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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Knochenmorphogenetische Proteine und die TGF-f8 Super-
familie

Bereits im Jahre 1965 wurde von M. Urist beobachtet, dass in Muskelgewebe von
Kaninchen und Ratten implantierte demineralisierte Knochenmatrix die Eigenschaft
hat, ektopes Knochenwachstum zu induzieren, also Zellen aus dem umliegenden
Gewebe einwandern und zu Osteoblasten differenzieren (Urist, 1965). Schon hier
wurden erste Parallelen gezogen zu von A. Moscona 1960 beschriebenen Phianome-
nen, dass undifferenzierte bewegliche Zellen von gewebespezifischen Faktoren dazu
veranlasst werden, zu migrieren und sich umzugruppieren (Moscona, 1960). Fiinf
Jahre spater konnten die Differenzierung zu Chondrozyten postnatal isolierter
mesenchymaler Muskelzellen auch aufderhalb des lebenden Organismus in Zellkultur
nachgewiesen werden, indem diese auf einer wie zuvor demineralisierten Kno-
chenmatrix kultiviert wurden (Nogami & Urist, 1970). Das Vorhandensein eines so-
genannten ,Morphogens” in der Knochenmatrix, also einem Signalmolekiil, das das
Schicksal einer Zelle wahrend der Musterbildung in der Entwicklung vielzelliger Le-

bewesen festlegt, schien bestatigt (Wolpert, 1969).

1979 gelang es schlief3lich Knochenwachstumsfaktoren, die sogenannten Bone Mor-
phogenetic Proteins oder kurz BMPs, aus demineralisierter Knochenmatrix zu isolie-
ren. Dabei war noch unklar, ob es sich um einen einzelnen Faktor oder ein Gemisch
mehrerer handelt (Urist et al., 1979). 1988 konnte von ]. M. Wozney die cDNA von
drei unterschiedlichen BMPs isoliert und die Proteine in Sauger- und E.coli Zellen

rekombinant hergestellt werden (Wozney et al., 1988).

Im Zuge dessen erfolgte die Zuordnung der bekannten BMPs zur Transforming
Growth Factor B (TGF-B) Superfamilie von extrazelluliren multifunktionellen
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (Ubersichtsartikel siehe: Massagué,
1987). Der Vergleich der Aminosduresequenzen mit anderen Mitgliedern der TGF-f3
Superfamilie zeigte eine grofe Ubereinstimmung, wobei sieben Cyteinreste hoch
konserviert sind. Auffallig war vor allem die hohe Sequenzidentitidt von BMP-2A und

-2B zu Decapentaplegic (Dpp) aus Drosophila melanogaster, was darauf schliefden



Einleitung

lasst, dass es sich dabei um Homologe handelt, wobei Decapentaplegic in die Ausbil-
dung der dorsal-ventralen Achse wahrend der Embryonalentwicklung involviert ist

(Padgett et al,, 1987; Wozney et al., 1988).

Schnell stieg die Zahl der zur TGF-f Familie gehorenden Proteine an und auch die
Anzahl der zelluldren Vorgange, in die sie involviert sind. So finden sich BMPs in na-
hezu allen Spezies, von Wiirmern und Insekten tber Reptilien bis hin zu Sdugetieren
und spielen entgegen ihrem Namen nicht nur bei der Bildung von Knochen und der
Regulation des Knochenwachstums eine Rolle (Ubersichtsartikel siehe: Reddi, 1997).
So wurde in Maus-Modell-Studien auch der Einfluss verschiedener BMPs auf Mono-
cyten, Epithelialzellen, mesenchymale und neuronale Zellen nachgewiesen (Uber-
sichtsartikel siehe: Balemans & Van Hul, 2002). Sie sind bereits kurz nach der
Befruchtung wahrend der Gastrulation unerldsslich und in die Festlegung der Kor-
perachsen, bei der Ausbildung der Organanlagen von Nieren, Darm, Lunge, Zdhnen,
Amnion und Hoden (Ubersichtsartikel siehe:Hogan, 1996a, 1996b; Graff, 1997;
Ebendal et al., 1998) sowie zahlreichen weiteren Prozessen wahrend der frithen
embryonalen Entwicklung involviert (Winnier et al., 1995) (Ubersichtsartikel siehe:
Hogan, 1996a). Nach der Geburt regulieren sie das Wachstum des Organismus und
sind flir die Gewebshomoostase und die Reparatur von Gewebeschdaden verantwort-
lich. Mit der Komplexitat des Organismus steigt dabei auch die Anzahl von Faktoren.
Wahrend bis zu einem Dutzend Mitglieder der TGF- Superfamilie bei den Nicht-
Vertebraten beschrieben wurden (Ubersichtsartikel siehe: Attisano & Wrana, 2002),
zahlen inzwischen mehr als 30 Faktoren bei den Vertebraten zur TGF- Superfami-
lie, die sich neben der Unterfamilie der BMPs/GDFs (Growth and Differentiation Fac-
tors) weiter aufgliedert in die Activin/Inhibin Subfamilie, die TGF-Bs und eine
Gruppe heterogener Faktoren (Newfeld et al, 1999) (Ubersichtsartikel siehe:
Kingsley, 1994; Sebald et al., 2004; Mueller & Nickel, 2012).
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1.2 Aufbau und Struktur der TGF-f Liganden

Die Expression aller Mitglieder erfolgt als Vorldauferproteine bestehend aus Signal-
peptid, Pro-Doméne und reifer Domédne (Urist et al.,, 1979). Signalpeptid und Pro-
Domane sind notwendig fiir die Sekretion und Prozessierung des Proteins und wer-
den von einer furin-dhnlichen Protease an einem -RXXR- Motiv proteolytisch von
der 100 bis 140 Aminosduren langen reifen Domdne abgespalten (Constam &

Robertson, 1999) (Ubersichtsartikel sieche: Massagué, 1990) (Abbildung 1).

Obwohl sich die einzelnen Faktoren der TGF-f Superfamilie auf molekularer Ebene
unterscheiden und teilweise eine Aminosauresequenz-Homologie von nur 32% auf-
weisen (Ubersichtsartikel siehe: Sebald et al., 2004), haben sie doch ein auffilliges
Strukturmerkmal gemeinsam. Ein Cystinknoten-Motiv, codiert durch die beiden
Konsensus-Sequenzen Cysz - X - Gly - X - Cysz und Cyss - X - Cyss, findet sich bei
jedem der Mitglieder wieder (Daopin et al., 1992; Schlunegger & Griitter, 1992)
(Ubersichtsartikel siehe: McDonald & Hendrickson, 1993). Dabei entstehen durch
kovalente Verkniipfung von Cysz und Cyss sowie Cysz und Cyss zwei Disulfidbriicken,
die einen aus acht Aminosauren bestehenden Ring bilden, durch den eine weitere
Disulfidbriicke der Cysteine 1 und 4 hindurch ragt. Der letztlich aktive signalgebende
Faktor entsteht, bis auf wenige Ausnahmen mit Lefty-1, -2, GDF-3, GDF-9 und
BMP-15, durch die kovalente Verkniipfung zweier Monomere tiber eine intermoleku-

lare Disulfidbriicke (Ubersichtsartikel siehe: Mueller & Nickel, 2012).

NH, il - ok -SRI coov
NH, — il - ror -SRI coon

Signal-
peptid

Pro-Domaéne reife Domane

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Pripro-Proteins nach Miiller & Nickel (Uber-
sichtsartikel siehe: Mueller & Nickel, 2012). Cysteine sind als gelbe Balken dargestellt.
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Trotz der bereits erwdhnten teilweise geringen Sequenzhomologie der einzelnen
Mitglieder der TGF-B Superfamilie, weisen die Tertidrstrukturen eine hohe Ahnlich-
keit auf. In der Grundarchitektur besteht jedes Monomer aus zwei 3-Faltblattern und
einer langen a-Helix. Die Anordnung dieser Sekundarstrukturelemente lasst sich mit
dem ,Linke Hand-Modell“ beschreiben (Daopin et al., 1992). Dabei stellen die beiden
B-Faltblatter jeweils einen Finger und der N-Terminus den Daumen dar. Die Knochel
(knuckle) bilden die Aufdenseiten der beiden p-Faltbldtter und die a-Helix das Hand-
gelenk (wrist). Die Handinnenseiten zweier Monomere schmiegen sich dabei, hydro-

phobe Bereiche einander zugewandt, ineinander (Abbildung 2).

A
Finger 2
<, /”’
\/2
( A ’ \\ Finger1
Handgelenk N
B

Abbildung 2: Darstellung der dreidimensionalen Struktur von BMP-2 aus verschiedenen Per-
spektiven (RCSB: 1ES7; Kirsch, Sebald, et al., 2000). Die beiden Monomere sind verschieden blau
eingefiarbt, C- und N-Termini sind entsprechend mit GrofRbuchstaben gekennzeichnet, Disulfidbrii-
cken sind in orange dargestellt. A Frontalansicht mit Beschriftung der einzelnen Strukturelemente
nach dem ,Linke Hand-Modell“. B Aufsicht mit Kennzeichnung der wrist- und knuckle-Epitope.

10
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Variationen in den Aminosduresequenzen finden sich daher hauptsachlich in den
weniger strukturierten Bereichen, wie den Schleifen der ,Fingerspitzen®, vor der a-
Helix und im N-terminalen Bereich, wie die Aufklarung der Struktur verschiedener
Liganden wie TGF-B2 (Daopin et al, 1992), TGF-B1 (Hinck et al, 1996), TGF-33
(Mittl et al,, 1996), BMP-7 (Griffith et al,, 1996), GDNF (Glial-Derived Neurotrophic
Factor) (Eigenbrot & Gerber, 1997), BMP-2 (Scheufler et al., 1999), GDF-5 (Nickel et
al, 2005), BMP-9 (Brown et al., 2005), Activin A (Harrington et al., 2006), BMP-3
(Allendorph et al., 2007) und BMP-6 (Saremba et al., 2008) zeigt.

1.3 Die Rezeptoren der TGF-3 Superfamilie

Die Mitglieder der TGF-3 Superfamilie vermitteln Signale in das Zellinnere nach Bin-
dung an Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren (H. Y. Lin et al., 1992; Franzen et al,
1993). Alle Rezeptoren dieser Familie sind aufgebaut aus einer N-terminalen extra-
zellularen Liganden-bindenden Domane, einer Transmembran-Domaéne und einer C-
terminalen cytoplasmatischen Serin/Threonin-Kinase-Domane (Abbildung 3A). Die
extrazellulairen Domanen weisen bis auf konservierte Cysteinmuster nur eine gerin-
ge Sequenzhomologie auf (Newfeld et al.,, 1999) (Ubersichtsartikel siehe: Kingsley,
1994).

Bisher wurden 12 humane Rezeptoren identifiziert, wobei sieben aufgrund ihrer
Funktion zu den Typ I- und fiinf zu den Typ II-Rezeptoren eingeteilt wurden
(Newfeld et al., 1999) (Ubersichtsartikel siehe: Manning et al., 2002) (Abbildung 3B).
Durch die Liganden-vermittelte Interaktion von Typ I- und Typ II-Rezeptoren ent-
stehen aktive Komplexe, die im Zellinneren eine Signalkaskade auslosen. Dabei in-
volviert ist unter anderem die Phosphorylierung des Typ [-Rezeptors an einer stark
konservierten, unmittelbar vor der Kinase-Domane befindlichen GS-Box durch einen

Typ II-Rezeptor (Wrana et al.,, 1994; Wieser et al., 1995).

11
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A  Typl-Rezeptor Typll-Rezeptor B

NH, Alk-1

NH,
. Alk-2 / ActR-I
Extrazellulare-
Doméne Alk-5 / TBR-I
—— Alk-7 / ActR-IC
J Alk-4 / ActR-IB

- Alk-6 / BMPR-IB
I Kinase-Domane

Alk-3 / BMPR-IA
COOH COOH

Typl-Rezeptoren

GS-Box

ActR-Il
ActR-IIB
BMPR-II
MISR-II
TBR-II

Typll-Rezeptoren

Abbildung 3: A Schematische Darstellung des Aufbaus der Typ I- und Typ II-Rezeptoren nach Kings-
ley (Ubersichtsartikel siehe: Kingsley, 1994). B Einteilung der Rezeptoren nach der Sequenzihnlich-
keit ihrer Ektodoméanen.

Die Bindung der Typ [-Rezeptoren am Liganden erfolgt im zuvor beschriebenen
wrist-Epitop, wobei beide Liganden-Monomere zur Bindung beitragen (Abbildung
4). Involviert in die Bildung des Bindepitops sind dabei der Pra-Helix-Bereich sowie
die Helix des einen Monomers und die Innenseite der Finger des zweiten Monomers.
Diese Bereiche sind innerhalb einer Subfamilie sehr dhnlich, allerdings gibt es zwi-
schen den Subfamilien Unterschiede in der Aminosdurezusammensetzung, woraus

die Erkennung der verschiedenen Typ [-Rezeptoren resultiert (Sebald et al., 2004).

Eine entscheidende Rolle bei der Erkennung des Typ I-Rezeptors BMPR-IA und
BMP-2 spielt dabei ein sogenanntes ,knob-into-hole“-Motiv, bei dem die grofde hyd-
rophobe Seitenkette von Phe 85 des BMPR-IA, in die hydrophobe Tasche des Ligan-
den bindet. Diese wird von den konservierten Aminosauren Ile 62, Val 63 und Leu 66
des einen Monomers und Trp 28, Trp 31, Met 89, Tyr 103 und Met 106 des zweiten
Monomers gebildet (Kirsch, Sebald, et al., 2000; Nickel et al., 2001). Weiterhin an der
Ligand-Rezeptor-Bindung beteiligt sind zehn Wasserstoffbriicken, wovon zwei aus-
schliefllich von Hauptkettenatomen, drei ausschlieflich von Seitenketten und fiinf
sowohl von Haupt- als auch von Seitenkettenatomen ausgehen. Die Wasserstoffbrii-

cken zwischen der Seitenkette Gln 86 des Rezeptors und der Carbonyl- sowie Amid-

12
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gruppe der Hauptkette an Leu 51 sind dabei ausschlaggebend fiir die hochaffine Bin-
dung von Ligand und Rezeptor (Keller et al., 2004).

Wie die Aufklarung von Kristallstrukturen verschiedener Komplexe von TGF-f Lig-
anden mit Typ II-Rezeptoren zeigt, beschrankt sich deren Bindeepitop entweder auf
das sogenannte knuckle-Epitop (Greenwald et al, 2003; Thompson et al, 2003;
Allendorph et al., 2006; Weber et al., 2007) oder im Fall der TGF-fs die Fingerspitzen
der Liganden (Eigenbrot & Gerber, 1997; Hart et al., 2002) (Abbildung 4). Das knuck-
le-Epitop besteht dabei fast ausschliefdlich aus hydrophoben Seitenketten liber die
die Bindung des Rezeptors erfolgt, wobei auch eine zentrale Wasserstoffbriicke und

eine Salzbricke konserviert sind.

Typl-Rezeptor
Typll-Rezeptor

Typll-Rezeptor
Typl-Rezeptor

Abbildung 4: Darstellung der dreidimensionalen Struktur eines terndren Ligand-Rezeptor-
Komplex (RCSB: 2GOO; Allendorph et al.,, 2006). Das BMP-2 Homodimer ist in blau, die Ektodoma-
nen des Typ [-Rezeptors BMPR-IA sind in orange und die Ektodomanen des Typ II-Rezeptors ActR-II
sind in griin dargestellt.
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1.4 Signaltransduktion in das Zellinnere

Nach der Aktivierung der Typ [-Rezeptor-Kinase-Domane kann die Weiterleitung des
durch einen Liganden induzierten Signals im Zellinneren tber verschiedene Signal-
wege erfolgen (Ubersichtsartikel siehe: Derynck & Zhang, 2003; Miyazono et al.,,
2005, 2010; Moustakas & Heldin, 2005).

