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1 - Methoden

1 Methoden

1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) zur
Amplifikation von Nukleinsduren durch Mullis et al. kann als wissenschaftlicher Durchbruch in der
Biotechnologie betrachtet werden [1]. Die Anwendungsgebiete reichen von der forensischen
Genetik (z.B. individuelle Identifikation durch DNA-Proben von Blut, Speichel, Haaren o.4. [2]) bis
hin zu medizinischen Anwendungen wie der Erkennung von Gendefekten oder infektitsen
Erkrankungen durch Bakterien oder Viren wie beispielsweise HIV (human immunodefiency
virus, [3]). Auch die Modifizierung (Einfligen, Ersetzen oder Ldschen von Nukleotiden) von
Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) durch ortsspezifische Mutagenese (site-
directed mutagenesis) ist durch die Entwicklung der PCR effizienter geworden [4].

Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden neben der zu amplifizierenden Templat-DNA eine
hitzebestandige DNA-Polymerase (als erstes verwendet und weit verbreitet ist die Tag Polymerase
aus Thermus acquaticus), zwei artifiziell konstruierte Primer (Bedingungen fir das Primer-Design
siehe Kapitel 10.4), eine Nukleotidquelle (Desoxyribonukleosidtriphosphate, dNTPs) sowie eine
geeignete Pufferlésung benodtigt. Um die Polymerase-Kettenreaktion zu starten, werden die DNA-
Doppelstrange zuerst bei hohen Temperaturen denaturiert (ca. 95 °C, bei Subformen der PCR wie
der Hot start PCR erfolgt erst ein Initiierungsschritt [5]), damit sie als lineare Einzelstrange
vorliegen (siehe Schritt 1 in Abbildung 1). AnschlieBend folgt die
Primerhybridisierung (annealing), bei der die Temperatur erniedrigt wird (abh&ngig von Primer-
Eigenschaften, um unvollstiandige bzw. ineffiziente Anlagerung zu vermeiden), damit sich die
spezifischen und komplementaren Primer an die Templat-DNA anlagern kdnnen (siehe Schritt 2 in
Abbildung 1). Die erneute Temperatur-erhéhung (i.d.R. 68 — 72 °C) aktiviert die verwendete DNA-
Polymerase, welche einen neuen DNA-Strang komplementar zur Templat-DNA in 5°-3"-Richtung
mit Hilfe frei verfligbarer dNTPs synthetisiert, was als Elongation bezeichnet wird (siehe Schritt 3
in Abbildung 1). Dieser Zyklus wird 25 bis 35 Mal wiederholt und da die neu synthetisierte DNA
auch als Templat dient, ist unter optimalen Bedingungen mit jedem Zyklus eine exponentielle

Erhohung der Konzentration der Ziel-DNA zu beobachten. Die Visualisierung der erhaltenen PCR-
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Produkte kann im Anschluss durch Agarose-Gelelektrophorese erfolgen [6, 7]. Die lineare DNA

kann anschlieBend ligiert und in kompetente Zellen transformiert werden.

DNA primers DNA nucleotides
i - - polymerase (dTTP, dCTP, dATP, dGTP)
(Vouernions  [pm W ™ ' R }
Step 1: ) i

; DNA template strand
denaturing

Step 2: Y 7
annealing section of DNA 2 &

two DNA strands (55 °C) - - to be amplified

- I < . .

mw
{./W\/{Xr*

new DNA strands

t@

four DNA strands

repeat cycle
(20-40 times)

(oo gl) Buizisayufs :g deis

© Encyclopaedia Britannica, Inc.

Abbildung 1 | Schema einer Polymerase-Kettenreaktion (Abb. ent. aus [8]).

1.2 Rekombinante Proteinexpression

Die Produktion von Proteinen in hoher Ausbeute ist heutzutage essentiell, sei es fiir deren
biochemische Charakterisierung, deren Verwendung in industriellen Prozessen oder vielen
weiteren Bereichen. Die biotechnologische Methode der rekombinanten Proteinexpression
revolutionierte die Herstellung von Proteinen, da bakterielle Expressionssysteme sowohl eine
hohe Wachstumsrate in kostengiinstigen Substraten, eine gut charakterisierte Genetik als auch
eine stetig steigende Anzahl an Klonierungsvektoren und Wirtsstammen besitzen [9, 10]. Das
Grundprinzip besteht darin, das gene of interest in einen Expressionsvektor zu insertieren, danach
den Wirtsorganismus mit diesem zu transformieren und anschlieBend die Expression zu
induzieren. Dabei gibt es jedoch eine Vielzahl an Faktoren zu beachten, die die Proteinausbeute
dabei betrachtlich beeinflussen. Beispiele dafir sind ein schlechtes Wachstum des
Wirtsorganismus, die Bildung von Einschlusskorperchen (inclusion bodies), Proteininaktivitat oder
auch das Ausbleiben der Proteinproduktion [11]. Ein weit verbreiteter, ausflhrlich studierter und

in dieser Arbeit verwendeter Wirtsorganismus fiir heterologe Proteinproduktion ist das
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gramnegative Darmbakterium Escherichia coli (E. coli) [12—14]. Dieses besitzt diverse Vorteile wie
beispielsweise eine schnelle Wachstumskinetik (Verdopplungsrate bei optimalen Bedingungen
sowie glukose- und salzhaltigen Medien betrdgt 20 min) [15], die Erreichbarkeit einer hohen
Zelldichte [16] als auch eine schnelle und kostengiinstige Transformation mit exogener DNA [17].
Diese Aspekte werden weiterhin durch die Vielzahl an verfligharen Plasmiden, rekombinanten
Fusionspartnern und genetisch optimierten Stammen erweitert, wodurch E. coli in vielen Fallen
als sehr aussichtsreicher prokaryotischer Wirtsorganismus gilt [14].

In dieser Arbeit wurde ausschlieSlich mit dem pET-Expressionssystem (Novagen®, Merck)
gearbeitet. Dieses wurde zuerst von Studier et al. Ende der 1980er Jahre beschrieben [18-20]. Es
gewdhrleistet sowohl eine hohe Proteinausbeute als auch die Moglichkeit der
Isotopenmarkierung, welche fir Kernspinresonanzspektroskopie-Studien (nuclear magnetic
resonance spectroscopy, NMR) auf Grund der geringen Haufigkeit von 3C- und '°N-Isotopen
unabdingbar ist. E. coli-Zellen kénnen fir den Einbau der beiden Isotope 3C-Glukose und *°N-
Ammoniumchlorid als einzige Quellen fiir Kohlenstoff und Stickstoff nutzen. Als Expressionsstamm
wurde haufig E. coli BL21(DE3) verwendet. Diese Deletionsmutante besitzt, wie auch andere B-
Stamme, weder die Lon-Protease, welche fiir E. coli unbekannte Proteine degradiert, noch die
OmpT-Protease, welche fiir den Abbau von extrazelluldren Proteinen verantwortlich ist [21, 22].
Weiterhin ist der Stamm durch den DE3-Phagen lysogensisiert, welcher unter Kontrolle des
Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid (IPTG)-induzierbaren  lacUV5-Promoters die  T7-RNA-
Polymerase kodiert. Dieser lac-Promoter beinhaltet verschiedene Punktmutationen, welche
einerseits die Abhéangigkeit fir cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und dessen
Rezeptorprotein CAP reduzieren. Andererseits sinkt auch die Affinitdt zu Glukose, welches eine
starke Induktion durch Laktose oder dessen nicht hydrolisierbares Analogon IPTG moglich
macht [23]. Die Transkription der T7-RNA-Polymerase hat die Freisetzung von tetramerem Lacl
vom lac-Operon zur Folge, welches die Transkription des Zielgens startet. Dieses
Expressionssystem wird auf Grund zahlreicher Vorteile sehr haufig verwendet. Es synthetisiert
RNA schneller als die E. coli eigene RNA-Polymerase und beendet die Transkription seltener.
Weiterhin ist es hochselektiv fir die Initiilerung der eigenen Promotersequenz im Vergleich zu
anderen Sequenzen der E. coli DNA und die T7-RNA-Polymerase ist resistent gegen Antibiotika wie
beispielsweise Rifampicin, welches die E. coli RNA-Polymerase inhibiert [24]. Fir spezielle
Bedingungen wurden Derivate des BL21(DE3)-Stammes verwendet, wie beispielsweise E. coli

Tuner(DE3) oder E. coli Rosetta(DE3). Wahrend der Tuner-Stamm ein lacZY-Deletionsmutant des
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BL21-Stammes ist, welcher durch das gleichmaRige Einbringen von IPTG in alle Zellen ein
konzentrationsabhadngigeres und homogeneres Induktionslevel gewahrleistet, dient der Rosetta-
Stamm der Expression von eukaryotischen Proteinen, welche sogenannte rare codons
besitzen (AGG, AGA, AUA, CGG, CUA, CCC, GGA) [11].

Abhadngig vom Zielprotein wurden verschiedene Plasmide mit den E. coli-Zellen
transformiert. Zum einen wurde der pET-28a(+) Vektor verwendet, da er durch ein zusatzliches
spezifisches Translationssignal ein fiir E. coli unbekanntes Gen erfolgreich translatieren kann, was
bei eukaryotischen Proteinen in prokaryotischen Expressionssystemen unabdingbar ist. Die
Transkription erfolgt durch die zuvor beschriebene T7-RNA-Polymerase und als Selektionsmarker
dient das Antibiotikum Kanamycin. Weiterhin ist neben dem lac-Gen fiir die IPTG-Induktion auch
ein N-terminaler Hise-Tag mit anschlieBRender Thrombin-Schnittstelle fiir die Reinigung des
Proteins kodiert. Zusatzlich besitzt er noch eine fl-Replikationsursprung-Sequenz (origin of
replication), welche die Replikation von ein- oder doppelstrangiger Plasmid-DNA fur Mutagenese-
und Sequenzierungsanwendungen ermoglicht. Zum anderen wurde ein pET-24a(+) Vektor
verwendet, auf dem neben dem Hise-Tag noch ein Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO)-Tag zur
Steigerung der Proteinldslichkeit kodiert ist. Nach erfolgreicher Transformation der E.coli-Zellen
mit dem Plasmid werden diese bis zu einer hohen Dichte wachsen gelassen, um anschlieRend mit

IPTG die Uberexpression des gewiinschten Proteins zu initiieren.

1.3 Proteinreinigung

Um an einem Protein Strukturaufklarung und Bindungsstudien durchfiihren zu kénnen, ist es nicht
ausreichend, nur eine groBe Menge davon zu produzieren, sondern es bedarf auch einer hohen
Reinheit. Nach der Expression konnen die Zellen auf mechanische oder nicht-mechanische Weise
aufgeschlossen werden. Zu den mechanischen Methoden zahlen unter anderem die Verwendung
von Kugelmihlen, Hochdruckhomogenisatoren oder auch von Ultraschall. Nicht-mechanisch
kénnen Zellen einerseits mit Hilfe des enzymatischen Verdaus der Zellwand mit anschlieRendem
Aufschluss durch osmotischen Schock, andererseits auch chemisch tber die Verwendung von
starken chaotropen Reagenzien wie Harnstoff oder Guanidin oder auch mit Tensiden wie Triton®
X-100 aufgeschlossen werden [25]. Bei diesem Prozess werden neben dem Zielprotein auch
andere Bestandteile der Zelle wie zum Beispiel DNA, messenger-RNA, Organellen oder weitere

Proteine freigesetzt. Um das gewinschte Protein zu isolieren, kann es als Fusionsprotein
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exprimiert und durch diverse chromatographische Trennverfahren aufgereinigt werden.
Fusionsproteine bestehen aus mindestens zwei Domanen, welche von separaten Genen kodiert
werden, aber miteinander verbunden sind, sodass sie als ein Polypeptid transkribiert und
translatiert werden [26]. Mit der Zeit wurden eine Vielzahl an Fusionspartnern erfolgreich
etabliert, welche nicht nur bei der Aufreinigung eine wichtige Rolle spielen, sondern auch in vivo
diverse Vorteile bringen kdnnen [10]. Beispielsweise kdnnen sie intrazelluldare Proteolyse
verhindern [27], als spezifische Expressionsreporter dienen [28] oder auch die Loslichkeit
erhohen [29]. In vielen Fallen wird als erster Reinigungsschritt eine Affinitdtschromatographie
durchgefiihrt. Dabei wird die Wechselwirkung zwischen einem Liganden und dessen
Bindungspartner ausgenutzt, wie beispielsweise die von Glutathion mit der Glutathion-S-
Transferase (GST), um das Zielprotein von den restlichen Bestandteilen abzutrennen. Eine auf
vielen Plasmiden, ob N- oder C-terminal, kodierte Aminosduresequenz ist der Polyhistidin-Tag.
Dieser ist Voraussetzung fir die Reinigung mittels immobilisierter Metallionen-
Affinitatschromatographie (IMAC) [30]. Dabei bilden die Histidin-Reste mit den Nickel-lonen der
Nickel-Sepharose-Matrix (Nitriloessigsdure-Agarose) einen oktaedrischen Komplex und nur
Proteine, welche ebenfalls eine Histidin-reiche Sequenz in definierter Reihenfolge haben, binden
ebenfalls. Um das Zielprotein anschlieRend von der Saule zu eluieren, wird es mit einem Imidazol-
Gradienten kompetitiv verdrangt [30]. Fur die Strukturaufklarung des nativen Proteins muss der
Fusionspartner jedoch wieder, im Idealfall artefaktfrei, entfernt werden. Dies kann sowohl
enzymatisch als auch chemisch geschehen. Der enzymatische Verdau wird durch das Erkennen
einer bestimmten Schnittstellensequenz durch Proteasen wie Enterokinase, Thrombin, Faktor Xa
oder den tobacco etch virus (TEV) realisiert [31]. Chemisch kann ein Fusionspartner zum Beispiel
durch Bromcyan entfernt werden, was zwar den Vorteil hat, dass das Reagenz wieder leicht zu
entfernen und im Vergleich zu kommerziellen Enzymen in der Regel kostenginstiger ist, jedoch
unter extremen Bedingungen ablauft und daher nur bei denaturierender Reinigung von
rekombinanten Proteinen aus Einschlusskorperchen empfohlen wird [32].

Neben der Affinitatschromatographie gibt es noch zahlreiche weitere Methoden zur
Proteinreinigung. Beispiele dafir sind die hydrophobische Interaktionschromatographie, bei der
das Saulenmaterial mit einem hochionischen Puffer equilibriert wird, sodass die hydrophoben
Bestandteile des Proteins binden kdnnen (auch Umkehrphasenchromatographie moglich) oder
auch die lonenaustauschchromatographie, bei der die Separierung durch die Ladung generiert

wird (zu unterteilen in Kationen- und Anionenaustauscher) [33]. Wenn die Molekiile nach ihrem
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hydrodynamischen Radius aufgetrennt werden sollen, um sie beispielsweise von Aggregaten zu
separieren, ist die Gelpermeationschromatographie (GPC/SEC, size exclusion chromatography)
eine effektive Reinigungstechnik. Dabei durchlaufen die Molekiile eine Gelmatrix mit Poren
definierter GroRe, welche durch die verschiedenen hydrodynamischen Volumina unterschiedliche
Verweilzeiten in den Poren und dementsprechend auch andere Retentionszeiten besitzen. Dabei
muss jedoch beachtet werden, dass keine Interaktion mit dem Saulenmaterial erfolgt [34, 35].
Bei jeder Reinigung ist die Wahl des richtigen Puffers essenziell, da sowohl das Puffersystem
als auch der pH-Wert dabei eine wichtige Rolle spielen. Um eine Interaktion des Proteins mit
hydrophoben Bereichen anderer Proteine anstelle der Ausbildung einer Hydrathulle und somit der
Bildung von Aggregaten zu vermeiden, sollte der gewahlte pH-Wert auf der einen Seite weder zu
sauer (<4) noch zu basisch (>9) sein und sich auf der anderen Seite moglichst weit von dessen
isoelektrischem Punkt befinden. Weiterhin ist die Oberflachenladung des Proteins zu beachten,
welche durch den Zusatz von lonen stabilisiert wird. Es gibt auRerdem eine Reihe von optionalen
Additiven wie beispielsweise Glycerin zur Proteinstabilisierung oder Dithiothreitol (DTT)
beziehungsweise Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) fiir die Erzeugung einer reduzierenden
Umgebung zur Vermeidung von inter- oder intramolekularen Disulfidbriicken, die den
Puffersystemen zugesetzt werden konnen. Auch Detergenzien zur Solubilisierung wie Triton® X-
100 oder der Zusatz von Metallionen wie Calcium-lonen bei einer entsprechenden Bindestelle im

Protein kdnnen positive Effekte bei der Proteinreinigung zeigen [36].

1.4 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wird unter anderem als Analysetechnik zur Bestimmung des Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisses (m/z) von lonen im Hochvakuum beschrieben. Dabei findet diese Methode
zahlreiche Anwendungen in der Chemie/Biochemie/Medizin (Bsp.: ldentifizierung und Struktur-
aufklarung von kleinen Molekiilen oder Biomakromolekiilen wie Proteinen oder Oligo-
nukleotiden [37-39]), der Physik/Geowissenschaften (Bsp.: Isotopenverhaltnis von Gasen und
Gesteinen [40, 41]) oder auch der klinischen/forensischen Analytik (Bsp.: Wirkungsmechanismus
von Medikamenten oder Drogen auf den Organismus [42, 43]) [44]. Bei dieser Messmethode wird
eine Probe direkt oder tiber eine Online-Kopplung mit chromatographischen Trennverfahren tber
das Einlasssystem in das Spektrometer eingebracht, wo diese bei Atmospharendruck oder im

Hochvakuum verdampft wird und dabei gasférmige lonen erzeugt werden. Diese werden
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anschlieBend nach ihrem m/z-Verhaltnis im Massenanalysator separiert und der entstandene

lonenstrom wird dann von einem Detektor erfasst (siehe Abbildung 2).

ST 4 ST 4
lonenquelle Massenanalysator Detektor
Probeneinlass lonenerzeugung lonenseparation lonennachweis
*Indirekter Probeneinlass *Chemische lonsisation (Cl) *Quadrupol *Faraday-Becher (Faraday cup, FC)
*Direkt-Einlasssystem *ElektronenstoR-lonisation (El) «Flugzeitanalysator *Konversionsdynode mit
*Gaschromatographie (GC)  *Elektrospray-lonisation (ESI)  (time-of-flight, TOF) Sekundarelektronenvervielfacher (SEV)
*Flussigkeits- +Fast atom bombardment (FAB) «Orbital-lonenfalle (orbitrap) «Vielkanalplatte (multichannel plate)
chromatographie (LC) *Laserdesorption/ *Elektrische lonenfalle (ion trap) ..
lonsisation (LDI) *Elektromagnetische lonenfalle
*Matrixunterstiitzte Laser- (lonenzyklotron)

desorption/lonisation (MALDI)s .

*Sekundarionen-lonsisation (SI)

Abbildung 2 | Komponenten eines Massenspektrometers mit einer Auswahl an moéglichen Modulen (Abb. ent.
und mod. aus [45]).

Waidhrend neutrale Teilchen sich im isolierten Grundzustand in der Gasphase frei bewegen, kénnen
sie im ionisierten Zustand durch elektrische oder magnetische Felder gezielt beschleunigt und
abgelenkt werden. Neben der ElektronenstoRBionisation (El, Beschuss der Neutralteilchen durch
Elektronen, M + e = M* + 2e’) existiert unter anderem auch die sanfte lonisationstechnik der
Elektrospray-lonisation (ESI). Vorteile bei der ESI-Methode sind sowohl die Kompatibilitat mit
chromatographischen Trennverfahren, die geringe chemische Spezifizitat, die Stabilitat der
erzeugten lonen als auch die hohe lonisierungsseffizienz [46]. Hierbei wird die gel6ste Probe durch
eine leitfahige Kapillare in ein elektrisches Feld injiziert, was eine Bildung von lonen in der
Gasphase zur Folge hat.

Die Entstehung dieser Gasphasen-lonen kann einerseits durch das Modell des geladenen
Riickstands (charged-residue model, CRM) von Dole et al. [47] (ausgebaut von Rottgen et al. zur
SIDT-Theorie, single ion in droplet theory [48]) als auch von dem lonenemissionsmodell (ion
evaporation model, IEM) von J.V.Iribane und B. A. Thomson erklart werden [49, 50]. Die
entstandenen einfach sowie mehrfach positiv geladenen lonen (mogliche Ladungstrager sind
beispielsweise H*, K*, Na® oder NHs*) bewegen sich in Richtung Kathode, wobei ein
Flissigkeitstonus (Taylor-Konus [51, 52]) entsteht. Dieser wird zu einem filamentartigen

Flussigkeitsstrom und nach einer bestimmten Entfernung zur Kapillare instabil und zu einem
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elektrostatisch hoch geladenen Aerosol, welches durch ein spezielles Interface in den im
Hochvakuum befindlichen Massenanalysator geleitet wird. Dabei wird oft trockener, geheizter
Stickstoff (curtain gas) zugestromt, um Neutralteilchen vom Eindringen abzuhalten und den
Desolvatationsprozess zu unterstitzen. Oft werden fir die lonenanalyse Hybridgerate eingesetzt,
bei denen mindestens zwei Massenanalysatoren gekoppelt sind. Ein Beispiel ist das Quadrupol-
Flugzeitmassenspektrometer. Dabei werden die lonen durch einen , Hilfsquadrupol” fokussiert
und in den ersten Messquadrupol eingebracht, welcher als Massenfilter fiir die Selektion der
Vorlauferionen dient. Es folgt ein weiterer Quadrupol, der als Kollisionszelle zur Generierung der
Fragmentionen fungiert, welche durch Kollision der lonen mit inerten Gasmolekiilen/atomen (z.B.
Argon, Helium oder Stickstoff) entstehen (collision induced dissociation). Anstatt eines weiteren
Quadrupols erfolgt die Massenanalyse in einem orthogonal angeordneten Reflektor-TOF-MS (time
of flight, TOF). Darin werden lonen zeitlich getrennt, nachdem sie eine definierte feldfreie
Driftstrecke mit der gleichen kinetischen Energie passiert haben. Somit lasst sich durch Messung
der Flugzeit bei bekannter Flugstrecke und Beschleunigungsspannung das m/z-Verhaltnis
bestimmen [44, 45].

Vor allem die Analyse einzelner Fragmente macht also die Elektrospray-lonisation verbunden
mit der Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MSMS) zu einer wirkungsvollen Methode bei der
Untersuchung einer Vielzahl von biologischen Proben. Proteine und Peptide beispielsweise
konnen damit charakterisiert und Prozesse wie posttranslationale Modifikationen oder

proteolytischer Abbau untersucht werden [53-55].

1.5 NMR-Spektroskopie

1.5.1 Grundlagen

Die Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) gilt neben der
Rontgenkristallstrukturanalyse und der Kryoelektronenmikroskopie als eine der bedeutendsten
Methoden in der Strukturaufklarung von Molekiilen, wie auch mehrere Nobelpreise fiir Chemie in
diesem Feld belegen (1952 F. Bloch & E. M. Purcell, 1991 R. R. Ernst, 2002 K. Wiithrich [56]). Diese
kann flr die Charakterisierung sowohl von kleinen Molekiilen als auch von Biopolymeren wie
beispielsweise Proteinen eingesetzt werden. Neben der Aufklarung der Struktur ist es auch

moglich, Molekildynamiken oder auch Interaktionen mit anderen Molekilen zu bestimmen.
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Ausschlaggebend fiir die Anwendung der Methode sind die magnetischen Eigenschaften der zu
untersuchenden Kerne. Aufgrund des inneren Aufbaus der Atomkerne ergibt sich, dass einige
Kerne wie zum Beispiel *H, 13C oder 15N einen von Null verschiedenen Eigendrehimpuls P besitzen.
Dieser ist sowohl durch die Kernspinquantenzahl/ als auch durch das reduzierte Planck'sche

Wirkungsquantum h definiert (siehe Glg. 1) [57, 58].

P =./I(1+ 1h Glg. 1

Der Drehimpuls P ist direkt proportional zu einer weiteren vektoriellen GroRRe, dem magnetischen
Moment i (siehe Glg. 2). Als Proportionalititsfaktor dient hier das fir jedes Isotop individuelle
gyromagnetische Verhdltnis y. Je grofer dieser Faktor, umso hoher ist die Empfindlichkeit des

jeweiligen Kerns.

H=yP Glg. 2
Wird ein Kern nun einem statischen Magnetfeld By ausgesetzt, orientiert sich der Drehimpuls im
Raum so, dass dessen Komponente in z-Richtung ein Vielfaches von h ist, was wiederum durch die

Magnetquantenzahl m (m = 2I + 1) definiert ist. Kerne wie das Proton oder der 3C-Kern haben

eine Kernspinquantenzahl von I = %, was bedeutet, dass sie die Magnetquantenzahlen +% (a-

Zustand, parallel zur Feldrichtung) und % (B-Zustand, antiparallel zur Feldrichtung) besitzen. Der

Energieunterschied AE zwischen den sogenannten Kern-Zeeman-Niveaus ist direkt proportional
zur Stirke des duReren Magnetfeldes, was auch als Zeeman-Effekt bezeichnet wird (siehe

Glg. 3) [57-59].

Die Larmorfrequenz wy ist dabei abhangig von der Kernsorte und der elektronischen Umgebung
und liegt abhangig von der Feldstarke des verwendeten Magneten im hohen Megahertz- bis
geringem Gigahertz-Bereich. Durch die geringe Energiedifferenz zwischen diesen zwei Zustanden
resultiert bei Raumtemperatur eine annahernd gleiche Besetzung N, was durch die Boltzmann-

Verteilung dargestellt werden kann (siehe Glg. 4).

—2 = g kgT Glg. 4
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Um Ubergange zwischen den unterschiedlichen Energieniveaus zu induzieren, miissen die Kerne
mit einer elektromagnetischen Welle mit der Resonanzfrequenz vp bestrahlt werden (siehe Glg. 5).
Die Prozesse der Absorption und der Emission kdnnen dabei mit gleicher Wahrscheinlichkeit

stattfinden, es erfolgt in beiden Fallen eine Spinumkehr.
— |
VO = |2T[| BO Glg 5

Nachdem der RF-Puls eingestrahlt wurde, dndert sich die Nettomagnetisierung My um einen
bestimmten Winkel und die Kerndipole beginnen, um die z-Achse mit der Larmorfrequenz zu
prazedieren. Es wird so ein magnetisches Wechselfeld erzeugt, welches wiederum als induzierte
Spannung (free induction decay, FID) von einem Detektor in x-Richtung detektiert wird. Die
Nettomagnetisierung in der transversalen Ebene nimmt exponentiell durch Spin-Spin-Relaxation
ab. Nach der Abnahme des FIDs wird anschlieBend durch Fourier-Transformation die Zeit- in eine
Frequenzdomdne umgewandelt und ein NMR-Spektrum erhalten. Durch Variation der
Pulsprogramme kdnnen neben eindimensionalen auch mehrdimensionale NMR-Spektren
aufgenommen werden. Diese haben den Vorteil, dass ein Transfer der Magnetisierung wahrend
der Mischsequenzen moglich ist, sodass dies zu Korrelationen zwischen verschiedenen Kernen
fihren kann. Diese unterschiedlichen Korrelationen kénnen genutzt werden, um beispielsweise
die rdumliche Struktur aufklaren oder Resonanzzuordnung durchfiihren zu kénnen [60].

Um Molekile charakterisieren zu konnen, werden mittels NMR-Spektroskopie die
Unterschiede der chemischen und magnetischen Umgebung der einzelnen NMR-aktiven Kerne
analysiert. Dies resultiert aus einer Abschirmung é des effektiven Magnetfeldes Bes des
beobachteten Kerns durch die duRere Umgebung (siehe Glg. 6). Sie wird in der Regel gegen eine
Referenz bekannter Verschiebung gemessen (siehe Glg. 7). Neben der chemischen Verschiebung 6
sind auch die Einflisse anderer Kernspins auf den beobachteten Kernspin lber chemische
Bindungen (skalare Kopplung) oder durch den Raum (dipolare Kopplung) Indikatoren fir die

elektronische Umgebung, die 3D-Struktur und die Dynamik [61].

S = VProbe ~VReferenz 106

ppm Glg. 7

VReferenz

10
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1.5.2 Protein-NMR-Spektroskopie

Es bedarf einer moglichst vollstandigen Zuordnung der Resonanzen im NMR-Spektrum, um sowohl
die Struktur von Biomakromolekiilen wie Peptiden und Proteinen aufzuklaren, als auch deren
Interaktionen mit anderen Molekilen untersuchen zu konnen. Dies beinhaltet jedoch eine Reihe
von Herausforderungen, welche durch verschiedene Losungsansatze bereits vereinfacht werden
konnten.

Die sehr groRe spektrale Uberlappung der Signale im eindimensionalen Spektrum stellt eine
Herausforderung dar, die aus der Grof3e von Proteinen und der dementsprechend hohen Anzahl
an Atomen resultiert. Bis auf Eingrenzungen auf charakteristische Bereiche (beispielsweise
Methyl-Protonen bei ca. 1 ppm, Amid-Protonen des Riickgrates zwischen 7 und 10 ppm) ist eine
exakte Zuordnung der Signale nicht moglich. Zu diesem Zweck werden multidimensionale
Spektren aufgenommen. Diese verringern einerseits die Signalliberlagerung und andererseits
ermoglichen sie es, dass verschiedene Kerne eines Systems miteinander korreliert werden

kénnen. Ein weiteres Problem ist das natirliche Vorkommen der relevanten Kohlenstoff- und
Stickstoff-lsotope, welche einen Kernspin von / = % besitzen [62, 63]. Im Vergleich zum Proton mit

99,99 % treten das 3C- Isotop und das °N-Isotop jeweils nur mit einer natirlichen Haufigkeit von
1,1 % bzw. 0,4 % auf. Daher ist eine geringe Empfindlichkeit bei der Messung die Folge, zu der
zusatzlich noch in der Regel begrenzte Probenmengen an Protein hinzukommen. Die
Empfindlichkeit kann sowohl durch optimierte Probenképfe (Kryoprobenképfe) als auch durch die
Anreicherung der zu untersuchenden Isotopen mittels Isotopenmarkierung erhéht werden [64].
Ein Standardexperiment zur Untersuchung von *N-markierten Proteinen ist das H-1°N-
HSQC-Experiment (heteronuclear single quantum coherence) [65]. Dabei wird die Magnetisierung
vom empfindlichen 'H-Kern via INEPT-Transfer (insensitive nuclei enhanced by polarization
transfer) durch die skalare J-Kopplung auf den direkt benachbarten °*N-Kern transferiert [66].
Nach einer bestimmten Entwicklungszeitt; wird via Retro-INEPT-Schritt die verbleibende
Magnetisierung, welche dann mit der chemischen Verschiebung kodiert ist, auf den 'H-Kern
zurlick transferiert und detektiert. Dabei ergibt sich ein Signal von allen Stickstoff-gebundenen
Protonen. Somit geben alle Aminosauren, auRer Prolin, mindestens ein Signal im Spektrum fir das
Rickgratproton. Bei einer stickstoffenthaltenden Seitenkette sind auch diese Signale unter
bestimmten Umstanden sichtbar. Je nach Dispersion der Resonanzen kénnen hieraus Schllsse auf
eine vorhandene Faltung oder Entfaltung des Proteins gezogen werden [62]. Um die entstandenen

stickstoffkorrelierten Signale im H-°N-HSQC-Spektrum den entsprechenden Aminosiduren

11



1 - Methoden

zuordnen zu kdnnen, sind bei groBen Proteinen neben der >N-Markierung tiblicherweise auch die
13C-Markierung und die Aufnahme von dreidimensionalen Spektren Voraussetzungen, da die 13C-
chemischen Verschiebungen der Co- und Cg-Atome eine sequenzielle Zuordnung der Aminosauren
erlauben. Dazu werden verschiedene Korrelationen zwischen *Hpun, °Ninu, 3Cq, 3Cg und 3Cco
ausgenutzt. Diese Korrelationen koénnen mittels dreidimensionaler Spektren sowohl zur
Zuordnung des Riickgrates (unter anderem HNCA, HNCO, HN(CA)CO, HN(CO)CA, HNCACB und
HN(CO)CACB [67—-72]) als auch zur Zuordnung der Seitenketten (unter anderem HBHA(CO)NH,
H(CCCO)NH-TOCSY, C(CCO)NH-TOCSY, H(C)CH-TOCSY und H(C)CH-COSY [72-76]) ausgenutzt
werden [62, 63].

etz , Py
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Abbildung 3 | Sequentielle Zuordnung der Riickgratatome durch zwei 3D-NMR-Experimente (Abb. entn.
aus [77]).
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In Abbildung 3 ist die Sequenzbestimmung sowohl anhand eines CBCA(CO)NH-Spektrums [72],
welches pro NH-Korrelation die N-terminal benachbarten Co- und Cg-Resonanzen aufzeigt, als
auch eines CBCANH-Spektrums abgebildet [71], welches zuséatzlich noch die Co- und Cg-
Resonanzen der beobachteten Aminosdure beinhaltet. Diese Signale kdnnen anschlieRend z.B.
mittels der Software Autolink zu einer Serie von aufeinanderfolgenden Aminosduren,
sogenannten Fragmenten, verknilpft werden [78]. Ist diese Zuordnung nicht eindeutig,
unvollstandig oder sollen neben dem Proteinriickgrat auch noch die Seitenketten zugeordnet
werden, bedarf es der Verwendung weiterer 3D-NMR-Experimente, wie in diesem Kapitel schon
aufgefiihrt. Informationen zur Strukturaufkldrung wie beispielsweise zu Konformation und
Sekundarstrukturelementen konnen beispielsweise durch die dipolare Interaktion zweier
raumlich naher Kerne (nuklearer Overhauser-Effekt, NOE [79]), den Dieder-Winkeln ¢ und ¢ der
kovalenten Bindungen des Proteinriickgrates (lber die Karplus-Beziehung [80] oder anhand der
chemischen Verschiebungen, secondary chemical shift) oder der Orientierung der Bindungswinkel
durch residuale dipolare Kopplung zweier Kerne (mit Ausrichtungsmedien wie beispielsweise

Phagen [81, 82]) bestimmt werden.

