecholoxidasen unterschiedliche Mo-
lekulargewichte besitzen, unterscheiden diese sich ebenfalls von der im Byssus aktiven Cate-
choloxidase (Waite, 1985). Ferner wurden, neben dem auch im Byssusfaden detektierten En-
zym, weitere Proteine mit Catecholoxidaseaktivitdt im Muschelfull nachgewiesen (Hellio et
al., 2000; Maruyama et al., 1991), weswegen ggf. auch die Anwesenheit mehrerer Enzyme
mit einer solchen Aktivitdt im Byssus moglich sein konnte, wenngleich im Rahmen dieser
Arbeit trotz umfangreicher Analysen lediglich eine entsprechende Sequenz detektiert wurde.
ODb die detektierte Sequenz also im direkten Zusammenhang mit Gerbungsvorgéngen im Mu-
schelbyssus steht, konnte im Rahmen dieser Arbeit, u. a. wegen fehlgeschlagener Riickfaltung
des rekombinant produzierten Proteins, nicht final gekldrt werden, wenngleich die Wahr-

scheinlichkeit dafiir hoch erscheint (J. H. Waite, personliche Kommunikation).
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4.2 Struktur-/Funktionsbeziechung von PTMP1

4.2.1 Faltungsisoformen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde PTMP1 (Sun et al., 2002) rekombinant in E. coli
produziert und aus bakteriellen Inclusion Bodies gereinigt (Kap. 3.3). PTMPI1 konnte an-
schlieBend verlustfrei durch Dialyse gegen wissrige Losungen riickgefaltet werden. Trotzdem
das riickgefaltete Protein gute Loslichkeit und auBerordentliche strukturelle Stabilitit zeigte,
war die rekombinante Produktion E. coli in 16slicher Form selbst unter Einsatz schwacher
Promotoren sowie mittels periplasmatischer Expression nicht moglich. Dariiber hinaus konnte
die Loslichkeit des Proteins bei periplasmatischer Expression auch nicht durch Koexpression
periplasmatischer Chaperone (Schlapschy et al., 2006) erhoht werden. Bei der Riickfaltung
entstanden neben monomerem Protein auch oligomere PTMP1-Formen (Abbildung 3-15).
Diese Oligomerisierung erwies sich dabei als grundsétzlich unabhéingig von der Anwesenheit
von Cysteinen bzw. der Bildung intermolekularer Disulfidbriicken, da auch die cysteinfreie
Variante NoCys Oligomerbildung aufwies, wohingegen die Anwesenheit von Cysteinen zu
einer verstarkten Bildung oligomerer Formen flihrte. PTMP1 zeigt in diesem Zusammenhang
ein dhnliches Verhalten wie Serumalbumin, welches ebenfalls sowohl zur Bildung disulfid-
verbriickter als auch disulfidunabhéngiger oligomerer Formen neigt (Janatova et al., 1968).
Die Oligomerbildung wies eine starke Abhdngigkeit von der Proteinkonzentration in den
Riickfaltungsansitzen auf, sodass eine Bildung dieser Formen durch falsche intermolekulare
Kontakte entsprechender vorstrukturierter Elemente wahrscheinlich ist. Ursdchlich fiir die
Bildung oligomerer Formen zeigte sich hauptsédchlich die A2-Doméne, da Al nahezu voll-
standig in monomerer Form riickfaltete (Abbildung 3-15). Analog dazu wies Al im Vergleich
zu A2 auch die geringere Tendenz zu Bildung von Inclusion Bodies in E. coli auf, so dass
auch hier die Ursache fiir deren Bildung fiir das Vollldngenprotein in der Faltung der zweiten

Doméne zu liegen scheint.

Bei der Riickfaltung von PTMP1 bildeten sich konzentrationsunabhédngig zwei stabile mono-
mere Formen (M1 und M2) mit unterschiedlichem chromatographischen Laufverhalten bzw.
hydrodynamischen Radii (Abbildung 3-16). Wihrend die Riickfaltung und die Bildung von
zwel der drei intramolekularen Disulfidbriicken relativ schnell abzulaufen scheinen, stellt die
vollstindige Bildung der dritten Disulfidbriicke einen eher langsamen Prozess dar (vgl. Tabel-
le 3-5). Final liegen sowohl M1 als auch M2 in vollstindig disulfidverbriickter Form vor,

weswegen die Ursache fiir einen unterschiedlichen hydrodynamischer Radius, nicht wie u. a.
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fiir Lysozym beschrieben (Acharya und Taniuchi, 1977), in (noch) nicht gebildeten Disulfid-
briicken zu liegen scheint. Die beiden Formen stehen zueinander in einem Faltungsgleichge-
wicht, welches sich bei der Riickfaltung oder bei Inkubation von Ldsungen resolubilisierter
Proteine einstellt. Dabei héngt die Kinetik der Umwandlung der Formen stark von der Anwe-
senheit intramolekularer Disulfidbriicken ab, welche die beiden Isoformen gewissermallen
fixieren. Eine dhnliche ,kinetische Falle® wurde auch fiir Insulin beschrieben, fiir das eben-

falls unterschiedlich disulfidverbriickte Isomere beschrieben wurden (Hua et al., 1995).

Die Position der Disulfidbriicken in Isoform M1 konnte mittels Kristallstruktur eindeutig
nachgewiesen werden. Da die Kristallisation von M2 in identischen Ansétzen aufgrund voll-
standiger Prézipitation des Proteins nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, wurden fiir
diese Isoform Disulfidbriicken bzw. freie Cysteine durch massenspektrometrische Analysen

identifiziert (Kap. 3.4.1.4).

PTMP1 C244S/C440S
| | — —
C49 C241 C244 C248 C437 C440 C49 C241 S244 C248 C437 S440
M1 1 453 1 453
s T —
C49 C241 C244 C248 C437 C440
1 453
: f P | |
C49 C241 C244 C248 C437 C440 C49 C241 S244 C248 C437/S440
M2 1 453 1 453
5 — 1 P
C49 C241 C244 C248 C437 C440
1 453

Abbildung 4-1 Disulfidverbriickung monomerer PTMP1-Isoformen

Schematische Darstellung der Disulfidverbriickung der vollstindig oxidierten monomeren Isoformen M1
und M2 von PTMP1 und der Cys—> Ser-Mutante C244S/C440S. Eindeutig identifizierte Disulfidbriicken
sind als durchgehende Linien dargestellt (die massenspektrometrisch identifizierte rot). Kombinatorisch
ermittelte Disulfidbriicken sind in Form gestrichelter Linien gezeigt.
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Dabei konnte eine Disulfidbriicke von C241 nach C248 zweifelsfrei nachgewiesen werden,
was die kombinatorische Gesamtzahl moglicher weiterer Disulfide auf drei (bzw. null fiir die

(C244S/C440S-Mutante) reduziert (siche Abbildung 4-1).

Interessanterweise zeigen sowohl PTMP1 als auch die C244S/C440S-Mutante, welche zwei
Cysteine weniger besitzt, nach der Riickfaltung zu den entsprechenden Zeitpunkten jeweils
eine vergleichbare Anzahl freier SH-Gruppen (vgl. Tabelle 3-5). In massenspektrometrischen
Analysen wurden diese freien SH-Gruppen markiert und fiir Isoform M2 hauptsédchlich als
C244, C437 und C440 identifiziert. Ergdnzend dazu wurde in der unvollstindig oxidierten
Isoform M1 eine Disulfidbriicke von C49 zum Peptid mit C241/C244/C248 nachgewiesen,
wobei die Cysteine C437 und C440 als freie SH-Gruppen identifiziert werden konnten (Daten
nicht gezeigt). Die doménenverbindenden Disulfidbriicke in A1 (C49-C241) scheint sich
demnach in M1 eher schnell zu bilden, wohingegen die Bildung weiterer Disulfidbriicken
spéter zu erfolgen scheint. Im Faltungsisomer M2 findet statt einer Verbriickung von C49-
C241 eine rasche Bildung des Disulfids zwischen den Cysteinen C241 und C248 statt, was
vermuten ldsst, dass diese Reste hier in rdumlicher Néhe liegen. Im Vergleich dazu betragt der
Abstand dieser Reste in der M1-Kristallstruktur 23,6 A. Die strukturellen Unterschiede zwi-
schen M1 und M2, die sich in Fern-UV-CD- und FTIR-Spektren beider Isoformen deutlich
zeigten (Kap. 3.4.3), liegen in einem unterschiedlichen Anteil an B-Faltblattstrukturen, wel-
cher fiir M1 hoher liegt. Die Kombination mit der beobachteten Disulfidbriicke zwischen
C241 und C248 ldsst darauf schlieen, dass in Isoform M2 das antiparallele -Faltblatt des

doméinenverbindenden Linkers nicht ausgebildet zu sein scheint.