So werden beispielsweise Signale weitergeleitet durch die Aktivierung der PI3-
(Phosphatidyl-Inositol-3) Kinase, was vor allem zu einer Erh6hung des Signalboten-
stoffs Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) im Zellinneren fihrt (Yi et al,,
2005). Aber auch die Aktivierung des kleinen G-Proteins Ras, von Mitgliedern der
Rho-GTPase-Familie und der TAK1 (TGF-B-Activated Kinase 1) (Yamaguchi et al,
1999), die ihrerseits weitere Kinasen wie Erk (Extracellular signal-regulated Kina-
se), Jnk (c-Jun N-terminal kinase) und p38-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kina-
se) aktivieren, sind im Zusammenhang mit TGF-f Liganden beschrieben

(Ubersichtsartikel siehe: Massagué, 2000; Wakefield & Roberts, 2002).

Am besten verstanden ist allerdings die durch TGF-f Liganden aktivierte Smad
(Small Mothers Against Decapentaplegic)-Signalkaskade (Ubersichtsartikel siehe:
Derynck et al., 1998) (Abbildung 5). In Folge der Transphosphorylierung des Typ I-
Rezeptors kommt es zu Konformationsanderungen in der GS-Box, wodurch die re-
zeptorregulierten R-Smads 1, 2, 3, 5, 8 (Nakao, Rdéijer, et al., 1997) an den letzten
beiden Serinen eines konservierten -SSXS- Motivs phosphoryliert werden kénnen
(Abdollah et al, 1997) (Ubersichtsartikel siehe: Derynck et al, 1998). Nach der
Phosphorylierung der R-Smads l6sen sich diese vom Rezeptorkomplex und binden
an Smad 4 (Common mediator-Smad, Co-Smad). Dieser heterotrimere Komplex kann
nun in den Zellkern einwandern und dort als Transkriptionsfaktor agieren (Chacko
et al,, 2001) oder mit weiteren Transkriptionsfaktoren wechselwirken und so die
Expression entsprechender Zielgene positiv oder negativ beeinflussen (Labbé et al,,

1998) (Ubersichtsartikel siehe: Attisano & Lee-Hoeflich, 2001).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der TGF-f Liganden induzierten Smad-Signalkaskade
nach Balemans & Van Hul (Ubersichtsartikel siehe: Balemans & Van Hul, 2002).
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1.5 Signalbildung durch Bindung eines TGF-f§ Liganden

Fiir die Transphosphorylierung des Typ [-Rezeptors miissen beide Rezeptortypen in
rdumliche Nahe gelangen. Dies geschieht durch die Ausbildung heteromerer Kom-
plexe, wobei ein dimerer Ligand wahrscheinlich jeweils zwei Typ I- und zwei Typ II-
Rezeptoren rekrutiert (Yamashita et al., 1994; Kirsch, Nickel, et al., 2000b) und je
nach Zusammensetzung des Komplexes verschiedene R-Smads adressiert werden
(Abbildung 6) (Ubersichtsartikel siehe: Miyazawa et al, 2002; Shi & Massagué,
2003). Durch Quervernetzungsexperimente wurden zwei prinzipielle Ablaufe postu-
liert und die Mitglieder der TGF-f Superfamilie entsprechend eingeteilt (Ubersichts-
artikel siehe: Massagué, 1998):

Activine und TGF-fs binden demnach zuerst hochaffin an die extrazellulare Domane
eines konstitutiv aktiven Typ II-Rezeptors, bevor eine Assemblierung mit dem Typ I-
Rezeptor stattfindet. Eine Wechselwirkung der Liganden mit isolierten Typ I-
Rezeptoren allein konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Attisano et al., 1993;

Ebner et al.,, 1993; Franzen et al., 1993; Bassing et al., 1994).

Die Mitglieder BMP-Subfamilie weisen meist eine hohe Bindungsaffinitit zu den ext-
razelluliren Domédnen der Typ I-Rezeptoren und eine niedrigere zu denen der
Typ II-Rezeptoren auf. Hat jedoch ein BMP-Ligand an einen Typ I-Rezeptor gebun-
den, erhoht sich die Bindungsaffinitit des Komplexes zu den Typ II-Rezeptoren.
Durch die so entstehende raumliche Nahe, kann die Phosphorylierung des Typ I-
Rezeptors und anschlieflend eine Signalbildung erfolgen (Koenig et al., 1994; ten
Dijke et al.,, 1994; Liu et al, 1995; Nohno et al., 1995; Rosenzweig et al.,, 1995;
Nishitoh et al., 1996; Natsume et al., 1997).

Welche Effekte schlussendlich fiir eine Erh6hung der Affinitiat des niederaffinen Re-
zeptors fiithren, wird auf verschiedenen Ebenen diskutiert, wobei eine Interaktion
zwischen den Ektodomédnen der verschiedenen Rezeptortypen zumindest bei den
BMP- und Activin-Liganden aufgrund der Komplexstrukturen ausgeschlossen wer-
den kann (Greenwald et al., 2003; Weber et al., 2007) (Abbildung 4). Da aber auch
das Vorhandensein von heteromeren Rezeptorkomplexen ohne Bindung eines Lig-

anden (sogenannte Preformed Complexes) auf Zelloberflichen beobachtet wurde
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(Gilboa et al., 2000; Hassel et al., 2003), scheint eine Interaktion der Transmembran-

Domanen oder Kinasedomanen wahrscheinlich.

Inhibin
Activin Nodal
TGFBs GDF-1 BMP-2 BMP-4 BMP-7
- MIS TGFR
GDF-8 = 1 BMP-4 GDF-5 BMP-6 s
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Smad 2, Smad 3 Smad 1, Smad5, Smad 8

Abbildung 6: Darstellung einer Auswahl von méglichen Ligand-Rezeptor-Komplexen und
Adressierung der verschiedenen Smads in Abhidngigkeit von der Komplexzusammensetzung
nach Shi & Massagué (Ubersichtsartikel siehe: Shi & Massagué, 2003).

Aus der Ubersicht in Abbildung 6 geht auch hervor, dass bei der hohen Anzahl von
30 Liganden und doch nur einer beschranken Anzahl von Rezeptoren im menschli-
chen Organismus, keine strenge Spezifitat herrschen kann und die Rezeptoren auch
Subfamilien-iibergreifend von Liganden gebunden werden. Diese Promiskuitat zeigt
sich mit dem grofdten Interaktionsspektrum bei den Rezeptoren ActR-IIB und
ActR-IIl. So werden beispielsweise bei der Bindung von Activinen und Inhibinen
(Attisano et al,, 1992) sowie den Liganden GDF-1/-8/-11 (Oh et al., 2002; Cheng et
al, 2003) und Nodal (Yeo & Whitman, 2001) die Typ I-Rezeptoren ActR-IB bezie-
hungsweise Alk-7 in den signalisierenden Komplex rekrutiert und anschlief3end die
R-Smads-2/-3 phosphoryliert. Interagiert hingegen ActR-1I/-1IB mit BMP-2/-4
(Hoodless et al.,, 1996), GDF-5, BMP-6 (Ebisawa et al., 1999) und BMP-7 (Yamashita
et al,, 1995), wird tiber die Komplexbildung mit den Typ I-Rezeptoren BMPR-1A/-IB
oder ActR-I der Smad-1/-5/-8 Signalweg aktiviert. Aber nicht nur die Rezeptoren
binden mehrere Liganden, sondern auch ein Ligand kann in der Regel an verschie-

dene Rezeptoren binden (Ubersichtsartikel siehe: Mueller & Nickel, 2012).
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1.6 Modulation der TGF-f induzierten Signalgebung

Trotz der sich aus der Liganden- und Rezeptor-Promiskuitdt ergebenden Kombinati-
onsmoglichkeiten, reicht dies allein nicht aus, das breite Spektrum der zahlreichen
Prozesse in deren Steuerung die Mitglieder der TGF-f3 Superfamilie involviert sind,
zu beschreiben. Inzwischen ist eine Vielzahl an Moéglichkeiten bekannt, TGF-§3 ver-
mittelte Signale zu modulieren (Abbildung 7) (Ubersichtsartikel siehe: Miyazono,
2000; Balemans & Van Hul, 2002; Gazzerro & Canalis, 2006; Sieber et al.,, 2009;
Bragdon et al,, 2011).

Antagonist

¢
‘/ Ligand

extrazellular

Pseudo-
Rezeptor intrazellular
2
Typl- Typll-
Rezeptor Rezeptor

I-Smads ﬁ —-\

)

ﬁ-Smads
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der TGF-$ Liganden induzierten Smad-Signalkaskade
und Maéglichkeiten deren Regulation nach Balemans & Van Hul (Ubersichtsartikel siehe:
Balemans & Van Hul, 2002).
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1.6.1 Intrazelluldre Regulation des Signalweges

Ein Ansatzpunkt fiir die Regulation findet sich im Zytosol - hier kdnnen inhibitori-
sche Smads (I-Smads), Smad-6 und -7 wie auch Smurfs (Smad ubiquitin regulatory
factors) die Signalumsetzung beeinflussen (Imamura et al., 1997; Nakao, Afrakhte, et
al., 1997) (Ubersichtsartikel siehe: Miyazono et al., 2010). Die I-Smads binden dabei
entweder an den aktivierten Rezeptorkomplex, werden aber selbst nicht aufgrund
des fehlenden -SSXS- Motivs phosphoryliert und verhindern so die Phosphorylie-
rung der R-Smads (Ubersichtsartikel siehe: Attisano & Lee-Hoeflich, 2001) oder sie
verhindern die Komplexbildung phosphorylierter R-Smads mit dem Co-Smad, Smad-
4 (Itoh et al.,, 2001). Zusatzlich verfiigt Smad-7 tiber die Eigenschaft Smurf-2 in den
TGF-B Rezeptorkomplex zu rekrutieren und damit dessen Abbau zu initialisieren
(Kavsak et al., 2000). Smurfl ubiquitinyliert gezielt Smad-1 und -5, wodurch deren
Degradierung eingeleitet und so die Signalweiterleitung gehemmt wird (Zhu et al,,
1999; Ebisawa et al,, 2001). Die Expression der I-Smads ist dabei abhangig von ver-
schiedenen Faktoren, wovon ein Teil selbst zur TGF-f3 Superfamilie zahlt wie TGF-f31,
Activin und BMP-7 und ist damit negativ riickgekoppelt (Nakao, Afrakhte, et al,
1997).

Flir Smad-6 und -7 wurde in neuesten Untersuchungen, neben dem inhibierenden
Einfluss auf eine bereits aktivierte Signalkaskade, auch die Interaktion mit
BMP Typ [-Rezeptoren in Abwesenheit eines Liganden beobachtet (Xu et al., 2013).
Da die verschiedenen BMP-Rezeptoren eine inhdrente Affinitdt zueinander aufwei-
sen und neben homomeren auch heteromere Komplexe ausbilden (Gilboa et al.,
2000; Nohe et al,, 2002), wird in diesem Zusammenhang die Unterdriickung einer
dadurch hervorgerufenen unspezifischen Signalbildung durch inhibitorische Smads
diskutiert. Dabei verhindert ein BMP Typ I-Rezeptor assoziiertes [-Smad eine mogli-
che, nicht-liganden-induzierte Phosphorylierung von R-Smads. Bindet ein Ligand an
die Rezeptoren, gelangen das [-Smad und eine an den BMP Typ II-Rezeptor assoziier-
te Methyltransferase (PRMT1) in rdumliche Nahe und es erfolgt die Methylierung
des [-Smads (Xu et al., 2013). Dieses dissoziiert daraufthin vom BMP Typ I-Rezeptor
und ermoglicht die ligandinduzierte Phosphorylierung von R-Smads (Xu et al., 2013).
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1.6.2 Regulation des Signalweges auf Zellmembranebene

Ein weiterer Ansatz flir die Regulation von TGF-f3 vermittelten Signalen findet sich

auf der Zellmembranebene.

Ein Beispiel fiir ein negativ regulierendes Element ist der Pseudorezeptor BAMBI
(,BMP and Activin receptor membrane bound inhibitor“) aus Xenopus beziehungs-
weise Nma aus Sdugern. Die Aminosduresequenz des Pseudorezeptors weifdt eine
hohe Ahnlichkeit zur extrazelluliren Domine der Typ I-Rezeptoren auf und bildet
laut Literaturdaten stabile Komplexe mit Typ II- und Typ I-Rezeptoren. Allerdings
fehlt die intrazelluldare Kinase-Domane, was dazu fiihrt, dass die BMP-/TGF-f Signal-
bildung im Zellinneren aus bleibt (Onichtchouk et al., 1999; Grotewold et al., 2001).

Weiterhin gibt es auch membranstiandige Effektoren, die die Signalwirkung positiv
beeinflussen oder verstarken. Vornehmlich handelt es sich dabei um Proteoglykane,
die selbst keine signalgebenden Eigenschaften aufweisen, aber die Ligand-Rezeptor-
Komplexbildung unterstiitzen, indem sie den Liganden in rdumliche Nahe zu ihrem
Typ II-Rezeptor bringen (De Crescenzo et al., 2001). Die sogenannten Glypikane sind
tiber einen Glykophosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker auf der extrazellularen Seite der
Zellmembran verankert und verfiigen tiiber Heparan-Sulfat-Glykosaminoglykan
(GAG)-Ketten, tiber die sie Liganden der TGF-f Superfamilie binden kénnen
(Cheifetz et al., 1988). Endoglin, ein Glypikan in Sduger-Endothel-Zellen bindet bei-
spielsweise TGF-1, TGF-B3, BMP-2 und BMP-7 (Cheifetz et al., 1992) und wirkt als

unterstiitzender Faktor bei der Vermittlung der Rezeptor-Ligand-Interaktion.

Betaglykan/TGF- III-Rezeptor findet sich hingegen in nicht-endothelialen Zellen
und bindet an TGF-B1 bis 3 sowie Inhibin (Lewis et al., 2000; Mendoza et al., 2009).
Die Ektodomdne von Betaglykan unterteilt sich in eine membran-distale
und -proximale Halfte, wobei beide Bereiche fiir die Bindung der Liganden essentiell
sind (Mendoza et al., 2009). Eine Besonderheit der membran-proximalen Region von
Betaglykan ist die Zona pellucida-Doméane (ZP), die wiederum aus einer N- und einer
C-terminalen Subdomaine aufgebaut ist (Jovine et al, 2004). Der Aufbau der C-
terminalen Subdomédne dhnelt dabei einer Immunglobulin-dhnlichen -
Faltblattstruktur, bestehend aus sieben -Strangen (A-G). Der G-Strang enthalt eine
EHP (external hydrophobic patch)-Domaine, die die ZP-Domidne mit der Trans-

membran-Domane verbindet (S. Lin et al,, 2011). In allen bisher beschriebenen Pro-
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teinen, die eine ZP-Domane enthalten, zeigt die EHP-Domane eine wichtige regulato-
rische Funktion und steuert die Polymerisation dieser Proteine (Jovine et al., 2002;
Schaeffer et al., 2009). Der Bereich fiir die Bindung der Liganden konnte durch neu-
este Untersuchungen von U. Diestel et al. (2013) auf die die 3-Strdange F und G ver-
bindende FG-Schleife ab der a-Helix und den sich anschlieRenden Teil des F-
Stranges eingegrenzt werden (Abbildung 8). Die Seitenketten der Aminosauren in
dieser zum Teil flexiblen Region des Betaglykans sind so zur Oberflache des Proteins
hin ausgerichtet, dass sie leicht zuganglich fir die Interaktion mit Liganden sind

(Diestel et al.,, 2013) .