1.5.3 Chemical shift pertubation mapping

Die Larmorfrequenz eines Kerns ist, wie bereits in Kapitel 1.5.1 beschrieben, von seiner
elektronischen Umgebung abhingig. Andert sich diese, beispielsweise durch die Interaktion mit
einem Liganden, dndert sich auch die mit dem Kernspin verbundene Larmorfrequenz und die
dazugehérige chemische Verschiebung des Signals im Spektrum. Eine Anderung der chemischen
Verschiebung des Rezeptors zeigt somit eine Interaktion mit einem Liganden oder eine
Konformationsdnderung an. Sind also die Signale im *H->N-HSQC-Spektrum zugeordnet, kann aus
den Verschiebungen der Resonanzen der bekannten Aminosduren auf die Bindestelle des
Liganden geschlossen werden. Diese Methode wird als chemical shift pertubation mapping
bezeichnet (siehe Abbildung 4 A) [83, 84]. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass der Rezeptor
durch die Ligandbindung keine massive Konformationsanderung erfahren darf, da ansonsten auch
von der Bindestelle rdumlich entfernte Aminosiuren eine Anderung im Spektrum zeigen, was die
Interpretation der CSP-Daten erschwert. Prinzipiell kdnnen diese Anderungen beobachtet
werden, indem *H-N-HSQC-Spektren des °N-markierten Proteins aufgenommen werden, wobei

der unmarkierte Ligand schrittweise dazu titriert wird. Das detaillierte Verhalten in CSP-
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Experimenten wird von folgenden Faktoren  bestimmt: K4- Dissoziationskonstante,

A6 - chemische Verschiebung und kon/kofr — Kinetik (siehe Glg. 8).

{n[P1+[L]+Kq—J P+ [LI+K 0)*—4n[PI[L]}
2n[P]

A5 = Adpa« Glg. 8

Gleichung definiert fur schnellen Austausch mit Admax = chemische Verschiebung bei maximaler Sattigung, [P] = Proteinkonzentration,

[L] = Ligandkonzentration und n = Anzahl der dquivalenten Bindungsstellen

Dabei kdnnen drei Falle unterschieden werden. Ist die Geschwindigkeitskonstante kot groRer als
die Differenz der chemischen Verschiebung Ad, kann eine graduelle Verschiebung der Resonanzen
vom ungebundenen zum gebundenen Zustand beobachtet werden (kof» AS). Dies wird als
schneller Austausch bezeichnet. Ist kot jedoch kleiner als Ad, so findet ein langsamer Austausch
statt und die Signalintensitat des ungebundenen Proteins nimmt ab, wahrend das Signal des
gebundenen Proteins an einer anderen Stelle wieder erscheint (koff « AS, siehe Abbildung 4 B).
Sind beide Werte anndhernd gleich, kommt es zu einer Signalverbreiterung (koff = A8) [84]. Um die
Affinitat zwischen Rezeptor und Ligand charakterisieren zu kdnnen, kann durch die Auftragung der
Anderung der chemischen VerschiebungAS gegen die Ligandkonzentration [L] die
Dissoziationskonstante Ky bestimmt werden (siehe Abbildung 4 C). Die Gleichung 8 ist auf eine

beliebige Anzahl n an Bindestellen im Protein anwendbar.
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Abbildung 4 | A) Prinzip der chemical shift pertubation-Analyse (Abb. ent. aus [85]). B) Abhéngigkeit der chem.
Verschiebung von der Austauschrate (Abb. entn. aus [84]). C) Berechnete Sattigungskurven fiir eine einzelne
Bindungsstelle bei einer Rezeptorkonzentration von 100 uM (Abb. ent. aus [84]).

14



Teil |

Molekulare Erkennung von
Cellulose und Cellulose-Fragmenten

durch Cellulose-Bindemodule



2 - Einleitung Teil I

2 Einleitung

2.1 Cellulose - Bedeutung und Verwendung

Nachwachsende Rohstoffe nehmen bei der Verwendung als Energiequelle sowie als Basis fiir eine
breite Produktpalette stetig an Bedeutung zu. Definiert sind diese als Produkte aus land- und
forstwirtschaftlicher Erzeugung, die nicht als Futter- oder Nahrungsmittel eingesetzt werden,
sondern stofflich oder zur Erzeugung von Kraftstoffen, Strom oder Warme zum Einsatz
kommen [86]. Denn neben der Wasser-, Wind- und Solarenergie ist auch der Anteil an Bioenergie
ein wichtiger Faktor bei Stromerzeugung aus erneuerbaren Energien (siehe Abbildung 5 A). Deren
Einsatz wird immer essentieller, da beispielsweise fossile Rohstoffe nur begrenzt verfligbar sind,
immer kostenintensiver werden sowie negative Auswirkungen auf die Umwelt haben [87].

In diesem Kontext spielt das Polysaccharid mit dem groRten Vorkommen weltweit, die
Cellulose, eine sehr grofRe Rolle, da es neben vielen weiteren Verwendungen auch in Biokraftstoff
umgewandelt werden kann (siehe Abbildung 5 B) [88]. Doch nicht nur im Energiesektor, sondern
auch in der Papierproduktion, als Zellglas, als regenerierte Cellulose-Fasern oder als Edukt fir
chemische Modifizierung wie die Synthese von verschiedenen Cellulose-Estern oder -Ethern
kommt sie zum Einsatz. Diese Derivate konnen beispielsweise fiir Beschichtungen, optische Filme,
Sorptionsmedien oder auch als eigenschaftsbestimmendes Additiv in Baumaterialien,
Pharmazeutika oder in der Lebensmittelindustrie verwendet werden [89]. Durch ihre
Biokompatibilitdit und Chiralitdt bildet Cellulose auch die Grundlage fiir verschiedenste
biotechnologische Anwendungen wie die Immobilisierung von Proteinen oder Antikérpern [90,
91], als Celluloseverbundstoffe mit synthetischen oder Biopolymeren [92] oder auch die
Separierung von enantiomeren Molekilen [93]. Diese Vielzahl an Verwendungsmaoglichkeiten
entsteht durch die Eigenschaften der Cellulose sowohl chiral, abbaubar, hydrophil als auch durch
eine hohe Donor-Reaktivitat der Hydroxylgruppen chemisch variabel zu sein. Grund fiir dieses
breite Spektrum ist ihr struktureller Aufbau, welcher durch eine definierte hierarchische Ordnung

in einer supramolekularen Struktur charakterisiert ist [89].
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Abbildung 5 | A) Bruttostromerzeugung aus erneuerbaren Energien in Deutschland (Abb. ent. und mod.
aus [94]). B) Zyklus tiber die Verwendung von Cellulose als nachwachsender Rohstoff (Abb. ent. aus [95]).
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Cellulose, erstmals 1838 vom franzdsischen Chemiker Anselme Payen beschrieben und 1920 von
Hermann Staudinger charakterisiert, ist ein lineares Homopolymer und besteht aus B-1,4-
glycosidisch gebundener B-D-Glucopyranose [96, 97]. Durch die von der Acetal-Sauerstoffbriicke
bevorzugten Bindungswinkel ist jede zweite Anhydroglucose-Einheit um 180° in der Ebene
gedreht, weshalb das Disaccharid (Cellobiose) als Wiederholeinheit der Cellulose definiert ist [98].
Weitere Glucose-Polymere sind beispielsweise Stirke aus a-D-Glucose (Amylose: 1,4-verknUpft
und nicht verzweigt; Amylopectin: 1,4- und 1,6-verknlpft und verzweigt) oder auch Glycogen (1,4-
und 1,6-verknipft und verzweigt; tierischen Ursprungs). Wie hoch der Polymerisationsgrad von
Cellulose ist, hangt von Ursprung und Behandlung des Rohmaterials ab. Wahrend die Lange bei
Zellstoff zwischen 300 und 1.700 Wiederholeinheiten betrdgt, liegt sie bei Pflanzenfasern
zwischen 800 und 10.000. Die Cellulose-Kette besitzt auf der einen Seite eine am Cs-Kohlenstoff
freie Hydroxyl-Gruppe, welche als nicht-reduzierendes Ende bezeichnet wird, und auf der anderen
Seite eine Aldehyd-Gruppe beziehungsweise ein Halbacetal, der reduzierte Terminus. Die Kette ist
somit polarisiert und weitere Monomer-Einheiten kénnen sich an der Hydroxyl-Gruppe anlagern
und zur Kettenverlangerung fihren [99].

Cellulose ist in Wasser und vielen organischen Loésungsmitteln unldslich, weshalb spezielle
Losungsmittelgemische wie Dimethylamin / Lithiumchlorid (DMA/LICl) [100] oder
Dimethylsulfoxid / Tetrabutylammoniumfluorid (DMSO/TBAF) [101] fiir die Charakterisierung und
Synthese von Celluloseestern, -ethern, -sulfonaten, Aminocellulosen oder anderen Derivaten in
Losung verwendet werden. Neben der dominierenden Gewinnung von Cellulose aus Pflanzen
konnen auch bestimmte Bakterien (wie Acetobacter oder Acanthamoeba), Algen (wie Valonia
oder Chaetamorpha) oder Pilze (wie Ascomycota oder Basidiomycota) dieses Polysaccharid
synthetisieren (siehe Abbildung 6 B) [102-104]. Bakterielle Cellulose unterscheidet sich durch
einen hohen Polymerisationsgrad (2000 — 8000) und Wasseranteil (bis zu 90 %) und eine hohe
Kristallinitat (60 — 90 %) von pflanzlicher Cellulose. Sie kann in Laborkulturen durch verschiedene
verwendete Substrate, Kultivierungsbedingungen, Additive und Bakterienstimme zu konkreten
Modellstrukturen mit definierten Eigenschaften wie molarer Masse, Molmassenverteilung oder
supramolekularer Struktur synthetisiert werden [89]. Wahrend die bakterielle Cellulose eine sehr
hohe Reinheit aufweist, wird das Polysaccharid in der Pflanzenzellwand (Anteil: 40 — 50 %) von
weiteren Komponenten wie Hemicellulose (Anteil: 20 — 40 %) und Lignin (Anteil: 20 — 30 %)
umschlossen (siehe Abbildung 6 A) [105]. Durch eine Vielzahl an inter- und intramolekularen

Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Kraften bilden sich kristalline und
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hochorganisierte Mikrofibrillen aus. Bereiche, in denen Bindungen gebrochen sind und dadurch
die Organisation verloren geht, werden als amorph bezeichnet. In der kristallinen Cellulose sind
alle Atome in einer fixierten Position zueinander angeordnet und die einzelnen Komponenten der
Mikrofibrillen sind sehr dicht gepackt, wodurch ein Eindringen von Enzymen oder kleinen
Molekilen verhindert wird. Je gréRer der Anteil an diesen Strukturen ist, desto hoher ist deren
Kristallinitdtsindex (in der Natur 40 — 95 %) und je schwerer kann der Komplex hydrolysiert
werden [106].

Durch sechs mogliche Wasserstoffbriickenbindungs-Donatoren und neun Wasserstoff-
brickenbindungs-Akzeptoren in einer Cellobiose-Einheit und unterschiedlichen Ausrichtungen
der Pyranose-Ringe und Hydroxymethyl-Gruppen sind die verschiedensten Kristallpackungen
moglich [107]. Rontgenkristallstrukturanalyse, Neutronenstreuung und Festkorper-NMR konnten
vier kristalline polymorphe Strukturen mit speziellen Untergruppen charakterisieren [108-110].
Cellulose | findet sich in der Natur am haufigsten und kommt in Bakterien und Algen als lq-
Modifikation und in Pflanzen als Ig-Modifikation vor. Wahrend die lo-Form ein triklinisches Gitter
durch wirkende van-der-Waals-Krafte bildet, ist die Triebkraft bei der Ig-Form die Scherkraft
zwischen den parallelen Cellulose-Ketten [111]. Neben der thermodynamisch weniger stabilen
Cellulose | existieren auch noch die Subgruppen der Cellulose Il, Ill, Iy, IV, und IVj. Cellulose Il ist
von den aufgefiihrten die sowohl thermodynamisch stabilste als auch technisch relevanteste
Form, da sie durch Behandlung mit Natriumhydroxid-Losung (Merzerisation) oder
Regeneration (Solubilisierung und folgende Rekristallisation) gewonnen werden kann [112]. Die
Regeneration von Cellulose, welche beispielsweise fiir die Herstellung von Fasern, Filmen oder
Membranen essenziell ist, wird heutzutage neben der lange genutzten Methode des Viskose-
Verfahrens [113] auch durch das CarbaCell-Verfahren (Cellulose-Carbamat-Verfahren) [114] oder

den Lyocell-Prozess realisiert [115].
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2.2 Das Cellulosom -

Enzymkomplex mit biotechnologischer Relevanz

Wie in Kapitel 2.1 bereits erwadhnt, stellt die Entwicklung von kostengiinstigen und erneuerbaren
Energiequellen als Alternativen zu fossilen Brennstoffen eine grofle Herausforderung dar [117].
Viele Voraussetzungen fiir solch einen neuen Rohstoff erfillt Cellulose-Ethanol [118, 119].
Widhrend die erste Generation von Bioethanol-Produkten aus den genieBbaren Teilen der
Pflanzen gewonnen wurde, kann Cellulose-Ethanol aus den Polysacchariden, welche in der
Zellwand von Lignocellulose in der Biomasse vorkommen, hergestellt werden [120, 121]. Eine
grolRe Hirde bei diesem Prozess ist jedoch die Umwandlung der Cellulose- und Hemicellulose-
Komponenten zu fermentierbaren Kohlenhydraten [122]. Dabei erfolgt in der Regel zuerst eine
Vorbehandlung, um die Struktur der Biomasse zu modifizieren und die Zuganglichkeit der
Polysaccharide zu erhéhen. AnschlieRend folgt ein Hydrolyse-Schritt zu Glucose-Einheiten (durch
Saurebehandlung oder hydrolytische Enzyme), die dann zu Ethanol fermentiert werden kénnen,
welcher zum Schluss abdestilliert werden kann [123]. In der Natur existieren eine Vielzahl solcher
Zellwand-abbaubarer Enzyme wie Cellulasen, Hemicellulasen oder Pektinasen. Diese werden in
Abhangigkeit ihrer Sequenzhomologie und biochemischen Charakterisierung eingeteilt. Es
existieren neben den Endoglucanasen und den Exoglucanasen, welche jeweils in der Mitte
beziehungsweise am Ende der Cellulose-Kette schneiden, auch die B-Glucosidasen, welche die
erhaltenen Cellobiose-Einheiten hydrolysieren [124, 125]. Um diesen komplexen Arbeitsprozess
O0konomisch zu optimieren und frei von Limitierungen zu machen, ist die konsolidierte
Bioprozesstechnik ein vielversprechender Ansatz. Dabei sollen die Enzymproduktion, die
Hydrolyse und die Fermentationsabldaufe zu einem Schritt kombiniert werden. Dies soll die
Prozesseffizienz erhdhen, die Zugabe von exogenen hydrolytischen Enzymen unnétig machen und
die Zucker-Inhibierung der Cellulasen reduzieren [126, 127]. Thermophile zellulolytische
Mikroorganismen sind attraktive Kandidaten fiir diese Verwendung geworden, da sie bei hohen
Temperaturen wachsen, somit eine Kontamination verringern und sie die Loslichkeit und
Verdaulichkeit der bendtigten Substrate erhéhen kénnen [128, 129].

Wahrend heutzutage eine Vielzahl von Mikroorganismen fiir diese Anwendungen getestet
werden, ist Clostridium thermocellum (auch Ruminiclostridium thermocellum) das mit Abstand am
besten charakterisierte Cellulose-abbauende Bakterium in der Natur[130-132]. Das

stabchenférmige, anaerobe und gram-positive Bakterium wurde erstmals 1926 von Viljoen et al.
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charakterisiert [133]. Seine hohe Substrat-Abbaurate ldsst sich durch einen grofien,
extrazellularen und supramolekularen Multienzymkomplex erkldren, dem Cellulosom (siehe
Abbildung 7 A) [134, 135]. Dieser besteht aus mehr als 20 verschiedenen Lignocellulose-
abbauenden Enzymen wie Chitinasen oder Esterasen. Der modulare Aufbau dieses Komplexes ist
durch zwei verschiedene Interaktionen charakterisiert. Im Zentrum befindet sich ein
makromolekulares, nicht-katalytisches Geristprotein namens CipA. Dieses besitzt neun interne
Typ-I Cohesin-Module, welche mit den Typ-I Dockerin-Modulen des Cellulosoms wechselwirken.
Die zweite Interaktion findet zwischen den Typ-Il Dockerin-Modulen vom C-Terminus von CipA
und den internen Typ-ll Cohesin-Modulen der ungebundenen, sekundaren S-layer Geriistproteine
LpB, Orf2p und SdbA, welche sich an der Zelloberflache befinden, statt. Die direkte Bindung des
Cellulosoms mit den kristallinen Kohlenhydrat-Substraten erfolgt Uber ein sogenanntes
Kohlenhydrat-bindendes Modul (CBM) [136-139].

Proteomikstudien zeigten, dass die zellulolytische Aktivitdit des Bakteriums neben der
Kohlenstoffquelle auch von der Wachstumsrate reguliert wird und die Anderung von einer dieser
Faktoren sich sowohl in der Cellulase-Produktion als auch im zellulosomalen Untereinheiten-Profil
widerspiegelt. Sequenzierungen und Annotationen des Genoms von C. thermocellum ATCC 27405
zeigten mindestens 79 zellulosomale Gene, von denen ungefdhr 70 Typ-I Dockerin-beinhaltende
Proteine kodieren, welche potentiell an das Geristprotein CipA binden und an zellulosomalen
Prozessen teilnehmen kénnten [140, 141]. Der vollstdndige Mechanismus der Umwandlung von
Biomasse-Abbauprodukten zu Cellulose-Ethanol ist hingegen noch nicht vollstindig
aufgeklart (siehe Abbildung 7 B). Zuerst baut das Cellulosom Lignocellulose zu Cellodextrinen ab,
welche durch mindestens flinf ATP-Binding-Casette Transporterproteine in die Zelle eingebracht
werden. Cellobiose/Cellodextrin-Phosphorylasen phosphorylieren anschlieBend die Cello-
biose/Cellodextrin-Einheiten, damit Glucose-I-Phosphat und Glucose erhalten werden. Diese
werden in den Embden-Meyerhof-Pfad eingebracht, wo durch Glykolyse Pyruvat, GTP und ATP
entstehen. Nach einer Vielzahl an Phosphorylierungs-Schritten wird Pyruvat schlieBlich, in
Abhadngigkeit des katalysierenden Enzyms, durch Lactat-Dehydrogenase zu Lactat oder durch
Formiat-Acetyltransferase zu Formiat und Acetyl-Coenzym A metabolisiert. Letzteres kann

anschlieRend zu Acetat und Ethanol metabolisiert werden [142—-144].
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Abbildung 7 | A) Struktur des Cellulosoms aus C. thermocellum (Abb. ent. aus [145]). B) Umwandlung der
Biomasse-Abbauprodukte (Abb. ent. und modif. aus [145]).
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2.3 Kohlenhydrat-bindende Module -

Funktionen und Funktionsweisen

Zum Abbau der Bestandteile einer Pflanzenzellwand besitzen Mikroorganismen eine Vielzahl an
Polysaccharid-degradierenden Enzymen wie Glucosidasen, Esterasen oder Lyasen, welche
wiederum fur die Kohlenhydrat-Erkennung nicht-katalytische Doméanen wie kohlenhydrat-
bindende Module besitzen [146]. Diese Module sind definiert als repradsentative
Aminosduresequenzen, die sich innerhalb eines Kohlenhydrat-aktiven Enzyms mit einer
definierten Faltung befinden, das eine Kohlenhydrat-bindende Aktivitat zeigt, aber nicht dessen
chemische Struktur modifiziert [147]. Entsprechend dem Enzym-Aufbau kénnen CBMs als isolierte
Einheiten oder als Tandem-Domaéanen derselben oder auch anderer Familien vorkommen, was eine
Erh6hung der Substrataffinitat und weitere kooperative Bindungseffekte zur Folge hat [148]. Seit
der ersten Charakterisierung von CBMs als Cellulose-bindende Domanen in den 1980er Jahren
sind durch die Diversitdt an in der Pflanzenzellwand vorhandenen Polysacchariden auch
dementsprechend viele verschiedene CBMs entdeckt und charakterisiert worden [149-151].
Diese werden in der Datenbank CAZY (Carbohydrate Active Enzymes) gesammelt, in der aktuell
286477 (Stand: 22.11.2021) verschiedene Module in 88 Familien eingeteilt sind [152, 153].

Die dreidimensionale Struktur dieser Module ist trotz geringer Sequenzdhnlichkeiten
hochkonserviert. Dabei kann beobachtet werden, dass insgesamt sieben verschiedene
Faltungsmuster wie B-Kleeblatt, Cystein-Knoten, OB-Faltung oder Hevein-Faltung gebildet werden
kénnen, das dominante davon jedoch das B-Kleeblatt ist [154, 155]. Da die Einteilung nach der
Faltung keinen Aufschluss Uber die Funktion der jeweiligen Module gibt, konnen diese auch auf
Basis ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften in drei Klassen (Typ-A, Typ-B und Typ-C)
unterteilt werden (siehe Abbildung 8 A und Tabelle 1)[154, 156, 157]. Typ-A CBMs sind
sogenannte oberflachenbindende Module, welche via einer planaren Bindestelle komplementar
an die flache Oberflache von unléslicher, hochkristalliner Cellulose und/oder Chitin binden [158].
Dabei finden hydrophobe und entropisch getriebene CH-mt-Interaktionen zwischen den
aromatischen Aminosduren des Proteins (hauptsachlich Tryptophan und Tyrosin) und dem
Ringsystem der Zucker statt, welche dem System 1.5-2.5kcal/mol Bindungsenergie

hinzugeben [159].
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Abbildung 8 | A) Schematische Darstellung der verschiedenen CBM-Typen mit dazugehorigen
Bindungsstellen (oben, Abb. ent. aus[160]) und grafische Darstellung der Bindungsmodi anhand von
Kristallstrukturen von Protein-Substrat-Komplexen (unten, Abb. entn. und modif. aus [161]). B) Rolle des
Calcium-Atoms bei der Xylan-Erkennung eines CBM-Moduls der Familie 36 aus Pa. polymyxa Xylanase 43 (Abb.
ent. aus [154]). C) Darstellung des Multivalenz-Effektes eines CBM-Moduls der Familie 13 aus S. lividans
Xylanase 10A bei der Bindung von drei Laktose-Molekiilen an drei verschiedenen Bindestellen (Abb. ent.
aus [154]).
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Im Gegensatz dazu haben Typ-B CBMs, auch als Endo-Typ bezeichnet, eine ausgedehnte
Kohlenhydrat-Bindestelle (> 15 A), welche die Form eines Spaltes hat und sich an zwei Positionen
in der dreidimensionalen Struktur befinden kann. Zum einen kann sich eine sogenannte variable
Schleifenstelle (variable loop site, VLS) am Ende der Struktur befinden und zum anderen ist an der
gewodlbten Seite der Struktur eine konkave Oberflache (concave face site, CFS). Durch mehrere
Bindestellen kdnnen somit auch groRere und verzweigte Polysaccharide gebunden werden [157].
Im Kontrast zu Typ-A CBMs kdnnen Typ-B CBMs nicht mit planaren Substraten interagieren,
sondern binden an eine Vielzahl von Glycanen wie beispielsweise Xylane, Mannane, Galactane
oder Starke (i.d.R. Polysaccharide mit mehr als vier Monosaccharid-Einheiten) [162—164]. Neben
der Interaktion der aromatischen Aminosduren spielen bei Typ-B CBMs auch direkte
Wasserstoffbriickenbindungen eine essentielle Rolle hinsichtlich der Bindung zu
Kohlenhydraten [165, 166]. Der Exo-Typ, die Typ-C CBMs, besitzt eine Bindetaschen-Topologie
und erkennt wie Lectine kurzkettige Polysaccharide (Mono-, Di- oder Trisaccharide). Diese Module
kdnnen auch komplexere Polysaccharide erkennen, vorausgesetzt sie kbnnen an die von der
Oberflache des Substrates exponierten Kohlenhydrate binden [161]. Die Wechselwirkung durch

die Wasserstoffbriickenbindungen sind bei diesem Typ noch wichtiger als bei den Typ-B

CBMs [154, 156].

Tabelle 1 | Einteilung der Kohlenhydrat-bindenden Module mit charakteristischen Eigenschaften.

Typ A B C

Planare, hydrophobe

Strukturmerkmal Spalt bzw. Hohlraum Bindetasche

Oberflache

Exponierte, kurzkettige

Bindungspraferenz Unlosliche Kohlenhydrate Glucanketten

Kohlenhydrate

Primare CH-mt-Interaktionen +
CH-mt-Interaktionen

Wechselwirkung

Wasserstoffbriickenbindungen

Wasserstoffbriickenbindungen

Bindestelle

Linearer, planarer Streifen

aromatischer Aminosauren

Variable Schleifenstelle +

konkave Oberfldche

Kleine Bindetasche fiir Bindung

an Glycan-Terminus

Thermodynamik

entropisch

enthalpisch

enthalpisch

Beispiele fiir

Bindungspartner

Kristalline Cellulose, Chitin

Xylane, Mannane, Galactane

Mono-, Di- oder Trisaccharide

Trotz dieser verschiedenen Funktionsklassen sind bei allen CBMs die planaren, gedrehten oder

Sandwich-gefalteten = aromatischen =~ Aminosduren  eine Haupttriebkraft  far  die
Kohlenhydratbindung. Diese bilden eine hydrophobe Plattform fiir die Bindung an die planaren

Oberflachen der Polysaccharide. Diverse Mutationsstudien haben gezeigt, dass die Deletion von
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konservierten aromatischen Resten eine deutliche Verringerung bis hin zur Inaktivierung der
Kohlenhydratbindung zur Folge hat [162, 167—169]. Aber auch die polaren Aminosauren spielen
bei der Interaktion eine entscheidende Rolle, da sie mit den Hydroxyl-Gruppen der amphiphilen
Polysaccharide diverse Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kénnen, weshalb auch deren
Orientierung und Verteilung in der Bindestelle Indikatoren fiir die Substrataffinitat, vor allem bei
Typ-B und Typ-C CBMs, sind [165, 166, 170, 171]. Diese gesamten strukturellen Charakteristika
fihren dazu, dass CBMs verschiedene Rollen im Enzymkomplex erfiillen. Sie erkennen die
Polysaccharide, binden somit das Enzym an das Substrat (targeting effect) und erhdhen die
Konzentration an Enzym in der Nahe des Substrats, was zu einem schnelleren und effizienterem
Abbau dessen fluhrt (proximity effect) [172]. Sie konnen die Oberfliche von dicht gepackten
Polysacchariden wie Cellulosefasern oder Starkekornern aufbrechen, machen es so zuganglicher
fir die katalytischen Module (disruptive effect) und kénnen Enzyme an die Oberfliche von
bakteriellen Zellwandkomponenten anbringen, wahrend sie gleichzeitig ihre katalytische Aktivitat
auf externe Kohlenhydratsubstrate anwenden (adhesion) [173-175]. Da CBMs in der Regel sehr
schwach an Kohlenhydrate binden (Affinitdt im mikromolaren bis millimolaren Bereich), kbnnen
in einigen Enzymen, vor allem Glycosidasen, sogenannte Multivalenzeffekte beobachtet
werden [154]. Um die Interaktion mit den Substraten zu verstarken, besitzen einige CBMs mehr
als eine Bindestelle fiir die entsprechenden Liganden (siehe Abbildung 8 C) [176, 177]. Ein
weitverbreiteter Effekt tritt bei vielen Enzymen auf, welche nicht nur ein, sondern mehrere CBM-
Module besitzen. Diese sind entweder tandemmalig oder am N- und C-Terminus angelagert und
binden somit entweder verschiedene Regionen eines Liganden oder verschiedene Liganden
innerhalb eines komplexen Polysaccharid-Netzwerkes [162].

Diese Eigenschaften machen CBMs zu einem niitzlichen Werkzeug in der Biotechnologie, wo
sie zur Verstarkung von bioverarbeitenden Enzymen bei der industriellen Zellstoffentwicklung und
Biokraftstoffproduktion eingesetzt werden [174, 178, 179], als Affinitatstags fur Cellulose-basierte
Reinigung verwendet werden [180] oder auch Enzym- oder Zellimmobilisierung auf
Kohlenhydratoberflaichen erlauben [181, 182]. Auch biomedizinische Anwendungen wie die
Entwicklung eines Cellulose/Starke-gebundenen Proteins (cellulose/starch cross bridging protein,
CSCP) fiir abbaubaren  Acryl-Knochenzement [183], schaltbare  wirkstoffabgebende
Hydrogele [184] oder auch die Produktion von Biomaterialien fiir den Ersatz von kardiovaskularen
Systemen werden durch die genetische Modifikation und Verwendung von CBMs moglich, was

deren breites Anwendungsspektrum belegt [185].
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2.4 CBM3b aus der Cellobiohydrolase 9A

aus Clostridium thermocellum

Das Cellulosom aus dem anaeroben, thermophilen Bakterium C. thermocellum besitzt Gber 25
verschiedenen Proteine, von denen die meisten hydrolytische Enzyme sind, welche die Hydrolyse
von Polysacchariden aus der Pflanzenzellwand ermdoglichen. Eines dieser multimodularen Enzyme
ist die Cellobiohydrolase 9A (Cbh9A). Diese besteht aus einem Immunoglobulin-dhnlichen
Modul (/g like), einer Glycosidase der Familie 9, einer X11- und einer X1,-Doméne, einem Dockerin-
Modul und zwei CBM-Modulen (Familie 3b als Typ-A und Familie 4 als Typ-B) [186]. Diese
Tandemanordnung der beiden CBMs ist ungewdhnlich, da sie verschiedene Substratklassen
binden. Wahrend Familie 3 CBMs kristalline Cellulose binden, erkennen die Module der Familie 4
amorphe Cellulose, Cellooligopentaose oder verschieden verknipfte B-Glucane [187, 188]. Das
CBM-Modul der Familie 3b aus der Cellobiohydrolase 9A zeigt jedoch strukturelle Abweichungen
im Vergleich zu anderen CBMs in seiner hochkonservierten Cellulose-bindenden Oberflache,
welche einen ,linearen aromatischen Streifen” darstellt, und in einer verkiirzten Schleifen-Lange
im Vergleich zu CBM3-Modulen aus CipA und Cel9V [189]. Da in der Literatur widerspriichliche
Aussagen (ber die Bindung dieses Moduls an kristalline Cellulose getroffen wurden, haben
Yaniv et al. sowohl den Wildtyp (WT, PDB: 2YLK) als auch eine Punktmutante (N126W, PDB: 3ZQX)
von Cbh9A CBM3b kristallisiert. Durch diese Mutation besitzt das Protein eine artifiziell erzeugte
Cellulose-Bindung durch das Einfligen eines Tryptophan-Restes und somit gleichzeitiger
Verlangerung der planaren, aromatischen Oberflache (siehe Abbildung 9 A und B) [190-192].

Die Proteine bilden ein neunstrangiges antiparalleles B-Sandwich und besitzen strukturelle
Charakteristika wie eine Calcium-Bindestelle und eine flache Tasche mit noch weitgehend
ungeklarter Funktion (shallow groove region). Calcium-Bindestellen kdnnen in vielen CBMs
gefunden werden und sind sowohl direkt an der Liganden-Erkennung beteiligt (siehe
Abbildung 8 B, [193]) beziehungsweise beeinflussen die Quartarstruktur, indem sie zur
Dimerisierung des Moduls beitragen und somit die Bindung der Module an multivalente
Polysaccharide verstarken [194]. Wahrend in der Kristallstruktur der Punktmutante ein Calcium-
lon in der Bindestelle lokalisiert werden konnte, zeigte die dreidimensionale Struktur des Wildtyps
keinen Peak in der anormalen Fourier-Karte. Das Calcium-lon ist oktaedrisch durch sieben
Sauerstoffatome (Rlickgrat-Sauerstoffatome von Thr-65 und Asp-130 und Seitenketten-

Sauerstoffatome von Thr-65, Glu-67, Asn-133 und Asp-134) und ein Wassermolekil koordiniert.
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Da Calcium-bindende Reste sich in Regionen befinden, welche zwei Schleifen verbinden, lasst sich
auf eine strukturell stabilisierende Rolle des Calcium-lons schlieBen, auch wenn das
Vorhandensein des lons in nur einer der beiden Kristallstrukturen dem widersprechen
wirde [192]. Dies ist jedoch mit Vorsicht zu schlussfolgern, da die Abwesenheit des Calcium-lons
seine Ursachen in der individuellen Proteinpraparation oder den Kristallisationsbedingungen
haben kann. Ein weiteres topografisches und in CBMs der Familie3 konserviertes
Charakteristikum ist die shallow groove region, welche sowohl mehrere aromatische (Tyr-63, Tyr-
98, Tyr-135 und Tyr-153), aliphatische (Leu-158, Pro-163 und Pro-164) als auch polare (Arg-61,
GIn-90 und Thr-151) Aminosduren besitzt [136, 158]. Die exakte Funktion dieser im Vergleich zu
C. thermocellum CipA CBM3a und C. thermocellum Cel9V CBM3b verkiirzten und somit nicht so
tiefen Tasche ist noch nicht vollstiandig aufgeklart, jedoch wird eine Involvierung in der Bindung
mit intermodularen Linkern wie Prolin-Threonin-Linkersegmenten postuliert, welche einen Anteil
bei der strukturellen Organisation dieser multimodularen Proteine besitzen [195].