Da die Isoform M1 kristallisiert werden konnte und beide Doménen hier die evolutionir kon-
servierten doméinenverbriickenden Disulfide enthalten, reprisentiert diese Isoform mit hoher
Wahrscheinlichkeit die physiologische Form von PTMP1. Inwieweit die Isoform M2 physio-
logische Relevanz besitzt, ist dagegen fraglich. Die Bildung bzw. Identifikation alternativ
disulfidverbriickter Isoformen wurden fiir verschiedene Proteine beschrieben, u. a. fiir Insulin
oder Wachstumsfaktoren, bei denen ein Austausch von Disulfiden an der Inaktivierung der
Molekiile oder ihrer Bindung an die entsprechenden Rezeptoren beteiligt sein konnten (Hober
et al., 1992; Hua et al., 1995; Sato et al., 2000). Ferner wurden Disulfidisomere auch bei An-
tikorpern vom Typ IgG2 oder IgG4 beschrieben, welche moglicherweise Einfliisse auf die
Antigenbindung nehmen oder einen moglichen Austausch von Proteinketten zwischen Anti-
korpermolekiilen ermoglichen (Schuurman et al., 2001; Wypych et al., 2008). Gesetzt den

Fall, dass PTMP1-Isoform M1 die einzige physiologisch relevante Isoform des Proteins dar-
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stellt, ist bei der Biogenese des Byssus eine strenge Kontrolle bzw. Regulierung der Faltung
des Proteins im endoplasmatischen Retikulum sekretorischer Zellen vonnéten. Dabei sollten,
wie fiir viele sekretierte Proteine beschrieben, verschiedene Chaperone, u. a. mindestens eine

Protein-Disulfidisomerase (Gruber et al., 2006; Wilkinson und Gilbert, 2004), beteiligt sein.

4.2.2 Struktur und Stabilitit von PTMP1

In der Kristallstruktur von PTMP1 (Abbildung 3-24) weisen beide PTMP1-Doménen eine
kompakte Rossmann-Faltung auf, wie basierend auf der hohen strukturellen Homologie in-
nerhalb der Familie der VWA-Doménen erwartet werden konnte. Im Vergleich zu bekannten
Strukturen solcher Domdnen wie den A-Dominen des Von-Willebrand-Faktors oder den
[-Doménen von Integrinen zeigten sich die Positionen und Dimensionen der einzelnen
Sekundérstrukturelemente nahezu vollstindig identisch. Eine Besonderheit stellt dabei die in
den PTMPI1-Doménen enthaltene kurze a0-Helix dar, welche im Bereich der jeweiligen
MIDAS-Motive lokalisiert ist. Diese Helix wurde bislang nur vereinzelt fiir VWA-Dominen
beschrieben, z. B. fiir SEC23 und SEC24, zwei Proteine des eukaryotischen Sekretionswegs
(Mossessova et al., 2003). Ferner wurden helikale Strukturen in diesem Bereich auch fiir die
VWA-Dominen der DNA-Reparaturproteine Ku70 und Ku80 und des humanen Anthraxto-
xinrezeptors beschrieben (Lacy et al., 2004; Walker et al., 2001). Anders als PTMP1 bilden
die entsprechenden Aminoséuren in diesen Féllen jedoch eine 3,o-Helix anstatt einer a-Helix.
Da die Anwesenheit dieser helikalen Strukturmerkmale nicht mit speziell konservierten Se-
quenzen oder der Metallbindung an das MIDAS-Motiv korreliert, kann ihr derzeit keine defi-

nierte Funktion zugewiesen werden.

Beide PTMP1-Doménen befinden sich in einer ,,Riicken-an-Riicken“~-Anordnung, verbunden
durch einen Linker in Form eines antiparallelen B-Faltblattes. Neben elf Wasserstoftbriicken
des Peptidriickgrats wird dieser Linker durch die drei Disulfidbriicken von PTMP1 stabilisiert
(Abbildung 3-25). Ferner besitzen zwei der auf den gegenldufigen Stringen liegenden Ami-
nosduren die Fahigkeit, ein Zn*"-Ion zu koordinieren und dadurch weitere Bindungen bereit-
zustellen (Abbildung 3-29). Diese Vielzahl an Stabilisierungen verleiht dem Linker einen
hohen Grad an Rigiditdt, die sich u. a. darin zeigt, dass die beiden PTMP1-Doménen auch in
Kristallen unterschiedlicher Raumgruppen und somit verschiedenen Kristallkontakten eine
nahezu identische Orientierung einnehmen. Daneben bilden die beiden Domédnen nur wenige
weitere Kontakte aus, da ihre Kontaktfliche lediglich maximal fiinf zusétzliche Wasserstoft-
briickenbindungen aufweist. Diese nichtkovalenten Interdoménenkontakte reichen u. a. nicht

aus, ein stabiles Heterodimer aus den beiden isolierten Doménen zu erméglichen (Abbildung



Diskussion 161

3-16). Ferner wiesen die isolierten Domédnen signifikant reduzierte Stabilititen gegeniiber
thermischer und chemischer Denaturierung auf als Proteine mit beiden Doménen (Kap. 3.4.4),
was die Wichtigkeit einer kovalenten Verbindung von Al und A2 in der vorliegenden Form
untermauert. Die beobachtete spezielle Anordnung zweier benachbarter VWA-Doménen
konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig nachgewiesen werden. Zwar wurden bislang meh-
rere Proteine mit Tandemanordnungen zweier oder mehrerer VWA-Doménen beschrieben,
wie Cochlin, Vitrin oder Kollagen VI (Whittaker und Hynes, 2002), die jeweiligen raumli-
chen Orientierungen der Dominen sind dabei jedoch nicht bekannt. Da die Anzahlen der
Aminosduren zwischen den jeweiligen Doménen in etwa der zwischen den PTMP1-Dominen
entsprechen, konnte die Struktur von PTMP1 als generelles Modell fiir die rdumliche Anord-

nung solcher Multi-VWA-Doménenproteine dienen.

Fiir PTMP1 wurden in einem mit Zinkchlorid inkubierten Kristall die Bindung zweier Zn*'-
Ionen nachgewiesen, eines davon wie beschrieben im Bereich des Doménenlinkers, eines an
das MIDAS-Motiv der Al-Domine (Abbildung 3-29). Die Bindungsldngen und Koordinati-
onszahlen beider Bindungen erwiesen sich dabei als konsistent mit der Bindung von Zn*" an
andere Proteine (Dokmanic et al., 2008). Ein Vergleich der homologen Strukturen der Al-
Doméne von PTMPI1, der A3-Domidne des humanen Von-Willebrand-Faktors sowie der
[-Domine von Integrin a2 zeigt, dass die MIDAS-Motive der Integrine und PTMP1 sich stark
dhneln (Abbildung 4-2). Die A3-Domine des Von-Willebrand-Faktors dagegen zeigt signifi-
kante Abweichungen, die eine Bindung von Ionen in der fiir die Integrine und PTMP1 detek-
tierten Form unmoglich machen. Ursdchlich dafiir ist eine strukturbedingte Verschiebung der
Aminosduren um eine Position, wodurch an die Stelle eines metallkoordinierenden Aspar-

tatrestes ein Threonin tritt (Bienkowska et al., 1997).

Abbildung 4-2 Vergleich der MIDAS-Motive
von PTMP1, Integrin a1 und des Von-
Willebrand-Faktors

Detailansicht einer Uberlagerung der Kristall-
strukturen der A1-Doméne von PTMP1 (griin)
mit gebundenem Zn*'-Ion, der I-Doméne von
Integrin a2 (PDB 1AOX, gelb) mit gebunde-
nem Mg**-Ion und der A3-Domine des huma-
nen Von-Willebrand-Faktors (PDB 1Atz, rot)
im Bereich des MIDAS-Motivs. Entsprechende
Aminosdurereste sind als Stiabchen dargestellt
und annotiert.