FG-Schleife

Abbildung 8: Darstellung der dreidimensionalen Struktur des C-terminalen Bereichs der Zona
pellucida Domane von Betaglykan (RCSB: 3QW9; S. Lin et al., 2011). Die fiir die Funktion und
Regulation relevanten Elemente sind farblich hervorgehoben.

Eine weitere Familie der Proteoglykane wird definiert iiber ein EGF (epidermal
growth factor)-Motiv, eine cystein-reiche CFC-Domane sowie C-terminal GAG-Ketten
(Saloman et al., 2000). Ein gut beschriebenes Mitglied dieser Familie ist der Nodal
bindende Co-Rezeptor Cripto/TDGF-1 (teratocarcinoma-derived growth factor-1),
dessen Fehlen einem Verlust von Nodal entspricht (Ding et al., 1998; Schier & Shen,
2000).

Die Familie der RGMs (repulsive guidance molecule) bildet eine weitere Gruppe GPI-
verankerter Co-Rezeptoren. Bisher wurden vier Mitglieder in Vertebraten (RGMa,
RGMb/DRAGON, RGMc/Hemojuvelin und RGMd) beschrieben (Ubersichtsartikel

siehe: Corradini et al., 2009), die alle aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer in
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die Intgrin-vermittelte Zelladhasion involvierte Tripeptid-Sequenz (Arg-Gly-Asp),
einer partiellen von Willebrand Faktor Typ D und einer hydrophoben Doméane auf-
gebaut sind (Monnier et al.,, 2002; Miiller et al., 2006). Urspriinglich entdeckt wurden
die RGMs wahrend der Entwicklung von Neuronen. Durch die Bindung an den Re-
zeptor Neogenin und die dadurch vermittelte Zusammenfiihrung von zwei Rezep-
tormolekiilen, erfolgt eine signalbildende Ausrichtung dieser. In der Folge dessen
findet die Aktivierung von kleinen GTPasen der Rho-Familie statt, wodurch es zu
einer strukturellen Neuanordnung des Aktin-Zytoskeletts kommt und damit bei-
spielsweise das Neuritenwachstum beeinflusst wird (Conrad et al., 2007). Die RGM-
bindende Region in Neogenin wird von den Fibronectin Typ IlI-Domédnen 5 und 6
gebildet (Yang et al,, 2008). Im Komplex mit diesen beiden Doméanen gelang Bell et
al. (2013) die nahezu vollstiandige Aufklarung der Kristallstruktur der Ektodoméane
von RGMb (C. H. Bell et al., 2013). Die mittlere Domane ist ausschliefdlich aus dicht
gepackten (-Faltblattern aufgebaut, an die sich C-terminal vier kurze a-Helices an-
schliefen. Sowohl der C-terminale als auch der N-terminale Bereich sind zwar iiber
insgesamt drei Disulfidbriicken mit den 3-Strangen verbunden, scheinen aber in der
Konstellation mit den Fibronectin Typ IlI-Doméanen von Neogenin recht flexibel zu

sein (C. H. Bell et al.,, 2013).

Neben der Beteiligung an der Entwicklung und Reparatur des zentralen Nervensys-
tems zusammen mit Neogenin, konnten die RGMs inzwischen in verschiedensten
Geweben auf mRNA Ebene nachgewiesen werden. Im Zusammenwirken mit den
BMPs wird beispielsweise eine Rolle im Reproduktionssystem, sowie die Regulation
des Eisenmetabolismus diskutiert (A.-S. Zhang et al., 2009; Lee et al., 2010) (Uber-
sichtsartikel siehe: Corradini et al., 2009). Die spezifische Bindung von RGMs an
BMPs wurde mit nanomolaren Affinititen nachgewiesen (Babitt et al., 2005; Samad
et al,, 2005). Bei der Eisenstoffwechsel-Regulation wird aktuell der Einfluss auf die
Hepcidin-Expression liber ternare Neogenin-BMP-RGMc-Komplexe diskutiert (A.-S.
Zhang et al.,, 2009; Lee et al., 2010). In wie weit die RGMs einen positiven oder nega-
tiven Einfluss auf die BMP-Signalgebung haben, ist moéglicherweise auch davon ab-
hangig, ob sie iliber den GPI-Anker an die Zellmembran assoziiert sind oder
ungebunden im extrazelluliren Raum vorkommen (L. Lin et al., 2005; Babitt et al,,

2006).
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1.6.3 Signalmodulation durch extrazellulire Modulatoren

Wie bereits zuvor beschrieben, spielen die Mitglieder der TGF-f3 Superfamilie eine
unerlassliche Rolle wiahrend zahlreichen Prozessen der frithen Embryonalentwick-
lung. Dabei wirken sie als ,Morphogene®, also Signalmolektile, die das Schicksal der
Zellen wahrend der Musterbildung steuern und somit mafdgeblich an der Festlegung
der Kérperachsen und Ausbildung der Organanlagen beteiligt sind (Ubersichtsartikel
siehe: Hogan, 1996a, 1996b; Reddi, 1997). Neben den bisher beschriebenen Mdog-
lichkeiten der Feinregulation der TGF-f3 Signalbildung und -weiterleitung, besteht
weiter die Moglichkeit der extrazelluliren Modulation, wobei der sogenannte Spe-
mann Organisator hierbei eine Schliisselrolle spielt (Spemann & Mangold, 1924)

(Abbildung 9).

BMP

BMP Epidermis e Ektoderm

Blastula Frithe Gastrula Spate Gastrula

Abbildung 9: Schematische Darstellung zum Ablauf der Gastrulation bei Xenopus ausgehend
von der Blastula bis zur Ausbildung der Keimblitter nach Little & Mullins (Ubersichtsartikel
siehe: Little & Mullins, 2006). Wahrend der frithen Phase werden vom Spemann Organisator BMP
Antagonisten synthetisiert, welche zur Ausbildung von BMP-Gradienten fiihren, die wiederum fiir die
Ausbildung der Kérperachsen und Musterbildung notwendig sind.

Inzwischen ist eine Vielzahl extrazellularer Regulatoren beschrieben, bei denen es
sich meist um Glykoproteine handelt. Diese binden hochaffin an entsprechende Lig-
anden und inhibieren so in der Regel deren Wirkung, indem sie die Wechselwirkung
mit Rezeptoren verhindern. Dabei bilden sich Konzentrationsgradienten aus, die

tber die Differenzierung von Zellen und damit die Entwicklung eines Organismus

entscheiden (Ubersichtsartikel siehe: Gazzerro & Canalis, 2006).

Ahnlich wie bei den Liganden der TGF- Familie finden sich bei den Modulatorprote-
inen auch bestimmte Strukturmerkmale wieder - sogenannte Cystein-reiche Doma-
nen (CR), dhnlich den Cystinknoten-Strukturen der Liganden, anhand deren sie in
verschiedene Untergruppen eingeteilt wurden (Ubersichtsartikel siehe: Vitt et al.,,

2001; Avsian-Kretchmer & Hsueh, 2004).
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1.6.3.1 Noggin

Noggin ist eines der ersten Modulatorproteine, die im Zusammenhang mit der Regu-
lation induktiver Aktivititen wahrend der frithen Embryonalentwicklung in Xenopus
laevis entdeckt wurden. Hier wird Noggin in der Blastula zundchst im Bereich des
vorlaufigen dorsalen Mesoderm exprimiert und erreicht seine héchste Konzentrati-
on im Spemann Organisator der Gastrula (Smith & Harland, 1992; Slack & Tannahill,
1993). Noggin bindet und inhibiert BMP-2, -4 und -7, wodurch es zur Ausbildung des
Kopfes und dorsaler Strukturen kommt (Smith & Harland, 1992; Zimmerman et al,,
1996). Experimente mit homozygoten Noggin knock-out Mausen zeigen, dass sich
ohne Noggin keine lebensfahigen Organismen entwickeln, da die Bildung des Neural-
rohrs und der Somiten ausbleibt (McMahon et al,, 1998) und zudem die Ausbildung
des axialen Skeletts gestort ist (Wijgerde et al,, 2005). Aber auch im adulten Orga-
nismus spielt Noggin eine wichtige Rolle. So fiihren dominant-negative Mutationen
der Gensequenz zu Proteinen, deren Faltung und Stabilitit beeintrachtigt ist,
wodurch verschiedene Gelenke verknéchern (Gong et al, 1999; Marcelino et al,

2001).

Eine Uberexpression von Noggin hingegen inhibiert die Differenzierung von Vorlau-
ferzellen zu Osteoblasten, beziehungsweise wird hierdurch die Funktion bereits dif-
ferenzierter Zellen gehemmt, so dass es zu spontanen Knochenbriichen kommt und

die Knochendichte abnimmt (Abe et al., 2000; Devlin et al., 2003).

Noggin ist, wie die Liganden der TGF-f Superfamilie, ein kovalent verkniipftes Ho-
modimer. Es besteht aus einer sauren N-terminalen Region, einer Cystein-reichen C-
terminalen Doméne und einer diese beiden Bereiche verbindende basische Heparin-
Bindestelle (Paine-Saunders et al., 2002). Noggin allein vermag sowohl die Bindung
des Liganden an seinen Typ [-Rezeptor wie auch an den Typ II-Rezeptor verhindern,
wobei der Ligand spangenartig umspannt wird. Das N-terminale Clip-Segment win-
det sich dabei so um den Liganden, dass das Bindeepitop des Typ [-Rezeptors voll-
standig sterisch blockiert wird. Die C-terminale Halfte des Clip-Segments sowie die
Fingerspitzen 1 und 2 eines Noggin-Monomers bedecken das Bindeepitop fiir die

Typ II-Rezeptoren (Groppe et al.,, 2002) (Abbildung 10).
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Bisher wurde gezeigt, dass BMP-2, -4, -5, -6, -7, -14 (GDF-5) und -13 (GDF-6) von
Noggin gebunden werden, wohingegen die kein Einfluss auf die Aktivitat von BMP-3,
-6, -9 (GDF-2), -10, -11, -15 (GDF-9) und TGF-B1 beobachtet wurde (Zimmerman et
al,, 1996) (Ubersichtsartikel siehe: Bragdon et al., 2011; Krause et al., 2011).

Abbildung 10: Darstellung der dreidimensionalen Struktur des Komplexes von BMP-7 und
Noggin (RCSB: 1M4U; Groppe et al., 2002).
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1.6.3.2 Die DAN Familie

Zur DAN (Differential screening-selected gene aberrative in Neuroblastoma)-Familie
zahlen mehrere Proteine, die zwar zueinander insgesamt eine geringe Sequenzho-
mologie, aber alle ein dhnliches Cystein-Muster bestehend aus neun Cysteinen auf-
weisen, wobei die Abfolge ~-CXGXC- und -CXC- konserviert ist (Pearce et al., 1999).
Wie auch Noggin wirken Dan (Stanley et al., 1998; Dionne et al., 2001), Cerberus
(Shawlot et al,, 1998; Piccolo et al., 1999), Caronte (Rodriguez-Esteban et al., 1999;
Yokouchi et al., 1999), Coco (E. Bell et al., 2003) und Dante/Dte (Yokouchi et al,,
1999) vornehmlich wahrend der frithen Embryonalentwicklung und Ausbildung des

Skeletts.

Gremlin spielt auch postnatal im adulten Organismus eine wichtige Rolle bei der
Knochen-Homoostase (Pereira et al., 2000; Sun et al., 2006), wobei es ausschliefilich

mit BMP-2, -4 und -7 interagiert (Hsu et al., 1998).

USAG-1/Ectodin (uterine sensitization-associated gene-1) wurde zunachst in der
Gebarmutter entdeckt (Simmons & Kennedy, 2002). Inzwischen wird diesem Modu-
latorprotein eine bedeutende Rolle bei der Ausbildung der Zahnanlagen zugeschrie-
ben; ein Fehlen des Proteins fithrt zum Auftreten einer erhohten Anzahl von Zahnen
(Kassai et al., 2005; Murashima-Suginami et al., 2007). Daneben ist USAG-1 unerlass-
lich bei der Entwicklung der Nieren und dem Erhalt der Nierenfunktion im adulten
Organismus wahrend pathologischem Stress (Yanagita et al, 2004; Tanaka et al,,

2008).

Die Expression von PRDC (protein related to DAN and cerberus) konnte in Ovarien,
Hirn und Milz nachgewiesen werden (Minabe-Saegusa et al., 1998). Die Aufklarung
der Struktur dieses Mitglieds der DAN-Familie gibt einen Einblick, wie vielfaltig der
Einfluss extrazellularer Modulatoren auf die Wirkung von TGF-f3 Liganden ist, zumal
diese selbst zusatzlich noch reguliert werden kénnen (Hinck & Huang, 2013; Nolan

etal., 2013).
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Wie von Nolan et al. (2013) beschrieben, kommt PRDC in seiner biologisch aktiven
Form als Homodimer vor, analog zu den TGF-f Liganden selbst und dem zuvor be-
schriebenen Inhibitor Noggin (Abbildung 11A). Jedes Monomer ist aufgebaut aus
einer N-terminalen a-Helix, gefolgt von vier B-Strdangen, die dhnlich wie bei den
TGF-B Liganden zwei Finger ausbilden. Zusétzlich zu dieser Ahnlichkeit bildet der
die B-Strdange 2 und 3 verbindende Bereich und jeweils ein Teil der Strange selbst ein
wrist-Epitop aus (Nolan et al.,, 2013) (Abbildung 11B). Die sehr stabile Interaktion
zweier Monomere erfolgt nicht-kovalent durch die Ausbildung von zehn Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Aminosduren C97-Y105 der $2-Strange jeden
Monomers. Ebenfalls ist der Bereich von N102 bis Y105 des wrist-Epitops durch van-
der-Waals Interaktionen mit den Fingerspitzen des zweiten Monomers an der Aus-
bildung eines stabilen Dimers beteiligt (Nolan et al., 2013). Weitere Wasserstoftbrii-
cken bildet die wrist-Schleife des einen Monomers mit dem Riickgrat von Finger 1
des zweiten Monomers aus. Fiir die Verbindung der beiden Monomere irrelevant
scheinen die N-terminalen a-Helices, da diese eine hohe konformationelle Flexibilitat
aufweisen. Moglicherweise spielen diese aber eine Rolle bei der BMP-Bindung
(Nolan et al., 2013). Durch von Nolan et al. (2013) durchgefiihrte Mutagenesestudien
wurden finf Aminosiuren identifiziert, die in rdumlicher Nihe zu den a-Helices lie-
gen und aus deren Substitution gegen Alanin eine Verminderung der BMP-Affinitat
resultiert (Abbildung 11B). Die flexiblen a-Helices konnen zum Teil mit diesen Sei-
tenketten interagieren oder diese abschirmen und so eventuell als Schalter fiir die
Zuganglichkeit dieser Seitenketten den Liganden gegeniiber fungieren (Nolan et al,,
2013). Als zusatzlicher Regulationsmechanismus wirkt offenbar auch die Bindung
von Heparin. Ebenso wie die fiir die BMP-Bindung essentiellen Aminosauren befin-
det sich ein Grofdteil der positiv geladenen Aminosauren Arginin und Lysin, die fiir
die Heparin-Bindung notwendig sind, in der konvexen Region des PRDC. Interakti-
onsanalysen zeigten, dass die vorherige Inkubation des PRDC mit Heparin, die Bin-

dung an BMP-2 konzentrationsabhangig hemmt (Nolan et al., 2013).
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Finger 2

Abbildung 11: Darstellung der dreidimensionalen Struktur von PRDC (RCSB: 4JPH; Nolan et al,,
2013). A Anordnung der Monomere zum Dimer. B Kennzeichnung der einzelnen Strukurelemente an
einem PRDC-Monomer und Markierung der Bereiche, die méglicherweise in die BMP-Bindung invol-
viert sind (orange hinterlegt).