Wie in Kapitel 2.3 bereits erlautert, spielen vor allem aromatische und polare Aminosauren
bei der Kohlenhydrat-Bindung entscheidende Rollen. Wahrend beispielsweise CBM3a aus
C. thermocellum eine Bindeflache von fiinf Resten mit einer Gesamtlinge von 31.8 A besitzt, sind
in C. thermocellum Cbh9A CBM3b nur die aromatischen Reste Tyr-77 und Tyr-78 mit einer Lange
von 15.8 A in einer planaren Anordnung, um als mégliche Kohlenhydrat-Bindeoberfliche zur
Verfligung zu stehen (siehe Abbildung 9 B). Daher wurde auf Grundlage der Kristallstrukturen und
Sequenz-Abgleiche bekannter, cellulosebindender Module nach einer Aminosaure gesucht,
welche in A&quivalenter Position den linearen, aromatischen Streifen verlangern
wirde (PDB: 1NBC, 1G43 und 2WNYX, siehe Abbildung 9 C). Ortsspezifische Mutagenesestudien
am Protein C. thermocellum CipA CBM3a haben den Tryptophanrest Trp-118 identifizieren
kénnen, welcher in C. thermocellum CBM3b Cbh9A dem Asparaginrest Asn-126 entsprechen und

die Bindetasche auf 25.4 A verliangern wiirde [191].
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Abbildung 9 | A) Cartoondarstellung mit strukturellen Elementen der Kristallstruktur von Cbh9A CBM3b aus
C. thermocellum. B) Postulierte Cellulose-Bindestelle (gelb) in der Punktmutante von Cbh9A CBM3b aus
C. thermocellum (rot) und von CipA CBM3b aus C. thermocellum (blau). C) Sequenz-Abgleich verschiedener
CBM-Module mit gekennzeichneten Strukturelementen (B-Stringe), Cellulose-Bindestellen (gelb), Calcium-
bindenden Aminosauren (griin), shallow groove region bildende Aminosduren (rot), Aminosduren welche die
Schleife zwischen B5- und B6-Strang bilden (cyan) und die Punktmutation N126W (grau). Alle Abb. ent. und

modif. aus [192].
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Eine durch die Mutation hervorgerufene Orientierungsanderung von Tyr-77 und Tyr-78 bringt die
aromatischen Ringe in eine Ebene mit denen des Tryptophans Trp-126 und erzeugt so die planare
Bindeoberflache fir die Erkennung von Polysacchariden. Die dadurch erzeugte Bindung an
kristalline Cellulose konnte von Yaniv et al. durch Cellulose-Bindeassays bestatigt werden, was
somit eine artifiziell erzeugte Cellulose-Bindung eines von Natur aus nicht an kristalline Cellulose
bindenden Proteins durch eine Punktmutation darstellt [192]. Die Funktion dieses CBMs in der
Cellobiohydrolase 9A, das nicht die erwartete Affinitdt zu Cellulose aufweist, ist weiterhin
ratselhaft. Moglich waren hier potentielle Multivalenz-Effekte mit dem im Enzym vorkommenden
CBM4-Modul oder auch eine Modifizierung der zugehérigen katalytischen Glycosidase, wie es bei
einem ebenfalls nicht-bindenden CBM3b-Modul in CipA aus C. thermocellum vorkommt [196].
Weiterhin diente Cbh9A CBM3bN26W 3ls ein Modellprotein, um in Kooperation mit Prof. Amir
Goldbourt (Tel Aviv Universitat, Israel) vergleichende Resonanzzuordnungs- und Bindungsstudien
sowohl mit Losungs- als auch mit Festkorper-NMR-Spektroskopie darzustellen. Wahrend die
Festkorper-NMR-Spektroskopie den Vorteil bietet, das Protein im Komplex mit kristalliner
Cellulose zu untersuchen, stellt sich jedoch hierbei die Resonanzzuordnung als herausfordernd
dar. Die Kombination beider Methoden bietet daher den Vorteil, das Verhalten von
Cbh9A CBM3bN1?6W  sowohl mit kurzen Cellulose-Fragmenten in Ldsung als auch mit
parakristalliner beziehungsweise kristalliner Cellulose im Komplex zu untersuchen und

Rickschlisse zu verschiedenen Bindungsmodi zu ziehen, um diese besser verstehen zu kénnen.
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3 Zielsetzung

Nachwachsende Rohstoffe wie beispielsweise die Cellulose gewinnen bei der Erzeugung von
Biokraftstoff als alternative Energiequelle immer mehr an Bedeutung. Eine groRe
Herausforderung bei der Gewinnung von fermentierbaren Kohlenhydraten aus den
Pflanzenzellwdnden der Biomasse stellt die Umwandlung der Cellulose dar. Einen
vielversprechenden Ansatz bietet hier das anaerobe, gram-positive Bakterium C. thermocellum,
welches durch einen groBen, extrazellularen Multienzymkomplex, das Cellulosom, Cellulose
binden und effizient abbauen kann. Die Erkennung der Polysaccharide erfolgt hierbei durch
sogenannte Kohlenhydrat-bindende Module. Im Cellulosom von C. thermocellum befindet sich
neben einem CBMA4-Modul auch ein CBM3b-Modul, welches als nicht kristalline Cellulose-
bindender Wildtyp und kristalline Cellulose-bindende Punktmutante von Yaniv et al. kristallisiert
und charakterisiert wurde.

In dieser Arbeit sollte eine tiefergehende Charakterisierung dieser beiden Proteine durch
NMR-Spektroskopie erfolgen, um detaillierte Informationen Uber das Cellulose-Bindeverhalten
und struktureller Elemente wie der Calcium-Bindestelle zu erlangen. Dazu sollten der Wildtyp und
die N126W-Mutante von Cbh9A CBM3b aus C. thermocellum isotopenmarkiert exprimiert,
aufgereinigt und mittels multidimensionaler heteronuklearer NMR-Spektroskopie untersucht
werden. NMR-Titrationen sollten die Cellulose-Bindeeigenschaft der N126W-Mutante in Losung
mit verschiedenen Cellulose-Fragmenten charakterisieren und die Bestimmung der jeweiligen
Bindungskonstanten als Indikator fir die Affinitdat ermoglichen.

Weiterhin sollte die N126W-Mutante als Modellsystem fiir die Synthese von Protein-
Polymer-Konjugaten dienen, da es in groBen Mengen und monomerer Form exprimierbar und
gleichzeitig langzeitstabil ist. Diese Konjugate konnen die Stabilitdt von Proteinen erhéhen, pH-
und Temperaturoptima von Enzymen beeinflussen oder reaktive und funktionale Materialien
synthetisieren. Cbh9A CBM3b besitzt eine definierte Anzahl an exponierten Lysinen, an denen via
grafting from und grafting to Methodik verschieden lange Poly(N-isopropylacrylamid)-
Einheiten (PNIPAm) angebracht werden koénnen. NMR-Spektroskopie sollte in diesem
Zusammenhang die Effizienz dieser beiden Methoden charakterisieren, um zukinftige

Reaktionsbedingungen fiir Konjugat-Synthesen zu optimieren.

32



4 - Ergebnisse und Diskussion Teil I

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Expression und Reinigung

Die CBM-Konstrukte Cbh9A CBM3b“Tund Cbh9A CBM3bN'?W  konnten erfolgreich in
E. coli Tuner(DE3)-Zellen mit einem N-terminalen Hiss-Tag nach dem Protokoll von Jindou et al.
exprimiert und aufgereinigt werden (siehe Kapitel 10.7.1, Kapitel 10.8 und Abbildung 10 A) [191].
Der Hise-Tag diente dabei zur Reinigung mittels Affinitatschromatographie, um andere Proteine
und weitere Fragmente, welche sich nach dem Zellaufschluss im 16slichen Teil des Lysates
befanden, vom Zielprotein zu separieren. Das Protein konnte bei einem Elutionspufferanteil von
25 % (entspricht 125 mM Imidazol) eluiert werden und lag nach dem ersten Reinigungsschritt

schon mit groBer Reinheit vor, wie Abbildung 10 B und C zeigen.
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Abbildung 10 | A) SDS-PAGE-Gel vor (ante induction, al) und nach der IPTG-Induktion (post induction, pl).
B) UV/Vis-Chromatogramm der ersten Ni?*-Affinititschromatographie (schwarz) mit dazugehériger
Konzentration an Elutionspuffer (rot). C) SDS-PAGE-Gel der ersten Ni**-Affinititschromatographie mit
GroRBenmarker (M), aufgetragenem Zelllysat (C), Durchlauf (D) und proteinenthaltenen Fraktionen (3 - 9).

Um die native Form der CBM3b-Konstrukte unter anndhernd physiologischen Bedingungen
vermessen zu kénnen, musste der Hiss-Tag nach erfolgter Reinigung moglichst vollstandig
abgespalten werden. Dazu ist auf dem Vektor zwischen dem Hiss-Tag und dem Zielprotein eine
spezifische Schnittstelle fiir die Serinprotease Thrombin kodiert. Dieses Enzym erkennt eine Lys-
Val-Pro-Arg-Gly-Ser-Sequenz und spaltet die Peptidbindung zwischen Arginin und Glycin [197].

Aufgrund sekundarer Proteaseaktivitditen musste Thrombin nach erfolgter Hise-Tag-Abspaltung
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mit einem Proteaseinhibitor wie 4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid (AEBSF) inaktiviert
werden. Die Separation des Zielproteins von Hise-Tag, ungeschnittenem Protein und Thrombin
erfolgte mittels eines zweiten Schrittes der Affinitatschromatographie, bei welcher diese
Komponenten mit einem Elutionspufferanteil von 50 % (entspricht 250 mM Imidazol) von der
Sdule eluiert werden konnten (siehe Abbildung 41 im Anhang). Um reines Cbh9A CBM3b zu
erhalten und mégliche Oligomere von der monomeren Form zu trennen, wurde als letzter Schritt
eine Gelpermeationschromatographie durchgefiihrt. Diese zeigte neben einem geringen Anteil an
héheren Aggregationsformen im Ausschlussvolumen der Saule (Fraktionen5 — 9) einen
symmetrischen Monomerpeak, welcher keine Anzeichen fiir etwaige Oligomere oder
Degradationsprodukte aufwies, was das SDS-PAGE-Gel bestatigen konnte (siehe Abbildung 11).
Beide Proteine, Cbh9A CBM3b"T sowie Cbh9A CBM3bN1?6W zeigten wihrend der Expression und
der Reinigung ein nahezu identisches Verhalten, daher sind im Folgenden nur die Ergebnisse der

Punktmutante aufgezeigt.
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Abbildung 11 | A) UV/Vis-Chromatogramm der Gelpermeationschromatographie von Cbh9A CBM3bN125W,
B) SDS-PAGE-Gel der Gelpermeationschromatographie mit GroRenmarker (M) und proteinenthaltenen
Fraktionen des Ausschlussvolumens (5 — 9) und der monomeren Form (30 — 38).
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4.2 H-D-Austausch

Ein Spezialfall der Isotopensubstitution ist der Austausch von Wasserstoff gegen sein um ein
Neutron schwereres Isotop Deuterium. Austauschbare Wasserstoffatome sind sowohl im
Rickgrat (-NH) als auch in der Seitenkette (-NH, -NH,, -OH, -SH) von allen Proteinen und
Nukleinsauren verteilt und im stetigen Austausch mit den Wasserstoffatomen des Lésungsmittels.
Nach dem Linderstrgm-Lang-Modell bendtigt ein Austausch bei in Wasserstoffbriickenbindungen
involvierten Amidprotonen eine Fluktuation zwischen offenem und geschlossenem Zustand,
welcher geschitzte Amidprotonen in einen austauschbaren Zustand fiir die Reaktion mit dem
Losungsmittel  bringt (k = Geschwindigkeitskonstanten fir Uberginge in offenen oder
geschlossenen Zustand bzw. fiir die Austauschrate eines Amidprotons in Anwesenheit von D0,

siehe Abbildung 12 A) [198, 199].

A

K offen kA ustausch kK, geschlossen
Nngschlossen = NHoffen - NDoffen = NDgeschlossen
geschlossen 2 0) offen

Abbildung 12 | A) Linderstrom-Lang-Modell fiir die Austauschrate eines Amidprotons mit einem
Deuteriumatom [198, 199]. B) H/D-Austausch-Schema an einer fiktiven Proteinstruktur (Abb. ent. und modif.
aus [200]).

Da dieser Austausch eine Gleichgewichtsreaktion darstellt, sollte ein Uberschuss an Deuterium im
Vergleich zu austauschbaren Protonen vorhanden sein. Der H/D-Austausch hangt von einer Reihe
von Faktoren ab wie z.B. elektrostatischen Effekten, Wasserstoffbriickenbindungen, Temperatur,
pH-Wert oder Losungsmittelzuganglichkeit der Reste, weshalb der zeitlich versetzte Austausch in
verschiedenen strukturellen Regionen des Proteins als Indikator fiir Konformations-, Dynamik-

und Protein-Protein-Interaktion-Untersuchungen genutzt wird (siehe Abbildung 12 B) [201].
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Wahrend in hochdynamischen, unstruktierten random coil Regionen der Austausch im Bereich
von Millisekunden bis Sekunden ablauft, werden Austauschraten, welche um viele
GroRenordnungen geringer sein konnen, in Bereichen mit einer definierten Sekundarstruktur
beobachtet. Analytisch kann diese Methode mittels der Neutronenkristallographie [202], H/D-
Austausch-Massenspektrometrie [203] oder NMR-Spektroskopie [204] untersucht werden. Da
Deuterium einen Kernspin von | = 1 besitzt, kann es in allen Experimenten, in welcher ein *H-Kern
detektiert wird, nicht beobachtet werden. Daher wurde von Dr.Ruslan Nedielkov und
M. Sc. Robert Creutznacher ein Referenzspektrum von einer 1.8 mM 3C- und *N-markierten
Probe von Cbh9A CBM3b"T aufgenommen und anschlieRend in einen D,0O-haltigen
Phosphatpuffer umgepuffert. AnschlieBend wurden in regelmiRigen Abstinden 'H-N-HSQC-
Spektren aufgenommen, in denen die Anzahl der sichtbaren Signale kontinuierlich abgenommen
hat (siehe Abbildung 13 A). Da bei diesem Experiment jedes Rickgrat-Amidproton (auRer von
Prolin, da diese Aminosdure keines besitzt) sowie eine gewisse Anzahl an Seitenketten-
Amidprotonen (wie z.B. Asparagin-, Glutamin- oder Tryptophan-Seitenketten) sichtbar sind,
kénnen Gber H/D-Austauschexperimente strukturelle Charakteristika und Stabilitaten identifiziert
werden. Der Austausch erfolgte bei einem pH-Wert von 6.5, bei dem sich viele Proteine in ihrem
nativen Zustand befinden. Soll die Reaktion verlangsamt oder gar abgebrochen werden, kann dies
in einem sauren Milieu (pH 2-3) geschehen, da die Austauschrate sich dort an ihrem Minimum
befindet. Es konnen somit auch S3duren oder Basen diese Reaktion katalysieren, da der
Protonentransfer von den Donor- und Akzeptoreigenschaften der polaren funktionellen Gruppen

abhangt [205].
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Abbildung 13 | A) Uberlagerung der 'H-!N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"™ an Tag 1 (schwarz), nach
5 Tagen (rot) und nach 27 Tagen in D.O-Puffer (blau). B) 3D-Struktur von Cbh9A CBM3b"" (PDB: 2YLK) als
Biandermodell mit markierten Aminosduren, welche nach 5 Tagen (gelb), 8 Tagen (orange),
16 Tagen (magenta) und 27 Tagen (rot) oder noch gar nicht ausgetauscht waren (grau).
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Fiir die effektive Nutzung dieses ,Protein-Fingerabdruck-Spektrums“ bedarf es der
Resonanzzuordnung aller Signale, um die einzelnen Hauptketten- und Seitenkettenamide korrekt
zuzuordnen und daraus Riickschliisse ziehen zu kénnen. Diese Zuordnung wurde in vorherigen
Arbeiten schon in der Arbeitsgruppe ,Analytische Chemie”“ von Prof. Heiko M. Moller von
Dr. Ruslan Nedielkov, M. Sc. Robert Creutznacher und M. Sc. Stefan Schon an der Universitat
Potsdam durchgefiihrt. In den uberlagerten 'H->N-HSQC-Spektren aus Abbildung 13 A ist
ersichtlich, dass vor allem zuerst die Seitenketten-Amiprotonen der neun vorhandenen Asparagin-
und 11 Glutamin-Reste ausgetauscht werden (6 *H: im Bereich von 7 ppm, 6 °N: 110 — 115 ppm),
da diese sehr leicht zugdnglich sind. Weiterhin zeigt Abbildung 13 B den Plot des chemischen
Austauschs nach definierten Zeitspannen auf die 3D-Struktur. Wahrend an der Oberflache des
Proteins in den unstrukturierten Regionen nach finf bzw. acht Tagen ein nahezu vollstandiger
Isotopenaustausch des Proteinriickgrates stattgefunden hat, ist das in der CBM3-Familie
verbreitete B-Sandwich mit seinen neun B-Schleifen auch nach 27 Tagen in D,O weiterhin
protoniert. Dies spricht flr eine sehr rigide Struktur, in der wahrscheinlich keine Protein-Substrat-
Interaktion in diesem Bereich stattfinden wird. Diese Erkenntnis konnte fiir spatere
Wechselwirkungs- oder Mutationsstudien an diesem Protein genutzt werden.

Weitere Eigenschaften wie thermodynamische Parameter, welche das Gleichgewicht
zwischen offener und geschlossener Konformation im nativen Zustand beschreiben, oder die
kinetische Charakterisierung der Proteinfaltung, konnen aus Amidproton-spezifischen
Austauschraten extrahiert werden [206]. Auch Echtzeit-NMR-Messungen in Kombination mit
durch pH-Wert- oder Temperaturdanderung langsameren Austauschreaktionen kénnen sowohl fir
Sekundar- und Tertiarstruktur-Charakterisierungen als auch fir die Identifikation von Amiden
dienen, welche an starken Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind. Die stetige Optimierung
der Messstrategien und die Verwendung von schnellen Mischgeratschaften zum Puls-l6schenden
H/D-Austausch erlaubt heutzutage Messungen von Austauschraten im Millisekunden- bis

Sekundenbereich [207].
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4.3 Untersuchung der Cellulose-Bindeeigenschaft

In vorangegangenen Studien zum Protein Cbh9A CBM3b“T und dessen Punktmutante
Cbh9A CBM3bN26W konnten Yaniv et al. mittels Cellulose-Bindeassays die Erkennung von mikro-

kristalliner Cellulose (Avicel®) durch die Punktmutante aufzeigen [192].
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Abbildung 14 | Uberlagerung der *H-'>N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM"™ vor (schwarz) und nach Zugabe von
30 mM Cellobiose (rot).

Avicel® besteht zu ca. 60 % aus kristalliner Cellulose und zu ca. 40 % aus amorphen Regionen,
weshalb Typ-A CBMs eine hohere Bindungskapazitdt im Vergleich zu Typ-B CBMs zeigen und
dieses Substrat deshalb unter anderem zur Differenzierung dieser beiden Klassen verwendet
wird [208-210]. Um das Verhalten von Cbh9A CBM3b"“T und Cbh9A CBM3bN1?¢W mit I6slichen
Cellulose-Fragmenten zu untersuchen, wurden diese in isotopenmarkierter Form exprimiert,
aufgereinigt und mittels Losungs-NMR vermessen. Dazu wurde ein H-N-HSQC-Spektrum
aufgenommen und schrittweise eine Cellobiose-Losung hinzugegeben. Cello-Oligosaccharide
verlieren mit steigendem Polymerisationsgrad an Loéslichkeit, daher besitzen kommerziell
erhaltliche Cellulose-Fragmente heutzutage nur bis zu acht Wiederholeinheiten von B-1,4-
glycosidisch verlinkter B-D-Glucopyranose. In Abbildung 14 ist die Uberlagerung des
Referenzspektrums von Cbh9A CBM3bYT mit dem 'H->N-HSQC-Spektrum mit der héchsten
Konzentration an Cellobiose dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass eine Vielzahl an Resonanzen

verschoben ist, die Faltung des Proteins jedoch erhalten bleibt. Da diese Verschiebungen bei sehr
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hohen Ligand-Konzentrationen weiterhin zu beobachten waren (bis 30 mM) und keine Sattigung
erreicht werden konnte, ist es moglich, dass die Veranderungen im Spektrum nicht nur durch
spezifische, sondern auch durch unspezifische Wechselwirkungen verursacht wurden. Im
weiteren Teil dieser Diskussion wird unter anderem noch auf Bindungsstudien mit Cellohexaose
eingegangen, bei denen nur wenige spezifische Verschiebungen beobachtbar und lokal auf das
Protein Ubertragbar waren. Die starken Veranderungen im Spektrum mit der Cellobiose deuten
auf eine Vielzahl an moglichen ursachlichen Effekten hin, beispielsweise ein drastischer pH-Effekt
oder auch eine Calcium-Komplexierung, welche in Kapitel 4.4 ndher erldutert wird. Daher und
aufgrund der schon erwahnten Loslichkeitsbegrenzungen wurde diese Interaktion nicht
weitergehend untersucht.

Klassische Typ-A CBMs binden kristalline Cellulose via unpolaren Interaktionen, welche die
Freisetzung von geordneten Wassermolekilen aus dem Protein und dem Liganden zur Folge
haben. Dadurch ist dieser Prozess entropisch beglinstigt, wie beispielsweise isotherme
Titrationskalorimetrie-Studien von CBMs der Familien 2 und 3 mit diversen Oligosacchariden wie
Xyloglucan zeigten [211]. Xyloglucan aber ist ein I6slicher Ligand, welcher Typ-B und Typ-C CBMs
favorisiert. Diese Interaktionen sind enthalpisch getrieben, wahrend auch der Verlust der
thermodynamischen Freiheitsgrade durch die Konformationsrestriktion der gebundenen
Liganden die Entropie beeinflusst.

Daher stellt sich die Frage, ob die klassische Funktionsweise der Typ-A CBMs liberdacht und
erweitert werden muss, auch wenn die Affinitat zu kristalliner Cellulose trotzdem deutlich héher
ist (~50-100fach, [211]). Georgelis et al. zeigten in dem Zusammenhang, dass CBMs aus zwei
verschiedenen Typ-A Familien I6sliches Xyloglucan binden konnen [164]. Kurze, l6sliche
Oligosaccharide werden bevorzugt von Typ-B und Typ-C CBMs gebunden, wie beispielsweise das
zweite CBM (CBM4) in der Cellobiohydrolase 9A aus C. thermocellum eines ist. Die Kristallstruktur
von CBM4 konnte im Komplex mit Cellobiose von Alahuhta et al. aufgeklart werden [212]. Dort
befindet sich die Cellobiose in einer Art Bindungsspalt, wo sie durch CH-iti-Wechselwirkungen von
einem Tyrosin- und einem Tryptophan-Rest und einer Reihe von Wasserstoffbriickenbindungen
fixiert wird. Diese Voraussetzungen sind bei der planaren Bindungsstelle von Cbh9A CBMYT und
Cbh9A CBMN128W nicht gegeben. Weiterhin besitzt das Disaccharid eine Linge von 10.35 A [213]
und der aromatische Streifen mit Tyr-77 und Tyr-78 im Protein eine Linge von 15.8 A [192], was

bedeuten wiirde, dass keine Uberbriickung dieser aromatischen Systeme durch die Pyranose-
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Ringe des Disaccharids aus sterischen Griinden moglich ist. Mit 22,5 A [214] bzw. 30,8 A sind
hingegen sowohl die Cellotetraose als auch die Cellohexaose in der Lage dazu.

Die Titration von Cbh9A CBM3bY“T mit Cellotetraose zeigte punktuelle chemische
Verschiebungen im *H-1>N-HSQC-Spektrum, welche jedoch global im Protein verteilt sind, so dass
keine konkrete Bindetasche identifiziert werden konnte (siehe Abbildung 44 im Anhang). Die
Titrationen mit der Cellohexaose hingegen zeigten starkere chemical shift pertubations (CSPs), wie
in Abbildung 15 A verdeutlicht. Der Plot auf die Aminosduresequenz zeigt zwei konzentrierte
Regionen, an welchen eine Umgebungsanderung der jeweiligen Aminosauren stattfindet (siehe
Abbildung 15 B). Indem die Anderungen der chemischen Verschiebungen der Aminosiduren mit
den héchsten CSPs gegen die Cellohexaose-Konzentration aufgetragen und mit Hilfe eines one site
binding Modells gefittet wurden, ergibt sich die Dissoziationskonstante Ky = 5728 + 775 UM (siehe
Abbildung 15 C). Die schwachen Affinitdten im millimolaren Bereich sind fiir CBM-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen nicht ungewdhnlich, da diese in vielen Fallen auch reversibler Natur sind
beziehungsweise sein missen [154].

In Abbildung 16 werden die Aminosduren mit den starksten Verschiebungen im Spektrum auf
der 3D-Struktur von Cbh9A CBM3b" gezeigt. Dabei ist zu erkennen, dass die Regionen um Tyr-
77, Tyr-78 und Asn-126 trotz des Fehlens einer dritten aromatischen Aminosaure die
Bindetasche/Bindungsfliche bildet. Neben deren CH-m-Wechselwirkungen mit den
Glucopyranoseringen  wird die Interaktion vermutlich durch eine Reihe von
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Resten des vierten (wie z.B. lle-75, Cys-76 oder Thr-79)
und siebten B-Stranges (wie z.B. Glu-116, GIn-118, Val-120 oder Arg-122), welche sich parallel bzw.
in der Nahe zu den Tyrosin-Resten befinden, stabilisiert. Durch diese Bindung kann es auch im
gesamten Protein zu leichten Konformationsdnderungen kommen. Diese Anderungen betreffen
ebenfalls Aminosdurereste, die nicht unmittelbar an der Ligandenbindung beteiligt sind. Es

kénnen sogenannte long range Effekte beobachtet werden [215].
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Abbildung 15 | A) Uberlagerung der H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"Y" vor (schwarz) und nach
Zugabe von 3 mM (griin), 7 mM (blau) und 14.5 mM Cellohexaose (rot). B) CSPs in Abhangigkeit der jeweiligen
Aminosdurereste. C) Titrationskurve von ausgewdhlten Aminosdureresten mit dazugehoriger Fittingkurve

gemaR one site binding nach Glg. 8.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Cbh9A CBM3b"T trotz seiner Einstufung als Typ-A CBM auch |3sliche
Polysaccharide erkennen kann, wenn auch mit einer schwacheren Affinitat. Dies steht im Konsens
mit anderen Typ-A CBMs wie Vertretern der Familie 2 [216], 3 [211] oder 64 [216]. CBM_E1, das
,Grindungsprotein“ der CBM-Familie 81, konnte im Komplex mit Cellopentaose kristallisiert
werden (PDB: 5KLE) und wird durch seine enthalpisch begiinstigte Bindung zu Kohlenhydraten
den Typ-B CBMs zugeordnet, obwohl es strukturelle Charakteristika von Typ-A CBMs wie eine
planare Bindungsstelle zeigt [217]. Diese Bindestelle beinhaltet wie bei Cbh9A CBM3b"“T jedoch
auch nur zwei an den CH-m-Interaktionen beteiligte aromatische Aminosduren. Es ist also
offensichtlich, dass Typ-A CBMs nicht nur im klassischen Sinn an kristalline Cellulose binden,
sondern auch an l6sliche Fragmente. Dies impliziert, dass die Erkennungsfunktion dieser Typ-A
CBMs wahrscheinlich noch komplexer als bisher gedacht ist, indem sie die Enzyme erst an die
parakristallinen Bereiche der Cellulose aus exponierten Glucanen binden lassen und sobald die

kristalline Cellulose frei zuganglich ist, das Enzym diese dann hydrolisieren kann [211, 217].

Abbildung 16 | 3D-Struktur von Cbh9A CBM3b"“T™ (PDB: 2YLK) als Bindermodell im Komplex mit
Cellohexaose (Kohlenstoffatome: cyan, Sauerstoffatome: rot) mit markierten Aminosduren, welche der
Mutationsposition N126W (blau) und vermuteten Cellulose-Bindestelle Tyr-77 und Tyr-78 (gelb) entsprechen
und welche die starksten chemischen Verschiebungen erfahren (rot).

Die vorangegangenen Studien wurden mit der Punktmutante Cbh9A CBM3bN26W wiederholt, um
mogliche Anderungen in deren Bindeverhalten zu Iéslichen Oligosacchariden durch die
Verlangerung der aromatischen Bindestelle zu charakterisieren. Dabei wurde das Protein nicht nur
5N-, sondern auch ILV-markiert (*3C-Markierung der Methylgruppen von Isoleucin, Leucin und
Valin), um erweiterte Strukturinformationen zu erhalten. Die selektive Markierung der
Methylgruppen kann einerseits strukturrelevante NOEs mit hoher Sensitivitdt und Auflosung

wiedergeben (wie weitreichende Amid-Methyl- und Methyl-Methyl-NOEs bis zu 8 A) und
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andererseits befinden sich diese Aminosduren oft im hydrophoben Kern oder an hydrophoben
Oberflachen von globularen Proteinen, an denen kleine Molekiile binden kénnen [218-220].

Wie auch schon bei Cbh9A CBM3b"T waren bei der Titration von Cbh9A CBM3bN126W mit
Cellobiose starke CSPs bis in den hohen millimolaren Bereich im *H->N-HSQC-Spektrum zu
beobachten (siehe Abbildung 42 im Anhang). Hingegen im H-3C-HMQC zeigen die Resonanzen
der ILV-Methylgruppen bis 5 mM Cellobiose keine Verdnderungen (siehe Abbildung 43 im
Anhang). Die hohe Bindungsaffinitdt lasst sich moglicherweise durch die Lange als auch die
gedrehte Konformation des Liganden erkldren. Dagegen zeigt die Titration von Cbh9A CBM3pN126W
mit Cellotetraose vor allem im Bereich der beiden Reste Tyr-77 und Tyr-78 diverse
Signalverschiebungen im H-N-HSQC-Spektrum (siehe Abbildung 45 im Anhang). Unter
Hinzunahme der Aminosauren mit den starksten Verschiebungen im Spektrum errechnete sich
eine Dissoziationskonstante von Ky =53618 + 19246 uM, welche fiir eine deutlich schwachere
Affinitat der Punktmutante im Vergleich zum Wildtyp zu Cellotetraose steht. Des Weiteren stellt
dieser KsWert nur eine Abschatzung dar, weil der Verlauf der berechneten Fittingkurve nahezu
linear verlauft und somit noch kein Plateau im Sattigungsbereich erreicht werden konnte, was als
Indikator fir einen noch hdheren Ks-Wert und somit fiir eine schwachere Bindung steht. Ein
anderes Ergebnis zeigte sich bei der Titration von Cbh9A CBM3bN*2%W mit der lingeren
Cellohexaose. Bei dieser Titration ergab sich eine Dissoziationskonstante von
K4 =11646 + 867 uM, welche um den Faktor fiinf kleiner ist und damit die hohere Affinitat der
Punktmutante zu Cellohexaose im Vergleich zu Cellotetraose aufzeigt (siehe Abbildung 17 A
und C).

In der Kristallstruktur von Cbh9A CBM3bN126W jst erkennbar, dass die Punktmutation neben
der Verliangerung der Bindestelle auf 25.4A auch Orientierungsinderungen einzelner
Aminosauren erzeugt [192]. Dabei rotiert beispielsweise die Cg-C,-Bindung von Tyr-77 um 122° im
Uhrzeigersinn, sodass der aromatische Ring mit den aromatischen Systemen von Tyr-78 und Tyr-
78 in einer Ebene und ohne topografische Hindernisse steht. Weiterhin befindet sich durch die
Mutation unter anderem auch Arg-122 in einer Achse mit der aromatischen Bindestelle und
stabilisiert die Bindung durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, wie schon in CipA
CBM3a aus C. thermocellum beobachtet werden konnte (PDB: 1NBC) [158]. Der Plot der CSPs auf
die Sequenz zeigt, dass dieselben Bereiche wie in der Wildtyp-Titration eine Anderung ihrer

chemischen Verschiebung bei der Titration mit Cellohexaose erfahren (siehe Abbildung 17 B).
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Um weitere involvierte Seitenketten zu identifizieren, wurden zusétzlich *H-13C-HMQC-Spektren
aufgenommen (siehe Abbildung 17 D). Bei einer Vielzahl dieser Reste in der Ndhe der vermuteten
Bindestelle wie lle-75, lle-81, Val-106, Leu-108, lle-117 und lle-121 findet zwar eine Anderung der
chemischen Verschiebung im H-°N-HSQC-Spektrum statt, jedoch nicht im !H-3C-HMQC-
Spektrum, was vermutlich auf die relative Orientierung der Seitenketten weg von der Bindestelle
zurlickzufiihren ist. Die Methylgruppen-Signale von Val-120 zeigten jedoch Veranderungen, da
diese sich in unmittelbarer Nahe der aromatischen Aminosauren befinden und somit an der
Bindung beteiligt sind bzw. durch diese beeinflusst werden. Jedoch ist dies nur bei der Titration
mit Cellohexaose und nicht mit Cellotetraose der Fall, da diese Seitenkette wahrscheinlich durch
den aromatischen Rest von Tyr-78 abgeschirmt wird. Weiterhin ist es moglich, dass zur
Realisierung der Bindung eine Konformationsanderung von Cellohexaose stattfindet. Dabei
kdonnte, dhnlich wie im Fall von Cello-Oligosacchariden und B-Glucanen im Komplex mit Typ-B
CBMs, sich der Ligand anstatt der dreifach gedrehten helikalen Struktur zu einer zweifachen
Schraubachse formen, in der die Glucose-Molekiile im 180°-Winkel zueinander ausgerichtet sind.
Die Bildung der nicht favorisierten Konformation des Liganden wiirde dadurch einen Verlust der

Entropie zur Folge haben [211].