PTMP1-A1 VWFA3
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Fiir das MIDAS-Motiv der A2-Dominen von PTMP1 konnte im Vergleich zu A1l keine Zink-
bindung beobachtet werden, obwohl auch diese Doméne alle fiir eine effektive Metallbindung
benétigten Aminosdurereste besitzt und somit die strukturellen Vorgaben fiir eine effektive
Koordination erfiillt. Eine Bindung von Metallionen mit damit einhergehenden strukturellen
Verdanderungen/Umlagerungen wurde auch fiir strukturell wesentlich stiarker von der in In-
tegrinen beobachteten Form abweichende MIDAS-Motive postuliert bzw. nachgewiesen
(Lacy et al., 2004; Monferran et al., 2004), sodass unter bestimmten Umstéinden auch eine
Bindung ggf. anderer, im Rahmen dieser Arbeit nicht getesteter Metallionen an das A2-

MIDAS-Motiv denkbar wiére.

PTMPI1 erwies sich als auBlerordentlich stabil gegeniiber thermischer Denaturierung, da das
Protein bei hohen Temperaturen und unter alkalischen Bedingungen sowohl im oxidierten als
auch reduzierten Zustand weder entfaltete noch aggregierte oder oligomere Spezies bildete
(Kap. 3.4.4). Unter sauren Bedingungen zeigte sich PTMP1 dagegen destabilisiert, wobei sich
unter diesen Bedingungen, ein stabilisierender Effekt der intramolekularen Disulfidbriicken
zeigte. In natiirlichen Byssusfdden wurde fiir viele an Bildung oder Reifung beteiligte Prozes-
se eine Abhéngigkeit vom pH-Wert beobachtet. Im Falle der PreCols konnte gezeigt werden,
dass diese nur unter basischen Bedingungen assemblieren (Harrington und Waite, 2008a).
Ferner zeigen auch metallionenvermittelte Protein-/Protein-Interaktionen (Holten-Andersen et
al., 2011) oder die Deamidierung der TMPs (Sagert und Waite, 2009) eine starke pH-
Abhingigkeit. In gleicher Weise konnte auch die beobachtete pH-Abhingigkeit der strukturel-
len Stabilitdt von PTMP1 physiologisch relevant sein. In Driisensekreten, welche durch ein
schwach saures Milieu (~pH 5,5) représentiert sind (Mellman et al., 1986), besitzt PTMP1
demnach eine gewisse strukturelle Flexibilitit. Nach dem Ubergang in eine basische Umge-
bung, wie im Meerwasser meistens gegeben, besitzt das Protein eine hohe Stabilitét, was wie-
derum die mechanischen Eigenschaften bzw. die kollagenbindende Funktion des Proteins

(s. u.) signifikant beeinflussen konnte.

Die drei Disulfidbriicken von PTMP1 tragen nicht zu gleichen Teilen zur strukturellen Stabili-
tdt des Proteins bei, was die Analyse entsprechender Cys—> Ser-Mutanten deutlich zeigt. Wah-
rend sich unter alkalischen Bedingungen keine signifikanten Unterschiede in den thermischen
Stabilitdten detektieren lieen, zeigten unter sauren Bedingungen nur Proteine Stabilitit, wel-
che intakte doménenverbriickende Disulfide (C49-C241, C248-C437) enthielten, wohingegen
bei deren Fehlen (Reduktion oder NoCys-Mutante), die entsprechenden Proteine beim Erhit-
zen aggregierten (Abbildung 3-35, Abbildung 3-36). In gleicher Weise wiesen die isolierten
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Doménen nach Reduktion der entsprechenden Disulfidbriicken eine niedrigere thermische
Stabilitdt auf als im oxidierten Zustand. Die dritte im Zentralbereich des Doménenlinkers ge-
legene Disulfidbriicke (vgl. Abbildung 3-25) spielt somit fiir die strukturelle Stabilitdt von

PTMP1 nur eine untergeordnete Rolle.

Analog zur thermischen Stabilitdt wirkten sich die in PTMP1 vorhandenen Disulfidbriicken
auf die Denaturierung des Proteins mit Guanidiniumhydrochlorid aus (Abbildung 3-37). Wéh-
rend PTMP1 und die C244S/C440S-Mutante hier vergleichbare Stabilitdten aufwiesen, zeigte
sich die NoCys-Variante strukturell stark destabilisiert und aggregierte dariiber hinaus bei
niedrigen GdmCIl-Konzentrationen irreversibel. Analog dazu verhielten sich auch hier die
beiden isolierten Doménen, welche sich bei Reduktion ebenfalls signifikant instabiler erwie-
sen, was erneut die Bedeutung der dominenverbindenden Disulfidbriicken deutlich macht.
Dabei tragen beide Doménen in dhnlicher Weise zur gesamten Stabilitit von PTMP1 gegen-
tiber GAmCI bei, da fiir beide isolierten Proteine jeweils ein Entfaltungsintermediat detektiert
werden konnte, analog zu anderen Multi-VWA-Doménen-Proteinen wie dem Von-

Willebrand-Faktor (Auton et al., 2007).

4.2.3 Funktionelle Rolle von PTMP1 im Muschelbyssus

4.2.3.1 Kollagenbindung

Wie bereits fiir das aus dem Byssusfaden extrahierte Protein gezeigt (Sun et al., 2002), bindet
auch das im Rahmen dieser Arbeit analysierte rekombinant produzierte PTMP1 mit hoher
Affinitdt an Kollagen. Dabei wurden sowohl mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektro-
skopie (Abbildung 3-38) als auch mittels statischer ELISA-dhnlicher Tests (Abbildung 3-39)
Dissoziationskonstanten im submikromolaren Bereich ermittelt, wobei alle getesteten Kol-
lagentypen (I-V) dhnlich stark gebunden wurden. Die Affinititen liegen in einem dhnlichen
Bereich wie die anderer kollagenbindender Proteine mit VWA-Doménen wie Integrine, der
Von-Willebrand-Faktor oder Matriline (Fresquet et al., 2007; Pareti et al., 1987; Xu et al.,
2000). Alle verwendeten Kollagene besitzen eine hauptséchlich tripelhelikale Struktur sowie
generell einen Uberschuss positiv geladener Aminosiuren (pI=7-10), insbesondere im Bereich
besagter tripelhelikaler Regionen. Der isoelektrische Punkt von PTMP1 liegt im schwach sau-
ren Bereich (pI=5,9), was unter neutralen oder schwach alkalischen Bedingungen ionische

Wechselwirkungen mit den basischen Kollagenen, vergleichbar mit bekannten Prozessen wie
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komplexer Koazervation (Waite et al., 2005), wahrscheinlich macht. Dariiber hinaus weist
PTMPI1 auf seiner Molekiiloberfliche negative Ladungscluster auf (Abbildung 3-27), welche
mit den entsprechenden positiven Ladungen in den Kollagenen wechselwirken kdnnten. Auch
die Byssuskollagene (PreCols) stellen generell basische Proteine dar (Waite et al., 1998). Aus
diesem Grund konnte die Bindung von PTMP1 an die PreCols im natiirlichen Byssusfaden
durch ionische Wechselwirkungen vermittelt werden, wenngleich eine spezifische Interaktion
zwischen PTMP1 und PreCol-Molekiilen im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert wurden.
Da PTMP1 in den Driisen (pH ~5,5) nur eine geringe Nettoladung aufweist, sollten ionische
Wechselwirkungen mit den Byssuskollagenen jedoch erst verstirkt im Faden nach dem
Wechsel zu hoheren pH-Werten (Meerwasser) auftreten. Die ionische Natur der Bindung von
PTMP1 an Kollagen zeigt sich zudem in einer Abhdngigkeit der Affinitit von der Salzkon-
zentration (Abbildung 3-38). Bei der Bildung von Byssusfdden findet analog zur beschriebe-
nen Erhohung des pH-Wertes ein Wechsel von niedrigeren Salzkonzentrationen zu hoheren
statt, wenn die frisch gebildeten Byssusfdden nach der Sekretion ins Meerwasser entlassen
werden. Differenzielle pH- und salzgesteuerte Bindeeigenschaften von PTMP1 an die
Byssuskollagene konnten somit einen Beitrag zu entsprechenden Bildungs- oder Reifungs-
prozessen des Byssusfadens leisten. Interessanterweise bindet PTMP1 auch an das immobili-
sierte Peptid PPGj (Abbildung 3-39), welches unter den getesteten Bedingungen in tripelhe-
likaler Form vorliegt (Berisio ef al., 2002; Sakakibara et al., 1968). Da dieses Peptid auBBer
den terminalen Ladungen keine weiteren besitzt, liegt der Schluss nahe, dass PTMP1 ggf. in
der Lage ist, auch ohne Unterstiitzung durch ionische Wechselwirkungen an Kollagentripelhe-
lices zu binden. Die molekularen Ursachen dieser Bindung sind dagegen vollig unklar. Auf-
schluss hierbei konnte die Co-Kristallisation von PTMP1 und PPGy liefern, welche jedoch

im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.