Eine Sonderstellung in der DAN-Familie nimmt Sclerostin ein, das aufgrund der
Aminosdauresequenz und dem Cystein-Muster dieser Familie zugeordnet wurde
(Brunkow et al., 2001). Allerdings wirkt Sclerostin dabei nicht als klassischer BMP-
Antagonist, sondern hat einen regulierenden Einfluss auf den Wnt-Signalweg (van
Bezooijen et al,, 2004). Wird Sclerostin in Osteozyten nicht exprimiert, fiihrt dies zu
Krankheiten wie Sclerosteose oder van Buchem, die in einer vermehrten Bildung der
Knochensubstanz und/oder verwachsenen Zehen/Fingern resultieren (Ubersichts-

artikel siehe: Moester et al.,, 2010).
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1.6.3.3 Die Chordin Familie

Chordin wurde, wie Noggin, zunachst im Spemann Organizer entdeckt, wo es die
Aktivitdt von BMP-2, -4 und -6 inhibiert (Piccolo et al., 1996). Damit spielt es eine
ahnlich wichtige Rolle wahrend der Gastrulation, der Ausbildung der Kérperachsen
und neuronaler Gewebe (Sasai et al., 1994; Miller-Bertoglio et al., 1997; Bachiller et
al, 2000). Charakteristisch fiir dieses Modulatorprotein sind vier Cystein-reiche
Domanen bestehend aus 50 - 70 Aminosauren, wovon eine im N-terminalen Bereich
zu finden ist und die weiteren drei im C-Terminus lokalisiert sind (Sasai et al., 1994).
Von Zhang et al. (2007) durchgefiihrte Analysen der separaten CR-Doménen oder
auch Von Willebrand Faktor Type C Doméanen (VWC) zeigten, dass sie in Abhangig-
keit vom Liganden diesen auch einzeln binden. BMP-2 und BMP-7 binden das Ge-
samtprotein beispielsweise mit gleicher Affinitiat, die isolierten VWC-Domdanen
hingegen weisen Unterschiede in den Affinititen auf. Wahrend die VWC1-Domane
dhnlich hohe Affinititen den beiden Liganden gegeniiber zeigt, bindet die VWC2-
Domane keinen der Liganden nachweisbar. Die VWC3-Domaéne hingegen bindet nur
BMP-2 selektiv mit hoher Affinitat, die VWC4-Domane interagiert wiederum nur mit
BMP-7 hochaffin (J.-L. Zhang et al., 2007). Da die Bereiche zwischen den einzelnen
Domanen keinen Einfluss auf die Bindungseigenschaften haben, wird ein kooperati-
ves Zusammenwirken der VWC-Domanen fiir die Bindung der Liganden und Inhibi-

tion der Ligand-Rezeptor-Interaktion vorgeschlagen (J.-L. Zhang et al.,, 2007).

Weiterhin gibt es eine Vielzahl an extrazellularen Proteinen, die VWC-Domanen ent-
halten, deren Cystein-Muster dem von Chordin gleicht. Die Abfolge der zehn konser-
vierten Cysteine einer Domdne in den Motiven -CXXCXC- und -CCXC- ist
beispielsweise wiederzufinden bei den den BMP-Signalweg antagonistisch beein-
flussenden Proteinen wie Procollagen Typ II, Nel (Matshuhashi et al, 1995;
Watanabe et al., 1996), Chordin like-1/Neuralin (Nakayama et al,, 2001), Chordin
like-2, Crim-1 (Kolle et al., 2000), Kielin (Matsui et al., 2000), Amnionless (Kalantry
et al,, 2001) und Mitgliedern der CCN-Familie (Garcia Abreu et al., 2002).

Auch Crossveinless-2, ein Modulatorprotein, das das BMP-Signal unterschiedlich
beeinflussen kann, weist fiinf VWC-Domdanen und eine partielle VWD- sowie eine

TIL-Domane auf (Conley et al., 2000). Entdeckt wurde es wahrend der Adermuster-
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bildung bei Drosophila, die ausbleibt, wenn keine Expression von Crossveinless-2

stattfindet (Conley et al., 2000).

Untersuchungen zeigen, dass die VWC-Domanen verschiedener Proteine auf unter-
schiedliche Art und Weise mit BMPs wechselwirken - zum einen gibt es Unterschiede
in der Stochiometrie, zum anderen variieren die Bindeepitope. So konnen VWC-
Domanen enthaltende Proteine entweder das Typ I- oder Typ II-Bindeepitop oder
aber beide simultan blockieren (J.-L. Zhang et al., 2007). Letzteres trifft fiir Cross-
veinless-2 zu, wobei in vitro ausschlief}lich die erste N-terminale VWC-Domane fir
die BMP-2 Bindung verantwortlich ist. Die VWC-Domanen 2-5 und auch aus diesen
Domanen bestehende Fragmente zeigten keine Bindungsaffinitat gegeniiber den un-
tersuchten Liganden BMP-2, BMP-7 und GDF-5 (].-L. Zhang et al., 2007). Im Zellassay
zeigte sich allerdings, dass die VWC1-Domane allein eine geringere inhibitorische
Wirkung als das Gesamtprotein aufweist. Grund hierfiir ist moglicherweise das Feh-
len einer sterischen Hinderung, die im Gesamtprotein durch die anderen Doménen

von Crossveinless-2 hervorgerufen wird (J.-L. Zhang et al., 2007).

| %

Subdomadne

ZQ% \ Clip

Subdomaéne 2

CV2-VWC1,

BMP-2,

Abbildung 12: Darstellung der dreidimensionalen Struktur der VWC1-Domine von Crossvein-
less-2 (A) und des Komplexes von BMP-2 und der VWC1-Domine von Crossveinless-2 (B)
(RCSB: 3BK3; J.-L. Zhang et al., 2008).

30



Einleitung

Die von Zhang et al. (2008) beschriebene Kristallstruktur der ersten VWC-Domane
von Crossveinless-2 im Komplex mit BMP-2 zeigt deren modularen Aufbau und wie
die Bindeepitope fiir beide Rezeptoren auf molekularem Niveau blockiert werden.
Die N-terminalen ersten acht Aminosauren bilden dabei den sogenannten Clip, die
Aminosauren 9-42 die N-teminale Subdomane 1 (SD1) und die Aminosauren 43-66
die C-terminale Subdomane 2 (SD2) (J.-L. Zhang et al., 2008). Das Gesamtprotein
weist nur wenige Sekundarstrukturelemente auf, wobei vier Disulfidbriicken fiir ei-
ne rigide Struktur sorgen und eine Disulfidbriicke zwischen Cys 9 und Cys 31 das

Clip-Segment an der Subdomane 1 fixiert (Abbildung 12A).

Die Bindung von BMP-2 erfolgt kooperativ tiber das Clip-Segment und die Subdoma-
ne 1 (Abbildung 12B). Letztere bindet hauptsachlich tiber hydrophobe Wechselwir-
kungen an die Aminosduren im B-Faltblatt von Finger 2 von BMP-2 und blockiert
damit das Bindeepitop fiir den Typ II-Rezeptor (J.-L. Zhang et al., 2008). Das Clip-
Segment bindet, dhnlich wie der N-Terminus von Noggin, in das wrist-Epitop des
Liganden. Die Bindung erfolgt in erster Linie liber flinf Wasserstoffbriicken mit der
Besonderheit, dass die involvierten Atome alle von der Hauptkette ausgehen (J.-L.
Zhang et al., 2008). Daraus ergibt sich, dass die N-Termini von VWC-Domaéanen keine
konservierten Sequenzen aufweisen miissen, da keine Seitenketten an der Bindung
beteiligt sind. Allerdings ist an Position 2 ein Isoleucin oder Leucin in verschiedenen
Spezies hochkonserviert, was direkt in die hydrophobe Tasche von BMP-2 bindet, in
der normalerweise die Seitenkette der Aminosaure Phe 85 des Rezeptors BMPR-IA
wechselwirkt (Kirsch, Sebald, et al,, 2000; J.-L. Zhang et al., 2008). Zusatzlich spielt
Gly 4 eine tragende Rolle bei der Interaktion des CV2-VWC1-Clips mit BMP-2, da auf-
grund der Orientierung dieser Seitenkette zum Liganden hin, die Seitenkette jeder
anderen Aminosaure diese Interaktion stéren wiirde. Untersuchungen von Deleti-
onsmutanten zeigten, dass die hochaffine Bindung der VWC1-Domane von Cross-
veinless-2 an BMP-2 aus dem Zusammenspiel von Subdoméne 1 und Clip-Segment
resultieren, da beide Elemente separat lediglich schwache Affinitdten aufweisen. Da-
bei wurde auch nachgewiesen, dass die Subdoméne 2 nicht in die Interaktion mit

BMP-2 involviert ist (J.-L. Zhang et al., 2008).

Wie bereits zuvor erwahnt, kann Crossveinless-2 das BMP-Signal in Abhangigkeit
vom Gesamtkontext unterschiedlich beeinflussen (Kamimura et al., 2004). Die Inhi-

bition der durch BMP-Bindung induzierten Signalbildung, beispielsweise durch Ver-
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hinderung der Bindung der BMPs an ihre Rezeptoren, wird als anti-BMP-Aktivitat
bezeichnet. Von Rentzsch et al. (2006) wurde nachgewiesen, dass Crossveinless-2
liber eine Heparin-Bindestelle verfiigt, woriliber es mit an der Zelloberflache lokali-
sierten Heparansulfat-Proteoglykanen interagieren kann. Uber diese Interaktion
besteht die Moglichkeit, die zuvor frei im extrazelluliren Raum befindliche BMPs an
der Zellmembran zu immobilisieren und so die Bindung an deren Rezeptoren zu

verhindern (Rentzsch et al., 2006).

Als pro-BMP-Aktivitat wird die Eigenschaft von Modulatorproteinen beschrieben,
die Interaktion von BMPs mit ihren Rezeptoren zu vermitteln oder nach einer Inhibi-
tion wieder herzustellen. Fiir Crossveinless-2 wurde dies im Zusammenhang mit der
Inhibition von Chordin durch Crossveinless-2 beobachtet (J.-L. Zhang et al., 2010). Es
wurde gezeigt, dass Chordin tiber seine VWC2-Doméane mit der VWC1-Subdomaéne 2
sowie den VWC-Domanen 2-4 von Crossveinless-2 interagiert. Ein Modell diskutiert
eine Konformationsanderung in Chordin, die aus der Bindung von Crossveinless-2
resultiert, wodurch die Affinitdt von Chordin gegentiber den BMP-Liganden sinkt.
Diese werden aus dem Komplex entlassen und stehen wieder fiir die Bindung an die

BMP-Rezeptoren zur Verfligung (J.-L. Zhang et al., 2010).
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1.6.3.4 Twisted gastrulation

Bereits 1985 wurde beschrieben, dass Mutationen in twisted gastrulation (tsg) zu
Veranderungen in der frithen Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster
bei der Festlegung der dorso-ventralen Korperachse fithren (Zusman & Wieschaus,
1985). Spater zeigte sich, dass vor allem die Ausbildung der dorsalen Mittellinie ab-
hangig ist von Twisted gastrulation und es dabei vornehmlich mit Decapentaplegic
interagiert (Mason et al., 1994, 1997). Aber auch in Vertebraten von Danio rerio tiber
Xenopus bis hin zum Menschen wurde die essentielle Funktion von Twisted gastrula-
tion bei der Regulation des BMP-Signals nachgewiesen (Scott et al., 2001). Zwischen
den verschiedenen Spezies wurde ein hoher Konservierungsrad der Sequenz festge-

stellt (Graf et al., 2001).

Twisted gastrulation nimmt eine Sonderstellung unter den Modulatorproteinen ein,
da es zwar auch zwei Cystein-reiche Domadnen mit insgesamt 24 Cysteinen aufweist,
allerdings zeigen diese nur geringe bis keine Homologie zu bereits beschriebenen
Domaénen anderer Modulatorproteine auf. Lediglich die N-terminale Cystein-reiche
Doméne hat eine geringe Homologie zu den VWC-Domédnen von Chordin
(Oelgeschlager et al., 2000; Vilmos et al.,, 2001). Ahnlich wie Crossveinless-2 hat
Twisted gastrulation sowohl eine das BMP-Signal verstarkende (pro-BMP) Aktivitat
(Ross et al, 2001), kann aber in Abhdngigkeit vom zelluliren Kontext die BMP-
Wirkung auch inhibieren (anti-BMP) (Oelgeschlager et al., 2000). Dabei ist entschei-
dend, dass Twisted gastrulation nicht alleine wirkt, sondern im Zusammenspiel mit

Chordin und der Protease Xolloid das BMP-Signal moduliert.

Wie zuvor beschrieben, ist Chordin aus vier VWC-Domanen aufgebaut, wobei sich
eine im N-terminalen Bereich befindet und durch eine lange Schleife von den weite-
ren drei im C-terminalen Bereich getrennt ist. Die Bindung und Inhibition des BMP-
Liganden wird dabei hauptsachlich durch VWC1 und VWC3 vermittelt (Larrain et al.,
2000; J.-L. Zhang et al., 2007). Twisted gastrulation kann diese Bindung und somit
auch Inhibition durch die Bildung eines terndren Komplexes verstarken (C. Chang et

al,, 2001) (Abbildung 13).
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Um die Inhibition der BMPs durch Chordin aufzuheben, besteht die Moglichkeit der
proteolytischen Spaltung von Chordin durch die Metalloprotease Xolloid an zwei
Schnittstellen jeweils unmittelbar nach den VWC-Domaéanen 1 und 3 (Piccolo et al.,
1997). Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass auch die einzelnen VWC-
Domanen weiterhin BMPs binden und damit die Bindung an die Rezeptoren weiter
verhindern kénnen (Larrain et al., 2000; J.-L. Zhang et al,, 2007). Hier wiederum
fiihrt das Vorhandensein von Twisted gastrulation dazu, dass sich die einzelnen
VWC-Domanen vom Liganden lésen und degradiert werden, wodurch BMP wieder
an die Rezeptoren binden kann (Oelgeschlager et al.,, 2000). Fiir die Steuerung der
verschiedenen Funktionen von Twisted gastrulation ist dabei die Konzentration der
beteiligten Faktoren verantwortlich (Larrain et al, 2001) (Ubersichtsartikel siehe:

Little & Mullins, 2006).

o - &
¢ @ L R

R

(\_‘ Xolloid
Vv °

Abbildung 13: Schematische Darstellung der verschiedenen Einfliisse von Twisted gastrulation
auf die BMP-Aktivitit durch die Interaktion mit BMP-2 /-4 und Chordin beziehungsweise den
einzelnen VWC/CR-Dominen nach der Spaltung von Chordin durch die Protease Xolloid
(Ubersichtsartikel siehe: Dale, 2000; Garcia Abreu et al., 2002).