45



4 - Ergebnisse und Diskussion Teil I

A . T. 5N
181 Ve [ppm]
L J - .
° = . - 105
L] L] .
R X
* . . . 4 110
2 e '“ o’ .q.‘.'t- s 3.
° ‘ . AR . [ 17.
° .. ‘ .. . e [] > Py
. " ® @9 ° e ° 5! r115
- - . .*. }{.
.. . o 5“. e® ] :J':_
. L L ?.Q .. o ‘ é"
- [ ) .' L] ° ® . 175 :;
™ o oo ©® o & . 125
™ e P : $° ‘.EF :
. » - 130
. h
10 9 8 7 6 5 &'H[ppm]
B 0,08
T 0,06
20,08
g 0,02
0,00

21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161

Aminosdurerest

C 0,06+ 175 0,08+ 181
T 0,04 £ % . ]
o o
= 2 0,041
S 0,021 P}
0,021
0,00 0,00
0 7000 14000 21000 0 7000 14000 21000
cCeIlohexause ["lM] cCallnhexanse [l'lM]
D 5C
Py [ [ppm]
V120 (H,,) H L 10
- > . L
L 15
® I
& -
b 5 -‘ - -
- V120 {Hw)ﬁ ® e - L 20
i o = had - - L
- > - @ @ L
- L e o |
« L 25
1.0 0.5 0.0 5'H[ppm]

Abbildung 17 | A) Uberlagerung der *H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"'28W vor (schwarz) und nach
Zugabe von 3 mM (griin), 8 mM (blau) und 18 mM Cellohexaose (rot). B) CSPs in Abhangigkeit der jeweiligen
Aminosdurereste. C) Titrationskurve von ausgewdhlten Aminosdureresten mit dazugehoriger Fittingkurve
gemiR one site binding nach Glg. 8. D) Uberlagerung der H-3*C-HMQC-Spektren von Cbh9A CBM3bN126W
vor (schwarz) und nach Zugabe von 1 mM (griin), 3 mM (blau) und 5 mM Cellohexaose (rot).
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Um diese Vermutung zu bestatigen, missten weiterfiihrende Experimente wie beispielsweise
isotherme Titrationskalorimetrie (ITC), welche die thermodynamischen Parameter bestimmen
kénnen, durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse der Titrationen von den beiden Cbh9A CBM3b
Konstrukten mit 16slichen Cellulose-Fragmenten zeigen also, dass sowohl die Cellotetraose als
auch die Cellohexaose von beiden Proteinen gebunden werden kénnen und die Erkennung am
linearen, aromatischen Bindungsstreifen erfolgt (siehe Abbildung 16 und Abbildung 18). Die
Affinitat wird sowohl durch die steigende Anzahl an Wiederholeinheiten als auch die Substitution
des polaren Asn-126 zum aromatischen Trp-126 beeinflusst. Das Cbh9A CBM3bN'?%W jedoch nicht
signifikant starker an die |6slichen Cellulose-Fragmente bindet als der Wildtyp, gleichzeitig aber
im Gegensatz zum Wildtyp die kristalline Cellulose in Assays bindet, ist (iberraschend. Eine
mogliche Erklarung ist die Flexibilitdit der kurzen Cellulose-Fragmente gegeniber der starr
gepackten kristallinen Cellulose, die keine Konformationsanderung vollziehen kann. Daher ist die
N126W-Mutation als Verlangerung der planaren Bindestelle dort essenzieller als in Losung.

Um die Bindung mittels NMR noch detaillierter zu charakterisieren, kénnen weitere
Techniken wie Saturation-Transfer Difference NMR (STD-NMR ), Two-Dimensional Transferred
Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (trNOESY) oder cross saturation Experimente eingesetzt
werden, weitere selektive Markierungsstrategien durchgefihrt (z.B. Methionin-Markierung) oder

andere Punktmutationen (z.B. Y77A, Y78A oder R122A) erzeugt werden.

Abbildung 18 | 3D-Struktur von Cbh9A CBM3bMN'?W (PDB: 3ZQX) als Bindermodell im Komplex mit
Cellohexaose (Kohlenstoffatome: cyan, Sauerstoffatome: rot) mit markierten Aminosduren, welche der
vermuteten Cellulose-Bindestelle Tyr-77, Tyr-78 und Trp-126 entsprechen (gelb) und welche die stédrksten
chemischen Verschiebungen erfahren (rot).
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4.4 Untersuchung der Calcium-Bindestelle

Viele CBMs sind Metalloproteine und beinhalten beispielsweise Calcium- oder Nickel-lonen,
welche entweder direkt an der Ligandenbindung beteiligt sind wie in CBMs der Familien 36 [193]
und 60 [221] oder indirekt beteiligt sind, indem sie bindende Reste stabilisieren wie in
SdCBM6 [222]. Sie konnen ebenfalls die Quartarstruktur durch Dimerisierung beeinflussen wie in
CtCBM®62 [194]. Wie schon in Kapitel 2.3 erlautert, besitzt Cbh9A CBM3b eine Losungsmittel-
zugangliche Calcium-Bindestelle, welche laut Fourier-Karte jedoch nur bei der Punktmutante mit
einem oktaedrisch koordinierten Calcium-lon besetzt ist [192]. Titrationen mit Calciumchlorid und
dem sechszahnigen Chelatkomplexbildner Ethylendiamintetraacetat (EDTA) sollten zur Existenz
bzw. Besetzung dieser moglichen Bindestelle in Losung Erkenntnisse liefern. Dafiir wurden
zunichst eine dquimolare Menge und anschlieBend ein Uberschuss an Calciumchlorid zu beiden
Proteinen zugegeben und die unter diesen Bedingungen erhaltenen Spektren mit dem
Referenzspektrum verglichen (siehe Abbildung 46 und Abbildung 47 im Anhang). Es zeigte sich
eine nahezu identische Verteilung der einzelnen Resonanzen, was auf eine schon bestehende
Besetzung der Calcium-Bindestelle hindeutet. Diese resultiert wahrscheinlich aus der
notwendigen Zugabe an Calciumchlorid wahrend der Expression (im M9-Medium, siehe
Kapitel 10.3) und wahrend des Zellaufschlusses (im Lysepuffer, siehe Kapitel 10.8.2).

Ob das Calcium-lon eine strukturstabilisierende Funktion im Cbh9A CBM3b besitzt, sollte
durch dessen Entfernung mittels EDTA ermittelt werden. Nach der Zugabe zeigten beide Spektren
Veranderungen im Bereich der Calcium-Bindestelle auf (siehe Abbildung 19 und Abbildung 48 im
Anhang). Da die koordinierenden Reste in zwei Schleifen lokalisiert sind (Thr-65 und Glu-67
verbinden die B-Strange 3 und 4 und Asp-130, Asn-133 und Asp-134 verbinden die B-Strange 7
und 8, siehe Abbildung 9 A), ist eine mogliche Stabilisierung der Struktur dadurch denkbar. Der
Verlust des Calcium-lons erzeugte sowohl teilweise starke CSPs, bei der Punktmutante starker als
beim Wildtyp, als auch das Ausbleiben von Signalen im Spektrum. Diese konzentrierten sich neben
einzelnen longe range Effekten hauptsachlich auf den Bereich in der Nadhe der Calcium-
Bindestelle, wie der Plot auf die 3D-Struktur in Abbildung 19 C zeigt. Besonders betroffen sind
hierbei die B-Strange 2, 4, 6 und 7, in denen sich teilweise auch die Calcium-bindenden Reste
befinden, die beide B-Schleifen verbinden. Trotz dieser strukturellen Anderungen sind alle Signale
weiterhin dispergiert, was gegen eine Destabilisierung und partielle Denaturierung der Proteine
spricht (diese wiirde sich unter anderem durch eine Kumulation der Signale bei einer H-

chemischen Verschiebung um 8 ppm zeigen).
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Eine mogliche Reversibilitat dieses Effektes sollte eine erneute Zugabe an Calciumchlorid nach der
Behandlung mit EDTA zeigen (siehe Abbildung 19 A und Abbildung 48 im Anhang). Da die
erhaltenen Spektren identisch mit den Referenzspektren waren, konnte gezeigt werden, dass die
Bindestelle erneut mit einem Calcium-lon besetzt werden kann und das Protein nicht irreversibel
entfaltet wird.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass eine besetzte Calcium-Bindestelle in beiden
Proteinen vorhanden ist, welche durch den Verlust des lons eine Anderung der Konformation
erfahrt. Diese ist allerdings nicht essenziell fiir die globale Faltung des Proteins, wie es

beispielsweise in ScaA CBM3b aus Bacteroides cellulosolvens beobachtet werden konnte [223].
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Abbildung 19 | A) Uberlagerung der H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"“" vor (schwarz) und nach
Zugabe von 250puM EDTA (rot) und anschlieBend 5 mM Calciumchlorid (blau). B)CSPs von
Cbh9A CBM3b™T (schwarz) und Cbh9A CBM3bMN'?%W (rot) in Abhingigkeit der jeweiligen Aminosiurereste.
Orange Linie zeigt A8 =0.02 ppm. C)3D-Bindermodell von Cbh9A CBM3b"™ (links, PDB: 2YLK) und
Cbh9A CBM3bN2W (rechts, PDB: 3ZQX) mit Calcium-koordinierenden Resten (cyan) und Aminosiduren mit den
starksten chemischen Verschiebungen (A8 > 0.02 ppm, rot).
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Weiterhin sollte auch ein moglicher Einfluss dieser besetzten Bindestelle auf das Cellulose-
Bindeverhalten von Cbh9A CBM3bN1?%W yntersucht werden. Die Frage, ob diese wie bei vielen
Lectinen oder beispielsweise PoCBM36 aus Paenibacillus polymyxa die Bindestelle in die korrekte
Konformation bringt oder direkt das Polysaccharid mit koordiniert (siehe Abbildung 8 B), sollte
durch eine Entfernung des Calcium-lons mit anschlieBender Cellohexaose-Titration weiterfiihrend
untersucht werden [154, 193]. Sowohl das H->N-HSQC-Spektrum als auch der Plot der
chemischen Verschiebungen auf die Aminosiduresequenz (siehe Abbildung 20) bestatigten auch
beim Calcium-freien Protein eine Affinitat zur I6slichen Cellohexaose. Diese liegt im Absolutwert
mit  Ky=8767+1769 uM unter der Dissoziationskonstante des Calcium-besetzten
Cbh9A CBM3bN1?6W mit Ky = 11646 + 867 uM. Der Standardfehler ist jedoch héher, sodass von
einer ahnlichen Affinitdt zum Oligosaccharid ausgegangen werden kann. Die etwas hohere
Affinitdt kann durch die Konformationsidnderung des Proteins, welche durch die Calcium-
Entfernung neben der Calcium-Bindestelle auch im Cellulose-Bindungsbereich stattgefunden hat,
erklart werden. Dabei hat sich vermutlich die Ausrichtung einiger Aminosauren nahe den -
Schleifen 4 (z.B. GIn-71) und 7 (z.B. Phe-119 und Val-120) veradndert und somit eine fir die
Cellohexaose mehr favorisierende Konformation gebildet.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl der Wildtyp als auch die
Punktmutante N126W von Cbh9A CBM3b nach der Expression und Aufreinigung (iber eine mit
Calcium besetzte Bindestelle verfligen, welche durch einen Komplexbildner wie EDTA unter Erhalt
der globalen Faltung entfernt werden kann. Anschliefend ist eine erneute Besetzung dieser
Bindestelle mit Calcium moglich, wodurch die Reversibilitat bestatigt werden konnte. Das Calcium-
freie Protein bindet ebenso wie der Wildtyp und die Punktmutante I6sliche Cellohexaose im
niedrigen millimolaren Bereich, welche durch punktuelle Konformationsdanderungen sogar eine
geringflgig hohere Affinitat als die Punktmutante besitzt. Eine Calcium-abhangige Bindung zu

Cello-Oligosacchariden wie in Lectinen konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 20 | A) Uberlagerung der H-!>N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3bN!2W mit EDTA vor (schwarz)
und nach Zugabe von 5 mM (griin), 8 mM (blau) und 16 mM Cellohexaose (rot). B) CSPs der Cellohexaose-
Titrationen in Abhéangigkeit der jeweiligen Aminosdurereste ohne (schwarz) und mit EDTA (rot).
C) Titrationskurve von ausgewdhlten Aminosdureresten mit dazugehoériger Fittingkurve gemiB one site
binding nach Glg. 8.
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4.5 Cbh9A CBM3bN126W 3]s Modell fiir Protein-Polymer-

Konjugate

Protein-Polymer-Konjugate, beginnend in den 1970er Jahren mit den ersten BSA-PEG-
Konjugaten (BSA: Bovines Serumalbumin, PEG: Polyethylenglycol), sind attraktive Biomaterialien,
welche die Proteinstabilitdit erhdhen oder physikochemische Eigenschaften wie pH-Wert oder
Temperaturoptima von Enzymen beeinflussen kdnnen [224-226]. Diese funktionalen Materialien
finden in der Biomedizin, der Therapeutik, der Biosensorik in elektronischen Gerdten und als
hauchdiinne Membranen breite Anwendung [227-230]. Die Synthesewege zu diesen Konjugaten
erfolgen groRtenteils iber Radikalpolymerisationen mit reversibler Deaktivierung (RDRP) [231],
welche unter anderem radikalische Atom-Transfer Polymerisation (grafting from, ATRP) [232],
reversiblen Addition-Fragmentierungs-Kettentransfer (grafting to, RAFT) [233] und Stickstoff-
gesteuerte Polymerisation (NMP) beinhalten [234]. Die Vorteile reichen von der Kompatibilitat fir
verschiedene funktionelle Gruppen bis hin zur Moéglichkeit der Kettenverlangerung nach deren
Anbringung an das Protein. Dennoch sind sowohl die Bestimmung des Polymerisationsgrades als
auch die Polymerisationsbedingungen fiir den Erhalt der Proteinstruktur und Funktion weiterhin
Gegenstand aktueller Forschung [235]. Wahrend die Anbringung von PEG (PEGylierung) vor allem
bei therapeutischen Anwendung weit verbreitet ist [236, 237], ist die Konjugation von Polymeren,
welche durch externe Einfliisse stimulierbar sind, eine grolRe Herausforderung [238]. Poly-N-
Isopropylacrylamid (PNIPAm) ist ein thermoresponsives Polymer, welches eine kritische
Losungstemperatur von 32 °C in Wasser besitzt, was zu einer Konformationsanderung von einer
linearen Polymerkette hin zu einem kollabierten Polymerknaduel fiihrt [239, 240]. Dieses
schaltbare Polymer sollte sowohl mittels der grafting from Methode als auch der grafting to
Methode unter verschiedenen Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Kettenldange, Initiatoranzahl) an
die zehn vorhandenen Lysine von Cbh9A CBM3bN26W angebracht und mittels Lésungs-NMR auf

Stabilitat des Proteins und Effizienz der Konjugation untersucht werden.
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4.5.1 Konjugation mittels der grafting from Methode

Bei der grafting from Methode wird ein Initiator oder Kettentransferreagenz, in diesem Fall ein
NHS-Ester (NHS-BiBa), an die e-Amino-Gruppe der vorhandenen Lysine angebracht, und das
Polymer (PNIPAm) kann anschlieRend an diesem Makroinitiator (CBM-MI) wachsen (siehe
Abbildung 21 A und Kapitel 10.9.1 und 10.9.2 im Anhang) [241, 242]. Es wurde versucht, an alle
frei zuganglichen Lysine einen Initiator anzubringen, weshalb dieser im 25fachen Uberschuss dazu
gegeben wurde. Das dazugehorige Spektrum ist in Abbildung 21 B zu sehen. Nach der Synthese
mit dem Initiator bleibt das Protein groRRtenteils in seiner nativen Form gefaltet, wenngleich auch
eine Vielzahl an Resonanzen teilweise starke CSPs zeigen und fiir jeden angebrachten Initiator ein
neues Amidproton-Signal dazukommt. Ein moglicher Indikator fir eine erfolgreiche Synthese ware
das zusatzliche Hinzukommen eines unter diesen Bedingungen sichtbaren Seitenketten-
Amidprotons der Lysine, was durch die Synthese aus der Amino-Gruppe entsteht. Die
Seitenketten-Amino-Signale der Lysine sind generell unter diesen Reaktionsbedingungen nicht
sichtbar, da ein schneller Protonenaustausch stattfindet. Um auch Seitenketten-Amino-
Resonanzen von Lysinen im H->N-HSQC-Spektrum identifizieren zu kénnen, muss bei niedrigen
pH-Werten und bei niedriger Temperatur gemessen werden. Dies wirde aufgrund verlangerter
molekularer rotational correlation time (das Protein taumelt langsamer und ist somit trager) zu
einer reduzierten Empfindlichkeit flihren [243]. Aus diesen Griinden ist aus diesem Spektrum nicht
ersichtlich, an welchen Lysinresten eine Modifikation stattgefunden hat.

Bei der anschlieBenden Polymerisation wurden Kettenlangen von 10, 20 und
100 Wiederholeinheiten erzielt. Die erfolgreiche Konjugation wurde anhand der fiir Protein-
Polymer-Konjugate typisch schmierigen Bande im SDS-PAGE-Gel bestétigt (siehe Abbildung 21 C).
Wurde PNIPAm mit 100 Wiederholeinheiten an Cbh9A CBM3bN126W angebracht, so sind beinahe
alle Signale im Spektrum verschwunden, was auf die GroRRe der PNIPAm-Kette zuriickzufiihren
ist (siehe Abbildung 21 D). Das Polymer besitzt mit 11,3 kDa ca. 68 % des Molekulargewichts von
Cbh9A CBM3bN126W (16,6 kDa), was zu einer Tragheit des Molekiils in Losung fihrt. Die sichtbare
Signalgruppe bei der !H-chemischen Verschiebung von 7.7 ppm und °N-chemischen
Verschiebung von 100 ppm lasst sich auf das Polymer zurlickfiihren, wie das Referenzspektrum
von PNIPAm zeigt (siehe Abbildung 49 im Anhang). Um ein besser aufgelostes Spektrum zu

erhalten, wurden die Ketten daher auf 10 bzw. 20 Wiederholeinheiten begrenzt.
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Abbildung 21 | A) Syntheseroute fiir Cbh9A CBM3b-PNIPAm-Konjugate via grafting from Methode, erstellt
von Frau M.Sc. Maria Mathieu-Gaedke (Fraunhofer 1AP, Golm). B) Uberlagerung der *H-**N-HSQC-Spektren
von Cbh9A CBM3bN12W yor (schwarz) und nach der Synthese mit dem Initiator NHS-BiBa (rot). C) SDS-PAGE-
Gel mit GréBenmarker (M) vom Cbh9A CBM3bN26W-Makroinitiator (1) und den Cbh9A CBM3bN12W.PNIPAmM-
Konjugaten via grafting from (2 + 3, 10 Wiederholeinheiten PNIPAm) und grafting to (5 -7,
100 Wiederholeinheiten PNIPAm), erstellt von Frau M.Sc. Maria Mathieu-Gaedke (Fraunhofer I1AP, Golm).
D) Uberlagerung der H-**N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"'%W yor (schwarz) und nach Konjugation mit
20 Wiederholeinheiten PNIPAm (rot) und 100 Wiederholeinheiten PNIPAm (blau) via grafting from.
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Die Qualitdat und Anzahl der identifizierbaren Signale wurden dadurch deutlich erhéht, wie in
Abbildung 21 D zu erkennen ist. Jedoch fehlen weiterhin eine Vielzahl an Signalen und das
Spektrum weist eine Reihe von kumulierten Resonanzlagen auf, welche auf Aggregation, das
Vorhandensein von Kupfer aus der Synthese in der Probe (Kupfer ist diamagnetisch und fiihrt
daher zu extremer Signalverbreitung) oder eine partielle Entfaltung des Proteins hindeuten. Als
vorsichtiger Indikator fir den Grad einer moglichen Denaturierung kann die Anzahl noch
vorhandener Signale gesehen werden. Die Auszahlung dieser Kreuzsignale ergab, dass noch 65 %
aller moglichen Resonanzen vorhanden sind. Jedoch ist dieser Effekt nicht nur auf eine partielle
Denaturierung des Proteins zurlickzufiihren.

Wie die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, ist die grafting from Methode prinzipiell fir die
Konjugation von PNIPAm an Cbh9A CBM3bN'?6W als Modellprotein geeignet , jedoch kann mittels
Losung-NMR keine eindeutige Aussage Uber die Effizienz und Lokalisation der modifizierten Lysin-
Reste getitigt werden. Die Aufnahme von N-TOCSY-HSQC-Spektren mit deutlich ldngerer
Messzeit zur Identifikation der entstandenen Amide ist eine interessante Moglichkeit, jedoch wird
die Auswertung der Spektren durch eine Qualitditsabnahme aufgrund von steigender
MolekiilgroRe der Konjugate erschwert. Als weiterer Ansatz kénnte die Alaninscan-Methode
dienen, bei der ein oder mehrere Lysin-Reste mittels site-directed mutagenesis zu Alanin mutiert
werden und somit die Entstehung bestimmter Konjugate forciert und analysiert werden kénnen,

um stabile Konjugate und dispergierte NMR-Spektren zu erhalten [244].

4.5.2 Konjugation mittels der grafting to Methode

Die grafting to Methode zeichnet sich durch die separate Synthese des Polymers mit
anschliefender Konjugation an das Protein aus (siehe Abbildung 22 A). Die Vorteile hierbei
bestehen einerseits aus der unkomplizierten Charakterisierung sowohl des Proteins als auch des
Polymers vor der Konjugation und andererseits darin, dass die Polymerisationsbedingungen nicht
die Proteinstabilitdt beeinflussen [241, 245].

Nach erfolgreicher thermischer Polymerisation mit Azobis(isobutyronitril) (AIBN), bei der die
Kettenlange zwischen 10 und 100 Wiederholeinheiten variiert wurde, konnte das mit
Pentafluorophenyl (PFP) modifizierte PNIPAm an die terminalen Amin-Gruppen der exponierten
Lysine konjugiert werden (bei einem 50fachen Polymer-Uberschuss). Bei dieser Reaktion wurden
pH-Werte von 7.4, 8.2 und 9.0 getestet, um die Konjugationseffizienz zu beeinflussen. Da die

Nukleophilie mit steigendem pH-Wert zunimmt, andert sich auch die Reaktivitdt der Lysin-
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Aminogruppen. Mit der Wahl eines basischen pH-Wertes sollten damit im Idealfall mehr Lysine
modifiziert werden kdénnen als bei einem neutralen pH-Wert, weil dort nur am N-Terminus eine
Modifizierung stattfinden sollte. Denn wahrend der pKs-Wert der a-Aminogruppe fiir Lysin 8,95
ist, befindet sich hingegen der pKs-Wert der e-Aminogruppe bei 10,53 [246] und der des N-
Terminus bei 7,64 [247]. Daher sind speziell die e-Aminogruppen der exponierten Lysine bei
einem basischen pH-Wert die bevorzugte Konjugationsposition. Jedoch bestatigte sich diese
Vermutung nicht und die *H->N-HSQC-Spektren sahen fir alle bei der Synthese gewihlten pH-
Werte identisch aus (siehe Abbildung 50 im Anhang).
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Abbildung 22 | A) Syntheseroute fiir CBM-PNIPAm-Konjugate via grafting to Methode, erstellt von Frau
M.Sc. Maria Mathieu-Gaedke (Fraunhofer IAP, Golm). B) SDS-PAGE-Gel mit GroRenmarker (M) von PNIPAm
mit 10 (2) bzw. 100 Wiederholeinheiten (1), Cbh9A CBM3bN'26W 3is Referenz (3), CBM-PNIPAm-Konjugat
vor(4) und nach der Gelpermeationschromatographie (5-6). C) UV/Vis-Chromatogramm  der
Gelpermeationschromatographie von Cbh9A CBM3bM'?W (schwarz) und dem CBM-PNIPAm-Konjugat nach der
Synthese via grafting to (rot). D) Konzentrationsbestimmung via  UV/Vis-Spektroskopie  von
Cbh9A CBM3bN!26W (schwarz) und CBM-PNIPAm-Konjugat nach der Synthese via grafting to (rot).

Als weiterer Aufreinigungsschritt nach erfolgter Konjugation wurde erneut eine
Gelpermeationsschromatographie durchgefiihrt, um modifiziertes von unmodifiziertem Protein
separieren zu kdonnen. Wie sowohl das Elutionschromatogramm als auch das SDS-PAGE-Gel
zeigen, konnte das unmodifizierte Protein erfolgreich vom Konjugat getrennt werden, damit im
Anschluss kein Gemisch mehr fir die Messungen vorliegt (siehe Abbildung 22 B und C). Jedoch

gestaltete sich die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Synthese via grafting to als
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schwierig. Denn bei dieser Methode findet ein reversibler degenerativer Kettentransfer durch die
Anwesenheit einer Thiocarbonylthio-Verbindung statt, welche die Polymerisation
kontrolliert [248, 249]. Das fir die Synthese verwendete Kettentransferreagenz mit dieser
funktionellen Gruppe zeigt im UV/Vis-Spektrum einen erlaubten m-m*-Ubergang bei ungefihr
308 nm und einen verbotenen n-n*-Ubergang bei ungefihr 441 nm [250]. Durch die Absorption
im sichtbaren Bereich lasst sich die gelbe Farbe des Reagenzes erkldaren. Diese bathochrome
Verschiebung in den energiedrmeren, langerwelligen Bereich lasst keine
Konzentrationsbestimmung nach Lambert-Beer bei der fiir aromatische Aminosauren typischen
Absorption bei 280 nm  zu(siehe Abbildung 22 D).  Alternative = Methoden  zur
spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung des Protein-Polymer-Konjugates sind
beispielsweise kolorimetrische Methoden wie der Bradford-, der Lowry- oder der
Bicinchoninsdure (BCA)-Assay, welche in dieser Arbeit jedoch nicht verwendet wurden [251].
Nach der Konjugation von PNIPAmM an Cbh9A CBM3bN'2¢W via der grafting to Methode zeigte
das 'H-"N-HSQC-Spektrum ein weiterhin gefaltetes Protein, in dem punktuelle Verdnderungen zu
beobachten waren (siehe Abbildung 23 A). Diese zeigten sich vor allem in der Nahe der
vorhandenen Lysine, wie das 3D-Bandermodell in Abbildung 23 B visualisiert. Alle zehn Lysine von
Cbh9A CBM3bN1?%W sind an der Oberfliche exponiert. Dies bedeutet zum einen, dass keine
Seitenkette in der B-Sandwich-Struktur lokalisiert ist und eine mogliche Modifikation entweder
nicht stattfinden oder die Struktur durch Polymer-Konjugation destabilisieren kann. Zum anderen,
dass sie an der Oberflache fiir die Anbringung mit PNIPAm leicht zuganglich sind, was eine hohe
Konjugationseffizienz zur Folge haben sollte. Von dem Plot der chemischen Verschiebungen auf
die 3D-Struktur lasst sich jedoch nicht eindeutig ableiten, an welchen Lysinen eine Modifikation
stattgefunden hat. Aufgrund der begrenzten Linge des Polymers und der Kumulation von
betroffenen Aminosaureresten in bestimmten Bereichen des Proteins sind beispielsweise Lys-40,
Lys-42, Lys-66, Lys-149 und Lys-154 potenzielle modifizierte Reste. Fiir die Validierung dieser
These wurde ein dreidimensionales N-TOCSY-HSQC-Spektrum aufgenommen. Darin sind zu
jedem Riickgrat-Amid-Signal die zugehorigen Seitenketten-Protonen identifizierbar [252]. Da nach
der Modifizierung an der terminalen e-Amino-Gruppe der Lysine ein Proton weniger vorhanden
ist, sollte somit durch geringeren chemischen Austausch das noch vorhandene Amidproton unter
diesen Messbedingungen sichtbar werden. Wie jedoch in Kapitel 4.5.1 bereits erlautert, sind die
e-Amino-Signale von Lysinen nur unter speziellen Bedingungen mittels NMR-Spektroskopie

sichtbar, die neu entstandenen Amid-Signale sollten es jedoch bei den untersuchten Bedingungen
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sein. Weiterhin konnte, wie bereits beschrieben, keine Proteinkonzentration bestimmt und
Probenhomogenitat vorausgesetzt werden, da bei der Konjugation ein Gemisch aus verschieden
substituierten Proteinen entstanden ist, welche nicht trivial voneinander separiert werden
konnten. Daher ist es moglich, das eine nicht optimale T»-Zeit gewahlt wurde, was wiederum durch
die transversale Relaxation zu einer schlechten Auflésung fiihren kann. Aus diesen Griinden
konnten im N-TOCSY-HSQC-Spektrum des Konjugats keine neuen Seitenketten-Amidsignale der
Lysine identifiziert werden.

Die Modifikation via grafting to Methode zeigt jedoch dahingehend eine erfolgreiche
Konjugation von PNIPAm an Cbh9A CBM3bN?%W ohne eine gleichzeitige Destabilisierung der
Proteinstruktur. Wahrend die Anzahl der Konjugationsstellen durch eine pH-Wert-Variation bei
der Synthese nicht beeinflusst werden konnte, war jedoch trotzdem eine Abschatzung der

modifizierten Reste bei dieser Konjugationsmethode moglich.
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Abbildung 23 | A) Uberlagerung der *H-'*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM3b"2W yor (schwarz) und nach
Konjugation mit 10 Wiederholeinheiten PNIPAm via grafting to (rot). B)3D-Biandermodell von
Cbh9A CBM3bMN'?5W (PDB: 3ZQX) mit markierten Lysin-Resten (blau) und Aminosduren mit den stirksten
chemischen Verschiebungen (rot).
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5 Zusammenfassung - Teil I

Kohlenhydrat-bindende Module spielen eine wichtige Rolle in der Erkennung von diversen Oligo-
und Polysacchariden. Die Bindung derer an die degradierenden Enzyme wie beispielsweise
Glycosidasen und Lyasen machen es den Mikroorganismen moglich, die Bestandteile von
Pflanzenzellwanden wie Cellulose- und Hemicellulose-Komponenten aus der Biomasse in
fermentierbare Kohlenhydrate umzuwandeln und somit daraus technisch sowie biotechnologisch
relevante Produkte wie Cellulose-basierten Ethanol zu generieren.

In dieser Arbeit sollte der Wildtyp und die N126W-Mutante des Proteins CBM3b aus der
Cellobiohydrolase 9A, welche ein Teil des Cellulosoms im thermophilen Bakterium
C. thermocellum ist, auf dessen Bindeeigenschaft zu l6slichen Cellulose-Fragmenten hin
untersucht werden. Dazu konnten beide Proteine mittels rekombinanter Proteinexpression in
E. coli-Zellen exprimiert und durch Affinitats- und Gelpermeationsschromatographie aufgereinigt
werden, wobei sehr hohe Ausbeuten in Monomerform generiert wurden (> 30 mg/L). Zeitlich
observierte H/D-Austauschexperimente sollten Aufschliisse Uber strukturelle Charakteristika des
Proteins wie Sekundarstrukturelemente und mogliche Zuganglichkeit fiir potenzielle Liganden
geben. Dabei zeigte sich, dass zuerst exponierte Seitenketten-Amidprotonen der Asparagin- und
Glutamin-Reste und anschlieBend die Riickgrat-Amidprotonen der Bereiche ohne reguldre
Sekundarstruktur an der Oberflache ausgetauscht wurden. Im Gegensatz dazu blieben auch nach
27 Tagen in D;0-haltigem Phosphatpuffer die neun B-Schleifen des in CBM3-Familien
hochkonservierten B-Sandwiches protoniert. Dieses Strukturelement wiirde Substrat-
Wechselwirkungen in diesem Bereich erschweren, was als Grundlage fir weitere
Interaktionsstudien dienen und durch die Bestimmung von Amidprotonen-spezifischen
Austauschraten noch tiefergehend verifiziert werden kann.

Wahrend die Interaktion von Cbh9A CBM3b mit (teilweise) kristalliner Cellulose wie Avicel®
bereits untersucht wurde, sollten im Rahmen dieser Arbeit Studien (ber das Verhalten des
Proteins und der N126W-Mutante mit |6slichen Oligosacchariden wie Cellobiose, Cellotetraose
und Cellohexaose durchgefiihrt werden. Mittels Losungs-NMR konnten Wechselwirkungen mit
allen drei kurzkettigen Kohlenhydraten nachgewiesen werden. Mit steigender Kettenldange sind
sowohl durch CH-n-Wechselwirkungen als auch Wasserstoffbriickenbindungen in Bereichen der
aromatischen Aminosauren Tyr-77 und Tyr-78 sowie der Punktmutationsposition N126W

Interaktionen beobachtbar und Affinitdten im niedrigen millimolaren Bereich kalkulierbar
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gewesen. Wahrend die Punktmutation des Modellproteins erst eine Bindung an kristalline
Cellulose bzw. moglicherweise an deren parakristalline Bereiche ermdglicht, ist die Affinitat des
Wildtyps durch eine veranderte Konformation zu den I6slichen Liganden hoher. Daher konnte die
Funktion von Cbh9A CBM3b, dhnlich wie die von CBM_E1 aus der Familie 81, die Bindung an
exponierte Glucane an der Cellulose-Oberflache sein, worauf folgend die kristalline Cellulose dann
enzymatisch hydrolisiert werden kann.

Neben den exponierten aromatischen Aminosauren ist ein in vielen CBMs vorkommendes
Charakteristikum die vorhandene Calcium-Bindestelle, welche bei Cbh9A CBM3b%“" und
Cbh9A CBM3bN*26W nach der Expression und Reinigung besetzt war. NMR-Titrationen bewiesen
eine trotz Entfernung des Calcium-lons bestehende globale Faltung der Proteine und die
gleichzeitige Reversibilitat dieses Effektes durch erneute Calcium-Zugabe. Obwohl dieses lon ein
strukturstabilisierendes Merkmal fiir das B-Sandwich darstellt, ist es nicht signifikant an der
Bindung zu Oligosacchariden beteiligt, wie Interaktionsstudien mit Cellohexaose gezeigt haben.