Fiir eine effektive Kollagenbindung ist das Vorhandensein beider VWA-Doménen von
PTMP1 essenziell, da die isolierten Dominen ein wesentlich schwécheres Bindungsverhalten
aufweisen als Proteine mit beiden Doménen (vgl. Abbildung 3-38, Abbildung 3-39). Dariiber
hinaus scheint die Bindung stark von der in der Struktur beobachteten Doménenanordnung,
stabilisiert durch den antiparallelen Linker, abhéngig zu sein, da auch Mischungen beider iso-
lierter Doménen keine signifikant stirkere Bindung zeigten als die einzelnen Doménen. Der
Linker zwischen den beiden VWA-Dominen kdnnte somit eine entscheidende Rolle als stabi-
les Ligament oder molekulares Scharnier spielen, welches bei Bindung von Kollagenmolekii-
len den A1/A2/Kollagen-Komplex vermittelt oder stabilisiert. Diese Ergebnisse stehen im

Gegensatz zu dem fiir PTMP1 postulierten Modell, in dem das Protein mit jeder seiner Do-
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manen ein Kollagenmolekiil oder eine Kollagenfibrille bindet und diese somit quervernetzen

kann (Waite et al., 2002).

Analog zum aus dem Byssusfaden isolierten Protein (Sun et al., 2002) konnte auch fiir das
rekombinant produzierte PTMP1 keine essenzielle Abhingigkeit der Kollagenbindung von
zweiwertigen Metallionen nachgewiesen werden (Abbildung 3-40). In diesem Zusammen-
hang unterscheidet sich PTMP1, trotz hoher struktureller Ahnlichkeit, stark von den Integri-
nen, fiir deren Kollagenbindungsverhalten zweiwertige Metallionen, welche an die entspre-
chenden MIDAS-Motive gebunden sind, notwendig sind (Emsley et al., 2000). Von verschie-
denen getesteten Metallionen zeigte sich ausschlieBlich in Anwesenheit von Zinkchlorid fiir
PTMP1 ein geringer affinititssteigernder Effekt gegeniiber Kollagen. Interessanterweise wur-
de auch nur fiir Zn>" die Bindung an die Al-Doméne von PTMP1 im Kristall nachgewiesen
(Abbildung 3-29), was eine mdgliche Beteiligung der gebundenen lonen an der Kollagenbin-
dung nahelegt. Im Widerspruch dazu zeigte jedoch die A1-Doméne im isolierten Zustand kei-
ne gesteigerte Kollagenbindung in Anwesenheit vergleichbarer Konzentrationen von Zink-
chlorid. Analog dazu besitzt auch die Bindung des zweiten beobachteten Zn**-Ions im Be-
reich des Linkers keinen direkten Einfluss auf die Affinititssteigerung. Es scheint somit kein
direkter Zusammenhang zwischen gebundenen Zn**-Ionen und der Kollagenbindung von
PTMP1 wie im Falle der Integrine vorzuliegen. Wahrscheinlicher ist ein unspezifischer stimu-
lierender Einfluss gebundener Zn*-Ionen auf die Kollagenbindung, beispielsweise durch
Vermittlung zusétzlicher, im PTMP1-Kristall nicht detektierbarer ionischer Wechselwirkun-
gen zwischen Kollagen und PTMPI. Ein vergleichbarer Effekt wurde auch fiir Matrilin 3 be-
schrieben, fiir das ebenfalls ein affinitdtssteigernder Effekt von Zink auf die Bindung von
Kollagen III nachgewiesen werden konnte (Fresquet et al., 2007). Uber die Lokalisierung
einer oder mehrerer Kollagenbindestellen im PTMP1-Molekiil konnten somit im Rahmen
dieser Arbeit keine definitiven Aussagen gemacht werden, auch wenn die auf der Molekiil-
oberfliche von PTMPI1 befindlichen Cluster negativer Ladungen geeignete Interaktionsflé-
chen mit positiv geladenen Arealen in den Kollagenmolekiilen darstellen konnten. Bei In-
tegrinen bindet eine spezifische Sequenz in der Kollagentripelhelix (GFOGER, O représen-
tiert 4-Hydroxyprolin) an das MIDAS-Motiv der I-Doméne, wobei die Carboxylgruppe des
entsprechenden Glutamatrests im Kollagen einen der Liganden am Metallzentrum bildet
(Emsley et al., 2000). Im Falle der A3-Doméne des Von-Willebrand-Faktors, in welcher die
Kollagenbindung MIDAS-unabhéngig erfolgt, ist die entsprechende Bindestelle fiir Kollagen
Typ III durch ein Muster von Aminosduren auf der Molekiiloberflache charakterisiert, wel-

ches ebenfalls eine spezielle Erkennungssequenz im Kollagenmolekiil erkennt (Brondijk et
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al., 2012). Es ist anzunehmen, dass auch in den PreCol-Molekiilen Sequenzen vorhanden
sind, die von PTMP1 spezifisch erkannt werden kdnnen, sodass die beobachtete ionische In-
teraktion ggf. nur einen Teil der Kollagenbindung reprasentiert. Die Aufkliarung eines exakten
molekularen Bindungsmechanismus von PTMP1 an die Byssuskollagene bzw. Lokalisierung
entsprechender Bindestellen stellen daher zentrale Fragestellungen fiir kiinftige Arbeiten auf

diesem Gebiet dar.

Neben einem affinititssteigernden Effekt auf die Kollagenbindung kénnte die Bindung von
Metallionen an PTMP1 weitere Funktionen erfiillen. Bemerkenswert ist, dass im Falle der
MIDAS-gebundenen Metallionen drei Koordinationsstellen mit Wassermolekiilen besetzt
sind, was die unvollstindigen Besetzungen der entsprechenden Bindestelle erklirt. Analog
dazu befindet sich auch in der zweiten Bindestelle im Doménenlinker ein koordiniertes Was-
sermolekiil (Abbildung 3-29). Beide Bindestellen liegen an der Molekiiloberfliche und kon-
nen somit durch alternative Liganden besetzt werden. Fiir eine solche Besetzung spricht u. a.
die Beobachtung im Rahmen der Proteinreinigung, dass sowohl PTMP1 als auch die isolier-
ten Domidnen im nativen Zustand auch ohne die Anwesenheit eines His-Tags mit einer Ni-
IDA-Chromatographiematrix interagierten, im denaturierten Zustand der Proteine jedoch
nicht. Im Byssusfaden sind diese Stellen wahrscheinlich mit Liganden aus weiteren Byssus-
proteinen besetzt, wobei als physiologische Bindungspartner evtl. Histidinresten in den termi-
nalen Bereichen der PreCols (Waite et al., 1998) oder DOPA-Reste in Mfp-1 (Harrington et
al., 2010) in Frage kdmen. Diese Interaktionen konnten somit weitere dynamische bzw. rever-
sible Quervernetzungen der Byssusproteine bereitstellen und ggf. deren mechanische Eigen-
schaften beeinflussen (Harrington et al., 2009). Erginzend dazu konnten, da nahezu alle be-
kannten Byssusproteine mit Ausnahme von PTMP1 isoelektrische Punkte im basischen Be-
reich besitzen, entsprechende metallionenbasierte Interaktionen durch generelle ionische

Wechselwirkungen unterstiitzt werden.