Einen detaillierteren Einblick beziiglich der Bindung von BMP und Chordin an Twis-
ted gastrulation geben Untersuchungen von Oelgeschléager et al. (2000). Mittels Im-
munoprazipitation konnte die spezifische Bindung von Twisted gastrulation an
BMP-2 und -4 nachgewiesen und durch Expression der isolierten N- und C-
terminalen Domanen das Bindeepitop zu BMPs im N-terminalen Bereich lokalisiert

werden. Fiir die hochaffine Bindung von Chordin scheint hingegen das vollstiandige
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Protein noétig zu sein, da fiir die einzelnen Fragmente keine Interaktion nachgewie-
sen werden konnte (Oelgeschlager et al., 2000). Die darauffolgende Untersuchung
von Punktmutationen riickt die Aminosaure Trp 67 in den Fokus der BMP-Bindung,
da die Variante W67G von Twisted gastrulation keine terndaren Komplexe mit BMP-4
und Chordin bildet, aber weiterhin die Interaktion von Cystein-reichen Domdnen mit

BMP-4 beeinflussen kann (Oelgeschlager et al., 2003).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Mitglieder der TGF-f3 Superfamilie sind in unzahlige zellulare Vorgiange invol-
viert. Dabei reicht das Spektrum von der Ausbildung der Kérperachsen und Organ-
anlagen wahrend der frithen Embryonalentwicklung iiber die postnatale
Wachstumsregulation des Organismus bis hin zum Erhalt der Gewebshomdostase
und Reparatur von Gewebeschiaden im adulten Organismus. Das Fehlen oder die
Fehlfunktion eines Faktors fiihrt in der Regel zu Missbildungen und Krankheitsbil-
dern. Aber nicht nur allein das Vorhandensein oder die Abwesenheit eines Faktors
entscheidet tiber die entsprechende Funktion, sondern ein komplexes System von
Regulationsmechanismen ist involviert, um das breite Wirkspektrum der Mitglieder
der TGF- Superfamilie zu erméglichen. Neben der Regulation im Zellinnern oder auf
der Membranebene, wurden im Laufe der Zeit eine stetig zunehmende Anzahl extra-
zellularer, meist antagonistisch wirkender, Modulatorproteine beschrieben. Wah-
rend einige inzwischen sehr gut in vivo und auch biophysikalisch charakterisiert
sind, ist fiir eine Grofdzahl von Modulatorproteinen der molekulare Mechanismus

noch nicht bekannt.

Twisted gastrulation kommt hierbei eine besondere Rolle zu, da neben der beschrie-
benen dualen Funktion, wie sie auch bei Crossveinless-2 beobachtet wurde, vor al-
lem das Zusammenspiel mit einem weiteren Modulatorprotein und einer Protease

bisher einmalig ist.

Um das Verstdandnis der Wirkung von Twisted gastrulation auf die Aktivitat von BMP
zu verbessern, sollte das Protein im Rahmen dieser Arbeit rekombinant hergestellt
und anschlief3end strukturell und funktionell analysiert werden. In Hinblick auf die
starke Disulfidverbriickung und die damit eventuell einhergehenden Schwierigkei-
ten bei der Expression des Proteins, stand zunachst die Etablierung der Expression
in verschiedenen Systemen im Fokus, bevor Bindungseigenschaften, der Einfluss von

posttranslationalen Modifikationen und strukturelle Aspekte untersucht wurden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle nicht separat aufgefiihrten Chemikalien und Enzyme wurden in héchster Rein-
heit und Qualitdat von den Firmen Carl Roth GmbH und Co. KG, AppliChem GmbH,
Sigma-Aldrich Chemie, Fermentas/ThermoScientific, New England Biolabs, Finnzy-

mes/Biozym, Roche und QA-Bio GmbH bezogen.

2.1.2 Bakterienstimme
Bakterienstamm fiir allgemeine molekularbiologische Arbeiten:
Escherichia coli

NovaBlue™ (Novagen): endAl1 hsdR17 (rxiz- mkiz2*) supE44 thi-1 recAl gy-
rA96 relAl lac F'|proA*B*lacliZAM15::Tn10] (TetR)

Bakterienstimme fiir Proteinexpression:
Escherichia coli

BL21 (DE3)* (Novagen): F-ompT hsdSs (rs~ mp~) gal dcm rne131 (DE3)

Escherichia coli

Origami B (DE3) (Novagen): F- ompT hsdSg (rg~ ms-) gal dem lacY1 ahpC (DE3)
gor522::Tn10 trxB (KanR, TetR)
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2.1.3 Vektoren
pET28b (Novagen):

E.coli-Expressionsvektor, T7lac-Promotor, Kan®, N- oder C-terminale Hexa-
Histidin-Fusionssequenz (Hise), N-terminale Hise¢-Sequenz abspaltbar durch
die Protease Thrombin

pET28b_BamHI (Novagen, pET28b-Derivat):
s. pET28b

zusatzliche BamHI-Restriktionsschnittstelle in der Sequenz fiir Thrombin-
Schnittstelle

pET32b_mod (Novagen; modifiziert nach Kirsch, Nickel, et al., 2000b):

E.coli-Expressionsvektor, T7lac-Promotor, AmpR, N-terminale Thioredoxin-
und Hise-Sequenz, C-terminale Hiss-Sequenz, N-terminale Hise-Sequenze ab-
spaltbar durch die Protease Thrombin

Modifikation: durch Deletion der Basenpaare 223-297 ist das Einfligen des
Zielgens tiber die Ncol-Schnittstelle (bp 216-211) direkt im Anschluss an die
Thrombin-Schnittstelle moglich

pMK1 (Novagen, pBAC3-Derivat):

Baculovirus-Transfer- und Expressionsvektor zur Expression in Sf-9-
Insektenzellen, polh-Promotor, AmpR® N- oder C-terminale Hise-
Fusionssequenz, N-terminale Hiss-Sequenz abspaltbar durch die Protease
Thrombin, gp64-Signalsequenz fiir Sekretion

Modifikation: zusatzliche BamHI-Schnittstelle in Sequenz fiir Thrombin-
Schnittstelle

pHLsec (Aricescu et al., 2006):

Expressionsvektor zur Expression in Sdugerzellen, AmpR, Chicken [-Actin-
Promotor, optimierte Signal-Sequenz fiir Sekretion, C-terminale Hiss-
Fusionssequenz
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2.1.4 Oligonukleotide

fiir Sequenzierung:

Vektor Oligonukleotid Oligonukleotidsequenz
pET28b, T7 Promotor 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3
pET28b_BamHI 77 Terminator 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3
pET32b_mod T7 Promotor 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3
pet32PA_seq_rev 5'-CCCTCAAGACCCGTTTAG-3"
pMK1 pBAC3_s 5-AGCGCTATTGTTTTATATGTGC-3"
(gp64 Signal Primer)
pBAC3_as 5-CTGTAAATCAACAACGCACAG-3’

(1L629DWN Primer)

pHLsec pCAG-F 5-GCAACGTGCTGGTTATTGTG-3

Bglob-pA-R 5-TTTTGGCAGAGGGAAAAAGA-3

2.1.5 Kulturmedien und Zusatze

Medien

SOB-Medium:
SOC-Medium:

LB-Medium:

LB-Agar-Platten:

Kulturmedium fiir Sf-9/

TriEx-Insektenzellen:

20 g/l Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 0.5 g/l NaCl

autoklaviertes SOB-Medium plus 10 mM MgS04, 10 mM
MgClz, 0.4% Glucose (Stammldsungen steril filtriert)

granuliertes Fertigmedium (Melford), 25 g gelost in 11
ddH20 ergeben folgende Zusammensetzung:

10 g/1 Trypton, 10 g/1 NaCl, 5 g/1 Hefeextrakt, pH 7.0

Fertigmischung (Roth), 35 g gelost in 11 ddH20 ergeben
folgende Zusammensetzung: 10 g/l Trypton, 5 g/l NaCl,
5 g/l Hefeextrakt, 15 g/1 Agar-Agar, pH 7.0

InsectXpress (LONZA)
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Kulturmedium fiir High-
Five™-Insektenzellen:

Kulturmedium fir C2C12-
Zellen:

Kulturmedium fir ATDC5-
Zellen:

Kulturmedium fiir Free-
Style™ 293-Zellen:

Zusatze

Lipid Medium Supplement:

FCS fiir Insektenzellen:

FCS fir Saugerzellen:

[PL-41-Pulvermedium mit L-Glutamin, ohne NaHCOs3
(Genaxxon); pro 11 gebrauchsfertigem Medium werden
25.63 g Pulvermedium, 4 g Hefeextrakt, 0.35 g NaHCO3
gelost, der pH-Wert auf 6.1 eingestellt und steril filtriert

DMEM + GlutaMAX™, high glucose, pyruvate (Gibco)

DMEM + Ham's F-12 (1:1) (Biochrome)

FreeStyle™ 293 Expression Medium (Gibco)

gebrauchsfertige Losung (Sigma)
Charge 0991L (Biochrome)
Charge 0027S (Biochrome)

Penicillin/Streptomycin (P/S): gebrauchsfertige Losung mit je 10.000 U/ml

Ampicillin:

Kanamycin:

Tetracyclin:

(Lonza)

Stocklosung: 100 mg/ml in ddH20
Arbeitskonzentration: 100 pg/ml

Stocklosung: 100 mg/ml in ddH20
Arbeitskonzentration: 30 pg/ml

Stocklosung: 5 mg/ml in Ethanol reinst.

Arbeitskonzentration: 12.5 pg/ml
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2.2 Molekularbiologische Arbeiten

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Fiir die Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten werden die in Tabelle 1 angegebenen

Komponenten pipettiert.

Tabelle 1: Pipettierschema fiir einen PCR-Ansatz

Volumen fiir einen

Komponente Konzentration Ansatz von 50 pl
DNA-Matritze 0.2 ng/pl x pl
dNTP-Mix (2.5 mM) 0.25 mM 5ul
Primer sense (10 pM) 0.4 uM 2ul
Primer antisense (10 pM) 0.4 uM 2ul
Phusion HF-Puffer (5x) 1x 10 ul
Phusion-Polymerase (2 U/pl) 0.02U/ul 0.5 ul
ddH-0 ad 50 ul

Der PCR-Ansatz wird zundchst im Thermocycler (labcycler, Sensoquest) fiir 2 min
auf 98°C erhitzt, um die enthaltene DNA initial zu denaturieren. Anschliefend startet
das Programm, wahrend dem die DNA denaturiert wird (1 min, 98°C), anschliefsend
die Oligonukleotidprimer fiir 30 sec mit den komplementiren Einzelstrangen der
DNA hybridisieren und schlief3lich die Synthese der DNA-Fragmente bei 72°C erfolgt.
Die Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotidprimer variiert dabei sequenzab-
hangig und die Dauer der Synthesephase ist abhingig von der Grofde des zu amplifi-
zierden DNA-Fragments und der Synthesegeschwindigkeit der verwendeten
Polymerase. Nach 30 Zyklen schliefdt eine 5-miniitige finale Synthesephase die Reak-

tion ab.

Das Einfiigen von Mutationen in DNA-Bereiche erfolgte durch eine zweistufige PCR.
Dabei werden zundchst Oligonukleotidprimerpaare synthetisiert, die die gewiinschte
Mutation enthalten, wobei diese zu beiden Seiten der Mutation tiber 12-15 Basen
komplementar zur DNA-Matrize sind. Im ersten Schritt erfolgt die Synthese von im
Mutationsbereich tiberlappenden Teilfragmenten. Dabei werden in zwei getrennten
Reaktionsansatzen jeweils ein ,sense“ Mutageneseprimer mit einem das DNA-

Fragment extern flankierenden ,antisense“ Oligonukleotidprimer und ein ,antisen-
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se“ Mutageneseprimer mit einem externen ,sense“ Oligonukleotidprimer kombi-
niert. Fiir den zweiten Syntheseschritt werden die Produkte des ersten Schrittes
1:100 verdunnt und jeweils 1 pl als neue DNA-Matrize in den Reaktionsansatz gege-

ben. Durch Verwendung der externen Primer werden die Teilfragmente kombiniert.

2.2.2 Restriktionsreaktion

Die aus der PCR erhaltenen DNA-Fragmente werden mittels Restriktionsendonukle-
asen enzymatisch geschnitten, um sie gerichtet in den Zielvektor einfiigen zu kon-
nen.

Tabelle 2: Pipettierschema fiir eine Restriktionsreaktion

Komponente PCR-Produkt Vektor
DNA 25 ul 3-5ug
Restriktionsenzym 1 1 ul (10U) 1-1.5 pl (10-15 U)
Restriktionsenzym 2 1 ul (100) 1-1.5 pl (10-15 U)
Puffer (10x) 4 ul 4 ul
Wasser ad 40 ul ad 40 ul

Flir eine Reaktion in der zwei verschiedenen Enzymen gleichzeitig eingesetzt wer-
den, wird der Ansatz, wie in Tabelle 2 angegeben, pipettiert und fiir 1 h bei 37°C in-
kubiert. Die angegebene Menge der Restriktionsenzyme kann variieren, je nachdem

wie verschieden deren Aktivitdten im gewahlten Puffer sind.

Nach dem Schneiden von Vektoren, werden diese zusatzlich durch die Zugabe von
2 pl alkalischer Phosphatase (FastAP, Fermentas) und Inkubation fiir 10 min bei
37°C dephosphoryliert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgt bei 65°C fiir die Dauer
von 15 min. Dadurch soll eine Selbstligation des Vektors ohne einzufiigendes DNA-

Fragment vermieden werden.

Geschnittene DNA-Fragmente und Vektoren werden im Anschluss an die Restrikti-
onsreaktion mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.3) aufgetrennt und an-
schliefend unter Verwendung eines PCR Clean-Up & Gel-Extraction Kit (Siid-
Laborbedarf) isoliert. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt photomet-

risch bei einer Wellenlange von 260 nm.
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2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 8.5

6x DNA-Ladepuffer: 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0,025% (w/v) Xylen-CyanolFF,
30% (v/v) Glycerin

DNA-Grofienstandard:  MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas #SM0403)

vor Anwendung mit 1 VT 6x DNA-Ladepuffer und 4 VT ddH»0
verdiinnt

Fir die Analyse der Grofde von PCR-Produkten und die Auftrennung von DNA-
Fragmenten und Vektoren aus Restriktionsreaktionen werden 1%ige (w/v) TAE-
gepufferte Agarosegele in einem horizontalen Elektrophoresesystem (PerfectBlue
Mini S/M, Peqlab) verwendet. Zur Visualisierung der DNA-Banden in einem Geldo-
kumentationssystem wird die noch fliissige Agarose mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
GelGreen Nucleic Acid Stain (BIOTIUM) (0.35x) versetzt. Dieser erlaubt die Detektion
durch den Dark Reader® Transilluminator (Clare Chemical) bei einer Wellenlange
von 500 nm.

Die zu analysierenden Proben werden vor dem Beladen auf das Gel mit 6x Ladepuf-
fer versetzt. Fiir die Abschatzung der Grof3e der DNA-Banden werden 6 ul des Gro-
f3enstandards aufgetragen. Die Auftrennung der DNA erfolgt fiir 30 - 40 min bei
einer Spannung von 120 V in TAE-Puffer.

2.2.4 Ligation
Fiir die Insertion eines DNA-Fragments in den Zielvektor wird der in Tabelle 3 ange-

gebene Reaktionsansatz pipettiert.

Tabelle 3: Reaktionsansatz fiir Ligation

Komponente Menge/Volumen
DNA-Fragment variabel
Vektor 100 ng
T4 DNA Ligase (5 U/pl) 0.5 ul (2.50)
T4 DNA Ligase Puffer (10x) 2ul
Wasser ad 20 ul
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Die einzusetzende Fragment-Menge wird anhand der photometrisch bestimmten

Konzentration und der unten angegebenen Formel berechnet.

ng Vektor X kb Fragment « mol Verhiltni Fragment
kb Vektor motares Yernatits Ty oktor

ng Fragment =

Das molare Verhaltnis von DNA-Fragment zu Vektor betragt 3:1.

Der Ligationsansatz wird fiir 10 min bei Raumtemperatur oder bei 4°C iiber Nacht
inkubiert, bevor 10 pl fiir die Transformation chemisch-kompetenter Zellen verwen-

det werden.