Aufgrund seiner hohen Ausbeuten bei der Expression und Reinheit sowie Langzeitstabilitat
sollte Cbh9A CBM3bN126W als Modellprotein fiir die Konjugation von dem thermoresponsiven
Polymer PNIPAm an die Protein-Lysin-Seitenketten verwendet werden, da Protein-Polymer-
Konjugate verschiedenste Eigenschaften kombinieren und beispielsweise in der Biomedizin oder
Biosensorik eingesetzt werden. Im Zuge dieser Arbeit konnten in Kooperation mit dem
Fraunhofer IAP erfolgreich verschieden lange Ketten des Polymers sowohl mittels grafting from
als auch grafting to an Cbh9A CBM3bN26W angebracht und mittels NMR-Spektroskopie untersucht
werden, wobei der pH-Wert bei der Konjugation wider Erwarten keinen signifikanten Einfluss
hatte. Wahrend bei der grafting to Methode durch eine hohe Konjugationseffizienz viele Lysine
mit dem Polymer modifiziert wurden und daher das Protein destabilisierten bzw. teilweise
denaturierten, erzielte die grafting to Variante definiertere Konjugate, bei denen die globale
Faltung des Proteins intakt geblieben ist. Aufgrund der Nahe vieler exponierter Lysine und des
hohen Molekulargewichts der Konjugate konnte auch trotz Aufnahmen dreidimensionaler
Spektren keine genaue Lokalisation der exakten Modifikationsstellen erfolgen. Die gewonnenen
Erkenntnisse Uber Synthesebedingungen und Proteinstabilitat wahrend und nach der Konjugation
mit PNIPAm lassen sich auf andere Proteine transferieren und ebnen den Weg, um
thermoresponsive und somit schaltbare Polymere fiir biotechnologische Anwendungen

zuganglich zu machen.
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6 Einleitung

6.1 Zellmigration -

ein essenzieller Prozess

Die Migration von Zellen ist ein fundamentaler biologischer Vorgang, welcher sowohl in Einzellern
(zum Beispiel Amoben) wie auch in komplexen multizelluldren Organismen (zum Beispiel
Saugetieren) beobachtbar ist [253]. Wahrend sich die Hauptfunktionen in einfachen Organismen
auf Nahrungssuche und Paarung beschranken, wird mit steigender Komplexitat beispielsweise die
Gewebeorganisation, die Homoostase oder die Organogenese durch Zellmigration
vermittelt [254, 255]. Neben weiteren physiologischen Prozessen wie der Gastrulation, der
embryonalen Morphogenese oder der Entwicklung des Nervensystems kann eine Dysregulation
zu pathologischen Ereignissen wie Entzlindungserkrankungen oder der Krebsmetastasierung
beitragen [256—258]. Dazu kommt es, wenn sich die Tumorzellen vom Primartumor aus liber das
Kreislauf- und Lymphsystem verbreiten und schlieflich Basalmembranen und Endothelwande
durchdringen, um sich in entfernten Organen anzusiedeln. Die daraus resultierende Zerstorung
der Organe ist die Hauptursache fiir die krebsbedingte Morbiditat und Mortalitat [259]. Zellen
kénnen dabei sowohl individuell als auch kollektiv migrieren. Die einzelne Zellbewegung wird ohne
Zell-Zell-Interaktion mit benachbarten Zellen durch die Zytoskelett-Aktivitat realisiert, wie es
beispielsweise bei der mesenchymalen oder amdbenartigen Bewegung von Krebszellen oder der
Bewegung von Leukozyten wahrend der Immunantwort zu beobachten ist. Wohingegen bei der
kollektiven Zellbewegung die sowohl chemischen als auch mechanistischen Interaktionen der
Zellen untereinander die Fortbewegungsmechanismen erweitern, indem sie als kohasive
Zellgruppe auftreten. Sie kénnen unter anderem die Gewebestruktur intakt halten, die
parazellulare Permeabilitdit des Gewebes regulieren, grolRe Gradienten von I6slichen Faktoren
erzeugen und immobile Zelltypen mobilisieren [260, 261].

Die Zellmigration selbst kann als zyklischer Prozess beschrieben werden, der mit der
Polarisation der Zelle beginnt (siehe Abbildung 24 A und B). Dabei spielt die Rho-Familie der

GTPasen eine entscheidende Rolle.
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Abbildung 24 | A) Darstellung der Zellmigration mit Bezug auf die beteiligten Regulatoren (Abb. ent.
aus [262]). B) Verschiedene Arten der Zellmigration. Oben: Eine stationire Ausbreitung einer C3H10T1/2
Fibroblaste (angefarbt fiir DNA in blau, fiir Mitochondrien in rot und fiir F-Aktin in griin). Rechts: Prinzip eines
2D-Zellmigration-Assays am Beispiel von Fibroblasten. Mitte: Manuell erzeugter Kratzer einer Wunde auf einer
Zellmonoschicht. Unten: Zellmigration nach 15 Stunden, welche unter anderem mit einem
Zeitraffermikroskop aufgenommen werden kann (Abb. ent. und mod. aus[260]). C) Mechanismus der
Zellmigration einer einzelnen Zelle (links) und Vicsek-Modell zur Darstellung der Stdrke der Interaktion in
Abhangigkeit von der Dichte und der Distanz zweier Zellen (Abb. ent. aus [263]).
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Dazu gehoren unter anderem Rac und Cdc42, welche an der Vorderseite der Zelle aktiv sind und
unter anderem fiir die dortige Lokalisation von Mikrotubuli verantwortlich sind, welche wiederum
fir den Stofftransport zustandig sind [264, 265]. Rho hingegen ist als weiterer Regulator an den
Seiten und der Riickseite der Zelle lokalisiert. Die so polarisierte Zelle beginnt an ihrer Vorderseite
aktinbasierte Zellfortsatze wie Lamellipodien (dendritische Netzwerke) oder Filopodien (parallele
Biindel) auszubilden. Wahrend Lamellipodien durch schon an Filamenten existierende Arp 2/3-
Komplex-Proteine gebildet werden, welche dann die Komplexierung neuer Filamente initiieren,
werden Filopodien durch einen sogenannten Treadmilling-Mechanismus erzeugt. Dabei werden
Aktinmonomere an einem Ende addiert, wahrend sie am anderen Ende wieder abgebaut werden,
was unter anderem durch die Proteine Ena/Vasp, Fascin oder ADF/Cofilin reguliert wird [266]. Um
das Aktin-Zytoskelett mit der extrazellularen Matrix (ECM) zu verbinden, bilden sich sogenannte
fokale Adhasionen aus [267-269]. Diese dienen einerseits als Traktionsstellen, durch welche die
Zelle Zugkrafte erzeugen und so anschlielend migrieren kann. Dabei wird eine Kontraktion
zwischen den Aktinfilamenten und Myosinbindeln erzeugt. Andererseits sind diese
Multiproteinkomplexe auch eine Art Mechanosensoren, welche Informationen (ber die
physikochemischen Eigenschaften der Matrix in das Zellinnere weiterleiten [270]. Die Bildung und
Funktionen dieser fokalen Adhadsionen werden im nachfolgenden Absatz (siehe Kapitel 6.2)
detaillierter beleuchtet. Die gebildeten adhasiven Kontakte werden nach einiger Zeit sowohl an
der Zellvorder-, vor allem aber an der Zellriickseite abgebaut. Dies wird zum einen durch Kinasen
wie FAK (focal adhesion kinase) oder Src und Phosphatasen wie Cacineurin realisiert. Zum anderen
werden bestimmte Proteine wie z.B. Talin durch Proteasen wie Calpain hydrolisiert. Ein wichtiger
Modulator bei dem Retraktionsprozess ist die intrazelluldare Calcium-Konzentration, da diese bei
der Regulation von Calpain und Calcineurin eine wichtige Rolle spielt [271].

Um den Prozess der Zellmigration verfolgen und charakterisieren zu kénnen, wurden
mittlerweile eine Vielzahl an multidimensionalen Assays entwickelt, welche die verschiedenen
Phanotypen und Merkmale der Zellmotilitdt- und migration abdecken kénnen. Neben den
zweidimensionalen Wundheilungsassays wie Kultureinsatz-Assay oder Scratch-Assay (siehe
Abbildung 24 C) oder der Einzelzellverfolgung mittels Live-Cell-Imaging gibt es unter anderem
noch dreidimensionale Spreading- oder Transwellassays wie dem Boyden-Chamber-Assay [261,

272-274].
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6.2 Fokale Adhisionen -

Multiproteinkomplexe, die verbinden

Die Zell-ECM-Adhasion ist ein zentraler biologischer Prozess, bei dem die Zelle mit ihrer Umgebung
interagiert und dabei ihre chemischen und physikalischen Eigenschaften beeinflusst. Diese
wurden erstmals als dichte Plaques zwischen der ventralen Oberfliche der Zelle und einem
Substrat in den Fibroblasten von Hihnerherzen mittels Elektronenmikroskopie identifiziert [275].
Fokale Adhasionen sind gréRtenteils am Ende von kontraktilen Aktinblndeln (sog. Stressfasern)
lokalisiert, sind mehrere Mikrometer groR und haben eine Lebensdauer von mehreren Minuten
bis hin zu einigen Stunden [260]. Die in diesem Zusammenhang haufig erwdhnten fokalen
Komplexe hingegen sind kleinere Adhasionen an den Protrusionen (< 0.25 um?, Lebensdauer oft
kirzer als funf Minuten [276]), welche Integrin, Paxillin, Talin und einige Aktinfilamente enthalten.
Sie reifen in vielen Fallen nicht aus und werden daher noch wdhrend der Retraktion des
Lamellipodiums degradiert [277-279]. Die fokalen Adhéasionen selbst sind groRe
Multiproteinkomplexe, welche aus ECM-Komponenten (Bsp.: Fibronektin, Laminin, Vitronektin
und Kollagene), Transmembranproteinen (wichtigste Klasse: Integrine), Strukturproteinen (zur
Stabilisierung als auch Gerilstproteine) und Signalproteinen zusammengesetzt sind [280].

Wie in Abbildung 25 A dargestellt, sind heutzutage weit (iber 100 zellulare Komponenten mit
mehreren tausend Interaktionen untereinander bekannt, welche in fokalen Adhéasionen von
Mammalia eine Rolle spielen und als Adhdasom bezeichnet werden [281-283]. Die Bildung dieser
dynamischen Netzwerke unterliegt einem Kreislauf, der sich (iber die Initiierung, die Bindelung,
das Wachstum, die Reifung und den finalen Abbau dieser Komplexe definiert. Die Assemblierung
der Integrin-vermittelten Zell-Adhasion wird zum Beispiel durch die Stimulation durch
verschiedene Wachstumsfaktoren initiiert, welche die Phosphotyrosin-bindende Domane von
Talin an die zytoplasmatische Domane von der B-Untereinheit von Integrin binden lassen und
diese so aktivieren. In der Folge kann Integrin diverse Signalproteine wie FAK oder a-Aktinin
rekrutieren, und die zuerst naszierenden Komplexe wachsen anschlieRend zu reifen Adhasionen,

welche eine durch Rho und ROCK Aktin-basierte Spannung bendtigen [284, 285].
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Abbildung 25 | A) Darstellung des Adhdsoms mit intrinsischen Proteinen (blau), assoziierten
Proteinen (orange) und den dargestellten Interaktionen untereinander (Abb. ent. aus[276, 281, 283]).
B) Darstellung der Organisation von zentralen Komponenten der fokalen Adhdsionen mit dazugehérigen
Funktionen (Abb. ent. aus [286]).
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Sie konnen so die Protrusion an den Zellkanten vorantreiben und dienen gleichzeitig als
Ankerpunkte, welche die Membrankontraktion unterdriicken und die Zellmigration férdern. In
stationdren Zellen dienen sie dem Erhalt der Zellmorphologie. Der Abbau hingegen ist nicht
eindeutig aufgeklart und beinhaltet wahrscheinlich mehrere verschiedene Mechanismen,
beispielsweise die Freisetzung der Adhadsionen durch die Degradation der ECM, den
Adhdsionsumsatz, welcher durch das Zytoskelett vermittelt wird, und der kinasen- und
proteaseninduzierte Abbau [287, 288].

Vier zentrale Prozesse dieser mechanosensitiven Komponenten sind in Abbildung 25 B
dargestellt: 1) Matrix-Rezeptor-Bindung, 1l) Erzeugen einer intrazelluldre Signalkaskade,
1) Verknlpfung mit dem Zytoskelett mit einhergehender Krafttransduktion und

IV) Aktinregulation und Kontraktionsmaschinerie [289, 290].

6.2.1 Integrin - Bindeglied zwischen Innen- und Auf3enwelt

Integrine sind ubiquitdre Transmembranrezeptoren, welche die Zell-ECM-Interaktion vermitteln
und dadurch das Zellwachstum, die Proliferation oder Zytokinaktivierung regulieren koénnen.
Durch die dynamische Verbindung mit dem Akin-Zytoskelett konnen Integrine bidirektionale
Signale Uber die Plasmamembran weiterleiten und sind somit an einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen wie der Gewebereparatur, den Entziindungsprozessen oder der
Angiogenese beteiligt [291-293]. Sie bestehen aus zwei nicht-kovalent assoziierten Typ I-
Glykoproteinen, den sogenannten a- und [-Untereinheiten, welche auf Grund der
Ligandenaffinitdt und evolutiondren Aspekten in vier Gruppen eingeteilt werden (Leukozyten-
bindende, Kollagen-bindende, Arg-Gly-Asp/RGD-bindende und Laminin-bindende Integrine).
Diese besitzen groRe extrazelluldre (700 — 100 Aminosduren) und kleinere zytoplasmatische
Domanen (20 — 50 Aminosauren, auBer Integrin-B4 [294]), zentral eine Transmembranhelix und
bilden in Sdugetieren 24 af3-Paare, welche die Spezifitdt zu bestimmten Liganden definieren [292].
Diese heterodimere Struktur befindet sich vornehmlich in einem inaktiven, geschlossenen
Zustand, welcher durch verschiedene stimulatorische Liganden sowie bivalente Kationen eine
Konformationsanderung hin zu einer offenen und hochaffinen Struktur erfahrt (siehe
Abbildung 26 A). Diese aktive Struktur, bei der sich die zytoplasmatischen Domanen voneinander
trennen, zeigt eine deutlich hohere Ligandenbindungsaffinitdt, was die Interaktion mit einer
Vielzahl von Signaltransduktions- und Zytoskelettmolekiilen ermoglicht [295]. Wenn Proteine wie

Fibronektin an die extrazellulare Doméane binden, geht der Rezeptor in einen Intermediarzustand
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Uber, welcher durch Signalkaskaden eine Aktivierung von Kinasen (wie die Src Familie, SFK) und
Adaptormolekilen zur Folge hat. Dieser Prozess wird als outside-in signaling bezeichnet. Wenn
hingegen der Strukturadaptor Talin mittels seiner Phosphotyrosin-bindenden Domane und der
Gerlstadaptor Kindlin mittels seiner FERM3-Domane an das membrannahe NxxY-Motiv der
zytoplasmatischen B-Domane binden, erzeugt diese Interaktion eine Aktivierung und einen
Cluster-Prozess der Integrine, welcher als inside-out signaling bezeichnet wird [296, 297]. Durch
diese bidirektionalen Signalkaskaden kann Integrin als Ankerprotein essenzielle physiologische
Prozesse wie die Zellmigration, die Adhdasion, die Polaritdt und die Organisation der ECM

initiieren [294].
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Abbildung 26 | Darstellung des niedrigaffinen (A) und hochaffinen Zustands (C) von Integrin und dessen
verschiedene Signalwege inside-out signaling (B1) und outside-in signaling (B2) im Intermediatszustand (Abb.
ent. aus [298].
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6.2.2 Paxillin - Adapterprotein fiir komplexe Rekrutierungen

Paxillin ist ein Gerlistprotein, das bei der Bildung fokaler Adhadsionen eine zentrale Rolle spielt,
indem es durch die Interaktion seiner Multidomanen-Struktur eine Vielzahl an regulatorischen
und strukturellen Proteinen rekrutiert (siehe Abbildung 27). Dabei werden zahlreiche Adhasions-
und Wachstumsfaktorsignale transferiert, welche einen entscheidenden Anteil an der
Reorganisation des Zytoskeletts und der Beeinflussung der Genexpression haben [299-301].
Paxillin ist nicht nur an der Zellfront an der Organisation der naszierenden fokalen Adhasionen
beteiligt, sondern reguliert auch wahrend der Migration deren Degradation am anderen Ende der
Zelle. Das Paxillin-Gen selbst ist in verschiedenen Spezies hochkonserviert (Orthologe von
humanem Paxillin konnten in 168 Organismen identifiziert werden [302]) und besitzt durch
alternatives SpleiBen vier verschiedene Isoformen (Isoform 1/a bis Isoform 4/6), welche
voneinander verschiedene Expressionsmuster aufweisen [301]. Neben Paxillin gehdren auch Hic-
5 und Leupaxin zur Paxillin-Familie, welche zwar dhnliche Bindungssequenzen fiir bestimmte
Proteine besitzen, sich jedoch in spezifischen Funktionen und deren Verteilung
unterscheiden [303].

Wie bereits erwahnt ist Paxillin ein Multidomanenprotein, welches N-terminal flinf repetitive
Leucin-Asparagin-Motive (LD-Motive) und eine prolinreiche Doméane besitzt. Wahrend die LD-
Motive fur die Rekrutierung von Signal- und Strukturproteinen wie Crk, Vinculin oder FAK
essentiell sind, dient die prolinreiche Sequenz der Verankerung von Proteinen, die SH3-Domanen
enthalten [304, 305]. Am C-Terminus sind vier cystein- und histidinreiche Tandem-
Doppelzinkfinger-Motive, sogenannte LIM-Domanen (erstmals in den Homdodoman-Proteinen
Lin-11, Isl-1 und Mec-3 identifiziert [306]), lokalisiert. Diese fungieren als Anker an der
Plasmamembran und sind fir eine Reihe von Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich,
beispielsweise mit Tubulin [307], Zyxin [308] oder PTP-PEST (protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 12, [309]). Dabei dient vorrangig die LIM3-Domane in Kooperation mit der LIM2-
Domane als Regulator fiir die Lokalisation an fokale Adhdsionen, welche in einem sehr friihen

Stadium der Assemblierung stattfindet.
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Neben diversen Bindungsmotiven wird Paxillin auerdem als Reaktion auf Zelladh&sion und
Exposition gegenliber Wachstumsfaktoren an verschiedenen Positionen phosphoryliert. Wahrend
die Phosphorylierung von Tyrosin-Resten die Bindung von SH2-Domanen enthaltenden Proteinen
wie Crk oder RAS GAP und somit die Signallibertragung und Ausrichtung von Paxillin in fokalen
Adhasionen ermoglicht, sorgt die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten unter
anderem fir eine allosterisch bedingte Konformationsanderung [299, 301]. Diese
Phosphorylierungen von Paxillin durch FAK spielt unter anderem bei der embryonalen
Entwicklung (die spezifische Deletion der Gene in Mdusen fiihrte zu einer defekten mesodermalen
Entwicklung und somit zum Tod nach Gastrulation [310]) eine entscheidende Rolle. Weiterhin ist
die Phosphorylierung von Paxillin auch bei der Krebsmetastasierung (Hochregulierung der Paxillin-
Expression in proliferativem Prostataepithel [311], beim experimentellen nephritischen

Syndrom [312] oder metastasierendem Nierenkarzinom beobachtet [313]) ein wichtiger Faktor.

Focal Adhesion Targeting
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Abbildung 27 | Modulare Darstellung der Paxillin-Domanen mit dazugehérigen Bindungspartner (Abb. ent.
und mod. aus [299]).
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7 Zielsetzung

Eine Vielzahl an physiologischen Prozessen von der embryonalen Entwicklung und der
Gewebeorganisation (iber die Wundheilung bis hin zu pathologischen Entziindungserkrankungen
und der Krebsmetastasierung werden mittels der Zellmigration realisiert. Sowohl die singulare als
auch die kollektive Bewegung von Zellen wird durch die Polarisation der Zelle initiiert und durch
die Bildung von fokalen Adhdsionen vorangetrieben, welche die Kontraktion der Zelle und somit
deren Migration auslosen. Diese zuerst als fokale Komplexe auftretenden dynamischen Netzwerke
setzen sich aus ECM-Komponenten, Transmembran- und Signalproteinen zusammen, von denen
unter anderem Integrin, Paxillin und Talin zu Beginn rekrutiert werden. Der heterodimere
Transmembranrezeptor Integrin vermittelt durch seine groRen extrazellularen und kleineren
zytoplasmatischen Domanen bidirektionale Signalkaskaden und verbindet das Aktin-Zytoskelett
mit der extrazelluldaren Matrix. Damit Integrine in diesen hochaffinen Zustand tGbergehen kdnnen,
werden sie durch eine Reihe von Signal- und Geristproteinen aktiviert, unter anderem durch das
Multidomanenprotein Paxillin.

Dabei konnte in vorangegangenen Studien bereits nachgewiesen werden, dass eine direkte
Interaktion zwischen den LIM2/3-Domidnen von Paxillin und dem C-Terminus der
zytoplasmatischen Domane von Integrin-B3 stattfindet. Ein Ziel dieser Arbeit war die
tiefergehende NMR-spektroskopische Charakterisierung dieser Bindestelle mit Hilfe eines
verkiirzten Integrin-Konstrukts sowie der Verwendung der singuldren LIM3-Domane von Paxillin.
Dies sollte Erkenntnisse zur Aufklarung des gebundenen Komplexes dieser beiden Proteine
beitragen. Weiterhin sollte in diesem Zusammenhang vergleichend die Interaktion der
zytoplasmatischen Domane des Kollagen-Rezeptors Integrin-B1 mit Paxillins LIM-Domanen
studiert werden, um Riickschlisse auf mogliche dhnliche Bindungsmotive ziehen zu kénnen. Dabei
wurden auch Ergebnisse aus biochemischen Assays unserer Kooperationspartner um
Prof. C. R. Hauck hinzugezogen. Um die bedeutende Rolle von Paxillin bei der Bildung der friihen
fokalen Komplexe im Zusammenhang mit der Integrin-Aktivierung zu beleuchten, sollten mittels
Polymerase-Kettenreaktion Mutanten generiert, bei welchen die charakterisierte Bindungsstelle
flr Integrine deaktiviert ist und die Wichtigkeit ihrer flexiblen Loops in Hinblick auf die
Proteinstabilitat dargestellt werden sollten. Diese Ergebnisse sollten einen Beitrag zu einem

besseren Verstandnis in dem komplexen Bindungsgebilde der Integrinaktivierung leisten.
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8 Ergebnisse und Diskussion

8.1 Expression- und Reinigungsstrategien

8.1.1 Paxillin-Konstrukte

Die LIM3- und die LIM2/3-Domanen von humanem Paxillin konnten erfolgreich als Hiss-SUMO-
Fusionsproteine, kodiert auf einem pET-24a-Vektor, in E. coliBL21(DE3) exprimiert und
anschliefend mittels zweier Affinitats- und einer Gelpermeationschromatographie aufgereinigt
werden (siehe Kapitel 10.7.2 und 10.8). Die etablierten Protokolle dazu finden sich in [314-316].
Fir weitergehende Interaktionsstudien wurden neben den natiirlich vorkommenden Proteinen
auch Modifizierungen der LIM2/3-Doméanen von humanem Paxillin verwendet. Das Plasmid der
Paxillin-Mutante Paxillin LIM2/3 GAGNG, bei der der Sequenzabschnitt FVNGSFF (UniProtKb-
Position 475-481 der a-Isoform) zu GAGNG molekularbiologisch modifiziert wurde, wurde von
M.Sc. Timo Baade in der Arbeitsgruppe Zellbiologie von Prof. C. R. Hauck an der Universitat
Konstanz erstellt und uns freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Mittels der PCR-Methode kdnnen in einer einzelnen Reaktion bis zu 100 Basenpaare eines
Plasmids verandert oder neu eingefiigt werden. Beim Entfernen von einzelnen Basenpaaren gibt
es hingegen keine Limitierung [317, 318]. Dies konnte erfolgreich bei der Erstellung der Paxillin-
Mutante Paxillin LIM2/3 SGSGSGS durchgefiihrt werden. Dabei wurde das Originalplasmid von
humanem Paxillin LIM2/3 benutzt und unter Verwendung von zwei selbst gestalteten Primern
mittels Q5 Hot Start Polymerase dieselbe Erkennungsstelle (FVNGSFF, UniProtKb-Position 475-
481 der a-Isoform) zur Zielsequenz SGSGSGS modifiziert (siehe Kapitel 10.4). Dies erfolgte in zwei
PCR-Reaktionen, da die Sanger-Sequenzierungsergebnisse nach der ersten Reaktion das Fehlen
einer Nukleinbase (Adenin) aufzeigten, welche jedoch nachtraglich mit Hilfe der zweiten Reaktion
erfolgreich eingefligt werden konnte. Somit konnten beide Paxillin-Mutanten in E. coli Tuner(DE3)
Zellen exprimiert und analog zum Paxillin-Wildtyp durch Affinitats- und Gelpermeations-
chromatographie aufgereinigt werden (siehe Abbildung 28 und Abbildung 51 im Anhang). Da fir
beide Paxillin-Mutanten die Expression und Reinigung identisch verlief, sind hier nur die
Ergebnisse von Paxillin LIM2/3 GAGNG aufgezeigt. Auch diese Konstrukte beinhalteten sowohl

einen Hisg-Tag zur Reinigung mittels Affinitatschromatographie als auch einen SUMO-Tag. Er dient
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sowohl zur Forderung der Bildung einer korrekten Sekundarstruktur als auch zur Erhéhung der

Loslichkeit und lasst sich bei Bedarf artefaktfrei durch die ULP1-Protease abspalten [319, 320].

A B C

al | pl | M MW [kDa] 25004 L C|D|6]7]8]9]10]11 MW [kDa]

- -

- 212 T 2000 heo 2 = 212

118 't o - __
2 1500 S 118
= 1 60 =

. 66 ] E = 66
b N ]

= 43 S 1000 lao 2 43
S -
s S

= 29 é 500 4 6-11 L0 35 * . 29
2 =
<

20 04 0 4 20

5 10 15 20 25 30 35
- 14 14
Elutionsvolumen [mL]

400 -

= MW [kDa] M|6]14] 17| 21] 23
<
E
c 300 212 =
s 118 mm
§ 200 66
< 43
2 1004 6 14
é $ l 17-23 29 mm
<
0- 20 =
0 20 40 60 80 100 14 P

Elutionsvolumen [mL]

Abbildung 28 | A) SDS-PAGE-Gel vor (al) und nach der IPTG-Induktion von Paxillin LIM2/3 GAGNG (pl).
B) UV/Vis-Chromatogramm der ersten Ni**-Affinititschromatographie (schwarz) mit dazugehériger
Konzentration an Elutionspuffer (rot). C) SDS-PAGE-Gel der ersten Ni**-Affinititschromatographie mit
GroRenmarker (M), aufgetragenem Zelllysat (C), Durchlauf (D) und proteinenthaltenen Fraktionen (6 — 11).
D) UV/Vis-Chromatogramm der Gelpermeationschromatographie. E) SDS-PAGE-Gel der Gelpermeations-
chromatographie mit GroBenmarker (M) und proteinenthaltenen Fraktionen des Ausschlussvolumens (6),
einer aggregierten (14) und der monomeren Form (17 — 23).

8.1.2 Integrin-Konstrukte

Die Plasmide fiir die Konstrukte der zytoplasmatischen Domanen von humanem Integrin-f1,
Integrin-B3 und Integrin-B3ARGT wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe ,Zellbiologie”
von Prof. C. R. Hauck aus der Universitat Konstanz zur Verfligung gestellt.

Um die Bedeutung des C-Terminus der zytoplasmatischen Domane von Integrin-g3 fiir die
Bindung an Paxillins LIM2/3-Domanen zu charakterisieren, wurde dieser um die drei terminalen
Aminosaduren Arg-786, Gly-787 und Thr-788 mittels PCR-Deletion verkiirzt. AnschlieRend konnten
die Konstrukte in E. coli BL21(DE3) (Integrin-B3ARGT und Integrin-B1) bzw. Tuner(DE3)

Zellen (Integrin-B3) exprimiert und analog zu den Paxillin-Konstrukten als Hisg-SUMO-
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Fusionsproteine aufgereinigt werden (siehe Kapitel 8.1.1). Ausnahmen waren das Fehlen des
Reduktionsmittels DTT und der Verzicht auf die Zugabe von Zinksulfat in den Reinigungspuffern,
da die Integrin-Konstrukte einerseits keine Cysteine zur Ausbildung von moglichen Disulfidbriicken
besitzen und andererseits im Gegensatz zu den Zinkfinger-LIM-Domé&nen von Paxillin keine
Metallionen zur Strukturstabilisierung bendétigen. Die Ergebnisse der Expression und Aufreinigung
des bisher noch nicht zuvor verwendeten Integrin-B3ARGT-Konstrukts sind in Abbildung 29
gezeigt. Diese sind analog zur Expression und Reinigung der zytoplasmatischen Domane von

Integrin-B1, weshalb dessen Expression und Reinigung hier nicht weiter aufgefiihrt sind.
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Abbildung 29 | A) SDS-PAGE-Gel vor (al) und nach (pl) der IPTG-Induktion von Integrin-B3ARGT. B) UV/Vis-
Chromatogramm der ersten Ni**-Affinititschromatographie (schwarz) mit dazugehoriger Konzentration an
Elutionspuffer (rot). C) SDS-PAGE-Gel der ersten Ni**-Affinititschromatographie mit GroBenmarker (M),
aufgetragenem Zelllysat (C), Durchlauf (D) und proteinenthaltenen Fraktionen (5 - 9). D) UV/Vis-
Chromatogramm der Gelpermeationschromatographie. E) SDS-PAGE-Gel der Gelpermeationschroma-
tographie mit Gr6Benmarker (M) und proteinenthaltenen Fraktionen des Ausschlussvolumens (6) und der
monomeren Form (15 - 16).
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8.1.3 Proteolytischer Abbau der zytoplasmatischen Domiane von

Integrin-33

Ein Vorteil der NMR-spektroskopischen Untersuchungen von Protein-Ligand-Wechselwirkung ist,
dass sich das Biopolymer dabei in seinem nativen Zustand befindet. Jedoch kénnen sowohl bei der
Expression als auch der Reinigung diverse Prozesse wie Aggregation, Misfaltung oder Degradation
diesen Zustand entscheidend verandern [321, 322]. Die Degradation eines Proteins kann durch
eine Vielzahl an multifunktionalen Enzymen namens Proteasen erfolgen, welche entweder durch
ihre Lokalisation der aktiven Bindestelle in Endo- oder Exopeptidasen oder durch zentrale
Aminosduren in deren Bindestelle in Asparagin-, Cystein-, Serin- oder Metalloproteasen eingeteilt
werden [323]. Diese kdnnen Peptidbindungen hydrolisieren und spielen eine wichtige Rolle in
diversen physiologischen Prozessen wie dem Proteinabbau [324-326], der Tumorinvasion und
Metastasenbildung [327, 328] oder als diagnostische Biomarker [329, 330].

Nach der erstmaligen Reinigung eines Proteins ist es sinnvoll, mittels analytischer Methoden
die Intaktheit dessen auf mogliche (unter anderem posttranslationale) Modifikationen oder
Degradations-produkte zu tiberpriifen. Die Massenspektrometrie, insbesondere die Elektrospray-
lonisation (ESI-MS) gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MSMS), hat sich hierbei als
Methode der Wahl etabliert [331-335]. Diese Analyse wurde auch nach der
Gelpermeationschromatographie der zytoplasmatischen Domane von Integrin-f3 durchgefihrt.
Der Peak war verbreitert, nicht exakt symmetrisch und deutete eine Schulter ab einem
Elutionsvolumen von ca.73mL an, was auf das Vorhandensein von kleineren Spezies
hindeutete (siehe Abbildung 30 A). Das ESI-MS-Spektrum der Probe zeigte sowohl lonen bei
m/z: [766]”*, welche dem Volllingenpeptid zugeordnet werden konnten, als auch weitere
Fragmentionen bei m/z: [707]*, [705]°*, [738]°, [743]%" und [721]”* (siehe Abbildung 30 B und
Tabelle 15 im Anhang, [336]). Zur Identifikation der verschiedenen Spezies wurden Tandem-
MSMS-Messungen durchgefiihrt, bei denen die Fragmentierung des Molekiilions mittels
kollisionsinduzierter Dissoziation erfolgte (CID-MSMS) und diese Daten anschlieBend mit
verschiedenen Hydrolyseprodukten korreliert wurden (siehe Kapitel 10.11.2). Wie in
Abbildung 30 C zu erkennen ist, wird die zytoplasmatische Domane von Integrin-B3 hauptsachlich
C-terminal an aromatischen Aminosauren wie Phe-756, Trp-765, Tyr-773, Phe-780 und Tyr-785

proteolytisch gespalten [336].
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Abbildung 30 | A) UV/Vis-Chromatogramm der Gelpermeationschromatographie von Integrin-B3 nach
Behandlung mit Roche cOmplete™ Proteaseinihibitoren. B) ESI-MS-Spektren von Integrin-B3 nach der
Behandlung mit SIGMAFAST™ Proteaseinhibitor Cocktail (schwarz) und Roche cOmplete™
Proteaseinihibitoren (rot). C) Degradationsprodukte mit korrespondierenden Masse-zu-Ladung-
Verhiltnissen, Klonierungsartefakten (violett) und mit AEBSF modifizierten Resten (blau).
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Dies indizierte eine Spaltung durch eine Chymotrypsin-dhnliche Protease, da diese bevorzugt nach
den aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin spalten [337, 338].
Chymotrypsin selbst ist eine Endopeptidase, die aufgrund ihrer katalytischen Triade im aktiven
Zentrum aus Asparaginsdure, Histidin und Serin der Gruppe der Serinproteasen zugeordnet
wird [339]. Solche Proteasen werden unter anderem beim Zellaufschluss freigesetzt und kdnnen
bei unzureichender Inhibition zum Proteinabbau filihren. Diese Form der Degradation konnte
bereits bei anderen Integrinen wie Integrin-f4 beobachtet werden [340]. Um solch eine
Proteinmodifikation zu vermeiden, kbnnen diverse Proteaseinhibitoren entweder einzeln oder als
Kombination wdhrend der Zelllyse beziehungsweise der Reinigung dazugegeben werden [341,
342]. Dies kdnnen zum einen Proteine oder Peptide [343] aber auch kleine Molekiile sein [344],
welche Uber verschiedenste Mechanismen diese Enzyme inhibieren konnen [345—-347]. Bei dem
Zellaufschluss von Integrin-B3 wurde dem Lysepuffer bisher standardmaRig der SIGMAFAST™
Proteaseinhibitor Cocktail (EDTA-frei, Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:10 (v/v) zugesetzt. Auf Grund
der beobachteten Proteolyse des Peptids wurde mit Roche cOmplete™
Proteaseinihibitoren (EDTA-frei, Sigma-Aldrich) eine weitere kommerziell erhiltliche Kombination
aus verschiedenen Proteaseinhibitoren getestet. Wahrend jedoch beim bisher verwendeten
Inhibitorenmix SIGMAFAST™ die Zusammensetzung bekannt ist (2 mM AEBSF, 0.2 uM Aprotinin,
130 uM Bestatin, 14 uM E-64, 1 puM Leupeptin, 10 uM Pepstatin-A und 1 uM Phosphor-
amidon [348]), wird beim letzteren nur auf ein breites Spektrum von Serin- und
Cysteinproteaseinhibitoren verwiesen [349]. Doch auch die Verwendung einer Tablette
Roche cOmplete™ Proteaseinihibitoren im Lysepuffer zeigte keine Inhibition des
Degradationsprozesses. Es konnten in den gemessenen ESI-MS-Spektren dieselben Fragmente wie
bei der Verwendung des SIGMAFAST™ Proteaseinhibitor Cocktails beobachtet werden (siehe
Abbildung 30 B und Abbildung 52 im Anhang, [336]).