Die terminalen Regionen von PTMP1 besitzen einen hohen Grad an Flexibilitét, da sie in der
Kristallstruktur nicht aufgeldst werden konnten. Diese Regionen beeinflussen die Bindung an
Kollagen, da deren Deletion ein signifikant unterschiedliches Bindungsverhalten zur Folge hat
(vgl. Abbildung 3-38 und Abbildung 3-39). Eine klare Tendenz zu einer affinitdtssteigernden
oder inhibitorischen Wirkung der Termini konnte nicht beobachtet werden, da die beiden un-
terschiedlichen Messmethoden (SPR und ELISA-dhnlicher Test) gegensitzliche Ergebnisse
lieferten. Den Hauptanteil an diesem Effekt diirfte die aminoterminale Expansion leisten, da

diese im Vergleich zu den sechs carboxyterminalen Aminosduren 48 Reste umfasst. Diese
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Expansion weist mit 25 % Prolin-, 12,5 % Valin- und 10,4 % Alaninresten eine ungewdhnli-
che Aminoséureverteilung auf. Ferner besitzt dieser Teil repetitiven Charakter, da sich zwei
Wiederholungssequenzen mit einem Konsensus von PAVAVDPPPYQ ermitteln lassen. Ins-
besondere der hohe Prolingehalt deutet Einschrankungen der Flexibilitit der Polypeptidkette
in diesem Bereich an, die jedoch fiir eine definitive Positionierung im Proteinkristall nicht
auszureichen scheint. Ferner gliedert sich PTMP1 mit dieser Sequenz in eine Gruppe weiterer
prolinreicher Byssusproteine wie Mfp-1 oder die PreCols ein, was ggf. fiir eine Beteiligung
der aminoterminalen Expansion an der Interaktion zwischen PTMP1 und weiteren Byssuspro-

teinen/-komponenten sprechen kdnnte.

PTMP1 wurde in einer fritheren Studie als Glykoprotein identifiziert (Sun et al., 2002). Basie-
rend auf der Struktur von PTMP1 koénnen die entsprechenden Bindestellen eingegrenzt wer-
den. Beide VWA-Doménen von PTMP1 besitzen demnach ein fiir N-Glycosylierung notwen-
diges Asn-Xaa-Ser/Thr-Sequon, wobei diese in Schleifen an der Molekiiloberfliche positio-
niert sind (al-f2- und al*-B1*-Schleife). Eine N-Glykosylierung an diesen Positionen ist
somit moglich und wahrscheinlich. Alternativ dazu kénnte auch der einzige Threoninrest
(T42) der aminoterminalen Expansion glykosyliert vorliegen, wie durch den NetOGlyc-
Algorithmus vorhergesagt (Julenius et al., 2005). In jedem Fall scheint die Bindung von Kol-
lagenen durch PTMP1 nicht durch Glykane bedingt zu sein, da auch fiir die rekombinante,
nichtglykosylierte Variante die Kollagenbindung nachgewiesen werden konnte und die Affi-
nitdt fiir Kollagen sich nicht von denen des natiirlichen PTMP1 (Sun ef al., 2002) unterschie-
det.

4.2.3.2 Einfluss auf die Kollagenassemblierung

Die Assemblierung von Kollagen wird durch die Anwesenheit von PTMP1 signifikant beein-
trachtigt, wie in mikroskopischen Analysen de novo aus gelostem Kollagen I gebildeter Fib-
rillen demonstriert werden konnte (Abbildung 3-43). Dabei verhindert die Bindung von
PTMP1 an die Kollagenmolekiile die Bildung geordneter geradliniger Fasern und fiihrt zur
Bildung kiirzerer, diinnerer und ungeordneterer Fibrillen. Zusétzlich wirkt sich die Anwesen-
heit von PTMP1 signifikant auf die beschriebene Assemblierung bzw. gerichtete Ablagerung
vorgeformter Kollagenfibrillen auf mineralischen Oberflichen (Jiang et al., 2004) aus
(Abbildung 3-42). In analoger Weise konnte PTMP1 auch im nativen Byssus bei der Regula-
tion der Assemblierung der PreCols wirken. Da PTMPI1 exklusiv im proximalen Teil des
Byssusfadens nachgewiesen wurde (Sun et al., 2002), stellen dabei ggf. PreCol-P und PreCol-
NG die hauptsdchlichen Interaktionspartner von PTMP1 dar. In mikroskopischen Studien
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wurden eindeutige Unterschiede in der Morphologie der Kollagenfibrillen im proximalen und
distalen Teil beschrieben (Bairati und Vitellaro-Zuccarello, 1976). Wihrend die Fibrillen im
distalen Fadenteil dicht gebiindelt und gerade ausgerichtet vorliegen, sind diese im proxima-
len Teil zwar gerichtet, jedoch wesentlich lockerer angeordnet, wobei die einzelnen Fibrillen
eine sinusformige Gestalt aufweisen. Dariliber hinaus sind die Fibrillen im proximalen Ab-
schnitt von einer ausgeprigten im Transmissionselektronenmikroskop hell erscheinenden
(elektronendurchldssigen) Matrix umgeben (Bairati und Vitellaro-Zuccarello, 1976). Diese
Matrix zeigt eine granuldre Substruktur, die in ihrem Aussehen den im Rahmen dieser Arbeit
von PTMP1 aufgenommenen elektronenmikroskopischen Aufnahmen dhnelt (vgl. Abbildung
3-43). Der Vergleich der im Byssus detektierten Morphologien der unterschiedlichen Fibrillen
mit denen in Ab- und Anwesenheit von PTMP1 in vitro gebildeten legt den Schluss einer Be-

teiligung von PTMP1 an der Assemblierung der Byssuskollagene nahe (Abbildung 4-3).

+PTMP1

proximal

-PTMP1

Byssuskollagene
(PreCols)

distal

Abbildung 4-3 Schematische Darstellung der Funktion von PTMP1 im Byssusfaden

PTMP1, welches nur im proximalen Teil des Byssus detektiert wurde, beeinflusst die Assemblierung der
PreCols zu den entsprechenden Fibrillen durch Anlagerung an einzelne Molekiile oder Fibrillen. Im dista-
len Teil, in dem PTMP1 fehlt, erscheinen die Fibrillen dichter gepackt und regelmaBiger angeordnet. Der
Matrixanteil ist, mitunter bedingt durch PTMP1, im proximalen Teil wesentlich hoher als im distalen.

Eine Rolle der Matrixproteine bei der Regulation der Fibrillendimensionen, evtl. durch Beein-
flussung der Vororientierung bzw. Ldslichkeit der PreCols in den sekretorischen Vesikeln,
wurde bereits frither formuliert (Sagert und Waite, 2009). Diese Annahmen basierten auf Ex-
perimenten mit artifiziell aus isolierten PreCols gebildeten Fibrillen, welche grof3e morpholo-
gische Unterschiede zu den natiirlichen Byssusfiden aufwiesen (Harrington und Waite,

2008a, 2009). Mittels der hier beschriebenen Beobachtungen zum Einfluss von PTMP1 auf
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die Kollagenassemblierung, v. a. fiir den proximalen Byssusteil, konnte dieses Modell bestd-
tigt bzw. erweitert werden. Ergénzend dazu wurden auch Effekte anderer VWA-Doménen-
Proteine wie Matrilin 3 auf die Assemblierung von Kollagen beschrieben (Otten et al., 2010),
wenn sich auch die Auswirkungen in diesem Fall nicht so ausgeprigt erwiesen wie fiir
PTMPI1. Die Regulation von Struktur und Assemblierung von Kollagenfibrillen durch Tan-
dem- bzw. Multi-VWA-Doménen-Proteine stellt somit moglichweise einen generellen Me-
chanismus der Funktion solcher Proteine dar, insbesondere im Bereich der extrazelluldren

Matrix, in der sowohl Kollagene als auch VWA-Doméinen-Proteine ubiquitdr auftreten.