2.2.5 DNA-Transformation in chemisch kompetente E.coli Zellen

2.2.5.1 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen

Tfbl-Puffer: 30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl;, 50 mM MnCl,,
15% (v/v) Glycerin; mit 0.1 M Essigsaure auf pH 5.8 einstellen

TfblII-Puffer: 10 mM MOPS, 75 mM CaClz, 10 mM RbCl, 15% (v/v) Glycerin; mit
0.1 M NaOH-Lo6sung auf pH 6.5 einstellen

Fir die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen nach der Rubidiumchlorid-
Methode werden 50 ml LB-Medium mit 1 ml Ubernachtkultur des gewiinschten
Stammes, bei vorhandener Resistenz unter Zusatz eines entsprechenden Antibioti-
kums, inokuliert und bei 37°C unter Schiitteln (130 rpm, Multitron Standard, IN-
FORS HT) inkubiert. Bei Erreichen einer ODsoo von 0.4 werden die Zellen fiir 15 min
auf Eis gekiihlt und anschlief3end mittels Zentrifugation (5 min, 4°C, 4500xg) pelle-
tiert. Das Medium wird verworfen und die Zellen werden in 20 ml Tbfl-Puffer resus-
pendiert. Nach erneuter Inkubation der Zellsuspension fiir 5 min auf Eis und
Zentrifugation (siehe oben), erfolgt die Aufnahme der Zellen in 4 ml TbflI-Puffer.
Nach einem weiteren 15-miniitigen Inkubationsschritt auf Eis, wird die Zellsuspen-

sion in 50 pl-Aliquots schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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2.2.5.2 Transformation chemisch kompetenter E.coli Zellen

Fur die Transformation wird ein auf Eis aufgetautes Aliquot der Zellen mit 10 -
50 ng Vektor-DNA versetzt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefdend erfolgt
das Einbringen der DNA in die Zellen mittels 90-sekiindigem Hitzeschock bei 42°C.
Nach kurzem Abkiihlen der Zellsuspension auf Eis wird diese mit 300 pl SOC-
Medium versetzt und fiir 30 min bei 37°C geschiittelt. Im Anschluss daran werden
50-200 pl der Zellsuspension auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Selekti-
ons-Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C tiber Nacht inkubiert.

2.2.6 Uberpriifung von Vektoren und Insertion von Genfragmenten

2.2.6.1 Kolonie-PCR

Um nach Ligation und Transformation Aufschluss iiber das Vorhandensein des Vek-
tors und den Erfolg der DNA-Insertion zu erhalten, wird jeweils 1 ml LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum mit einem Einzelklon der LB-Agarplatte inokuliert.
Nach Schiitteln bei 37°C fiir 3-4 h (130 rpm), werden die Zellen pelletiert (5 min, RT,
13.000xg), in 50 pl Wasser resuspendiert und fiir 5 min bei 95°C lysiert. Nach der
Abtrennung von Zellfragmenten (siehe oben), dienen 2 ul des Uberstands als DNA-

Matrize fiir die folgende PCR entsprechend der Tabelle 4.

Tabelle 4: Pipettierschema fiir Ansatz einer Kolonie-PCR.

Konzentration Volumen fiir einen

Komponente im Ansatz Ansatz von 25 pl
DNA-Matritze 2 ul
MgCl; (25 mM) 2 mM 2wl
dNTP-Mix (2.5 mM) 0.25 mM 2.5 ul
Primer sense (10 uM) 0.4 uM 1ul
Primer antisense (10 pM) 0.4 uM 1l
TrueStart Taq Buffer (10x) 1x 2.5l
aesarfesan 0N g5y o
ddH:0 ad 25 pl
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Sequenzier-Oligonukleotidprimer, die 5'und 3'-terminal des eingefiigten DNA-
Fragments binden, werden zur Uberpriifung eingesetzt. Der Programmverlauf
gleicht dem in 2.2.1 beschriebenen, wobei die Denaturierungstemperatur nur 95°C
betrug, bedingt durch die Verwendung der TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase.
Im Anschluss erfolgt die Analyse der PCR-Produkte mittels Agarose-

Gelelektrophorese.

2.2.6.2 Plasmid-DNA Isolierung und analytische Restriktionsanalyse

Losung I: 50 mM Glucose, 25 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM EDTA
Losung II: 0.2 M NaOH, 1% (w/v) SDS
Losung III: 3 M Kaliumacetat pH 4.8

Wird das Vorhandensein eines DNA-Fragments mittels analytischem Restriktions-
verdau geprift, werden zunadchst 3-5 ml einer mit einer Einzelkolonie beimpften
Ubernachtkultur zentrifugiert (10 min, 4°C, 4500xg). Im Anschluss folgt die Plasmid-
Praparation mittels ,alkalischer Lyse“. Hierflir wird das Zellpellet in 200 pl Lésung I
unter Zugabe von 100 pg RNase resuspendiert, anschliefiend werden 200 pl Lo6-
sung Il hinzugegeben und das Reaktionsgefafd sechsmal invertiert. Nach der Lyse,
erfolgt die Fallung von Proteinen und genomischer DNA durch Zugabe von Lésung 111
und wiederholtem Invertieren. Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis und Zentrifu-
gation (10 min, RT, 13.000xg) werden 600 pl des Uberstands in ein neues Reaktions-
gefaf uberfiihrt. Die Plasmid-DNA wird durch Zugabe von 600 pl Isopropanol, 2-
miniitiger Inkubation auf Eis und anschliefiender Zentrifugation (15 min, RT,
13.000xg) prazipitiert. Der Uberstand wird verworfen, die DNA mit 1 ml 70%igem
kalten Ethanol gewaschen und bei 37°C getrocknet. Nach dem Losen des Pellet in

20 pl Wasser werden 5 pl fiir einen analytischen Restriktionsverdau eingesetzt.

Dieser wird wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, unter Verwendung von 0.5 U jedes
Restriktionsenzyms in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt. Aufschluss
iiber das Vorhandensein des eingefiigten DNA-Fragments gibt die Agarose-

Gelelektrophorese.
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2.2.7 Sequenzierung

Fiir die Uberpriifung der DNA-Sequenz werden zuvor positiv getestete Plasmide von
der Firma GATC unter Verwendung der vom Plasmidhersteller angegebenen Vektor-
spezifischen Oligonukleotidprimer (siehe 2.1.4) analysiert. Die erhaltene Sequenz

wurde mit dem Programm ApE auf Richtigkeit tiberpriift.

2.2.8 Plasmid-Praparation

Die Vermehrung von Plasmid-DNA kann in verschiedenen Maf3staben durchgefiihrt
werden. Fiir die Priparation von bis zu 20 pg Plasmid-DNA werden 3-5 ml Uber-
nachtkultur in LB-Medium unter Zusatz des entsprechenden Selektions-
Antibiotikums verwendet und die DNA mit Hilfe des GeneJET Plasmid Miniprep Kit

(Fermentas) nach Herstellerangaben isoliert.

Fiir DNA-Mengen bis zu 250 pg werden 50-100 ml Ubernachtkultur eingesetzt und
unter Verwendung des Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen) aufgereinigt.
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2.3 Allgemeine proteinchemische Methoden
2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Rotiphorese Gel 40 (29:1): 40% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid im Verhaltnis 29:1

(Roth)
4x Upper Tris Puffer: 0.5 M TrisHCI pH 6.8, 0.4 % (w/v) SDS
4x Lower Tris Puffer: 1.5 M TrisHCI pH 8.8, 0.4 % (w/v) SDS
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 0.19 M Glycin, 0.15% (w/v) SDS

6x Protein-Probenpuffer: 375 mM TrisHCI pH 6.8, 9% (w/v) SDS, 60% (v/v) Glyc-
erin (87%), 0.015% (w/v) Bromphenolblau, geg-
ebenenfalls 12% (v/v) B-Mercaptoethanol

2x Protein-Probenpuffer: 125 mM TrisHCI pH 8.6, 3% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glyc-
erin, 0.005% (w/v) Bromphenolblau, gegebenenfalls
4% (v/v) B-Mercaptoethanol

Die Polyacrylamid-Gelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) wird zur Auf-
trennung von Proteinproben in einem elektrischen Feld und Bewertung dieser hin-
sichtlich Qualitit und Quantitit genutzt. Hierzu werden Gele, deren
Zusammensetzung in Tabelle 5 angegeben ist, in einem vertikalen Elektrophorese-
system (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) verwendet. Der Vernetzungsgrad der
verwendeten Gele ist abhdngig vom Molekulargewicht der zu analysierenden Protei-

ne.

Tabelle 5: Pipettierschema fiir Sammel- und Trenngel der Gele fiir die SDS-PAGE, Mengen-
angaben fiir 2 Gele (10x10 cm) mit 0,75 mm Dicke

Komponente Trenngel Trenngel Sammelgel
(12%) (16%) (4%)
Rotiphorese Gel 40 (29:1) 3.0 ml 4 ml 0.5 ml
4x Upper Tris Puffer - - 1.25 ml
4x Lower Tris Puffer 2.5ml 2.5ml -
87 % Glycerol 2.0 ml 2.0 ml -
ddH:0 2.5ml 1.5 ml 3.2ml
TEMED 20 ul 20 ul 15 pl
40 % APS 20 ul 20 pul 15 pl

48



Material und Methoden

2.3.1.1 Probenvorbereitung

Die zu analysierenden Proben werden je nach enthaltener Proteinmenge 1:1 mit 2x
oder 1:5 mit 6x PPP (reduzierend/nicht-reduzierend) versetzt und fiir 5 min bei
95°C denaturiert. In die Probentaschen des Gels werden bis zu 20 pl Proteinprobe
gefiillt. Die Auftrennung dieser erfolgt in SDS-Laufpuffer bei 280 V, bis die Lauffront
das untere Gelende erreicht hat. Zur Abschiatzung des apparenten Molekularge-
wichts fokussierter Proteinbanden werden 5 pl eines geeigneten Grofienstandards in

eine Probentasche des Gels aufgetragen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Grofsenstandards der Firma Fermentas

Molekulargewichts-

e A
Groflenstandard bereich nwendung
Unstained Protein Molecular
14.4 bis 116 kD 12% SDS-PAGE
Weight Marker (#26610) 8 4 &
PageRuler Unstained Low Range ,
3.4 bis 100 kD 16% SDS-PAGE
Protein Ladder (#26632) s 4 o
PageRuler Plus P i Pro- DS-PAGE mi hl.
age u er Plus Prestained Pro 10 bis 250 kDa SDS-PAGE mit ansc
tein Ladder (#26619) WesternBlot

2.3.1.2 Proteinfillung

Sind Proteinproben stark verdiinnt oder befindet sich das Protein in einem Puffer,
der nicht kompatibel ist mit der SDS-PAGE, konnen die Proteine mittels
TCA/Ethanol-Fallung angereichert werden. Hierzu wird je nach enthaltener Pro-
teinmenge ein entsprechendes Volumen der zu analysierenden Proteinlosung abge-
nommen und mit Wasser auf 1 ml aufgefillt, mit jeweils 250 pl 100%igem (v/v)
Ethanol und 250 pl 50%iger (v/v) TCA-LOosung versetzt und gut gemischt. Nach 10-
miniitiger Inkubation auf Eis, wird das prazipitierte Protein 10 min bei 16000xg pel-
letiert, mit 1 ml 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und bei 37°C getrocknet. An-
schliefRend wird das Pellet in 50 pl 2x PPP und 10 pul 1 M TrisHCI pH 8.0 gel6st und
fiir 5 min bei 95°C erhitzt.
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2.3.1.3 Methoden zum Anfarben von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Coomassie-Farbung

Coomassie-Farbeldsung:

Entfarberldsung:

10% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v) Ethanol, 50% (v/v)

Wasser, 0.12% (w/v) Brilliant Blue R250, 0.12% (w/v)

Brilliant Blue G250

Wasser

30% (v/v) Ethanol, 6% (v/v) Essigsdure, 64% (v/v)

Fir den Nachweis von Proteinmengen > 1 pg wird im Anschluss an die SDS-PAGE

das Gel in der Farbelosung fiir 20 s in der Mikrowelle erhitzt und fiir 15 min unter

Schwenken inkubiert. Uberschiissige Farbelésung wird durch Waschen mit Wasser

entfernt, bevor das Gel so lange in Entfarberlésung inkubiert wird, bis blaue Pro-

teinbanden vor vollstandig entfarbtem Hintergrund sichtbar sind.

Silberfarbung

Sollen Proteinmengen < 1pg nachgewiesen werden, findet die Silberfarbung Ver-

wendung. Hierfiir werden im Anschluss an die SDS-PAGE die Proteine fiir 5 min in

Losung 1 im Gel fixiert und die Farbung, wie in Tabelle 7 beschrieben, fortgefiihrt.

Das Gel wird hierbei unter stetigem Schwenken in den angegebenen Losungen inku-

biert.

Tabelle 7: Protokoll zur Durchfithrung einer Silberfiarbung, alle verwendeten Stammldsungen wer-
den in ddH,0 angesetzt, Waschschritte sind als ,W“ gekennzeichnet

Lésung Zusammensetzung Inkubationsdauer
0, 0,

1 gg(;:(l;})v?lggl{r\ga?;sﬁ;g, 0.75 ml 50% (w/v) TCA, 12.5 pl, 5 min + W

2 30 ml ddH-0 5min +W
30 ml 50% (v/v) Aceton 5 min

4 30 ml dH20, 50 pl 10% (w/v) NazS:03 1 min +W

5 ggrnrgla(li(;i;z}?é 0.4 ml 20% (w/v) AgNO3z, 0.3 ml 37% (w/v) 8 min + W

6 30 ml ddH:0, 0.6 g (w/v) NaCOs3, 12.5 pl 37% (w/v) For- bis Banden
maldehyd, 25u1 10% (w/v) Na2S:03 sichtbar werden

7 1% (v/v) Essigsaure 15 min
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Im Anschluss an die Farbung eines Gels kann dieses nach 30 min Inkubation in
Trocknerlésung (30% Methanol, 6% Glycerin) zwischen Cellophanfolie auf einem

Rahmen zur langfristigen Aufbewahrung getrocknet werden.

2.3.2 Detektion von Proteinen mit His¢-Sequenz mittels Western Blot

Analyse

Blot-Puffer: 24 mM Tris, 200 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol

TBS-Puffer: 10 mM TrisHCI pH 7.5, 150 mM NaCl

TBST/T-Puffer: 20 mM TrisHCI pH 7.5, 500 mM Nacl, 0.05% (v/v) Tween20,
0.2% (v/v) Triton X-100

Blocking-Puffer 0.5% (w/v) Blocking Reagent werden unter Rithren bei 70°C

(5prime): in 1x Blocking Reagent Buffer (10x) geldst, nach Abkiihlen der
Losung werden 0.1% (v/v) Tween20 hinzu gegeben

Antikorper-Losung: Penta-His HRP Conjugate (5prime) 1:2000 verdiinnt in Block-
ing-Puffer

Entwickler-Losung: 20% (v/v) Kodak LX24 Rontgenentwickler

Fixier-Losung: 20% (v/v) Kodak AL4 Rontgenfixierbad

Fiir die Detektion von Proteinen mittels spezifischer Antikorper werden diese im
Anschluss an die SDS-PAGE elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran
(Protran 0.45 pm, Whatman) tibertragen. Hierfiir wurde das Nass-Blot-Verfahren
verwendet (Rotiphorese® PROclamp MINI Tank-Blotting-System, Carl Roth). Das Gel
wird hierfiir zunachst fiir 10 min in Blot-Puffer dquilibriert und alle weiteren Be-
standteile der Transfereinheit (Blot-Matten, Filterpapiere, Membran) in Blot-Puffer
eingelegt. Nach dem Zusammenbau der Transfereinheit, erfolgt die Ubertragung der
Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes mit einer Spannung von 60 V fiir

1 h in der mit Puffer gefiillten Blot-Kammer.