Weiterfiihrend sollte der zeitliche Verlauf dieses proteolytischen Abbaus untersucht werden.
Daher erfolgte die Probennahme erstmals nach der ersten Affinitatschromatographie,
anschlieRend wie bereits beschrieben nach der Gelpermeationschromatographie und final nach
einer Woche Lagerung bei 4 °C. Es zeigte sich, dass die Degradation bereits direkt nach dem ersten
Aufreinigungsschritt detektierbar war (siehe Abbildung 31 A und Abbildung 52 im Anhang). Neben
dem Vollldngen-Fusionskonstrukt Hise-SUMO-Integrin-B3 bei m/z: [762]*3* zeigten sich weiterhin
Abbaufragmente bei m/z: [778]??* und [786]%!*. Diese indizierten eine zeitnahe proteolytische

Spaltung direkt nach dem Zellaufschluss. Nach dem ULP1-Verdau und weiteren

79



8 - Ergebnisse und Diskussion Teil 1

chromatographischen Trennverfahren zeigten ESI-MS-Messungen nach einer Woche Lagerung der
Proben bei 4 °C keine neuen Abbauprodukte mehr (siehe Abbildung 54 im Anhang, [336]). Sowohl
die erfolgreiche Separation durch diverse Chromatographieschritte als auch die temporar
limitierte Aktivitat der Proteasen sind daflir wahrscheinliche Ursachen.

Um die Degradation von Integrin-B3 durch Serinproteasen zu verhindern bzw. zu minimieren,
bestand die Moglichkeit, neben der Zugabe kommerziell erhaltlicher
Proteaseinhibitorenmischungen auch separat spezifische Inhibitoren zum Lysepuffer
hinzuzugeben. Daher wurde zusatzlich das Hydrochlorid von AEBSF als irreversibler
Serinproteasenhemmer verwendet, welcher eine gute Wasserldslichkeit und eine geringere
Toxizitdt als beispielsweise Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) besitzt [341, 350]. Dessen
dreifache Zugabe von jeweils 2 mM wiahrend des Zellaufschlusses zeigte sowohl in den UV/Vis-
Chromatogrammen der Gelpermeationschromatographie als auch in den ESI-MS-Spektren
deutliche Verdanderung zu den bisherigen Ergebnissen. Das Protein eluierte bei einem geringeren
Retentionsvolumen, was fiir eine hohere Molekilmasse spricht, und dessen Schulter ist in diesem
Beispiel deutlicher separierter vom Hauptpeak (siehe Abbildung 31 C). Dies bestéatigten die ESI-
MS-Spektren, da fast ausschlieBlich nur das Volllingenpeptid mit m/z: [766]’* und keine
Hydrolyseprodukte identifiziert werden konnten (siehe Abbildung 31 D und Abbildung 53 im
Anhang). Jedoch konnte neben dem intakten Peptid eine weitere Spezies mit m/z: [792]"*, dem
eine molekulare Masse von 5543.01 Da zugeordnet werden konnte, beobachtet werden. Diese
183 Da an Massenanstieg lassen sich durch eine kovalente Anlagerung von AEBSF an das Peptid
erklaren [336]. AEBSF gehort zu der Klasse der Sulfonsdurehalogenide, konkreter zu den
Sulfonsaurefluoriden und kann neben der irreversiblen Inhibierung von freiwerdenden
Serinproteasen auch eine Reihe von Aminosduren des Integrins wie Asparaginsaure, Serin oder
Tyrosin modifizieren (siehe Abbildung 31 B) [351, 352]. Solche Modifikationen kdnnen diverse
Folgen flr die Struktur und Funktion eines Proteins haben und sollten daher moglichst nicht
auftreten bzw. minimiert werden [353]. Mittels ESI-MSMS-Experimenten konnten anhand der b-

und y-lonenserien charakteristische Fragmente fir diverse AEBSF-Addukte identifiziert werden.

80



8 - Ergebnisse und Diskussion Teil 1

0.8 23+ 22+
757.9 792.3

=)
=
E 800
I =
c
2 600+
S ]
§ 4004
o=—s=—0 B
o
2 2001
<
. d . : . : : )
40 50 60 70 80 90 100
HaN Elutionsvolumen [mL]
Dlntens.: =
57 +
X103 766.7
154
1.0
053 7+ 7+
] 780.5 792.8
0.0 T ey A
710 720 730 740 750 760 770 780 790 m'z

Abbildung 31 | A) ESI-MS-Spektrum von Integrin-B3 nach der ersten Ni?*-Affinititschromatographie.
B) Mechanismus der kovalenten Anbindung von AEBSF an einen beispielhaften Tyrosinrest. C) UV/Vis-
Chromatogramm der Gelpermeationschromatographie vor (schwarz) und nach zusatzlicher Zugabe von
AEBSF (rot). D) ESI-MS-Spektrum von Integrin-B3 nach der Zugabe von AEBSF.

Die y-lonen, welche durch Spaltung der Peptidbindung am C-Terminus mit gleichzeitiger
Ladungserhaltung entstehen, zeigten bei einer Massenverschiebung von 183 Da die
Aminosauren Tyr-773, Ser-778 und Tyr-785 als modifizierte Reste auf (exemplarisch flr Tyr-785 in
Abbildung 32 A gezeigt). Da sich dies bei diversen Folgeexperimenten wie Strukturaufklarungs-
und Interaktionsstudien nachteilig auswirken kann, musste ein ideales Verhaltnis von verringerter
Zugabe an AEBSF bei gleichzeitiger Inhibierung der Serinproteasen gefunden werden. Daher
wurde nachfolgend anstatt dreimal 2 mM nur noch einmal 2 mM AEBSF wahrend des
Zellaufschlusses hinzugegeben. Dies hatte zur Folge, dass im ESI-MS-Spektrum weiterhin nur noch
der Peak fiir das Volllangenpeptid mit m/z: [766]”* und keine Hydrolyseprodukte mehr identifiziert

werden konnten.
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Abbildung 32 | A) ESI-MSMS-Spektrum des C-terminalen Bereichs von Integrin-B3 (Phe-780 — Thr-788).
B) Uberlagerte ESI-MS-Spektren nach LC-Separation von unmodifiziertem (schwarz) und modifiziertem Peptid
nach Zugabe von dreimal 2 mM AEBSF (rot). C) Uberlagerte ESI-MS-Spektren nach LC-Separation von
unmodifiziertem (schwarz) und modifiziertem Peptid nach Zugabe von einmal 2 mM AEBSF (rot).

Fiir beide Reinigungsprotokolle wurden im Anschluss LC-MS-Messungen durchgefiihrt, um das
Verhaltnis von unmodifiziertem Peptid zu AEBSF-Addukt zu bestimmen. In Abbildung 32 B und C
ist zu erkennen, dass bei der dreifachen Zugabe des Serinproteasehemmers das Verhaltnis von
intaktem zu modifiziertem Peptid 100:10 betrdgt, wahrend es bei der einmaligen Zugabe um den
Faktor zehn geringer ist, namlich 100:1 (LC-Chromatogramme in Abbildung 55 im Anhang, [336]).

Somit konnten durch die chromatographische und massenspektrometrische Analyse der
zytoplasmatischen Domane von Integrin-B3 das Vorhandensein aktiver Serinproteasen nach dem
Zellaufschluss bestatigt und dadurch resultierende Hydrolyseprodukte identifiziert werden. Es
wurden zwei kommerziell erhdltliche Proteaseinhibitorenmischungen auf deren
serinproteasehemmende Wirkung untersucht und mit dem zusatzlichen Inhibitor AEBSF erganzt,
um so ein effektives Reinigungsprotokoll mit nur minimal entstehendem Peptidaddukt zu

erhalten.
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8.2 Interaktionsstudien von Integrin-1/83 mit der

LIM2/3-Tandem-Domadne von Paxillin

8.2.1 Bindungsstudie der zytoplasmatischen Domine von Integrin-p3

mit der LIM3-Domane von Paxillin

Bei der Integrin-vermittelten Zellmigration spielt das Adapterprotein Paxillin eine essenzielle
Rolle, indem es durch seinen multimodularen Aufbau eine Vielzahl von Proteinen bindet und an
der zentralen Signallibermittlung beteiligt ist [299, 300]. Dessen friihe Rekrutierung durch seine
LIM-Domdnen an naszierenden fokalen Adhdsionen konnte bereits durch Transfektion des
Wildtyps und diversen Deletionsmutanten in CHO.K1 Fibroblasten nachgewiesen werden [354,
355]. Auch die Generierung von Paxillin-defizienten Fibroblasten und deren Transfektion mit den
isolierten LD-Motiven (LD1-5) und LIM-Domanen (LIM1-4) zeigte nur eine Lokalisation der LIM-
Domaédnen an die fokalen Adhdsionen [316]. Weiterhin konnten unter anderem zellbiologische
Experimente [356], fluoreszenzspektroskopische Assays wie der sogenannte OPTIC-Assay (Opa
protein triggered intracellular clustering [316]) oder auch invitro NMR-spektroskopische
Interaktionsstudien die direkte Interaktion der Paxillin-LIM-Domanen (OPTIC: LIM1-4,
in vitro: LIM2/3) mit der zytoplasmatischen Domane von Integrin-f3 aufzeigen [315]. Da nach
aktuellem Stand noch keine Strukturbestimmung der LIM-Domanen im Komplex mit Integrin-B3
moglich war, stellen detaillierte NMR-spektroskopische Bindungsstudien wertvolle Informationen
zu dessen Aufklarung zur Verfugung. Die Interaktion der LIM2/3-Domé&nen mit Integrin-f3 konnte
bereits tiefgehend analysiert werden [315], daher wurde sich in dieser Arbeit auf die singuldre
LIM3-Domaéne fokussiert, die fiir die Rekrutierung von Paxillin an fokale Adhasionen essenziell
ist [354]. Weiterhin sollten so unspezifische als auch spezifische Wechselwirkungen mit der LIM2-
Domane ausgeschlossen werden.

Dazu wurden sowohl die Paxillin LIM3-Domane als auch die zytoplasmatische Domane von
Integrin-B3 unmarkiert sowie °N-isotopenmarkiert exprimiert und aufgereinigt. AnschlieRend
wurden H-N-HSQC-Spektren beider Proteine aufgenommen und der jeweils unmarkierte
Interaktionspartner dazu titriert (siehe Abbildung 33 A und Abbildung 56 im Anhang). Dabei zeigte
sich nach Analyse der chemischen Verschiebungen der Resonanzsignale, dass ausschlieRlich der
C-Terminus, speziell der Aminosaurebereich Thr-781 bis Thr-788, an die LIM3-Domaéne

bindet (siehe Abbildung 33 B).
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Aminosdurerest von Integrin-B3 mit dazugehdériger Fittingkurve gemafl one site binding nach Glg. 8.
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erstellt von M.Sc. Timo Baade (Universitidt Konstanz).
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Dieses Ergebnis deckt sich mit den Titrationen mit der LIM2/3-Tandem-Domane, woraus sich
schliefSen lasst, dass die LIM2-Domane keine Erweiterung des Bindungsmotivs von Integrin-p3 zur
Folge hat. Die zytoplasmatische Domadne von Integrin-f3 spielt eine zentrale Rolle beim
Mechanismus des inside-out signaling. Dabei interagiert der membrannahe Teil mit diversen
intrazelluldren Proteinen wie dem Zytoskelett-Protein Myosin, dem Calcium-bindenden Protein
CIB oder den Phosphotyrosin-bindenden Proteinen SHC und GRB2 [357]. Die Aktivierung von
Integrin erfolgt hingegen primar lber spezifische Wechselwirkungen mit den Proteinen Talin und
Kindlin [358, 359]. Dabei spielen die zwei NxxY (Asn-770 bis Tyr-773 und Asn-782 bis Tyr-785)-, das
TST (Thr-777 bis Tyr-779)- und das RGT (Arg-786 bis Thr-788)-Motiv wichtige Rollen, welche spater
noch tiefergehender beleuchtet werden. Zusatzlich werden die Aminosauren Tyr-773, Thr-777
und Tyr-785 durch Proteinkinasen phosphoryliert, was wiederum einen kritischen Schritt fiir den
outside-in signaling Prozess darstellt [360]. Diese vielfiltigen Eigenschaften und Bindungsmuster
in dem kurzen Peptidabschnitt zeigen, dass vor allem der C-Terminus von Integrin-f3 komplexe
Funktionen simultan erfillt und die Bindung zu Paxillins LIM-Domane nur eine davon darstellt.
Die inverse Titration zeigte hingegen das Bindungsmotiv Cys-471 bis Phe-481 im zentralen
Bereich der LIM3-Domaéne (siehe Abbildung 33 C). Da eine durch NMR-spektroskopische Daten
wie Proton-Proton-Distanzen aus NOESY-Spektren (unter anderem N-NOESY-HSQC-, 3Cai-
NOESY-HSQC- und 3C,-NOESY-HSQC-Spektren) basierte berechnete dreidimensionale Struktur
der LIM2/3-Tandem-Domane aus vorangegangen Arbeiten in dieser Arbeitsgruppe existiert,
konnten diese chemischen Verschiebung auf die Struktur ibertragen werden. Dabei zeigte sich,
dass die Bindung von Integrin-f3 an einen flexiblen Loop der LIM3-Domane stattfindet (Struktur
des Loops siehe Abbildung 37 C). Wahrend sich die Dissoziationskonstante fur die Bindung der
zytoplasmatischen Domaéne von Integrin-B3 an die LIM2/3-Tandem-Domaéne mit Ky = 394 + 65 uM
im schwachen mikromolaren Bereich befindet, ergibt sich aus der Titration mit der LIM3-Domane
eine Affinitat von Ky = 528 + 130 uM (siehe Abbildung 33 D). Dies deutet auf eine dhnliche Bindung
hin, die trotz des Fehlens der LIM2-Doméane detektiert werden kann. Denn diese hat auch
Interaktionen mit Integrin-B3 gezeigt, wenngleich auch nicht solch ausgepragte [315]. Da sich
beide Dissoziationskonstanten jedoch im adhnlichen Affinitatsbereich befinden, kann davon
ausgegangen werden, dass im Vergleich zur LIM2-Domane die LIM3-Domédne eine deutlich
signifikantere Rolle bei der Bindung zu Integrin-B3 spielt. Diese vergleichsweise schwachen

Affinitaten kdénnen mit diversen Bindungspartnern der zytoplasmatischen Integrin-Domanen
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beobachtet werden, beispielsweise mit den FERM-Domanen von Talin [361] oder der {-Isoform
vom Protein 14-3-3 [362].

Mittels einer zellbiologischen Methode namens Pulldown-Assay koénnen Interaktionen
zwischen aufgereinigten rekombinanten Proteinen in vitro nachgewiesen werden [363]. Hierbei
wurden die zytoplasmatischen Domanen von Integrin-B1 und Integrin-B3 an einen Twin-Strep-
Tag® fusioniert, welche dann mit hoher Selektivitat an Strep-Tactin® binden konnten und an Beads
gekoppelt wurden. Diese Losung wurde dann zum moglicherweise interagierenden Partner
dazugegeben, zentrifugiert, mehrfach gewaschen und durch einen Uberschuss an Biotin eluiert.
Der Uberstand kann dann mittels SDS-PAGE analysiert werden. In Abbildung 33 E liegt der Fokus
vor allem auf der Interaktion zwischen den LIM2/3-Doméanen von Paxillin und den
zytoplasmatischen Doméanen von Integrin-f1 und Integrin-B3. Die Diskussion dazu wird im Kapitel

8.2.3 gefiihrt.

8.2.2 Bindungsstudie der verkiirzten zytoplasmatischen Domine von

Integrin-3 mit der LIM2 /3-Tandem-Domane von Paxillin

Der C-Terminus der zytoplasmatischen Doméane von Integrin-B3 hat sich sowohl in Kapitel 8.2.1
als auch in vorangegangenen Studien als kritisch fir die Bindung zu Paxillins LIM-Domanen
erwiesen [315]. Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletion der acht C-terminalen
Aminosduren Thr-781 bis Thr-788 die Interaktion mit der LIM2/3-Tandem-Domane von Paxillin
nahezu vollstandig unterbindet [316]. Neben der Interaktion mit Paxillin interagiert die
zytoplasmatische Doméane weiterhin noch tber die membrannahe NxxY-Bindestelle (Asn-770 bis
Tyr-773) mit Talin und Uber die membranferne NxxY-Bindestelle (Asn-782 bis Tyr-785) und das
TST-Motiv (Thr-777 bis Tyr-779) mit Kindlin. Wahrend Talin eine Anderung der transmembranen
Integrin-Konformation induziert und somit die Bindungsaffinitdt zu ECM-Liganden erhoht, agiert
Kindlin ,,nur” als Promoter und Co-Aktivator, welcher jedoch die Integrin-Aktivierung nicht allein
auslosen kann [364—-366]. Studien, die ein rekonstituiertes Integrin-Aktivierungs- und
Adhasionsmodell in transfizierten CHO-Zellen mit verschiedenen Deletionsmutanten verwendet
haben, zeigten aulRerdem, dass das C-terminale RGT-Motiv (Arg-786 bis Thr-788) eine wichtige
Rolle beim outside-in signaling spielt [357]. Daher sollte in dieser Arbeit eine dieser
Deletionsmutanten von Integrin-B3 untersucht werden, bei der anstatt der letzten acht
Aminosauren nur die letzten drei Aminosaduren Arg-786 bis Thr-788 mittels PCR-Reaktion entfernt

wurden.
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Wie im Vergleich der *H->N-HSQC-Spektren des Volllingen-Peptids mit der Deletionsmutante
gesehen werden kann, sind sowohl die Resonanzen der drei fehlenden Aminosauren Arg-786, Gly-
787 und Thr-788 erwartungsgemall verschwunden als auch eine Positionsdnderung der
Kreuzsignale der benachbarten Aminosduren (beispielsweise Asn-782, lle-783 und Thr-784) zu
beobachten gewesen (siehe Abbildung 34 A). Auffallend ist auch die Verschiebung des Riickgrat-
Amidprotonsignals der Aminosaure Tyr-785, welches nach der Deletion die neue C-terminale
Aminosaure ist und daher durch die entstandene Carboxyl-Gruppe und maximale Flexibilitdt eine
charakteristische Anderung seiner chemischen Verschiebung erfihrt und sich durch eine hohe
Intensitat auszeichnet [62]. Neben der Plasmidsequenzierung kann somit auch das *H-N-HSQC-
Spektrum die erfolgreiche Mutation des Peptids bestatigen.

Um die veranderten Bindungsmotive und Affinitditen der neuen Mutante zu der singularen
LIM3-Doméne und der LIM2/3-Tandem-Domane zu bestimmen, wurden erneut NMR-Titrationen
mit isotopenmarkierten Proteinen durchgefiihrt (siehe Abbildung 57 und Abbildung 58 im
Anhang). Dabei zeigte sich im Vergleich zu der Titration mit dem Vollldngenpeptid (siehe Kapitel
8.2.1) eine deutlich verminderte Bindungsaffinitdt von Integrin-B3ARGT mit Ky = 1923 + 637 uM
fir die Interaktion mit der LIM3-Domane und Ky = 1987 + 4049 uM fiir die Interaktion mit der
Paxillin LIM2/3-Domane (siehe Abbildung 34 D und E). Diese sich im millimolaren Bereich
befindenden Dissoziationskonstanten zeigen somit eine deutliche Abschwachung der Bindung mit
einer mindestens vier- bis flinffach schwacheren Affinitdt. Die verhdltnismaRig grofRen
Standardabweichungen ergaben sich aus dem beinah linearen Anstieg der Fittingkurven, da eine
Sattigung der Bindungsstelle trotz hoher Zugabe an Ligand nicht zu erreichen war. Eine héhere
Aufkonzentration der Ligandlosung war durch die zunehmende Wahrscheinlichkeit von
Proteinaggregation und daraus folgender Prazipitation nicht moglich gewesen. AulRerdem hatte
eine weitere Zugabe an Ligandlésung mogliche unspezifische Wechselwirkungen zur Folge haben
konnen, welche bereits auch bei dieser Konzentration nicht ausgeschlossen werden kénnen. Dies
zeigte sich auch in der Darstellung der CSPs auf die Aminosdauresequenzen. Wahrend bei der
Titration mit dem Volllangenpeptid eindeutige Bindungsmotive an beiden Proteinen eindeutig
identifizierbar sind (siehe Abbildung33 B und C), verteilen sich bei diesen Interaktions-
experimenten die chemischen Verschiebungen fast global Giber beide Proteine. In Abbildung 34 B
zeigten nur die Aminosauren Asn-782 und lle-783 signifikante, wenn auch deutlich geringere,
CSPs. Diese gehdren zum membrandistalen NxxY-Motiv, welches fiir das inside-out wie auch fir

das outside-in signaling essenziell ist. Diese Doppelfunktion des NxxY-Motivs zeigten sowohl vWF-
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induzierte Integrin-Aktivierungsexperimente mit dem Glykoprotein Fibrinogen [357] als auch
Tyrosin-Punktmutationsstudien, bei denen geringe bzw. keine Zelladhdsion und Zellausbreitung
mehr beobachtet werden konnte [367].

Das Volllangenpeptid interagierte in den Bindungsstudien hingegen mit seinen letzten acht
Aminosauren (Thr-781 bis Thr-788), was einem deutlich ausgepragteren Bindungsmotiv
entspricht. Ein dhnliches Bild zeigt sich in Abbildung 34 C. Wahrend der flexible Loop im Bereich
Cys-471 bis Phe-481 der Tandem-Paxillin LIM2/3-Doméne eindeutig die dominante Bindetasche
flr Integrin-B3 darstellt (siehe Abbildung 33 C), zeigt sich bei der Titration mit Integrin-B3ARGT
eine sehr breite Verteilung der Anderungen der chemischen Verschiebungen iber die ganze
Aminosduresequenz. Einzig die beiden aromatischen Aminosauren Phe-480 und Phe-481 des
Loops zeigen weiterhin eine vergleichsweise etwas starkere CSPs. Diese besitzen auch eine
wichtige strukturrelevante Funktion, wie Punktmutationsstudien in unserer Gruppe aktuell
gezeigt haben.

Die Titrationen mit der Deletionsmutante Integrin-B3ARGT konnten aufzeigen, dass schon
eine Verkilrzung des Peptids um nur drei anstatt wie bisher acht Aminosduren zu einer drastischen
Reduktion der Bindung zur singuldren LIM3-, aber auch zur LIM2/3-Tandem-Domane fiihrt. Jedoch
sind trotz der abgeschwachten Affinitat die starksten Verschiebungen an den bereits bekannten
Bindungsmotiven zu erkennen, was darauf schlielRen ldsst, dass sich durch die Deletion kein neuer
Bindungsmodus ausbildet und die Interaktion nicht komplett unterbunden wird. Su et al. konnten
auBerdem mithilfe eines ELISA-Assays (enzyme-linked immunosorbent assay) zeigen, dass das
RGT-Motiv direkt an die SH3-Domane der Tyrosinkinase Src bindet [368]. Diese ist ein wichtiger
Modulator der humanen Thrombozytenfunktion, durch die eben das outside-in signaling
vermittelt wird. Wahrend so gezeigt werden konnte, dass dieser Signaltransfer vom C-terminalen
Peptid abhangig ist, konnten Pulldown-Assays mit Talins Kopf-Domane beweisen, dass keine
Interaktion mit den drei Aminosduren stattfindet und somit auch kein Beitrag zum anderen
Signalweg, dem inside-out signaling, leistet. Diese Erkenntnisse liber das RGT-Peptid bilden die
Grundlage fir die Entwicklung und das Design von neuartigen Thrombozytenaggregations-
hemmern, deren Wirkung schon in diversen Studien mit transgenen Mausen in vivo durch
photochemische Denudation, Kollagen/Epinephedrin-Injektion [369], Eisenchlorid-Zugabe [370]

oder Laser-Bestrahlung [371] gezeigt werden konnten [368].
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8.2.3 Bindungsstudie der zytoplasmatischen Domiddne von Integrin-f§1

mit der LIM2 /3-Tandem-Domane von Paxillin

Die bisherigen Studien fokussierten sich auf den RGD-Rezeptor Integrin-B3 und seine Interaktion
mit der LIM2/3-Doméne von Paxillin. Diese Subfamilie erkennt das Tripeptid RGD in Molekiilen
wie Fibronectin und Vitronectin in Wirbeltieren oder Tiggrin in Drosophila melanogaster [292]. In
Abbildung 33 E l&sst sich aus dem Pulldown-Assay vermuten, dass Paxillin LIM2/3 eine starkere
Bindung zur zytoplasmatischen Domane von Integrin-1 als zu Integrin-B3 zeigt. Wahrend
zwischen beiden Proteinen (Transmembran- und zytoplasmatische Domane) zwar eine hohe
Sequenzhomologie festgestellt werden kann, sind diverse biophysikalische Eigenschaften mit
variierenden kombinierten a-Untereinheiten deutlich verschieden voneinander, was vor allem
Folgen fir deren Aktivierungsmechanismus hat. Dazu zdhlen unter anderem sehr differenzierte
Affinitdten zu bestimmten a-Untereinheiten wie al, a2 und a5 oder auch zu Talins F3-Domane (Kqy
fur Talin/Integrin-B3 um Faktor finf geringer als bei Talin/Integrin-B1) und signifikante
Unterschiede in der transmembranen Sekundéarstruktur (unter bizellularen Bedingungen) [372].
Aber auch Abweichungen vom kanonischen Aktivierungsmodell offener/geschlossener Zustand
sind ein theoretischer Interpretationsansatz, bei dem sich beispielsweise Integrin-alf1
permanent im aktivierten Zustand befindet und daher andere Mechanismen die Signalisierung
modulieren.

Das Ergebnis des in vitro Assays sollte mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Untersuchungen
der Protein-Peptid-Interaktion untermauert werden, da zwar die Bindungen bereits in einer Reihe
von in vitro Assays gezeigt werden, jedoch nicht die exakten Bindungsmotive oder die Affinitaten
der Partner zueinander bestimmt werden konnten [356, 373]. Nachdem beide °N-markierten
Proteine bei den Titrationen mit deren unmarkierten Partnern Resonanzverschiebungen im *H-
15N-HSQC-Spektrum zeigten, wurden diese darauffolgend tiefergehender untersucht (siehe
Abbildung 35 A und Abbildung 59 im Anhang). Der Plot auf die Sequenz von Integrin-B1 zeigte ein
Bindungsmotiv im C-terminalen Bereich, jedoch nicht direkt am C-Terminus wie es bei Integrin-f3
der Fall ist. Die Bindestelle erstreckt sich von Tyr-783 bis Thr-789 (siehe Abbildung 35 B). Die
groflten Verschiebungen erfahren hierbei Lys-784 und Thr-788. Wahrend sich das
charakteristische TTV-Motiv primar mit zwei Aminosauren an der Bindung beteiligt, zeigt das NITY-
Motiv keine ausgepragten Anderungen der chemischen Verschiebungen. Dies ist insofern
interessant, da sich die Bindestelle fiur Kindlin dort befindet und entweder eine

Konkurrenzsituation entsteht oder beide Proteine kooperativ mit Integrin einen moglichen
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terndren Komplex ausbilden. Dabei ist zu beachten, dass die Rolle von Paxillin im Falle der Bindung
an Integrin-B3 noch wichtiger ist, da es in der Zelle vermutlich unabhangig von Kindlin bindet,
wahrend bei der Bindung an Integrin-f1 Kindlin ein Hauptaktivator ist [374]. Biochemische
Bindungsstudien zeigten bereits die indirekte Interaktion von Paxillin mit sowohl Integrin-1 als
auch Integrin-B3 via Kindlin-1 und Kindlin-2 [375, 376].

Bei den Bindungsstudien ist auf der Paxillin-Seite ist ein nahezu gleiches Bindeverhalten wie
zu Integrin-B3 zu beobachten (siehe Abbildung 35 B). Die LIM2-Doméne zeigt erneut kleinere
Bindungsmotive um Val-395 und His-422, wahrend sich die primare Bindetasche in der LIM3-
Domane um den flexiblen Loop von Thr-473 bis Phe-481 erstreckt. Damit docken beide Peptide an
demselben charakteristischen Strukturmotiv von Paxillin an, woraus sich dessen Bedeutung fir
die Ligandbildung wie beispielsweise auch an Tubulin ableiten lasst [307]. Der Pulldown-Assay
deutete aufgrund des Intensitdtsunterschiedes beider SDS-PAGE-Banden eine hohere Affinitat
von Integrin-B1 als Integrin-B3 zu Paxillin LIM2/3 an. Dies konnten Analysen der CSPs bestatigen.
Die Titration mit isotopenmarkiertem Integrin-f1 ergab eine Dissoziationskonstante von
K4 =42 £+ 28 uM (siehe Abbildung 35 D), welche im Gegensatz zu der Dissoziationskonstante von
Integrin-B3 mit Ky = 394 £ 65 UM eine um das zehnfache erhdhte Affinitat zeigt. Auch die Affinitat
bei der inversen Titration befindet sich mit Ky =12 + 13 uM im niedrigen, mikromolaren Bereich
und bestatigt die starkere Bindung zur LIM2/3-Tandem-Doméne (siehe Abbildung 35 E). Die
erhohte Standardabweichung kann durch zu hohe Titrationsschritte erklart werden, da der erste
Titrationspunkt bei der Zugabe von Integrin-B1 bei 50 uM lag und somit schon Uber dem
errechneten KgWert. Eine Minimierung dieser Abweichung kdnnte durch eine Wiederholung der
NMR-Titration mit deutlich kleineren Titrationsschritten erzielt werden. Da sich die Bestimmung
von niedrig mikromolaren Dissoziationskonstanten an der unteren Grenze der mittels Losungs-
NMR zu bestimmenden Affinitaten befindet, konnte diese Bindung auch durch weitere Methoden
wie der Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) [377] oder der isothermen
Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert werden [378].

Somit konnte gezeigt werden, dass die zytoplasmatische Domane des Kollagen-Rezeptors
Integrin-B1 mit einer bis zu zehnfach hoheren Affinitdt an den flexiblen Loop der LIM3-Domane
von Paxillin bindet und dabei ein anderes Bindungsmotiv als Integrin-B3 aufzeigt. Dieser Trend
zeigt sich auch fir Kindlin-2 in zellbasierten OPTIC-Experimenten unserer Kooperations-
partner [379]. Daher wéren sowohl Kindlin-2- als auch Paxillin-Mutanten (beschrieben in Kapitel

8.3) interessante Kandidaten, um den Bindungsmodus zu Integrins zytoplasmatischen Domanen
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tiefergehender zu untersuchen und sowohl Aufschlisse tber komplexe Bindungsmodi als auch
Uber Rekrutierungsmechanismen an naszierenden Adhdasionen, welche von der motorischen

Aktivitat von Myosin |l abhangen, aufzuzeigen [380].
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Abbildung 35 | A) Uberlagerung der *H->N-HSQC-Spektren von Paxillin LIM2/3 vor (schwarz) und nach Zugabe
von 166 pM (griin), 300 uM (blau) und 500 pM Integrin-B1 (rot). B) CSPs von Integrin-B1 nach der Paxillin
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8.3 Stabilititsstudien von Paxillin-Mutanten

Um die Bildung multimodularer Proteinkomplexe bei der Aktivierung von Integrin und der
folgenden intra- und interzelluldaren Signallbertragung besser zu verstehen, ist neben der
Identifizierung der Bindestellen der einzelnen Proteine auch deren Bindungsmodus zueinander
von entscheidender Bedeutung. Dabei kann die Erzeugung von Mutationen, seien es
Punktmutationen oder auch die Deletion oder Substitution ganzer Fragmente, einen hilfreichen
Beitrag leisten. Dazu konnen diese mittels PCR-Reaktion biotechnologisch modifiziert und
hergestellt werden, um anschlieBend die mogliche Interaktion mit den verschiedenen Liganden
untersuchen zu kénnen.

Dieser Ansatz wurde in der Arbeit fir das Adapterprotein Paxillin verfolgt. Dazu wurde der
Sequenzabschnitt Phe-475 bis Phe-481 der LIM3-Domane in der Arbeitsgruppe Zellbiologie von
Prof. C. R. Hauck an der Universitdt Konstanz zu der verkiirzten Sequenz Gly-Ala-Gly-Asn-Gly
mutiert (siehe Abbildung 36 A). Diese Sequenz entspricht dem Hauptbindemotiv fir die
Interaktion mit den zytoplasmatischen Domanen von Integrin-B3 (siehe Kapitel 8.2.1) und von
Integrin-B1 (siehe Kapitel 8.2.3). Ziel dieser Proteinmodifikation war es, unter Erhalt der nativen
Konformation die Affinitdt zu Integrin zu unterbinden und anschliefend festzustellen, ob eine
Interaktion mit weiteren fokalen Adhasionsproteinen wie Kindlin-2 detektierbar ist. Die
Untersuchung dieser Mutante mittels Pulldown-Assay erfolgt zuerst in der Arbeitsgruppe
Zellbiologie von Prof. C. R. Hauck an der Universitat Konstanz (siehe Abbildung 36 B). Darin ist zu
erkennen, dass die Wildtyp-Sequenz erwartungsgemall stark an Strep-Integrin-f3 bindet,
wiahrend die mutierte Sequenz keinerlei Bindung mehr zeigt. Daraus lieB sich, basierend auf
diesem Assay, zuerst einmal ableiten, dass die Mutation den gewlinschten Effekt erzielt und die
Interaktion beider Proteine vollstdndig unterbunden hat. Weiterhin zeigt der Assay in den beiden
jduBeren Banden die Interaktion mit den zwei Punktmutanten Paxillin LIM2/3V*7A und
Paxillin LIM2/3%455/479A Da gezeigt werden konnte, dass der Paxillin-Wildtyp an der Position Asn-
477 in Loésung zu den Isomeren Aspartat und iso-Aspartat deamidiert (t12 = 2 Tage bei 37 °C und
pH = 8.0 [315]), wurde eine N477A-Punktmutante erstellt und das Bindeverhalten zu Integrin-f3

untersucht.
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Diese Mutation fiihrte in vitro zu einer schwacheren Bindung zu Integrin-B3 (siehe Abbildung 36 B)
Die Bindung wird jedoch nicht vollstdndig verhindert, was auch OPTIC-Assays mit Paxillin
Knockout-Zellen bestatigten [316]. Die Serin-Mutanten sind dahingehend interessante
Kandidaten, da sie bereits von Brown et al. als Schlisselreste fiir die Paxillin-Lokalisation an
fokalen Adhdsionen und die Zelladhdsion an Fibronectin durch deren Phosphorylierung
identifiziert werden konnten [355]. Auch hier war nur eine Abschwiachung, aber keine komplette
Ausldschung der Bindung zu Integrin-B3s zytoplasmatischer Domane detektierbar.