Die grofle Abundanz von PTMP1 im proximalen Byssusteil in Kombination mit der beobach-
teten starken Bindung an Kollagen bzw. dem Einfluss von PTMP1 auf die Assemblierung der
PreCols im Byssus legt ferner einen signifikanten Einfluss des Proteins auf die mechanischen
Eigenschaften dieses Fadenabschnitts nahe. Dariiber hinaus kdnnten in einer zur Morphologie
analogen Weise auch die differenziellen Eigenschaften der entsprechenden proximalen und
distalen Byssusteile durch PTMP1 gesteuert bzw. beeinflusst werden. Wihrend der PTMP1-
freie distale Teil eine hohe Steifigkeit aufweist, zeichnet sich der proximale Teil, in dem
PTMP1 lokalisiert werden konnte, durch Elastizitdt aus (Bell und Gosline, 1996). Diese Ei-
genschaften wurden bislang ausschlieBlich den in beiden Teilen hauptsidchlich detektierten
unterschiedlichen PreCols, genauer gesagt den die Kollagendoméne flankierenden Regionen,
zugeordnet (Coyne et al., 1997, Hagenau et al., 2011; Harrington et al., 2009; Qin et al.,
1997). Der im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Einfluss von PTMP1 auf die Morphologie
gebildeter Kollagenfibrillen deutet jedoch auch eindeutig auf einen signifikanten Beitrag der
Matrixproteine auf die Integritit und somit auch die mechanischen Eigenschaften des Byssus-
fadens hin. Artifiziell aus isolierten PreCols gebildete Faden weisen signifikante Unterschiede
in ihrem mechanischen Verhalten zu natiirlichen Byssusfidden auf (Harrington und Waite,
2008a, 2009) und es wurde den in diesen Fasern fehlenden Matrixproteinen eine Rolle als
»Schmiermittel fiir die Kollagenfibrillen zugewiesen (Sagert und Waite, 2009). Die hohe
Stabilitdt der PTMP1-Struktur und starke Affinitit gegeniiber Kollagenen zeichnet, in Kom-
bination mit einer hohen PTMP1-Konzentration im proximalen Fadenteil, ein génzlich ande-
res Bild von dessen Funktion. PTMP1 kdnnte demnach mehrere Rollen einnehmen, die, je
nach Reifungsgrad des Byssus bzw. mechanischer Belastung, unterschiedliche Ausprigung
finden. Unter relaxierten Bedingungen bindet PTMP1 (in Abhéngigkeit von physikalischen
Parametern wie pH-Wert und Ionenstérke) an die Byssuskollagene und separiert die Molekiile
bzw. Fibrillen voneinander. Bei mechanischer Belastung kommt die starke Kollagenbildung

zum Tragen und PTMP1 als Haftvermittler verleiht dem System Stabilitdt und Integritét, wo-
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bei das Ausreilen von Fibrillen aus dem Fibrillen/Matrix-Verbund und ein Versagen der
Struktur auf mikroskopischer Ebene verhindert werden. In analoger Weise konnte die bislang
experimentell nicht nachgewiesene Bindung weiterer Byssuskomponenten zu diesen Funk-
tionen beitragen. Durch diese Funktion als Haftvermittler konnte PTMP1 auch an der fiir den
proximalen Fadenteil beschriebenen Versteifung bei zyklischer Belastung beitragen (Sun et

al.,2001; Waite et al., 2002).

4.3 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten zu Struktur und Funktion von
PTMP1 und einer mutmaBlichen Catecholoxidase des Muschelbyssus von M. galloprovincia-
lis liefern einen Beitrag zum Verstindnis der Struktur-/Funktionsbeziehung dieser Proteine
und ihre mutmaBliche Rolle im Byssus. Des Weiteren bieten diese Informationen die Basis
fiir eine technische Verwendung der einzelnen Proteine. Basierend auf der Sequenz der mut-
mafBlichen Catecholoxidase kdnnte deren rekombinante Produktion Moglichkeiten fiir eine
Vielzahl industrieller Applikationen im Bereich bioadhésiver Klebstoffe oder weiterer medi-
zintechnischer Anwendungen bieten. Die entsprechenden DOPA-enthaltenden Byssusproteine
bzw. bio-inspirierte Peptide oder Polymere wurden bislang durch Behandlung mit kommerzi-
ell erhéltlicher Pilztyrosinase kovalent quervernetzt (Ito et al., 1984; Marumo und Waite,
1986; Williams et al., 1989; Yu und Deming, 1998). Die Verwendung einer substrat- und
reaktionsspezifischen Catecholoxidase wiirde in diesem Zusammenhang eine wesentlich ziel-
gerichtetere und spezifischere Einfiihrung der oxidativen Modifikationen erlauben, sodass
z. B. DOPA-Reste (bzw. Catechole), jedoch keine Tyrosine (bzw. Monophenole) umgesetzt
werden konnten. Ferner zeigt die Pilztyrosinase eine hohe Préiferenz fiir niedermolekulare
Substrate (z. B. Tyrosin), bei gleichzeitig schwacher Umsetzung von Phenolen in Makromo-
lekiilen (Cha et al., 2009; Taylor, 2002), was den Einsatz eines proteinspezifischen Enzyms
rechtfertigen konnte. Diese Spezifitit eignet sich gleichsam auch fiir den Einsatz im Bereich
der Biosensorik, in welcher Tyrosinasen bereits erfolgreich eingesetzt werden (Berenguer et

al., 1989; Fiorentino et al., 2010).

Auch PTMP1 besitzt aufgrund der hier beschriebenen Féhigkeit zur Beeinflussung der Kol-
lagenassemblierung eine materialwissenschaftliche Relevanz. Der Byssusfaden, insbesondere
dessen proximaler Abschnitt, ldsst sich in diesem Kontext als faserverstirkter Verbundwerk-

stoff interpretieren (Sun et al., 2001), wobei die Byssuskollagenfasern in einer hauptsichlich
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aus PTMP1 bestehenden Matrix eingebettet vorliegen. Analog zu synthetischen Verbund-
werkstoffen liefert die Matrix dabei einen entscheidenden Beitrag zur Integritdt des Materials
sowie zu seinen mechanischen Eigenschaften (Cahn et al., 2005). Im vorliegenden Fall ist
v. a. die Elastizitdt des proximalen Byssusabschnitts und damit verbundene hohe Energieauf-
nahmefédhigkeit (Zdhigkeit) von Bedeutung, welche mit der synthetischer Fasern wie Nylon
oder Kevlar verglichen werden kann (Gosline et al., 2002). Gleichsam stellt PTMP1 ein neues
Modellsystem kollagenbindender Proteine dar, welches eine breite Palette von Mdoglichkeiten
zur Steuerung von Kollagenassemblierung und somit auch den mechanischen Eigenschaften
von Fibrillen bieten konnte. Die Moglichkeit, neben PTMP1 auch die Byssuskollagene oder
davon inspirierte artifizielle Kollagene rekombinant herzustellen, erweitert das Spektrum po-
tenzieller Anwendungen dieser neu geschaffenen bio-inspirierten Materialien (Hagenau und
Scheibel, 2010). Beispiele wiren die Erzeugung von graduell verteilten mechanischen Eigen-
schaften in Polymeren oder biopolymerbasierten Materialien (Claussen et al, 2012a;
Claussen et al., 2012b) oder die Steuerung der mechanischen Eigenschaften von Kollagen-
Netzwerken, z. B. im Bereich biomedizinischer Anwendungen wie des Tissue Engineering
(Cen et al., 2008; Hulmes, 2008; Piechocka et al., 2011). Die hohe strukturelle Stabilitdt von
PTMP1 stellt dabei eine wichtige Voraussetzung dar. Ergénzend dazu lassen sich PTMP1
bzw. Mutanten einfach reinigen und ggf. auch kristallisieren, was die Mdglichkeit der Analy-
se molekularer Interaktionen von Tandem-VWA-Domainen-Proteinen und Kollagenen bieten
konnte. Da VWA-Doménen-Proteine neben einer hohen strukturellen Homologie nur geringe
Sequenzidentititen aufweisen, besitzt PTMP1 ggf. einen hohen Spielraum fiir Variationen
von Aminosduren an der Molekiiloberfldche, ohne dabei die globale Struktur signifikant zu
verandern. Die Struktur von PTMPI1 konnte somit ein geeignetes Templat fiir Protein-
Engineering darstellen (Banta et al., 2010; Brannigan und Wilkinson, 2002). Insgesamt tragen
die in dieser Arbeit beschriebenen Grundlagen zu Struktur und Funktion von PTMP1 zum
Grundverstdndnis kollagenbindender Matrixproteine bei und er6ffnen eine Vielzahl von Mog-

lichkeiten technischer Anwendungen dieser Proteine.
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S5 Zusammenfassung