Der Nachweis von Proteinen mit Hiss-Sequenz erfolgt unter Verwendung des Pen-
ta-His HRP Conjugate Kits (5prime). Durch die direkte Kopplung der fiir die Chemo-
lumineszenz-Detektionsreaktion benoétigten Horseradish-Peroxidase (HRP) an den

primdren Antikorper entfdllt die Verwendung eines sekunddren Antikorpers.
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Um unspezifische Bindungsstellen der Membran abzusattigen, wird diese nach
zweimaligem Waschen fiir 10 min in TBS-Puffer fiir 1 h in 5 ml Block-Puffer bei RT
unter Schiitteln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in TBST/T- und einmaligem
Waschen in TBS-Puffer fiir je 10 min, erfolgt die Bindung des Antikdérpers an die auf
der Membran immobilisierten Proteine durch Inkubation der Membran in der Anti-
korperlosung unter Schiitteln bei RT fiir 1 h oder 4°C tiber Nacht. Nach Wiederho-

lung der vorherigen 3 Waschschritte folgt die Detektionsreaktion.

Hierfiir wird die Membran mit je 300 ul der Luminol- und Wasserstoffperoxid-
Losung (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) fir
3 min inkubiert, anschlief3end in Folie eingeschlagen und in einer Rontgenkassette
ein Rontgenfilm (Cronex 5, AGFA) fir die Dauer von 1-10 min exponiert. Anschlie-

3end erfolgt die Entwicklung des Films bis Banden sichtbar werden.

2.3.3 Nachweis biotinylierter Proteine mittels Western-Blot-Analyse
und Streptavidin-HRP

Waschpuffer: 1x PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Naz;HPOs,,
2 mM KH,PO4, pH 7.4) + 0.05% Tween20

Blocking-Puffer: 5% (w/v) BSA in Waschpuffer

Streptavidin-Losung: Streptavidin-HRP (High Sensivity, PIERCE) 1:10.000

verdiinnt in Blocking-Puffer

Biotinylierte Proteine konnen durch die hochaffine Bindung von Streptavidin an Bio-
tin nachgewiesen werden. Hierzu wird die Probe zunachst mittels SDS-PAGE (siehe
2.3.1) aufgetrennt und auf die Nitrozellulose-Membran iibertragen (siehe 2.3.2).

Die Nachweisreaktion wird, wie in 2.3.2 beschrieben, durchgefiihrt und unterschei-
det sich durch die Verwendung der angegebenen Puffer. Zusatzlich wird nach einer
30-mintitigen Inkubation der Membran in der Streptavidin-Lésung stringenter ge-

waschen, indem der Waschpuffer flinfmal im Abstand von 5 min gewechselt wird.
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2.3.4 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration
Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration (c¢) nach dem Lambert-Beerschen-
Gesetz wird ein UV-Absorptionsspektrum im Bereich von 250 - 320 nm aufgenom-

men (Evolution300, Thermo Electron Corporation).

A - A
c= 28 320 (Schichtdicke d = 1 cm)
€280 d

Die dabei fiir Proteine charakteristischen Spektren mit einem Absorptionsmaximum
bei 280 nm (Azg0) resultieren hauptsachlich aus der chromophoren Wirkung der
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein (Galla & Miiller, 1988). Die Messung
der Absorption bei 320 nm (A3z20) dient dem Abzug von Streulichteffekten. Der von
der Protein-Zusammensetzung abhangige spezifische Extinktionskoeffizient bei
280 nm (&280) wird mit Hilfe des Programms ProtParam ermittelt (Edelhoch, 1967;
Gill & von Hippel, 1989; Pace et al., 1995).

Tabelle 8: Ubersicht der mittels ProtParam berechneten molaren Extinktionskoeffizienten
und molaren Massen der in der Arbeit verwendeten Proteine

Protein Molekular- Extinktionsko-
gewicht (Da) effizient € (M-1cm-1)
His¢_xTsg (E.coli) 23.927 23.960
His¢_xTsg (H5) 23.510 23.960
BMP-2_wt (dimer) 26.214 37.650
BMP-2_KD_Hise (dimer) 29.894 37.650
AcCtR-1IBeca_trx_Hise 27.004 39.410
ActR-11Becq 12.810 25.350
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2.3.5 Thrombinspaltung

Reaktionspuffer: 50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl;, pH 8.0
Dialysepuffer fiir ActR-11Becq: 20 mM TrisHCI, 35 mM NaCl, pH 8.0

Fur die proteolytische Spaltung der Thioredoxin- und Hise-Sequenz von ActR-1IBecd
wird die Proteinkonzentration, falls notwendig, mit Reaktionspuffer auf 2.5 mg/ml

verdiinnt und 0.15 U Thrombin/mg Fusionsprotein hinzugegeben.

Fiir die Abspaltung der Hiss-Sequenz von Twisted gastrulation aus E.coli wird die
Proteinkonzentration in Reaktionspuffer auf 0.25 mg/ml eingestellt und 0.5 U
Thrombin/mg Fusionsprotein zugesetzt. Der Reaktionsansatz wird fiir 3-4 h bei
30°C und anschlief3end tber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Verlauf der Spaltung wird
mittels SDS-PAGE tiberpriift.

Anschliefdend wird zweimal gegen das zehnfache Volumen Dialysepuffer dialysiert

und das Dialysat 6 - 8 Tage bei 4°C inkubiert.

2.3.6 Nachweis der Glykosylierung von Proteinen mittels PAS-Reaktion

Die PAS-Reaktion (engl. Periodic acid-Schiff reaction) ermoglicht das Anfarben von
Kohlenhydratketten an Proteinen. Durch die Periodsaure werden freie Hydroxyl-
gruppen der Oligo-/Polysaccharide zu Aldehydgruppen oxidiert. Die anschlief3ende
Behandlung mit fuchsinschwefliger Saure (Schiffs Reagenz) fiihrt zu einer roten bis

violetten Farbung (Zacharius et al,, 1969; Jay et al., 1990).

Fiir das Anfarben glykosylierter Proteine werden diese mittels SDS-PAGE (siehe
2.3.1) aufgetrennt und anschliefdend unter Verwendung des ,Glycoprotein Detection

Kit“ (Sigma) nach vorgegebenem Protokoll gefarbt.
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2.3.7 Deglykosylierung von Glykoproteinen

Reaktionspuffer: 10 mM TrisHCI pH 6.8

Fir die Abspaltung der Kohlenhydratketten von Glykoproteinen wurden verschie-

dene Enzyme, die sich in ihrer Spezifitiat unterscheiden, verwendet.

Flur analytische Versuche wurden jeweils 5 pg Twisted gastrulation aus High-Five™.-
Insektenzellen mit 75 U Endoglykosidase H (NEB), 75 U Endoglykosidase H (NEB)
und 0.025 U Endoglykosidase F3 (QA-BIO) oder 5 U Peptid-N-Glykosidase F (Roche)
in 25 pl Gesamtvolumen fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Da sich durch Veranderungen im
Glykosylierungsmuster auch das Laufverhalten der Proteine verandert, erfolgt die

Analyse mittels SDS-PAGE (siehe 2.3.1).

2.3.8 Biotinylierung von Proteinen mit der Biotin-Proteinligase BirA
Proteine, die mit einer avi-Sequenz (GLNDIFEAQKIEWHE) fusioniert sind, konnen
spezifisch unter Verwendung der Biotin-Protein-Ligase BirA biotinyliert werden
(Beckett et al., 1999; Chapman-Smith & Cronan Jr, 1999).

Fir die Reaktion werden die in Tabelle 9 angegebenen Komponenten direkt zum
Expressionsiiberstand transfizierter HEK293 Zellen gegeben und der Reaktionsan-
satz 3 h bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Die verwendete BirA-Ligase wurde in

der Arbeitsgruppe nach dem Protokoll von Chen et al. hergestellt (Chen et al., 2005).

Tabelle 9: Reaktionsansatz fiir eine Biotinylierungsreaktion

Konzentrationim  Volumen pro 1 ml
Komponente

Ansatz Reaktionsansatz
BirA (1 mg/ml in PBS) 125 ng/ml 0.125 pl
Biotin (500 pM) 3 uM 6.25 ul
MgCl; (100 mM) 10 uM 0.1l
ATP (100 mM) 10 uM 0.1 ul
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2.3.9 Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Analysen zur Bestimmung des Molekulargewichts von Pro-
teinen oder Peptiden wurden an einem Elektrospray-lonisations-(ESI) Massenspekt-
rometer (MS) (Mann & Wilm, 1995) von Werner Schmitz (Institut fiir Biochemie und

Molekularbiologie, Biozentrum der Universitat Wiirzburg) durchgefiihrt.

Die Proben wurden hierzu mittels Umkehrphasen-HPLC entsalzt, fiir die Messung in
50% Methanol und 1% Ameisen-/Essigsdaure gelost und nach lonisierung mittels
einer Apollo Elektrospray-Elektronenquelle im Positiv-lonen-Modus detektiert. Die
Aufnahme der Spektren erfolgte an einem APEX II Fourier-Transform-
Ionencyclotronresonanz-(FTICR-) Massenspektrometer der Firma Bruker, ausgestat-

tet mit einem 7.5T Magneten.

56



Material und Methoden

2.4 Herstellung rekombinanter Proteine unter Verwendung des
Baculovirus-Insektenzell-Expressionssystems

Fir die Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen wurden, je nach An-
wendung, aus verschiedenen Ovariengeweben isolierte Zelllinien verwendet
(Tabelle 10) (Hink, 1970; Vaughn et al.,, 1977). Allen gemeinsam ist, dass sie durch
Autographa californica Baculoviren infiziert werden kénnen und biologisch aktive
Proteine exprimieren, da sie fast alle posttranslationalen Modifikationen durchfiih-
ren konnen und iiber ein eukaryotisches Chaperonsystem verfiigen, das korrekte

Faltung, Disulfidverbriickung und Oligomerisierungsgrad garantiert.

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie InsekFenspe- Anwendung Medium
zies
_ Spodoptera : . InsectXpress +
Sf-9 (Novagen) e Co-Transfektion 1% P/S + 5% FCS
TriEx™ Sf-9 Spodoptera . e InsectXpress +
(Novagen) frugiperda Virenamplifikation 1% P/S +/- 5% FCS
High-Five™ BTI-TN- IPL-41+ 1% P/S +
5B1-4 (R. Grabherr, Trichoplusia ni Proteinexpression 1% Lipid Medium
VIBT, Wien) Supplement

2.4.1 Kultivierung der Insektenzellen

Alle verwendeten Zelllinien werden adhdrent in 75 cm? oder 175 cm?-
Zellkulturflaschen (Greiner BioOne) in entsprechendem Medium (Tabelle 10) bei
27°C im Brutschrank (Memmert) kultiviert. Das Passagieren erfolgt alle 3-4 Tage,
sobald die Zellen konfluent sind. Hierfiir wird das verbrauchte Medium abgesaugt,
10 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben, diese mechanisch vom Zellenboden
gelost und anschliefRend im Verhaltnis 1:4 passagiert. Im Anschluss wird die Zellsus-
pension auf 15 ml (75 cm?) beziehungsweise 30 ml (175 cm?2) mit frischem Medium

aufgefiillt.

Fir die Kultivierung grofderer Volumina werden adhdrente Zellen aus mehreren
Zellkulturflaschen, wie zuvor beschrieben, abgelost, mit entsprechendem Medium

auf eine Konzentration von 5,5%105 Zellen/ml eingestellt und anschliefdend in Er-
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lenmeyerkolben mit Schraubverschluss (Isolab) bei 27°C und 80 rpm geschiittelt
(Multitron Standard, INFORS HT). Alle 3-4 Tage werden die Zellen ausgezahlt und
mit frischem Medium entsprechend ihrer Dichte auf eine Konzentration von

5,5%10° Zellen/ml eingestellt, bis das gewiinschte Volumen erreicht ist.

2.4.2 Vitalitatsfarbung und Zellzahlbestimmung
Trypanblau-Losung: 0.5% (w/v) Trypanblau, 0.9% (w/v) NaCl in ddH>0

Fiir die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen werden 20 pl Zellsuspension mit
80 pl Trypanblau-L6sung versetzt und in einer Neubauer-Zdahlkammer ausgezahlt.
Tote Zellen farben sich hierbei auf Grund der Durchléssigkeit ihrer Zellmembran

blau. Die Konzentration der Zellen berechnet sich wie folgt:

Zellen) B Anzahl lebenderZellen - 10*

ml - Verdiinnungsfaktor

7 ,
ellkonzentration ( Anzahl Grofiquadrate

104 = Zahlkammer abhangiger konstanter Multiplikationsfaktor

2.4.3 Co-Transfektion

Bei der Co-Transfektion linearisierter Viren-DNA und eines Baculovirusexpressions-
vektors entstehen durch homologe Rekombination Viren, welche die DNA-Sequenz
des rekombinant herzustellenden Proteins enthalten. Fiir die Herstellung genomisch
veranderter Viren, wurde das BacVector®-3000 Transfection Kit (Novagen) in Kom-

bination mit einem Derivat des pBAC3 Vektors (Novagen) verwendet.

Im ersten Schritt werden Sf-9 Zellen in frischem Medium abgeschlagen und
1.25*106 Zellen in 5 ml Medium in einer 25 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Wahrend
die Zellen im Brutschrank am Flaschenboden anhaften, werden in ein Reaktionsge-
fafd 20-x pl zusatzfreies Medium, x pl Vektor-DNA (500 ng) und 5 ul Triple cut Virus-
DNA (100 ng) pipettiert sowie in ein weiteres Reaktionsgefafs 20 ul steriles Wasser
und 5 pl Insect GeneJuice® Transfection Reagenz. Der Inhalt der beiden Reaktionsge-
fafde wird vereinigt, gemischt und 15 min bei RT inkubiert. Die adhdrenten Zellen
werden zweimal mit Medium ohne P/S und FCS gewaschen, anschlieféend wird 1 ml

zusatzfreies Medium zu den Zellen gegeben. Der Transfektionsmix wird mit 450 pl
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Medium ohne Zusitze aufgefiillt, zu den Zellen gegeben und diese 1 h bei RT inku-
biert, bevor 6 ml Vollmedium zu dem Ansatz gegeben werden und dieser weitere
5 Tage bei 27°C inkubiert. AnschlieRend wird der Uberstand steril abzentrifugiert
(3 min, 1500xg, 4°C), in ein frisches 15 ml-R6hrchen tiberfiihrt und bis zur weiteren

Verwendung dunkel bei 4°C gelagert.

2.4.4 Plaque-Assay

Der Plaque-Assay dient der Vereinzelung der aus der Co-Transfektion erhaltenen
rekombinanten Viren. Hierzu werden Sf-9 Zellen in frischem Medium abgeschlagen,
pro Vertiefung einer 6-Lochplatte 1.5%10¢ Zellen in 2 ml Medium ausgesat und fir
30 min bei 27°C inkubiert. Haben sich die Zellen abgesetzt, wird das Medium abge-
saugt und 1 ml der Viruslosung beziehungsweise einer vorher davon angesetzten
Verdiinnung von 1:10 bis 1:10000 hinzugegeben. In eine Vertiefung wird als Nega-
tivkontrolle nur Medium gegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei 27°C werden
die Viruslosungen abgesaugt und die Zellen mit jeweils 1.5 ml des Agarose-Gemischs
liberschichtet. Hierfiir wird 2.7%ige (w/v) Sea Plaque Agarose zuvor verfliissigt und
auf 60°C temperiert. Zu 6.6 ml 1.3x Medium werden 700 pl FCS gegeben und direkt
vor dem Uberschichten mit 3.3 ml Agarose gemischt. Ist das Agarose-Gemisch er-
starrt, werden in den Aufdenraum der 6-Lochplatte 2 ml steriles Wasser zur Befeuch-
tung zum Schutz vor Austrocknung gegeben, die Platte wird in Folie eingeschweif3t

und 4 Tage bei 27°C inkubiert.