Da der Pulldown-Assay keine Kriterien zum Strukturerhalt des Proteins aufzeigt, wurde dieses
in unserer Arbeitsgruppe mittels rekombinanter Expression hergestellt, aufgereinigt und mit Hilfe
von Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) vermessen. Bei dieser Methode wird
die ungleiche Absorption von zirkular polarisiertem Licht an chiralen Zentren wie beispielsweise
den aromatischen Aminosauren (Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin) ausgenutzt, um im Fern-
UV-Bereich (170 — 250 nm) den Gehalt an Sekundarstrukturelementen wie a-Helix oder B-Strang
oder im Nah-UV-Bereich (250 — 300 nm) die Charakterisierung der Tertidrstruktur bestimmen zu
kdnnen [381]. Im CD-Spektrum in Abbildung 36 C zeigt der Wildtyp Merkmale sowohl von a-Helix-
Elementen (positiver n->mt* Ubergang bei 192 nm und negativer n—>mt* Ubergang bei 209 nm) als
auch von B-Faltblatt-Elementen (positiver n>m* Ubergang bei 196 nm und negativer n>m*
Ubergang bei 218 nm). Dies bestitigt einerseits die von Dr. A. Prestel mittels NMR-Restrains
berechnete Struktur der LIM2/3-Tandem-Domaéne, in der sich je Einzeldomane sowohl zwei
antiparallele B-Faltblatter als auch eine kurze C-terminale a-Helix befinden [315]. Andererseits
gleichen sich diese strukturellen Eigenschaften auch mit anderen LIM-Domédnen wie
beispielsweise einer des Proteins PINCH, dessen Struktur bereits rontgenkristallographisch

bestimmt werden konnte (PDB: 2D8X, [382]).
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Paxillin LIM2/3 WT 4771.CFTPEFVNGSFFEHDG...485
Paxillin LIM2/3 “GAGNG” 471..CFTPGAGNG EHDG..483
Paxillin LIM2/3 “SGSGSGS” 471..CFTPSGSGSGSEHDG...485
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Abbildung 36 | A) Auszug aus der Aminosduresequenz von Paxilin LIM2/3 mit dargestellter
Mutationsposition (rot) und verwendeten Paxillin-Mutanten. B) Pulldown-Assay von Paxillin LIM2/3 und
verschiedenen Punktmutanten mit zytoplasmatischer Domane von Strep-Integrin-B3, erstellt von M.Sc. Timo
Baade (Universitdt Konstanz). C) CD-Spektrum von Paxillin LIM2/3 (schwarz), Paxillin LIM2/3 GAGNG (blau)
und Paxillin LIM2/3 SGSGSGS (orange) mit zugehériger Basislinie (gestrichelt).
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In Abbildung 36 C ist neben dem CD-Spektrum des Wildtyps auch das der GAGNG-Mutante
dargestellt. Dieses zeigt eindeutige Veranderungen der molaren Elliptizitdit, was auf eine
Konformationsanderung im Protein hindeutet. Es lasst sich jedoch vermuten, dass es sich nur um
eine partielle Konformationsanderung handelt, da die charakteristischen Minima und Maxima im
relevanten Wellenlangenbereich weiterhin erkennbar sind und eine globale, ungeordnete random
coil Konformation ein positives Signal bei 212 nm (n->nt* Ubergang) und ein negatives Signal bei
195 nm (n->m* Ubergang) zeigen wiirde.

Daraufhin wurde die Mutante isotopenmarkiert und NMR-spektroskopisch vermessen (siehe
Abbildung 37 A). Eine globale Denaturierung des Proteins wiirde sich hier durch eine
Sighalkumulation der *H-chemischen Verschiebungen aller Signale um 8.0 ppm zeigen [383]. Das
1H-15N-HSQC-Spektrum zeigte jedoch, dass 31 % der Resonanzen unverdndert und 31 % nur kleine
Anderungen der chemischen Verschiebungen erfahren haben. Doch auch starke
Verschiebungen (13 %) und das Ausbleiben von ganzen Resonanzlagen (25 %) sind zu beobachten.
Der Plot auf die Sequenz liefert eine strukturell sinnvolle Antwort auf diese Signallage im
Proteinspektrum (siehe Abbildung 37 B). Dabei ist zu erkennen, dass die von der
Mutationsposition weit entfernte LIM2-Domédne keine beziehungsweise nur minimale
Anderungen ihrer chemischen Umgebung erfihrt (Ser-380 bis Ala-439). Hingegen sind bei Resten,
die sich in der Ndhe der Mutationsstellen der LIM3-Domane befinden, starke Verschiebungen und
sogar das Verschwinden von Resonanzen zu beobachten (siehe Abbildung 37 C). Daraus lasst sich
schlieBen, dass der flexible Loop einen wichtigen Anteil an der korrekten Faltung von Paxillins
LIM3-Domane hat und eine Mutation desselbigen zur partiellen Entfaltung des Proteins flihrt. Dies
wiederum liefert auch eine Erklarung fir das Ergebnis des Pulldown-Assays, da Paxillins
Bindetasche fiir die Bindung mit Strep-Integrin-B3 nicht mehr in der korrekten Konformation
vorlag. Bei der ersten Mutation wurden zum einen sieben Aminosaurereste zu fiinf gekirzt, was
mit einer deutlich erhéhten Spannung der Konformation einhergegangen ist, die moglicherweise
schon allein zur Instabilitat des Loops gefiihrt hat. Zum anderen wurde die Sequenz vor allem
durch das Fehlen der drei Phenylalanin-Reste deutlich hydrophiler (GRAVY-Index [384] fir
Sequenzstellen FVNGSFF/GAGNG/SGSGSGS betragt 1.129/—0,580/—0.629 [385]). Diese
Beobachtungen legen eine strukturstabilisierende hydrophobe Interaktion der aromatischen

Seitenketten mit ihrer Umgebung nahe.
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Um eine korrekte LIM3-Domadanen-Faltung zu erhalten, wurde eine neue Paxillin-Mutante
hergestellt, welche einen sieben Aminosdure langen Glycin-Serin-Linker besitzt (siehe
Abbildung 36 A). Bei diesen alternierenden Sequenzen werden oft kleine Aminosauren wie Glycin
verwendet, um die Flexibilitdt zu erhalten, und polare Reste wie Serin, welche durch die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen die Stabilitdit in wassrigen LOsungen
aufrechterhalten und somit unerwiinschte Wechselwirkungen zwischen Linker und Protein
minimieren [386, 387]. Wie jedoch sowohl im CD-Spektrum (siehe Abbildung 36 C) als auch im
NMR-Spektrum (siehe Abbildung 37 A) zu sehen ist, hatte die Mutation denselben Einfluss auf die
Struktur wie die GAGNG-Mutante. Die Sekundarstrukturelemente dndern sich und das 'H->N-
HSQC-Spektrum zeigt fast die identische CSPs sowie auch das Verschwinden einiger Signale.
Daraus lasst sich schlieRen, dass auch die Mutation in einen gleich langen Glycin-Serin-Linker die
partielle Denaturierung der LIM3-Domdne von Paxillin zur Folge hat. Aktuelle
Punktmutationsstudien (Alanin-Scanning) in der Arbeitsgruppe haben ergeben, dass vor allem die
drei Phenylalanin-Reste Phe-475, Phe-480 und Phe-481 mit ihren aromatischen Seitenketten
einen wichtigen Beitrag zur stabilen Formation des Loops leisten, wahrend die Struktur bei den
Mutationen von Val-476, Asn-477, Gly-478 und Ser-479 groftenteils erhalten blieb [374]. Eine
FAAAAFF-Mutante ist daher ein interessanter Kandidat fir das Unterbinden der Interaktion mit

Integrin-B3 bei gleichzeitigem Strukturerhalt.
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Abbildung 37 | A) Uberlagerung der 1H->N-HSQC-Spektren von Paxillin LIM2/3 (schwarz),
Paxillin LIM2/3 GAGNG (blau) und Paxillin LIM2/3 SGSGSGS (rot). B) CSPs der Paxillin LIM2/3-Mutanten in
Abhidngigkeit der jeweiligen Aminosiurereste mit geringen (1) und starken chemischen Verschiebungen (2),
nicht mehr sichtbaren Resonanzen (3) und markiertem flexiblen Loop (blau). C) Berechnetes 3D-Bandermodell
von Paxillin LIM2/3 mit markierten Aminosduren mit geringen (gelb) und starken chemischen
Verschiebungen (orange), verschwunden Resonanzen (rot) und dem flexiblen Loop der LIM3-Domane (blau).
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9 Zusammenfassung - Teil 11

Homoostase, Gewebeorganisation, embryonale Morphogenese und Krebsmetastasierung - diese
und noch viele weitere physiologische Prozesse werden durch den Prozess der Zellmigration
vermittelt. Flir die Migration muss die Zelle unter anderem kontraktieren kdnnen, weshalb sich
zwischen der extrazelluldren Matrix und dem Aktin-Zytoskelett adhasive Kontakte namens fokale
Adhéasionen ausbilden. Schliisselproteine bei deren Bildung und bidirektionalen Signallibertragung
sind die Transmembranproteine aus der Gruppe der Integrine und das Adapterprotein Paxillin. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte die Interaktion dieser fokalen Adhdsionsproteine tiefergehender
analysiert werden, um vorrangig einen Beitrag zur Aufklarung der 3D-Struktur des Komplexes zu
leisten und die Bedeutung einzelner Strukturelemente aufzuzeigen.

Dazu wurden verschiedene Konstrukte der Proteine zunachst mit Hilfe etablierter Protokolle
exprimiert und mittels Affinitdts- und Gelpermeationschromatographie aufgereinigt. Durch
massenspektrometrische Analysen des Integrin-B3-Peptids konnte eine Serinproteasen-induzierte
Degradation wahrend der Zelllyse festgestellt werden. Zur Inhibierung dieses Abbaus wurden
verschiedene Zugaben des Serinprotease-Hemmers AEBSF getestet, was bei zu hoher
Konzentration neben der erfolgreichen Inhibierung auch eine kovalente Modifikation des
Zielpeptids zu Folge hatte, wie ESI-MSMS-Analysen zeigten. Final konnte neben der Bestimmung
der Modifikationspositionen auch eine optimale Konzentration des spezifischen Inhibitors
gefunden werden, bei der erfolgreiche Proteaseinhibition und minimale AEBSF-Addukt-Bildung
einen Kompromiss darstellen. Dieses optimierte Protokoll ist essenziell, um zukiinftig mit der
intakten zytoplasmatischen Domdne von Integrin-3 Struktur- und Interaktionsstudien
durchfiihren zu kénnen.

Da die Interaktion von Integrin und Paxillin ein wichtiger Bestandteil bei der Ausbildung von
fokalen Adhasionen ist und die vollstéandige Aufklarung des Bindungsmodus aktuell noch erforscht
wird, wurde zuerst die Bindung von Paxillins LIM3-Domane mit Integrin-B3 NMR-spektroskopisch
untersucht. Dabei zeigten sich der flexible Loop von Paxillin (Cys-471 bis Phe-481) und der C-
Terminus von Integrin (Thr-781 bis Thr-788) als charakteristische Bindungsstellen, welche auch
schon bei der Interaktion mit der LIM2/3-Tandem-Domane zu beobachten waren. Auffallig war
eine dhnliche Affinitat im mikromolaren Bereich, welche durch Multivalenzeffekte mit anderen
Proteinen bei der Bildung fokaler Adhdsionen und Aktivierung von Integrin erklart werden kann.

Da die zytoplasmatische Domane von Integrin nicht nur mit Paxillin, sondern auch mit anderen

99



9 - Zusammenfassung Teil 1

Adhasionsproteinen wie Kindlin oder Talin Gber weitere C-terminale Bindungsstellen wie den zwei
NxxY-Motiven und dem TST/TTV-Motiv interagiert, um etwa beispielsweise in den aktiven,
offenen Konformationszustand zu gelangen und dadurch Signalkaskaden zu ermdéglichen, wurde
ein um drei Aminosauren verkiirztes Konstrukt des Peptids untersucht. Dabei war eine fast
vollstéandige Ausléschung der Bindung zu Paxillins LIM2/3-Tandem-Domédne mit Affinitdten im
millimolaren Bereich zu beobachten. Daraus lieR sich schlieSen, dass schon das C-terminale Arg-
Gly-Thr-Motiv essenziell fur die Bindung zu Paxillin ist. Die gleichzeitige Interaktion dieser Sequenz
mit der SH3-Domaéne von Src deutet darauf hin, dass auch hier ein komplexer Bindungsmodus
vorliegt, der das outside-in signaling direkt beeinflusst. Da Pulldown-Assays eine hdhere Affinitat
zum Kollagen-Rezeptor Integrin-B1 gezeigt haben, wurde auch diese Interaktion NMR-
spektroskopisch auf Bindungsmuster und Affinitat zu Paxillin untersucht. Wahrend nachgewiesen
werden konnte, dass dieses Peptid mit einer fast zehnfach hoheren Affinitat mit Paxillins flexiblem
Loop interagiert, konnte bei Integrin-B1 ein anderes Bindungsmotiv (Tyr-783 bis Thr-789), welches
nicht am C-Terminus liegt, identifiziert werden.

Final wurden zwei Paxillin-Mutanten biotechnologisch mit dem Ziel hergestellt, bei
gleichbleibender Stabilitdt keine Interaktion mehr mit Integrin-B3 zu zeigen, um Kenntnisse liber
einen moglichen kooperativen Bindungsmodus mit Kindlin-2 zu liefern. Jedoch bestatigten sowohl
CD- als auch NMR-Spektroskopie, dass diese Mutationen (FVNGSFF = GAGNG/SGSGSGS) die
Sekundar- und Tertidrstruktur der LIM3-Domane destabilisierten und das Fehlen des flexiblen
Loops eine partielle Denaturierung des Proteins zur Folge hatte. Aktuelle Forschungsergebnisse in
unserer Arbeitsgruppe zeigten primar die drei aromatischen Aminosaduren (Phe-475, Phe-480 und
Phe-481) als strukturrelevant, weshalb eine FAAAAFF-Mutante hergestellt wurde, die bisher
vielversprechende Ergebnisse in NMR-Bindungsstudien zeigt.

Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht nur ein optimiertes Reinigungsprotokoll fir
zukiinftige Studien mit der zytoplasmatischen Doméane von Integrin-f3 erstellt werden, sondern
es konnten auch (ber Deletionsstudien auf prazise Weise Reste der Integrin-Paxillin-Bindung
identifiziert werden. Weiterhin erfolgten vergleichende Bindungsstudien mit dem verwandten
Integrin-B1-Peptid, welche interessanterweise ein anderes bevorzugtes Bindungsmotiv zeigten.
Die Ergebnisse erweitern also die aktuellen Kenntnisse liber die Bindungsmodi zwischen diesen
Proteinen, was Aufschliisse lber deren Interaktionen untereinander und Erklarungen fir das

gleichzeitige Binden an weitere fokale Adhasionsproteine wie Kindlin oder Talin darstellt.
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10.1 Gerateliste

Tabelle 2 | Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Gerate

Verwendung Gerat Software & Spezifikation Firma
PCR Biometra TAdvanced - analytikjena
Transformation Thermomixer C 1,5 mL Aufsatz Eppendorf
Inkubation Universalwarmeschrank Modell 100 - 800 Memmert
Kultivierung Ecotron - Infors HT
Kultivierung Multitron Pro - Infors HT
Zentrifugation Heraeus Multifuge 1L-R  Rotor: Sorvall Ch. 7595 Thermo
Scientific
Zentrifugation Avanti J-30I Rotor: JLA 9.1000 Beckman
Coulter
Ultra- Avanti J-30I Rotor: JA 30.50 Beckman
zentrifugation Coulter
SDS-PAGE PowerPac HC - Bio-Rad
Zellaufschluss Emulsiflex C3 - Avestin
HPLC Agilent 1260 System Sdule: RP-Cis Poroshell 120 Agilent
FPLC Akta Purifier UNICORN 5.31, GE Healthcare
HisTrap HP 5

HiLoad 16/600
Superdex 30&75

101



10 - Experimentalteil

Verwendung Gerat Software / Spezifikation Firma
UV/Vis- Cary 50 Photometer WinUV Varian
Spektroskopie

CD-Spektroskopie J-815 - Jasco
Massen- ESI-Q-TOF maXis DataAnalysis 4.2, Biotools Bruker
spektrometrie

NMR- Avance NEO 500 MHz TopSpin 2.1, 3.6 und 4.0 Bruker
Spektroskopie Avance Il 600 MHz 5 mm BBI mit Z-Gradient,

5 mm TXI-H/C/N mit Z-
Gradient,
5 mm TCI-H/C/N CryoProbe

Prodigy
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10.2

Chemikalienliste

Tabelle 3 | Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

Chemikalie Reinheit Bestellnummer Firma
1,4-Dithiothreitol 299 % A1101.0025 VWR
100x BME Vitamine k.A. B6891 Sigma-Aldrich
10X Ligase-Puffer 298 % B0202S New England Biolabs
15N-Ammoniumchlorid >99 % 299251 Sigma-Aldrich
15N-Celton 98% CGM-1030P-N-PK Cambridge Isotope
Laboratories
2-Oxo0-3-13C-Methyl- 98 % CLM-6821 Cambridge Isotope
butansidurehydrat-4-13C Laboratories
2-Oxobutansiurehydrat-4-13C 98 % CLM-6820 Cambridge Isotope
Laboratories
4-(2-Aminoethyl)benzol- >98 % 2931 Carl Roth
sulfonylfluorid
Acetonitril HPLC-Reinheit 83639.320 VWR
Acrylamid 298 % 7871.2 Carl Roth
Adenosintriphosphat 298 % HN35 Carl Roth
Agar Biologische A0949 AppliChem
Reinheit
Ammoniumperoxodisulfat 298 % 9592 Carl Roth
Ammoniumsulfat 299.5 % 3746 Carl Roth
Broad Range Standardmarker k.A. 1610317 Bio-Rad
Bromphenolblau k.A. 151350050 Acros Organics
Calciumchlorid-Dihydrat 299 % 31307 Riedel-de Haen
Cellobiose 299 % 22150 Fluka
Cellohexaose 295 % O-CHE Megazyme
Cellotetraose 290 % O-CTE Megazyme
Coomassie Brilliant Blau k.A. 9598 Carl Roth
Deuteriumoxid 99 % D216L Eurisotop
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Chemikalie Reinheit Bestellnummer Firma
Dimethylsulfoxid 99.5 % A994 Carl Roth
Dinatriumhydrogenphosphat 298 % T876 Carl-Roth
DNasel k.A. DN25 Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraacetat 299 % 8043 Carl Roth
Glucose-Monohydrat 299.5 % 6780 Carl Roth
Glycerol, 86 % 298 % 4043 Carl Roth
Harnstoff 299.5 % X999 Carl Roth
Hefeextrakt Biologische 2904 Carl Roth
Reinheit
Imidazol 299 % X998 Carl Roth
Kaliumchlorid >99.5 % 6781 Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat 299 % 30407 Riedel-de Haen
Kanamycin >88 % T832 Carl Roth
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 99 % 197530010 Acros Organics
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 299 % T888 Carl Roth
Methanol 299 % 8388 Carl Roth
Methansdure HPLC-Reinheit 9676 Fluka
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen- 99 % 2367.3 Carl Roth
diamin
N,N-Methylenbisacrylamid 298 % 7867 Carl Roth
Natriumchlorid 299.5 % 3957.1 Carl Roth
Natriumdihydrogenphosphat 299 % 1879 Carl Roth
Natriumdodecylsulfat 299 % CN30 Carl Roth
Natriumhydroxid 299 % 6771 Carl Roth
Natriumtrimethylsilyl- 97% 178837 Sigma-Aldrich
propansulfonat
Phosphorsaure Biologische 9079 Carl Roth
Reinheit
Polyethylenglycol Biologische 81253 Sigma-Aldrich
Reinheit
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Chemikalie Reinheit Bestellnummer Firma
Polynukleotidkinase k.A. MO0201S  New England Biolabs
Q5 Hot Start Polymerase k.A. M0493S  New England Biolabs
Roche cOmplete™ k.A. 04693132001 Sigma-Aldrich
Proteaseinihibitoren, EDTA-frei

Roti-Mark Standard k.A. X879 Carl Roth
SIGMAFAST™ k.A. $8830 Sigma-Aldrich
Proteaseinhibitoren, EDTA-frei

T4 Ligase 298 % MO0202S New England Biolabs
Tricin >99 % 6977 Carl Roth
Tris(hydroxymethyl)- 299 % AE15 Carl Roth
aminomethan

Trypton Biologische 8952.2 Carl Roth

Reinheit

Tween® 20 k.A. 9127 Carl Roth
Zinksulfat-Monohydrat >99 % 96495 Sigma-Aldrich
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10.3 Verwendete Niahrmedien

LB-Medium [388]: 5 g/L Hefeextrakt
10 g/L NaCl
10 g/L Trypton
Sterilisation bei 121 °C
Antibiotikum (steril filtriert)

10 mM Glucose (steril filtriert)

LB-Agarplatten: siehe LB-Medium
15 g/L Agar
Sterilisation bei 121 °C
Antibiotikum (steril filtriert)

10 mM Glucose (steril filtriert)

M9-Minimalmedium: 1 g/L NaCl
3 g/L KH2PO4
6 g/L Na;HPO,
1 g/L15NH,CI
mit NaOH auf pH 7.4 eingestellt
Sterilisation bei 121 °C
Antibiotikum (steril filtriert)
20 mM Glucose (steril filtriert)
2 mM MgCl; (steril filtriert)
0.1 mM CaCl; (steril filtriert)
10 mL/L 100x BME-Vitamine
100 mg/L *>N-Celtone
Zugabe 1 Stunde vor Induktion bei ILV-Markierung:
60 mg/L 2-Oxobutansiurehydrat-4-13C
100 mg/L 2-Oxo-3-13C-Methyl-butansiurehydrat-4-13C

Bei den Paxillin-Konstrukten wurden allen Medien zusatzlich 0.1 mM ZnSO, zugesetzt.
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10.4 Ortsspezifische Mutagenese

Fur die Erstellung der Paxillin LIM2/3 SGSGSGS Mutante wurde die Methode der ortsspezifischen
Mutagenese angewendet. Dazu wurden zuerst die Vorwarts- und Riickwartsprimer kreiert, sodass
sie bestimmte Voraussetzungen erfillen (siehe Tabelle 4). Sie sollten zwischen 25 und
45 Nukleotide lang sein, es sollten nicht mehr als drei aufeinanderfolgende Guanin- oder
Cytosinbasen am 3°-Ende auftreten, die Schmelztemperatur T, der komplementédren Bereiche
sollte zwischen 50 und 72 °C (Kontrolle durch NEB Tm Calculator [389]) und der Guanin/Cytosin-
Gehalt zwischen 40 und 60 % liegen.

Tabelle 4 | Verwendete Primer fir Mutagenese von Paxillin LIM2/3 WT zu Paxillin LIM2/3 SGSGSGS.
Unterstrichene Nukleotide sind neu in die Sequenz eingefiigt. Hybridisierungstemperatur bei allen
verwendeten Primern war 72 °C.

Primer fur die Mutagenese von Paxillin LIM2/3 WT zu Paxillin LIM2/3 SGSGSGS

Vorwartsprimer ttcaggtagCGAGCACGACGGGCAGCC
Riickwartsprimer ccgctaccgctTGGCGTGAAGCATTCCCGGCAC

Primer flir das Einfligen der fehlenden Basen Adenin

Vorwartsprimer aGCGGTAGCGGTTCAGGTAGCGAG

Riickwartsprimer TGGCGTGAAGCATTCCCGGCAC

Tabelle 5 | Protokoll der Primer-Phosphorylierung

Reagenz V [uL]
Autoklaviertes Wasser 18.5
10x T4 PNK Puffer 2.5
100 puM Vorwartsprimer 0.5
100 pM Riickwartsprimer 0.5
10 mM ATP 2.5
T4 PNK 0.5

Schritt 1: 30 min bei 37 °C
Schritt 2: 20 min bei 65 °C

Biometra TAdvanced (analytik jena)
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Weiterhin wurden die Primer auf mogliche Dimerisationsprodukte und auf weitere
Bindungsstellen in der Templat-DNA (berprift (Kontrolle durch IDT Oligo DNA Analyzer [390] und
ExPASy DNA Align Tool [391]). Die Primer wurden bei der Firma Merck bestellt und mussten vor
der PCR-Reaktion zuerst phosphoryliert werden (siehe Tabelle 5). Als nachstes erfolgte die
Amplifizierung mittels der Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, welche durch die Fusion
mit einer Prozessivitat-verstarkenden Sso7d-DNA-Bindedomane neben einer sehr geringen
Fehlerrate auch eine hohe und akkurate Replikationsrate besitzt. Als Templat-DNA wurde das
Paxillin LIM2/3-Plasmid verwendet. Die Elongationszeiten waren abhangig von der verwendeten

DNA-Lange. Die verwendeten Reagenzien sowie das PCR-Protokoll sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6 | Protokoll der Polymerase-Kettenreaktion

Reagenz V [uL]
Autoklaviertes Wasser 25.0
5x Q5 Reaktionspuffer 10.0
10 mM dNTPS 1.0
2 UM Primer-Mix 12.5
Templat-DNA (insgesamt ca. 1 ng) 1.0
Q5 Hot Start Polymerase 0.5

Schritt 1: 30 s bei 98 °C

Schritt 2: 10 s bei 98 °C

Schritt 3: 20 s bei 72 °C

Schritt 4: 180 s bei 72 °C

30 Wiederholungen von Schritt 2 - 4
Schritt 5: 120 s bei 72 °C

Biometra TAdvanced (analytik jena)

Die Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte mit Hilfe des Monarch® PCR & DNA Cleanup
Kits (New England Biolabs). Die DNA wurde mit 13 pL Elutionspuffer eluiert und es wurde mit Hilfe
einer TrayCell Kuvette (Typ 105.800, Hellma®Analytics) mittels UV/Vis-Spektroskopie die
Konzentration durch Absorption bei 260 nm und die Reinheit durch die Absorptionsverhaltnisse

von 260/280- und 230/260 nm fiur spatere Verwendungen bestimmt. Fir die anschlieRende
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Ligation der linearen DNA wurden alle Reagenzien (siehe Tabelle 7) zusammengegeben und

10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 7 | Protokoll der Ligation

Reagenz V [uL]
Autoklaviertes Wasser 4.5
10x T4 Ligase Puffer 1.0
25 % PEG 2.0
1 mM ATP 1.0
PCR-Produkt (25 ng) 1.0
T4 Ligase 0.5

10 min bei 25 °C

10.5 Transformation

Fiir die Transformation der Plasmide wurden zuerst 50 uL kompetente Zellen auf Eis aufgetaut.
AnschlieBend wurde 0.5 — 2 pL Plasmid hinzugegeben, sanft resuspendiert und dann fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Die Losung wurde fur 30s einem Hitzeschock von 42 °C im Thermomixer
ausgesetzt. Es folgte fir 2 min eine Inkubation auf Eis und danach wurden 500 pL vorgewarmtes
LB-Medium (siehe Kapitel 10.3, kein Antibiotikum) hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 60 min
bei 37 °C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert. Die Lésung wurde auf vorgewarmte Agar-
Platten ausplattiert und bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden separierte Kolonien
gepickt und fur 5 mL-Vorkulturen verwendet. Aus diesen konnten dann nach einem weiteren Tag
Inkubation (siehe Kapitel 10.7.1) Kryokulturen hergestellt werden (920 uL Vorkultur + 80 uL
DMSO, schockfrieren in flissigem Stickstoff und Lagerung bei -80 °C) und Plasmide fiir eine

Sequenzierung isoliert werden (siehe Kapitel 10.6).

10.6 Plasmidsequenzierung

Bevor die DNA-Sequenz mittels Sanger-Methode bestimmt werden konnte, musste das Plasmid
aus den E. coli-Zellen isoliert werden. Dafiir wurde eine 5 mL-Vorkultur genutzt und das Protokoll

entweder von Qiagen mit dem dazugehdrigen QIAprep Spin Miniprep Kit oder von New England
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BioLabs® mit dem dazugehoérigen Monarch® Plasmid Miniprep Kit verwendet. Die Sequenzierung
der aufgereinigten Plasmide wurde von der Firma Eurofins Scientific SE durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Nukleotidsequenz erfolgte durch Kapillarelektrophorese von fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmenten an einem ABI 3730XL Gerat. Es wurden die von Eurofins Scientific SE

angebotenen Standardprimer verwendet.

10.7 Proteinexpression

10.7.1 Cbh9A CBM3bWT und Cbh9A CBM3bN126W

Die Expression der Proteine Cbh9A CBM3b"WT und Cbh9A CBM3bN'26W erfolgte nach dem Protokoll
von Jindou et al. [189]. Beide Proteine wurden analog mit einem Hiss-Tag exprimiert und gereinigt.
E. coli Tuner(DE3) Zellen dienten als Host fur das Plasmid pET-28a. Einer durch bereits aus
vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe ,Analytische Chemie” von Prof. H. M. Mdller
bestehenden Kryokultur wurde eine Probe entnommen, welche fiir die Vorkultur genutzt wurde.
Die Vorkultur (LB-Medium, 10 mM Glucose und 50 pg/mL Kanamycin) wurde bei 37 °C und
160 rpm Uber Nacht geschiittelt und anschliefRend 10 min bei 5.000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Zellpellet mit frischem Medium (LB-Medium oder
M9-Medium) resuspendiert und anschliefend in die Hauptkultur (LB-Medium oder M9-Medium)
Uberfuhrt. Die Zellen wurden weiterhin bei 37 °C inokuliert, bis eine optische Dichte bei
600 nm (ODeoo) von 0.6-0.8 erreicht war. Bei der ILV-Markierung der Proteine wurden bei einem
ODgoo-Wert von 0.4 zusitzlich 2-Oxobutansidurehydrat-4-13C (Natriumsalz) und 2-Oxo-3-13C-
Methyl-butansiurehydrat-4-13C (Natriumsalz) hinzugegeben [64, 392]. Die Induktion der
Expression erfolgte durch IPTG, welches zu einer Zielkonzentration von 1 mM dazugegeben
wurde. Die Zellsuspension wurde tGber Nacht bei 37 °C und 110 rpm geschiittelt und am nachsten
Tag fiir 15 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
wurde entweder direkt fir den darauffolgenden Aufschluss verwendet oder in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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10.7.2  Integrin- und Paxillin-Konstrukte

Die Expressionsablaufe der Integrin- und Paxillin-Konstrukte erfolgten nahezu analog zu dem in
Kapitel 10.7.1 beschriebenen Protokoll. Die dazugehorigen Zellstimme, Plasmide und die

Expressionsbedingungen fiir alle Proteine sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8 | Ubersicht iiber alle verwendeten Konstrukte und deren Expressionsbedingungen

Protein Stamm Vektor Tag cere [MM]  t[h] TI[°C]
Cbh9A CBM3bWT Tuner(DE3) pET-28a Hiss 1.00 16 37
Cbh9A CBM3bN126W Tuner(DE3) pET-28a  Hise 1.00 16 37
Integrin-p1 Tuner(DE3) pET-24a Hise-SUMO 1.00 16 30
Integrin-p3 BL21(DE3)  pET-24a Hiss-SUMO 050 5-7 30
Integrin-B3ARGT Tuner(DE3) pET-24a Hise-SUMO 050 5-7 30
Paxillin LIM3 BL21(DE3) pET-24a  Hise-SUMO 050 5-7 30
Paxillin LIM2/3 BL21(DE3) pET-24a  Hise-SUMO 050 5-7 30
Paxillin LIM2/3 GAGNG  Tuner(DE3) pET-24a Hise-SUMO 050 5-7 30
Paxillin LIM2/3 SGSGSGS Tuner(DE3) pET-24a Hise-SUMO 050 5-7 30

10.8 Proteinreinigung

10.8.1  SDS-PAGE

Um sowohl den Erfolg der Expression als auch die Qualitdt der Proteinreinigung kontrollieren zu
konnen, wurden von den entsprechenden Proben jeweils 10 uL entnommen und fiir eine SDS-
PAGE nach U. Laemmli verwendet [393]. In dieser Arbeit wurde mit der Tricin-SDS-PAGE-Methode
nach H. Schagger gearbeitet [394]. Die Proben wurden mit 10 uL Ladepuffer (siehe Tabelle 9)
vermischt und fiir 10 min bei 95 °C im Thermomixer denaturiert (Eppendorf). Die Lésungen
wurden auf ein 10 %iges Gel (siehe Tabelle 10) aufgetragen und dann 40 min bei 15W
getrennt (Spannung und Stromstarke wurden durch das Gerat reguliert, um die Zielleistung zu
erhalten, PowerPac HC, Bio-Rad). Dabei war im Inneren der Elektrophoresekammer der Kathoden-
Puffer, wahrend sich im &uferen Raum der Anodenpuffer befand (siehe Tabelle 9). Als

GroBenreferenzierung wurden neben den Proben auch 5pL eines Standards mit
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Molekilgewichten bekannter GroRe aufgetragen (Broad Range Marker von Roti®-Mark oder Bio-
Rad, siehe Abbildung 38). Nach der Elektrophorese wurden die Gele bei zeitnah bendtigten
Ergebnissen mit der Imidazol-Zink-Methode gefarbt [395]. Dabei wurden sie zunachst in Wasser
gegeben, anschlieBend fiir 5 - 10 min in einer 0.2 M Imidazol-L6sung geschwenkt und danach in
einer 0.3 M Zinkchlorid-Losung gegen einen schwarzen Hintergrund gefarbt, da die Banden weil}
erschienen. Die Gele konnten dann mit 2 %iger Zitronensaure entfarbt und anschlieRend, bei
Bedarf, (ber Nacht mit kollodialer Blue Silver Stain-Losung (20 % v/v Methanol,
10 % v/v Phosphorsaure, 10 % w/v Ammoniumsulfat, 0.12 w/v Coomassie-Brilliant-Blau G-250)

gefarbt werden [396]. Die Entfarbung erfolgte mit VE-Wasser.