Marine Muscheln der Gezeitenzone, wie die Miesmuschel Mytilus galloprovincialis, haften
mittels eines Byssus am Untergrund. Der Muschelbyssus besteht aus einzelnen Féden, welche
aufgrund von Strdmungen und Wellengang extremen mechanischen Belastungen ausgeliefert
sind und aus diesem Grund eine hohe Energieaufnahmefihigkeit besitzen. Unter anderem
dieser Umstand macht die Byssusfdden zu einem interessanten biologischen Material. Byssus-
fdden gliedern sich in drei morphologisch unterscheidbare Abschnitte mit unterschiedlichen
mechanischen Eigenschaften, einen elastischen proximalen Teil, einen distalen Teil mit hoher
Steifigkeit und einen adhédsiven Plaque, welcher die Substratbindestelle darstellt. Der Byssus
besteht fast ausschlieBlich aus Proteinen, wovon wiederum ein grof3er Teil des Fadens durch

fibrilldre Kollagene reprisentiert ist, welche in eine Proteinmatrix eingebettet sind.

Nahezu alle Proteine des Byssusfadens weisen z. T. einen hohen Grad an posttranslationalen
Modifikationen auf, allen voran die Hydroxylierung von Tyrosinen zu 3,4-Dihydroxy-
phenylalaninen (DOPA). Diese Reste nehmen eine Schliisselrolle fiir die kohésiven und adha-
siven Eigenschaften der Byssusproteine ein. Ferner spielt die Oxidation von DOPA zum ent-
sprechenden o-Chinon eine wichtige Rolle bei der Quervernetzung der Proteine im Zuge der
Reifung bzw. chinonbasierter Gerbung (quinone tanning) der Fédden. Diese Reaktion wird
von einer im Byssusfaden detektierten Catecholoxidase katalysiert, von der bis dato jedoch
keine Aminosduresequenz bekannt war. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die Se-
quenz einer solchen mutmaBlichen Byssuscatecholoxidase in einer cDNA-Bank des Muschel-
fuBes identifiziert und eingehend bioinformatisch hinsichtlich Lokalisierung und potenzieller
Tertidrstruktur charakterisiert. Das entsprechende Protein weist einige Charakteristika auf, die
die Identitdt mit einer von J. H. Waite aus dem Byssusfaden isolierten Catecholoxidase wahr-
scheinlich machen. Neben einer katalytischen Doméne, welche Homologie zu bekannten Ca-
techoloxidasen bzw. Tyrosinasen aufweist, zeigt das Protein ferner weitere spezielle Bereiche,

die eine strukturelle Beteiligung des Proteins am Byssusfaden nahelegen.

Den Hauptteil der Arbeit stellt die Analyse eines der bekannten Matrixproteine dar, des Pro-
ximalen Fadenmatrixproteins 1 (PTMP1), welches zwei Von-Willebrand-Faktor Typ A-
dhnliche (VWA) Dominen besitzt. Hierzu wurde zunéchst die Sequenz von PTMP1 aus einer
cDNA-Bank des Muschelfules isoliert und kloniert. Anschliefend erfolgte die heterologe
Expression und rekombinante Produktion des Proteins und einiger davon abgeleiteten Varian-
ten in E. coli. Da alle Proteine in Form unloslicher bakterieller Inclusion Bodies gebildet wur-

den, erfolgten die Etablierung einer Reinigungs- und Riickfaltungsstrategie sowie die chroma-
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tographische Analyse und spektroskopische Charakterisierung. Dabei wies PTMP1 zwei mo-
nomere Isoformen mit unterschiedlicher Disulfidverbriickung auf. Die Kristallstruktur von
PTMP1, welche die erste bekannte Kristallstruktur eines Byssusproteins darstellt, zeigte eine
neuartige Anordnung der beiden VWA-Doménen, welche dabei durch einen hochgradig stabi-
lisierten Linker verbunden sind. Ferner konnte im Kristall die Bindung zweier Zn>"-Ionen an
PTMP1 nachgewiesen werden, wobei jedoch nur das MIDAS-Motiv der Al-Doméne von
PTMPI1, jedoch nicht das der A2-Doméne diese Bindung aufwies. Die zweite Bindestelle
wurde stattdessen im Bereich des Doménenlinkers detektiert. PTMP1 wies eine aullergewdhn-
liche strukturelle Stabilitdt auf, insbesondere gegeniiber thermischer Denaturierung. Die zuvor
postulierte Fahigkeit von PTMP1 zur Bindung von Kollagenen konnte bestétigt und vertie-
fend analysiert werden. Dabei zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Bindung von der
Ionenstéirke, sodass von elektrostatischen Interaktionen zwischen PTMP1 und Kollagen aus-
gegangen werden kann. Dariiber hinaus besitzt PTMP1 die Fahigkeit zur Bindung tripelheli-
kaler kollagenartiger Strukturen. Die geordnete Assemblierung priaformierter Kollagenfibril-
len erwies sich in Anwesenheit von PTMPI1 als signifikant gestort. Dariiber hinaus beeinflusst
PTMP1 die Bildung von Fibrillen aus loslichem Kollagen, was eine Beteiligung dieses Mat-
rixproteins an der Assemblierung der Byssuskollagene und somit einen Einfluss auf die me-

chanischen Eigenschaften des proximalen Byssusfadenteils nahelegt.
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6 Summary

Marine mussels of the intertidal zone like the blue mussel Mytilus galloprovincialis firmly
attach to the substrate by the byssus. This holdfast apparatus consists of single threads that
are, due to waves and currents, exposed to extreme mechanical challenges and, therefore, ex-
hibit outstanding energy dissipating capacities. This property, among others, inspires many
material scientists. The threads contain three morphologically distinct sections exhibiting dif-
ferent mechanical properties including a proximal elastic, a distal stiff portion and an adhesive
plaque mediating interactions with substrates. Byssus is almost entirely composed of proteins
with the prominent part being represented by fibrillar collagens, embedded in a proteinaceous

matrix.

Nearly all known byssal proteins exhibit a high degree of posttranslational modifications,
above all the presence of 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) residues. These moieties play
a key role in cohesive and adhesive capabilities of byssal proteins. Furthermore, the oxidation
of DOPA residues to the respective o-quinones induces cross-linking of byssal proteins during
byssus ageing and quinone tanning of the threads. This oxidation is catalyzed by a so far un-
known catechol oxidase. Here, the sequence of a putative byssal catechol oxidase was identi-
fied in a mussel foot cDNA library, and the protein derived thereof was characterized by bio-
informatical tools concerning potential localization and structure. The observed protein shares
some characteristics with a catechol oxidase formerly extracted from the byssus by J. H.
Waite. Besides a catalytic domain which exhibits homology to known catechol oxidases or
tyrosinases, the putative byssal enzyme shows additional domains that suggest a structural

contribution to the byssus.

The main focus of the present work was the analysis of one known byssal matrix protein,
Proximal Thread Matrix Protein 1 (PTMP1), which contains two von Willebrand factor type
A-like (VWA) domains. The cDNA of PTMP1 was amplified from a cDNA library of the
mussel foot and cloned. Next, the protein and several variants thereof were recombinantly
produced in E. coli. Since the expression of all constructs lead to formation of bacterial inclu-
sion bodies, a purification and refolding strategy was established and the refolded forms of the
proteins were analyzed chromatographically and spectroscopically. Recombinant PTMP1
exhibited two monomeric isoforms that are alternatively disulfide bonded. The crystal struc-
ture of PTMP1, being the first reported crystal structure of a protein from the byssus, exhibit-
ed a novel arrangement of the two VWA domains, interconnected by a highly stabilized link-

er. Furthermore, two binding sites for Zn*>" ions could be observed, one in the MIDAS-motif
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of the A1 domain and one in the inter-domain linker. PTMP1 exhibited an outstanding stabil-
ity against thermal denaturation. The formerly postulated capacity of PTMP1 for collagen
binding was confirmed and analyzed. Here, a significant influence of the ionic strength on
binding was observed, suggesting electrostatic interactions between PTMP1 and collagens.
Moreover, PTMP1 exhibited a capability of binding triple-helical collagenous structures. The
ordered alignment of preformed collagen fibrils was dramatically interfered by PTMP1. Fur-
thermore, PTMP1 influenced the assembly of fibrils reconstituted from soluble collagens,
suggesting a contribution of PTMP1 during the assembly of collagens and, therefore, an in-

fluence of the protein on the mechanical properties of the byssal thread.
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Abkiirzungen

9 Abkiirzungen

A
AFM

AK
Ala, A
Amp
APBS
APS
Arg, R
Asn, N
Asp, D
Bicin
Bis-Tris

BLAST
BMGY

BMMY

bp
BSA

CaClz
CCD
CD
cDNA

cDNA
cfu

CHCA
Chy

Cm
cm’
CcO
COP

Cys, C
dATP

dCTP

dGTP

DLS

DMF
DMSO
dn/dc

DNA
dNTP
DOPA
DTNB

DTT
dTTP
E. coli
EDC

Adenosin

Atomic Force Microscopy,
Rasterkraftmikroskopie

Antikorper

Alanin

Ampicillin

Adaptiver Poisson-Boltzmann Solver
Ammoniumperoxodisulfat

Arginin

Asparagin

Aspartat
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-glycin
Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan

Basic Local Alignment Search Tool
buffered medium (glycerol, yeast
extract), gepuffertes Medium mit
Glycerin und Hefeextrakt

buffered medium (methanol, yeast
extract) , gepuffertes Medium mit
Methanol und Hefeextrakt
Basenpaar

bovines Serumalbumin

Cytidin

Calciumchlorid

Charge-Coupled Device
Zirkulardichroismus
komplementére (complementary)
DNA

komplementidre DNA

colony forming unit (koloniebildende
Einheit)
a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure
Chymotrypsin

Chloramphenicol

Reziproke Zentimeter/Wellenzahlen
Catecholoxidase

copper binding site,
Kupferbindestelle

Cystein
2°-Desoxyadenosin-5°-triphosphat
2°-Desoxycytidin-5°-triphosphat
2°-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat
dynamic light scattering, dynamische
Lichtstreuung

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

differenzielles Brechungsindex-
Inkrement

Desoxyribonukleinsiure
2°-Desoxynukleotid-5‘-triphosphat
3,4-Dihydroxyphenylalanin
Dithionitrobenzoeséure (5,5'-Dithio-
bis(2-nitrobenzoeséure))
Dithiothreitol
2°-Desoxythymidin-5°‘-triphosphat
Escherichia coli

1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid

EDTA
ELISA
ESI
EST
FITC
FPLC
FSD

FT-IR
G

g
GdmCl1
Gln, Q
Glu, E
Gly, G
GPC
GSH
GSSG
HCl
HEPES

His, H
HMM
HPLC

i.d.
TAEDANS

1B
IDA
IFA
IeG
Ile, I
IMAC

IPTG

Kana
kb
KFA
LB
LC

LEM
Leu, L
LiCl
Lys, K

MAA
MALDI

MALS
MCS

MD
Met, M

Ethylendiamintetraacetat
enzyme-linked immunosorbent assay
Elektrospray-lonisation
expressed sequence tag
Fluorescein-Isothiocyanat

fast protein liquid chromatography
Fourier self-deconvolution, Fourier-
Selbstentfaltung
Fourier-transformierte
Infrarotspektroskopie

Guanosin

Ortsfaktor (9,81 N kg™)
Guanidiniumhydrochlorid
Glutamin

Glutamat

Glycin
Gel-Permeationschromatographie
Glutathion reduziert

Glutathion oxidert

Salzsédure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsdure
Histidin
Hidden-Markov-Modell

high performance liquid
chromatography

intradermal
5-[2-(2-Iodacetamido)ethylamino]-
naphthalen-1-sulfonsédure
Inclusion Bodies
Iminodiessigséure (-acetat)
Inkomplettes Freund-Adjuvans
Immunglobulin G

Isoleucin

immobilized metal ion affinity
chromatography,

immobilisierte Metallionen-
Affinititschromatographie
Isopropyl-1-thio-B-D-
galactopyranosid

Kanamycin

Kilobasen

Komplettes Freund-Adjuvans
Luria-Bertami

liquid chromatography,
Fliissigchromatographie

Lineare Extrapolations-Methode
Leucin

Lithiumchlorid

Lysin

Molar, Mol pro Liter
Maleinsdureanhydrid-aktiviert
matrix assisted laser
desorption/ionization

multi angle light scattering,
Mehrwinkellichtstreuung
multiple cloning site

Minimal Dextrose-Medium
Methionin
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Mfl

Mfp
Mgfp
MM
MHC12
MPD
mRNA
MRW
MS
MWCO

m/z
NaAc
NaCl
NaOH
NaSCN
n. b.
NCBI
NHS

nt
NTCB
oD
ODgpo
ORF

P. pastoris
PAGE
PBS

PCR

PEG
pH
Phe, F
pl
PMSF
pO,
POD
Pro, P
PTMP1

QELS

rRNA
s. C.
SDS
SEC

Ser, S
S-Gal

Mussel foot library (cDNA-Bank des
Muschelfuf3es)

mussel foot protein

Mpytilus galloprovincialis foot protein
Minimal Methanol-Medium
Mangan(II)-chlorid
2-Methyl-2,4-pentandiol
messenger RNA, Boten-RNA

mean residue weight
Massenspektrometrie

molecular weight cut off,
Molekulargewichts-Ausschlussgrenze
Masse-Ladungsverhéltnis
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydroxid/Natronlauge
Natriumthiocyanat

nicht bestimmt

National Center for Biotechnology
Information

N-Hydroxysuccinimid

Nukleotid
2-Nitro-5-Thiocyanobenzoeséure
optische Dichte

optische Dichte bei 600 nm

open reading frame

Pichia pastoris
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate-buffered saline, Phosphat-
gepufferte Salzlosung

polymerase chain reaction,
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglycol

potentia hydrogenii

Phenylalanin

Isoelektrischer Punkt
Phenylmethylsulfonylfluorid
Sauerstoff-Partialdruck

Peroxidase

Prolin

Proximal Thread Matrix Protein 1,
Proximales Fadenmatrixprotein 1
quasi-elastic light scattering, quasi-
elastische Lichtstreuung
Rasterelektronenmikroskopie
hydrodynamischer Radius
refractive index, Brechungsindex
root mean square deviation, Wurzel
aus der mittleren quadratischen
Abweichung

ribonucleic acid, Ribonukleinsiure
revolutions per minute
(Umdrehungen pro Minute)
ribosomale RNA

subkutan

sodium dodecyl sulfate,
Natriumdodecylsulfat

size exclusion chromatography,
GroBenausschlusschromatographie
Serin
3,4-Cyclohexenoesculetin-p-D-
galaktopyranosid

SH
SMT3
SP
SPR

SUMO
SV

TAE
TBS

TCEP
TEM
TEMED

Tet
TFA
Thr, T
TMB
TMP

TOF
Tris
Trp, W
Tryp
Tyr, Y

uv
v/v
Val, V
VE
VIS
w/vV
YNB

YPD
Zeo

Sulfhydryl

suppressor of mif two 3

Sulfopropyl-

surface plasmon resonance,
Oberflachenplasmonenresonanz
small ubiquitin-like modifier
Séulenvolumen

Thymidin
Tris/Natriumacetat/EDTA-Puffer
Tris-buffered saline, Tris-gepufferte
Salzlosung
Tris(2-carboxyethyl)phosphin
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N“N*-
Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Trifluoressigsdure

Threonin
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin

thread matrix protein,
Fadenmatrixprotein

time-of-flight, Flugzeit
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptophan

Trypsin

Tyrosin

unit (unterschiedlich definiertes Maf3
fiir die Aktivitit von Enzymen)
ultraviolett

volume per volume, Volumenprozent
Valin

vollentsalzt

visuell

weight per volume, Gewichtsprozent
yeast nitrogen base, Hefe-
Stickstoffquelle

yeast extract peptone dextrose
Zeocin
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