Tabelle 9 | Verwendete Puffer in der Tricin-SDS-PAGE

Chemikalie Ladepuffer  3x Gelpuffer Kathodenpuffer Anodenpuffer
Bromphenolblau (w/v) 0.04 % - - -
DTT (w/v) 2.00 % - - -
EDTA 25mM - - -
Glycerol (w/v) 20.00 % - - -
SDS (w/v) 4.00 % 4.00 % 1.00 % -
TRIS 100 mM 300 mM 100 mM 100 mM
Tricin - - 100 mM -
pH 6.80 8.45 8.25 8.90

Tabelle 10 | Zusammensetzung der 10 %igen SDS-PAGE-Gele

Chemikalie Sammelgel Trenngel

30 % AB-3 (97 % Acrylamid +3 % N, N'- 400 pL 2000 pL

Methylenbisacrylamid)

3x Gelpuffer 750 plL 1000 pL
60 % Glycerol in H20 - 1000 pL
VE-Wasser 2000 pL 1000 pL
10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 20 pL 30 uL
N,N,N',N’'-Tetramethylethan-1,2-diamin 2 uL 3 uL
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Roti®-Mark Bio-Rad
Broad Range Marker Broad Range Marker
s — 212 kDa, Myosin S — 200 kDa, Myosin
— 118 kDa, B-Galactosidase
. — W — 116.3 kDa, B-Galactosidase
s — 66 kDa, Serumalbumin “.. — 97,4kDa, Phosphorylase b
— 43 kDa, Ovalbumin w. — 66,2 kDa, Serumalbumin
- —— 45,0 kDa, Ovalbumin
wws  —— 29 kDa, Carbonanhydrase
“sss —— 31,0 kDa, Carboanhydrase

— 20 kDa, Soja-Trypsin-Inhibitor — 9.5 Toypshlitibitor

s —— 14,4 kDa, Lysozym
. —— 14 kDa, Lysozym . — 55 kDa, Aprotinin

Abbildung 38 | Molekulargewichte der verwendeten GréRenmarker fiir die SDS-PAGE

10.8.2 Zellaufschluss

Um das Zielprotein isolieren zu kénnen, wurden zuerst die gefrorenen Zellpellets auf Eis aufgetaut
und anschlieBend mit Lysepuffer im Verhaltnis 1:5 (w/v) resuspendiert (Zusammensetzungen aller
Lysepuffer siehe Tabelle 11). Die Homogenisierung erfolgte mit Hilfe des Potter-Elvehjem-
Verfahrens [397]. Der Zellaufschluss wurde mit einem Hochdruck-Homogenisator Emulsiflex-
C3 (Avestin) fur drei Minuten bei 1.500 bar durchgefiihrt. Flr die Separation der I6slichen von den
unldslichen Zellbestandteilen wurde das Zelllysat bei 100.000x g und 4 °C fir 20 Minuten
ultrazentrifugiert (Beckman Coulter AvantiJ-301 mit JA 30.50 Ti Rotor). Der Uberstand wurde

mittels eines 0.45 UM Polyester-Filters mit Glasfaservorfilter (Chromafil®) steril filtriert.
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Tabelle 11 | Zusammensetzung der Lysepuffer

Chemikalie CBM-Konstrukte Integrin-B1 Integrin-B3 Paxillin-Konstrukte
NacCl 300 mM 300 mM 300 mM 300 mM
TRIS 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
ZnS0O4 - - - 0.1 mM
DTT - - - 2mM
SIGMAFAST™ 1:10 (v/v) 1:10 (v/v) 1:10 (v/v) 1:10 (v/v)
AEBSF - - 2mM -
DNase | Spatelspitze - - Spatelspitze
0.5 M Mgcl; 1:100 (v/v) - - 1:100 (v/v)
0.1 M CaCl; 1:100 (v/v) - - 1:100 (v/v)
pH 7.5 8.0 8.0 8.0
10.8.3 Chromatographische Reinigung

Fiir die Proteinreinigung wurde ein Akta Purifier System von GE Healthcare verwendet. Bei allen
Reinigungsschritten wurde die UV-Absorption bei 280 nm beobachtet. Die benutzten Puffer fir

die einzelnen Reinigungen befinden sich in Tabelle 12 bis

Tabelle 14. Fiir die Kontrolle der Aufreinigungsqualitdt der einzelnen Reinigungsschritte wurde
anschliefend eine SDS-PAGE (siehe Kapitel 10.8.1) durchgefiihrt. Dafiir wurden Proben von 10 plL
des aufgetragenen Zelllysats, des Durchflusses der ersten Affinitdtschromatographie sowie allen
proteinenthaltenden Fraktionen der Reinigungsschritte entnommen und bei -20 °C gelagert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mithilfe des Lambert-Beer-Gesetzes

errechnet [398]:
A=¢-c-d Glg.9

A = Absorption (bestimmt bei 280 nm mit Cary 50 Photometer, Varian), € = Molarer Extinktionskoeffizient (bestimmt unter Zunahme der

Aminosauresequenz mit EXPASy ProtParam tool [385]), c = Konzentration, d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)
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Abbildung 39 | Elutionsgradienten der ersten Affinititschromatographie der A) CBM-Konstrukte und B) der
Integrin- und Paxillin-Konstrukte.

Da alle verwendeten Konstrukte mit einem Hise-Tag versehen waren, wurden die steril filtrierten
Zelllysate nach dem Aufschluss mit einer Flussrate von 2 mL/min auf eine mit Laufpuffer
equilibrierte HisTrap HP-Saule (GE Healthcare) geladen. Die Sdule wurde daraufhin so lange mit
Laufpuffer gesplilt, bis ein konstantes UV-Signal erreicht war. Anschliefend wurden die CBM-
Konstrukte mittels eines Imidazol-Stufengradienten eluiert. Bei den weiteren Konstrukten wurde
ein teilweise linearer Imidazol-Gradient verwendet (siehe Abbildung 39).

Die proteinenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und fiir den proteolytischen Verdau
Uber Nacht auf das vierfache Volumen mit Laufpuffer verdiinnt. Fir die Abspaltung des Hise-Tags
der CBM-Konstrukte wurde Thrombin (1 mg pro 10 mg Protein) und fir alle weiteren Konstrukte
mit Hise-SUMO-Tag ULP1 (0,4 mg) und eine Spatelspitze DTT verwendet. Durch eine zweite
Affinitatschromatographie konnte das native vom ungeschnittenen Protein sowie den Proteasen
und den Fusionspartnern separiert werden. Es erfolgte eine Aufkonzentration der Probe auf 2 bis
3 mL mithilfe einer Amicon-15-Ultrafiltrationseinheit (Ausschlussgrenze 3 kDa, Merck), damit
anschlieBend die Probe mit 1 mL/min auf eine zuvor mit GPC-Puffer equilibrierte HiLoad 16/600
Superdex-Saule (GE Healthcare) geladen und gleichzeitig eluiert werden konnte. Die
proteinenthaltenden Fraktionen wurden erneut vereint und entweder zur direkten weiteren
Verwendung mit einer Amicon-4-Ultrafiltrationseinheit (Ausschlussgrenze 3 kDa, Merck)

aufkonzentriert oder bei 4 °C (Kurzzeit) / - 80 °C (Langzeit) gelagert.
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Tabelle 12 | Zusammensetzung der Reinigungspuffer fiir die CBM-Konstrukte

Chemikalie Laufpuffer Elutionspuffer GPC-Puffer
NacCl 300 mM 300 mM 150 mM
TRIS 50 mM 50 mM -
Naz;HPO4 - - 50 mM
Imidazol - 500 mM -
pH 7.5 7.5 6.5
Tabelle 13 | Zusammensetzung der Reinigungspuffer fiir die Integrin-Konstrukte
Chemikalie Laufpuffer Elutionspuffer GPC-Puffer
NacCl 300 mM 300 mM 150 mM
TRIS 50 mM 50 mM -
Na;HPO4 - - 50 mM
Imidazol - 500 mM -
pH 8.0 8.0 7.5
Tabelle 14 | Zusammensetzung der Reinigungspuffer fiir die Paxillin-Konstrukte

Chemikalie Laufpuffer Elutionspuffer GPC-Puffer
NacCl 300 mM 300 mM 150 mM
TRIS 50 mM 50 mM -
NaHPO4 - - 50 mM
ZnS04 (nur Paxillin- 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM
Konstrukte)

DTT 2mM 2mM 2mM
Imidazol - 500 mM -
pH 8.0 8.0 7.5
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10.9 Synthese der Protein-Polymer-Konjugate

Alle Synthesen der hier vorgestellten Protein-Polymer-Konjugate wurden von Frau M. Sc. Maria
Mathieu-Gaedke in der Arbeitsgruppe ,Polymermaterialien und Polymertechnologien” von

Prof. Alexander Boker am Fraunhofer Institut fir Angewandte Polymerforschung (Fraunhofer IAP)

in Golm durchgefiihrt.

NIPAM
CuBr/Me;TREN

CBM-PNIPAmM

L J/

Grafting-to Approach

+

2 5.5 NIPAmM o
2RO i i g WS]JSKLORH
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o

Abbildung 40 | Allgemeines Schema iiber die verwendeten Synthesen der Protein-Polymer-Konjugate von
Frau M Sc. Maria Mathieu-Gaedke. A) grafting from Methode. B) grafting to Methode.

10.9.1 Synthese des Makroinitiators (CBM-MI)

N-2-bromo-2-methylpropanoyl-B-alanine N’-oxysuccinimide ester (NHS-BiBa) wurde nach der
Methode von Murata et al. synthetisiert [399]. Aufgereinigtes Cbh9A CBM3bN2®W in GPC-Puffer
wurde mit 0.1 M Carbonat/Bicarbonat-Puffer (pH 10.0) auf einen pH-Wert von 9.0 eingestellt.
AnschlieBend wurde NHS-BiBa im 25-fachen Uberschuss pro Lysin (10 vorhandene Lysine in
Cbh9A CBM3bN126W) zur Proteinlésung gegeben und bei 20 °C fir 4 h gerihrt. Das Rohprodukt

wurde mittels Dialyse (3.5 kDa Ausschlussgrenze) gegen GPC-Puffer gereinigt.
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10.9.2 Synthese der CBM-PNIPAm-Konjugate via grafting-from

Eine Losung von CBM-MI wurde zusammen mit N-Isopropylacrylamid (NIPAm) in einen Schlenk-
Kolben gegeben, verschlossen und fir 30 min mit Stickstoff gespult. Parallel wurde in einem
zweiten Schlenk-Kolben die Prozedur mit Kupferbromid (CuBr) und Tris(2-dimethylamino-
ethyl)amin (MesTREN) in Phosphatpuffer (pH 7.4) durchgefiihrt. Das Verhaltnis der
Reaktionspartner Lysin:Monomer:CuBr:MesTREN betrug 1:100:7:10 bzw. 1:10:7:10, abhangig von
der gewlinschten Kettenldnge. Die Polymerisation wurde durch Zugabe der CBM-MI/Monomer-
Losung zur Katalysator/Ligand-Losung mittels Spritze initiiert und fir eine weitere Stunde bei 0 °C
rihren gelassen. Das Rohprodukt wurde mittels Dialyse (3.5 kDa Ausschlussgrenze) gegen GPC-

Puffer gereinigt.

10.9.3 Synthese der CBM-PNIPAm-Konjugate via grafting-to

PFP-funktionalisiertes RAFT-CTA wurde nach der Methode nach Wang et al. und Haridharan et al.
synthetisiert [400, 401]. Die Polymerisation wurde in 1,4-Dioxan mit AIBN als Initiator fir 2.5 h bei
70 °C unter inerten Bedingungen durchgefiihrt. Je nach gewiinschter Kettenlange wurden
Verhaltnisse von NIPAmM:CTA:AIBN von 10:1:0.1 oder 100:1:0.1 verwendet. Nach erfolgreicher
Polymerisation wurde das Polymer in kaltem Diethylether prazipitiert und im Vakuum getrocknet.
Fur die Konjugation an Cbh9A CBM3bN'?%W wurden das Protein und PFP-PNIPAm in GPC-Puffer mit
einem pH-Wert von 7.4, 8.2 oder 9.0 gel6st. Das Verhaltnis von Protein:Polymer wurde bei 1:50
gehalten und die Losung wurde zu einer Zielkonzentration von 0.5 mg/mL verdiinnt. Nachdem die
Reaktionsmischung tiber Nacht bei 12 °C rihrte, wurde sie zentrifugiert, um festes Giberschiissiges
Polymer abzutrennen und anschlieBend mittels eines 0.22 uM Polyvinylidenfluorid-
Spritzenfilters (PVDF)  filtriert. Es erfolgte ein finaler  Reinigungsschritt  mittels

Gelpermeationschromatographie.
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10.10 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden an einem J-815 CD-Spektrometer der Firma Jasco aufgenommen. Die
Proben wurden mittels einer Amicon-4-Ultrafiltrationseinheit (Ausschlussgrenze 3 kDa, Merck) in
einen Puffer mit einer geringeren Salzkonzentration umgepuffert (50 mM NaCl, 50 mM Na;HPQ,,
pH 7.5). Die Probenkonzentration wurde auf 1 mg/mL eingestellt. Die Messungen wurden bei
25°C durchgefihrt und es wurden 0.1 mm Kiivetten genutzt bei einem gewahlten

Aufnahmebereich von 180 bis 250 nm.

10.11 Massenspektrometrie

10.11.1 Probenpriparation

Fir die ESI-MS- und ESI-MSMS-Messungen wurden die Proben mittels einer ZipTipcis-
Pipettenspitze (Merck) entsalzt. Dazu wurde die Spitze zuerst mit viermal 10 pL Acetonitril
equilibriert und zehnmal mit 10 uL 1 %iger Methansaure gewaschen. Danach wurden 10 uL der
Probe (Gesamtvolumen 25 pL) zehnmal immer wieder zur Beladung der C1s-Saule aufgezogen, und
die Sdule wurde erneut zehnmal mit 1 %iger Methansaure gewaschen. Final wurde das Protein
mit der Elutionslésung (1 % HCOOH, 50 % CH3CN in ddH,0) von der S&ule eluiert (zehnmal in 5 pL)

und somit auf die flinffache Konzentration gebracht.

10.11.2 ESI-MS/ESI-MSMS

Alle ESI-MS-Spektren wurden mittels eines maXis ESI-Q-TOF Massenspektrometers (Bruker
Daltonics) mit der positiven Elektrospray-lonisations-Methode gemessen. Die angelegte
Kapillarspannung  betrug 4kV, die Quelltemperatur lag bei 80°C und die
Desolvatationstemperatur bei 180 °C. Das Desolvatationsgas (Stickstoff) wurde bei einer Flussrate
von 4 L/min auf 180 °C erhitzt. Als Referenzsubstanz wurde APCI tuning mix (Agilent) bei einer
Auflésung von 30.000 verwendet. Die Messbedingungen wurden fir jede Probe optimiert und
anschliefend konnten Massenspektren aufgenommen werden. Diese wurden zur Bestimmung
der intakten Proteingewichte und idealen m/z-Werte far die CID-

Fragmentierung (kollisionsinduzierte Dissoziation) genutzt. Nach Auswahl eines spezifischen
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Ladungszustandes als Vorlaufer-lon fiir die Experimente wurden Einstellungen fiir ein optimales
Fragmentationsmuster mit einer hohen Anzahl an MS2 Fragment-lonen gewahlt. Das Vorlaufer-
lon wurde im CID-Modus mit einer Kollionsenergie zwischen 10 —200 eV aktiviert, bis die
gewlnschte relative Haufigkeit fir die Detektion der b- und y-lonen erreicht war. Die mehrfach
geladenen Peptid-lonen wurden als Vorldaufer-lonen fir den entsprechenden Massenbereich
gewahlt. Die MS/MS-Spektren wurden Uber 16 Messungen fir jeden Kollionsenergie-
Schritt (0.2 min) gemittelt und drei Mal wiederholt. Die Sequenzen der verschiedenen
Peptide (Hydrolyseprodukte, Modifizierungsaddukte) wurden mittels des Sequenz-Editor-
Algorithmus der DataAnalysis 4.2 Software (Bruker) ausgewertet. Fiir die Korrelation der MS/MS-

Spektren mit den Aminosaure-Sequenzen wurde die Software Biotools (Bruker) genutzt.

10.11.3 HPLC-MS

Fir die quantitative Bestimmung von verschiedenen Peptiden in einer Mischung wurde eine
Kombination aus Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) an einem Agilent 1260
System (Bindre Pumpe mit Entgaser, Probenwechsler, temperaturkontrollierter Sdulenbereich
und Multiwellenlangen-Detektor, Software: Hystar, Agilent) und Elektrospray-lonisation-
Massenspektrometrie (ESI-MS) an einem maXis ESI-Q-TOF Massenspektrometer (Software:
DataAnalysis 4.2, Bruker Daltonics) genutzt. 2 uL Probe wurden bei 25 °C mit einer Flussrate von
0.2 yuL/min auf eine vorequilibrierte (98 % H,0, 2 % CHsCN/0.1 % HCOOH) Umkehrphasen-Cis-
Sadule (Poroshell 120) aufgetragen. Der lineare Gradient startete fiir 5 min bei 2 % CH3CN und stieg
danach in 17 min auf 100 %. Diese Konzentration wurde fiir 5 min konstant gehalten, bis sie
danach 8 min lang auf 2 % reduziert und schlieflich noch fir 5 min konstant gehalten wurde.
Zwischen den einzelnen Laufen wurde immer ein Blindlauf durchgefiihrt. Nach der HPLC wurden
die Proben mit ESI-MS gemessen. Die Elektrospray-lonenquelle befand sich im positiven Modus.
Die Kapillarspannung betrug 4 kV. Das Desolvatationsgas (Stickstoff) wurde bei einer Flussrate von

8 mL/min auf 180 °C erhitzt.
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10.12 NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Experimente wurden an einem Bruker Avance Ill 600 MHz (Bruker Biospin),
ausgestattet mit einem Doppelresonanz-Breitband-Probenkopf mit Z-Gradienten (BBI) oder
einem H/C/N-Tripelresonanz-Breitband-Probenkopf mit Z-Gradienten (TXI), oder an einem Bruker
Avance NEO 500 MHz, ausgestattet mit einem H/C/N-Tripelresonanz-Kryoprobenkopf Prodigy,
durchgefiihrt. Wenn nicht anders ausgewiesen, wurden alle Spektren bei 25 °C aufgenommen. Fiir
die Aufnahme und Auswertung der Spektren wurde die Software TopSpin (Versionen 2.1, 3.6 oder
4.0, Bruker) und das Programm CARA (Version 1.9.1.5.) genutzt [402]. Die Berechnung der Kj-
Werte wurde mit Hilfe der Software OriginPro® 2018b (Version b9.5.5.409, OriginLab®)
durchgefiihrt. Den Proben mit einem Volumen von 550 pL, welche sich im entsprechenden GPC-
Puffer befanden, wurden 5 % D,0 sowie 50 uM 4,4-Dimethyl-silylpentan-1-sulfonsdure (DSS) als
Referenzsubstanz zugesetzt. Die Messungen erfolgten in einem 5mm NMR-RAhrchen
(automatisiertes 1D-Shimming) oder bei sehr geringer Probenkonzentration nach der
Aufkonzentration auf 160 pL in einem 3 mm NMR-R6hrchen (automatisiertes 3D-Shimming) der
Firma Deutero. Aufgenommen wurden sowohl eindimensionale H-Spektren (Pulsprogramm:
zgesgp) als auch zweidimensionale *H->N-HSQC-Spektren (Pulsprogramm: hsqcetf3gpsi) und *H-
13C-HMQC-Spektren (Pulsprogramm:  hmqcetgpsi.2). Die Anzahl der aufgenommenen
Datenpunkte betrug in der *H-Dimension 1024 oder 2048 und in der **N- bzw 1*C-Dimension 128
oder 256. Als Aufnahmemodus wurde DQD (digital quadrature detection) verwendet und fiir die
Fourier-Transformation erfolgte eine vorwarts lineare Vorhersage komplexer Datenpunkte in der
indirekten Dimension. Fir die CSP-Experimente wurde zuerst ein H-1>N-HSQC-Spektrum der *N-
markierten Probe als Referenz aufgenommen und anschlieBend der unmarkierte Partner in
definierten Schritten dazu titriert, wahrend nach jedem Titrationsschritt erneut ein Spektrum mit
gleichen Messparametern aufgenommen wurde. Fiir die Untersuchungen an der Calcium-
Bindestelle der CBM-Konstrukte wurde den Proben Stammlésungen von EDTA bzw. CaCl,, gelost
im GPC-Puffer, zugesetzt. Fir die Cellulose-Bindestudien wurden kommerziell erhaltliche

Cellobiose, Cellotetraose und Cellohexaose (Megazyme) in GPC-Puffer gel6st verwendet.
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12 Anhang

12.1 Material und Methoden

12.1.1 Proteinsequenzen

Hise-Tag + Thrombin-Schnittstelle

10 20
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH
Hise-SUMO-Tag

10 20 30 40 50 60
MGHHHHHHGS DSEVNQEAKP EVKPEVKPET HINLKVSDGS SEIFFKIKKT TPLRRLMEAF

70 80 90 100 106
AKRQGKEMDS LRFLYDGIRI QADQTPEDLD MEDNDIIEAH REQIGG

Cbh9A CBM3b"T (In der Arbeit verwendete Sequenz in rot entsprechend der in [192])

30 40 50 60 70 80
10 20 30 40 50 60
MDVKVQYLCE NTQTSTQEIK GKENIVNTGN RDYSLKDIVL RYYFTKEHNS QLQFICYYTP

90 100 110 120 130 140
70 80 90 100 110 120
IGSGNLIPSF GGSGDEHYLQ LEFKDVKLPA GGQTGEIQFV IRYADNSEFHD QSNDYSFDPT

150 160 166

130 140 146
TKAFQDYGKV TLYKNGELVW GTPPGG
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Cbh9A CBM3bN?%W (In der Arbeit verwendete Sequenz in rot entsprechend der in [192])

30 40 50 60
10 20 30 40

70 80
50 60

MDVKVQYLCE NTQTSTQEIK GKENIVNTGN RDYSLKDIVL RYYFTKEHNS QLOQFICYYTP

90 100 110 120
70 80 90 100

130 140
110 120

IGSGNLIPSF GGSGDEHYLQ LEFKDVKLPA GGQTGEIQFV IRYADWSFHD QSNDYSFDPT

150 160 166
130 140 146
IKAFQDYGKV TLYKNGELVW GTPPGG

Integrin-B1 (UniProtKb — P05556 in rot, Klonierungsartefakte in violett)

758 763 773 783 793 798
10 20 30 40 45
RPDPHDRREF AKFEKEKMNA KWDTGENPIY KSAVTTVVNP KYEGK

Integrin-B3 (UniProtkKb — PO5106 in rot, Klonierungsartefakte in violett)
748 753 763 773 783 788

10 20 30 40 45
RPDPHDRKEF AKFEEERARA KWDTANNPLY KEATSTFTNI TYRGT

Integrin-B3ARGT (UniProtKb — P0O5106 in rot, Klonierungsartefakte in violett)

748 753 763 773 783 785
10 20 30 40 42
RPDPHDRKEF AKFEEERARA KWDTANNPLY KEATSTFTNI TY

Paxillin LIM3

(UniProtkKb — P49023 a-Isoform in rot, Klonierungsartefakte in violett, Nef-Tag in orange)

449 459 469 479
10 20 30 40

489 499
50 60

PKCGGCARAI LENYISALNT LWHPECFVCR ECFTPFVNGS FFEHDGQPYC EVHYHERRGS

67
G
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Paxillin LIM2/3
(UniProtkb — P49023 a-Isoform in rot, Klonierungsartefakte in violett, Nef-Tag in orange)

389 399 409 419 429 439
10 20 30 40 50 60
SPRCYYCNGP ILDKVVTALD RTWHPEHFFC AQCGAFFGPE GFHEKDGKAY CRKDYFDMFA

449 459 469 479 489 499
70 80 90 100 110 120
PKCGGCARAT LENYISALNT LWHPECFVCR ECFTPFVNGS FFEHDGQPYC EVHYHERRGS

127
G

Paxillin LIM2/3 GAGNG
(UniProtkb — P49023 a-Isoform in rot, Klonierungsartefakte in violett, Nef-Tag in orange,
Mutationssequenz in blau)

389 399 409 419 429 439
10 20 30 40 50 60
SPRCYYCNGP ILDKVVTALD RTWHPEHFFC AQCGAFFGPE GFHEKDGKAY CRKDYFDMFA

449 459 469 479 489 499
70 80 90 100 110 120
PKCGGCARAT LENYISALNT LWHPECFVCR ECFTPGAGNG EHDGQPYCEV HYHERRGS

125
G

Paxillin LIM2/3 SGSGSGS
(UniProtkb — P49023 a-Isoform in rot, Klonierungsartefakte in violett, Nef-Tag in orange,
Mutationssequenz in blau)

389 399 409 419 429 439
10 20 30 40 50 60
SPRCYYCNGP ILDKVVTALD RTWHPEHFFC AQCGAFFGPE GFHEKDGKAY CRKDYFDMFA

449 459 469 479 489 499
70 80 90 100 110 120
PKCGGCARAI LENYISALNT LWHPECFVCR ECFTPSGSGS GSEHDGQPYC EVHYHERRGS

127
G
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12.2  Ergebnisse und Diskussion

12.2.1 Molekulare Erkennung von Cellulose und Cellulose-Fragmenten
durch Cellulose-Bindemodule

12.2.2  Expression & Reinigung der Cbh9A CBM3b-Konstrukte

2500 - 50 CBM3b Cbh9A
5 1 MW [kDa] M|N126W|N105W
<
E, 2000 - 40 5 212 mm
£ o 118 mm
c

1500 4 r\ I m
o 30 £ 66 mm
‘© = 43 mm
2 1000 o
c 20 2
2 500 —_
2| | 10 % 20 o=
o
. 0+~ 0 14 == S ..

0 10 20 30 40 50 60
Elutionsvolumen [mL]
Abbildung 41 | A) Chromatogramm der zweiten Ni2*-Affinitdtschromatographie von

Cbh9A CBM3bMN'?%W (schwarz) mit dazugehériger Konzentration an Elutionspuffer (rot). B) SDS-PAGE-Gel
vor (18.7 kDa) und nach dem Verdau mit Thrombin (16.6 kDa) mit aufgetragenem GréoBenmarker (M).
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12.2.3  Untersuchung der Cellulose-Bindeeigenschaft der
Cbh9A CBM3b Konstrukte
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Abbildung 42 | Uberlagerung der *H->N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM"'?*W yor (schwarz) und nach Zugabe

von 30 mM Cellobiose (rot).
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Abbildung 43 | Uberlagerung der *H-13C-HMQC-Spektren von Cbh9A CBMN28W yor (schwarz) und nach Zugabe

von 5 mM Cellobiose (rot).
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Abbildung 44 | A) Uberlagerung der *H->N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBMW™ vor (schwarz) und nach Zugabe
von 18 mM Cellotetraose (rot). B) CSPs in Abhidngigkeit der jeweiligen Aminosdurereste. C) Titrationskurve
von ausgewdhlten Aminosdureresten mit dazugehoriger Fittingkurve gemaf one site binding nach Glg. 8.
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Abbildung 45 | A) Uberlagerung der 'H-'*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBMV!2W vyor (schwarz) und nach

Zugabe von 24 mM Cellotetraose (rot). B) CSPs

in Abhdngigkeit der jeweiligen Aminosaurereste.

C) Titrationskurve von ausgewdhlten Aminosdureresten mit dazugehoériger Fittingkurve gemiB one site
binding nach Glg. 8. D) Uberlagerung der *H-*C-HMQC-Spektren von Cbh9A CBM"12W yor (schwarz) und nach

Zugabe von 5 mM Cellotetraose (rot).
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12.2.4 Untersuchung der Calcium-Bindestelle
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Abbildung 46 | Uberlagerung der *H-'>N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM™T vor (schwarz) und nach Zugabe von
5 mM Calciumchlorid (rot).
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Abbildung 47 | Uberlagerung der *H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBM"'26W vor (schwarz) und nach Zugabe
von 5 mM Calciumchlorid (rot)
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Abbildung 48 | Uberlagerung der *H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBMN!2W yor (schwarz) und nach Zugabe
von 250 uM EDTA (rot) und 5 mM Calciumchlorid (blau).

12.2.5 Cbh9A CBM3b als Modell fiir Protein-Polymer-Konjugate
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Abbildung 49 | Uberlagerung der 'H->N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBMV“2W nach Konjugation mit
100 Wiederholeinheiten PNIPAm (schwarz) und von reinem PNIPAm (rot).
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Abbildung 50 | Uberlagerung der H-*N-HSQC-Spektren von Cbh9A CBMN28W nach PNIPAm-Konjugation bei

pH-Wert 7.4 (schwarz), 8.2 (rot) und 9.0 (blau).

164



12 - Anhang

Interaktionsstudien zwischen den zytoplasmatischen

Domanen von Integrin-1/83 und dem fokalen
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12.3
Adhasionsprotein Paxillin
12.3.1 Expression- und Reinigungsstrategien
12.3.1.1 Paxillin-Konstrukte
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Abbildung 51 | UV/Vis-Chromatogramm
dazugehdriger Konzentration an Elutionspuffer (rot) von Paxillin LIM2/3 GAGNG. B) SDS-PAGE-Gel der zweiten
Ni?*-Affinitatschromatographie mit GroBenmarker (M) und proteinenthaltenen Fraktionen (4 — 22).

der zweiten

|

14

Ni2*-Affinitatschromatographie (schwarz)

mit

12.3.1.2 Proteolytischer Abbau der zytoplasmatischen Domine von Integrin-f33

Tabelle 15 | Exakte Massen von Integrin-B3, den Degradationprodukten und AEBSF-Addukten

Fragment Summenformel Theoretische Masse Gemessene Masse  Abweichung
5357 Ca3eH3s8 N70O74 [766.2416]™ [766.2394]7 0.4
5042 C224H336 N62O70 [721.3601]7* [721.3581]™ 0.4
4450 Cig97H296 N5gOe1 [742.7046]°" [742.7028]°" 0.4
3685 Ci63H244 N5oOag [615.3096]°* [615.3076]°%" 0.5
3523 Ci54H235 N4gOay [588.1323]°%* [588.1306]°* 0.4
2827 Ci23H187 N35042 [566.2787]°" [566.2771]°* 0.6
2797 C124H188 N4gOs3s [467.2433]°%" [467.2404]5* 1.0
5540 Ca44H367 N71076S1 [792.8142]7* [792.8192]7* -0.9
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Abbildung 52 | ESI-MS-Spektren von Integrin-B3 nach der Behandlung mit Roche cOmplete™
Proteaseinihibitoren nach der ersten Ni**-Affinititschromatographie (schwarz) und nach der
Gelpermeationschromatographie (rot).
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Abbildung 53 | ESI-MS-Spektren von Integrin-B3 nach der Behandlung mit SIGMAFAST™ Proteaseinhibitor
Cocktail nach der Gelpermeationschromatographie vom Hauptpeak (schwarz), von der Schulter des
Hauptpeaks (rot) und vom Hauptpeak nach der Behandlung wahrend des Zellaufschlusses mit AEBSF (blau).
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Abbildung 54 | ESI-MS-Spektren von Integrin-B3 nach der Behandlung mit SIGMAFAST™ Proteaseinhibitor
Cocktail und einer Woche Lagerung bei 4 °C ohne (schwarz) und mit Behandlung mit AEBSF (rot).
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Abbildung 55 | LC-Chromatogramme von unmodifiziertem (schwarz) und AEBSF-modifiziertem Integrin-
B3 (rot) nach Zugabe von A) drei Mal 2 mM AEBSF und B) einmal 2 mM AEBSF.

167



12 - Anhang

12.3.2 Interaktionsstudien von Integrin-1/83 mit der LIM2/3-Tandem-
Domane von Paxillin
12.3.2.1 Bindungsstudie der zytoplasmatischen Domine von Integrin-p3 mit der
LIM3-Domane von Paxillin
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Abbildung 56 | Uberlagerung der H-*N-HSQC-Spektren von Integrin-B3 vor (schwarz) und nach Zugabe von
900 1M Paxillin LIM3 (rot).
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12.3.2.2 Bindungsstudie der verkiirzten zytoplasmatischen Domane von

Integrin-B3 mit der LIM2 /3-Tandem-Doméne von Paxillin
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Abbildung 57 | A) Uberlagerung der *H-'>N-HSQC-Spektren von Paxillin LIM2/3 vor (schwarz) und nach Zugabe
von 840 uM Integrin-B3ARGT (rot). B) Uberlagerung der H->N-HSQC-Spektren von Integrin-B3ARGT
vor (schwarz) und nach Zugabe von 1050 uM Paxillin LIM2/3 (rot).
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Abbildung 58 | A) Uberlagerung der *H-'>N-HSQC-Spektren von Paxillin LIM3 vor (schwarz) und nach Zugabe
von 500 uM Integrin-B3ARGT (rot). B) Uberlagerung der H-'SN-HSQC-Spektren von Integrin-B3ARGT
vor (schwarz) und nach Zugabe von 1000 uM Paxillin LIM3 (rot).
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12.3.2.3 Bindungsstudie der zytoplasmatischen Domine von Integrin-f1 mit der

LIM2/3-Tandem-Domane von Paxillin
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Abbildung 59 | Uberlagerung der *H-'>N-HSQC-Spektren von Paxillin LIM2/3 vor (schwarz) und nach Zugabe

von 500 pM Integrin-B1 (rot).
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