Das Anfarben des Assays erfolgt durch Zugabe von 1 ml MTT-L6ésung (1 mg/ml in
ddH20, Applichem) pro Vertiefung und Inkubation fiir 1 h bei 27°C. Nach Absaugen
der Losung erscheinen infizierte und damit lysierte Zellen als weifse Flecken
(Plaques) auf sonst blauem Hintergrund. Von den so vereinzelten Viren kann nun
eine beliebige Anzahl mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen, in je 1 ml Me-
dium tUberfiihrt und nach 2 h Inkubation bei 27°C fiir die erste Virenamplifikation

verwendet werden.
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2.4.5 Virenamplifikation

In einer 6-Lochplatte werden pro Vertiefung 1.5*10¢ TriEx Zellen in 2 ml serumhal-
tigem Medium ausgesat und bei 27°C inkubiert, bis die Zellen an den Boden angehaf-
tet sind. Anschlieffend wird das Medium abgesaugt, 1 ml des Vireniiberstandes zu
den Zellen pipettiert, in den Zwischenraum der 6-Lochplatte 2 ml steriles Wasser zur
Befeuchtung zum Schutz vor Austrocknung gegeben und die Platte in Folie einge-
schweiflt. Nach 4-tigiger Inkubation im Brutschrank wird der Uberstand abzentrifu-
giert (3 min, 1500xg, 4°C).

Die zweite Virenamplifikation wird wie zuvor beschrieben durchgefiihrt, pro Vertie-
fung wird jedoch neben 1 ml Vireniiberstand zusatzlich noch 1 ml serumhaltiges
Medium hinzugegeben. Die erhaltenen Uberstinde werden mittels Western Blot
(siehe 2.3.2) auf Vorhandensein des rekombinanten Proteins untersucht. Der Viren-
tiberstand mit dem starksten Signal wird fiir weitere Virenamplifikationen einge-

setzt.

Fir die dritte Virenamplifikation werden 8.25*10° TriEx Zellen in 15 ml serumhalti-
gem Medium in einer 75 cm? Zellkulturflasche ausgesat, die Zellen im Brutschrank
bis zur Adhasion inkubiert, anschlief}end das Medium gewechselt und 1 ml des
Uberstands der zweiten Virenamplifikation hinzugegeben. Nach 5 Tagen Inkubation
bei 27°C wird der Uberstand steril zentrifugiert und in einem neuen 15 ml-Réhrchen
bis zur weiteren Verwendung bei 4°C in Dunkelheit gelagert. Fiir die Virentiterbe-

stimmung (siehe 2.4.6) werden 200 ul vom Uberstand abgenommen.

Werden mit der vierten Virenamplifikation Viren fiir eine Expression hergestellt,
empfiehlt sich hierfiir die Verwendung serumfreier TriEx Zellen. Die Amplifikation
kann in einer 175 cm? Flasche mit 1.65*107 Zellen in 30 ml oder einer Suspensions-
kultur mit 5.5%10> Zellen/ml durchgefiihrt werden. Das Verhéltnis von Viren zu Zel-
len, die Multiplicity of Infection (MOI) kann durch die erfolgte Virentiterbestimmung
genau eingestellt werden und sollte fiir eine effiziente Virenamplifikation 0.1 betra-
gen. Nach Inkubation fiir 5 Tage bei 27°C gegebenenfalls unter Schiitteln, wird mit

dem Uberstand, wie oben schrieben, verfahren.
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2.4.6 Virentiterbestimmung

Fiir die Virentiterbestimmung werden 200 pl Uberstand einer Virenamplifikation
steril entnommen und die enthaltene Viren-DNA unter Verwendung des NucleoSpin
Tissue Kits (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben prapariert. Mittels quantitati-
ver Echtzeit-PCR (quantitative real-time-PCR, qRT-PCR) erfolgt die quantitative Be-
stimmung des Virentiters. Je qRT-PCR-Ansatz werden die in Tabelle 11 aufgefiihrten
Komponenten pipettiert und das in Tabelle 12 angegebenen Programm fiir Verviel-

faltigung und Analyse der Viren-DNA an einem LightCycler (Roche) verwendet.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir einen qRT-PCR-Ansatz

Komponente Volumen

Absolute qPCR SYBR® Green Capillary Mix
(Thermo Scientific)

ie1-Oligonukleotidprimer Mix (0.75 pM) 8ul
iel-Promotor TGGATATTGTTTCAGTTGCAAG
iel-Terminator CAACAACGGCCCCTCGATA

Viren-DNA/ddH:0 2 ul

10 pl

Tabelle 12: Programm fiir die Virentiterbestimmung mittels qRT-PCR

Schritt Temperatur Dauer
initial
Denatl:r?eiung 95°C 15 min
Denaturierung 95°C 15s )
Anlagerung der
Olgonukleotidprimer 60°C 20
DNA-Synthese 72°C 20's [ 40 ZyKlen
Detektion 79°C 5s
95°C 5s _
Analyse-Schmelzen 95°C 5s
75°C 30s
Kiithlung 40°C 10s

Die aus der Auswertung mit der LightCycler Software (Version 3.5) erhaltenen Cros-
sing Points (CP) ergeben tliber eine zuvor ermittelte Eichgerade den Virentiter.

CP-38.5

100537) = CVirus (V:S“)
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2.4.7 Expression rekombinanter Proteine in High-Five™ Zellen

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurden High-Five™ Zellen in Suspensi-
onskultur verwendet, da diese eine deutlich hohere Expressionsrate im Vergleich zu
anderen Insektenzelllinien aufweisen und zusatzlich durch die moégliche Kultivie-
rung ohne fetales Kalberserum, den Vorteil bieten, dass der das rekombinante Pro-
tein enthaltende Uberstand kein Rinderserumalbumin enthilt, wodurch die

Aufreinigung vereinfacht wird.

Die Zelldichte wird auf 5.5%105 Zellen/ml eingestellt und entsprechend dem Expres-
sionsvolumen und Virentiter so viel vom Uberstand einer serumfreien Virenamplifi-
kation hinzugegeben, dass eine MOI von 5 erreicht wird. Nach 5-tagiger Expression
bei 27°C werden die Zellen mittels Zentrifugation (6.000xg, 4°C, 15 min) vom Uber-
stand abgetrennt und verworfen. Der Uberstand wird entsprechend der sich an-

schliefRenden Aufreinigungsstrategie dialysiert.

Fur die Herstellung von Endoglykosidase H-sensitiven Proteinen wird dem Expres-
sionsansatz 5 pM Kifunensine zugesetzt (Stammlosung: 2.15 mM beziehungsweise

0.5 mg/ml in ddHzO0, steril filtriert, Cayman Chemical) (V. T. Chang et al., 2007).
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2.5 Expression rekombinanter Proteine in E.coli

TBSE-Puffer: 10 mM TrisHCI, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA pH 8.0

Fur die Herstellung von rekombinanten Proteinen in E.coli werden Zellen eines Ex-
pressionsstammes zundchst mit 10 ng des gewiinschten Plasmids transformiert und
ausplattiert (siehe 2.2.5). AnschlieRend wird eine Ubernachtkultur eines Einzelklons
in LB-Medium mit entsprechendem Selektions-Antibiotikum angezogen (20 ml
Ubernachtkultur/1 1 Expressionsansatz). Die Expressionskultur wird 1:50 mit der
Ubernachtkultur inokuliert und zu 800 ml auf 2-Liter-Schikane-Kulturkolben aufge-
teilt.

2.5.1 Expression in Einschlusskoérpern

Fir die Expression rekombinanter Protein in sogenannten Einschlusskérpern wird
die Expressionskultur bei 37°C und 130 rpm inkubiert bis eine optische Dichte ODgoo
von 0.6 erreicht ist. Die Induktion der Proteinexpression erfolgt durch die Zugabe
von 1 mM Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Nach weiterer Inkubation fir
4 h unter Schiitteln wird die Zellsuspension zentrifugiert (20 min, 4°C, 6000xg), der
Medientiiberstand verworfen, die Zellen in TBSE-Puffer resuspendiert und wieder-
holt zentrifugiert. AnschliefSend wird das Feuchtgewicht der Zellen bestimmt und

diese bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.5.2 Expression in loslicher Form

Fir die losliche Expression rekombinanter Proteine als Thioredoxin-
Fusionsproteine wird die Expressionskultur bis zu einer ODeoo von 0.4 bei 37°C in-
kubiert, anschliefend werden die Kolben in einen auf 18°C temperierten Schiittler
gestellt und nach 30 min die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG indu-
ziert. Die Expression erfolgt bei 18°C tiber Nacht fiir circa 18 h, bevor die Zellen vom
Medium abgetrennt werden (20 min, 4°C, 6000xg) und, wie oben beschrieben, ver-

fahren wird.
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2.5.3 Expression in M9-Minimalmedium

10x M9-Medium: 42 mM Na;HPO4, 22 mM KH2PO,4, 8.6 mM NacCl, pH 7.2-7.4

autoklaviert

200x Spuren-
elementelésung: 5 g/] EDTA, 0.8 g/l FeCls, 0.05 g/l ZnCl, 0.01 g/l CuSOs,

0.01 g/1CoCl;, 0.01 g/1 H3BOs, 1.6 g/l MnClz, 0.01 g/l Na;WoOs,,
pH 7.0 mit 2 M NaOH einstellen, steril filtriert

MgS04-Losung: 1 M MgSO,, steril filtriert

CaCl,-Losung: 1 M CaCl, steril filtriert

Glucoselosung: 20% (w/v) Glucose, steril filtriert

Thiaminhydro-

chlorid-Losung: 50 mg/ml Thiamin-HC], frisch angesetzt und steril filtriert
NH4Cl-Losung: 20% (w/v) NH4Cl oder 15NH4CI (CK Gas Products)

Fur gebrauchsfertiges Minimalmedium werden pro 1 Liter zundchst 100 ml M9-
Medium in 500 ml ddH20 vorgelegt, bevor nacheinander jeweils 1 ml MgSO4-Lésung,
1 ml CaClz-Losung, 5 ml 200x Spurenelementelosung, 30 ml Glucose-Losung, 2 ml
Thiaminhydrochlorid-Losung und 5 ml NH4Cl-Losung hinzu gegeben werden. An-
schliefRend wird mit ddH20 aufgefiillt und das entsprechende Selektionsantibiotikum

zugesetzt.

Flir die Expression in Minimalmedium im 5-Liter-Maf3stab werden von E.coli-Zellen
eines Expressionsstammes, die mit dem gewiinschten Plasmid transformiert wurden
(siehe 2.2.5), zunichst 5 ml Ubertag-Kultur in LB-Medium angesetzt. Mit 1 ml der
Ubertagkultur wird im Anschluss die Ubernachtkultur in 200 ml Minimalmedium
ohne isotopenmarkierte Chemikalien inokuliert und bei 37°C unter Schiitteln inku-

biert.

Fir die Hauptkultur wird isotopenhaltiges Medium 1:25 mit der Ubernachtkultur
versetzt und bis zu einer optischen Dichte ODeoo von 0.65 im Schiittler bei 37°C in-
kubiert. Im Anschluss werden zusatzlich 2 g/1 Glucose supplementiert und die Prote-
inexpression wird durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgt flir

circa 18 h bei 37°C bevor die Zellen, wie in 2.5.1 beschrieben, geerntet werden.
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2.5.4 Zellaufschluss nach Expression in Einschlusskorpern und Prapara-

tion
TBSE-Puffer: 10 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8.0
TBST-Puffer: 10 mM TrisHCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8.0,

1% (v/v) Triton X-100

verwendete Extraktionspuffer:

fur Twisted
gastrulation: 6 M GuHCI, 100 mM Na-Phosphat, 10 mM TrisHCI pH 8.0

fiir BMP-2: 20 mM Na-Acetat pH 5.5, 2 M GuHCl

Bis zu 10 g E.coli Zellen einer Expression werden in 200 ml TBSE-Puffer resuspen-
diert, mit 3.5 mg Lysozym/100 ml Zellsuspension versetzt und fiir 30 min bei 4°C
unter Rithren inkubiert. Danach erfolgt der Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall
fir 15 min auf Eis (30 s an/30 s aus, 65% Amplitude, Sonopuls Ultraschall Homo-
genisator (Bandelin)) und die Abtrennung der Einschlusskorper durch Zentrifugati-
on (25 min, 4°C, 25.000xg). Fir einen vollstindigen Zellaufschluss wird das Pellet
erneut in 200 ml TBSE-Puffer resuspendiert und wie zuvor beschallt und zentrifu-
giert. Um das Protein von Zellorganellen und Membranfragmenten zu lésen, wird
das Pellet in TBST-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach einem weite-
ren Waschschritt in TBSE-Puffer werden die gereinigten Einschlusskorper pelletiert

und das Feuchtgewicht bestimmt.

Die Extraktion der rekombinanten Proteine aus den Einschlusskorpern erfolgt iiber
Nacht bei RT im zehnfachen Volumen des Extraktionspuffers (w/v) unter Zusatz von
1/1000 Volumenteil B-Mercaptoethanol zur Reduktion von Disulfidverbriickungen.
Zur Abtrennung unloslicher Bestandteile wird die Losung zentrifugiert (25 min,

15°C, 25000xg).
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2.5.5 Renaturierung

Renaturierungspuffer fiir
Twisted gastrulation: 2 M LiC], 30 mM CHAPS, 50 mM TrisHC], 2 mM GSH,
1 mM GSSG, 500 mM Arginin, pH 8.0

Renaturierungspuffer fir
BMP-2 und Varianten

(nach Hillger etal., 2005): 100 mM TrisHCl, 5 mM EDTA, 2 M LiCl, 25 mM
CHAPS, 2 mM GSH, 1 mM GSSG, pH 8.0

Vor der Renaturierung wird die Proteinlésung mittels Ultrafiltration moglichst weit
aufkonzentriert, um so wenig Extraktionspuffer wie moglich in den Renaturierungs-

ansatz zu verschleppen.

Das Volumen des Puffers wird so gewahlt, dass die Konzentration des Proteins
50-100 pg/ml (Tsg) beziehungsweise 100-150 pg/ml (BMP-2) darin betragt. Der
Riickfaltungspuffer wird zuvor entgast und auf 4°C gekiihlt. Anschliefdend wird das

Konzentrat langsam unter ziigigem Riihren in den Renaturierungspuffer eingetropft.

Der Renaturierungsansatz mit Twisted gastrulation wird im Dunkeln bei RT inku-
biert, der Ansatz mit BMP-2 bei 10°C. Die Inkubationsdauer richtet sich nach dem
Verlauf der Renaturierung, der durch tagliche Probenentnahme mittels SDS-PAGE
verfolgt wird. Ist die gewiinschte Proteinspezies im Uberschuss vorhanden, wird der
Ansatz mit Twisted gastrulation dreimal gegen das zehnfache Volumen 20 mM HE-
PES pH 8.0, 300 mM NacCl und einmal gegen das zehnfache Volumen 20 mM HEPES
pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol dialysiert und eventuell vorhandenes Prazipi-
tat abzentrifugiert (25 min, 4°C, 25.000xg).

Der BMP-Ansatz wird mit 2 M HCI auf einen pH-Wert von 5.5 eingestellt, mittels
Ultrafiltration (Amicon Riihrzelle, Sartorius Ultrafiltrationsmembran 5kDa) auf 1/10
des Ausgangsvolumens eingeengt und zweimal gegen das zehnfache Volumen Nied-

rigsalz-Puffer fiir die Heparin-Affinitatssaule (siehe 2.7.3) dialysiert.
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2.5.6 Zellaufschluss nach Expression loslicher Proteine in E.coli
Aufschlusspuffer: 20 mM TrisHCI, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8.0

Bis zu 10 g E.coli Zellen einer Expression werden in 150 - 200 ml Aufschlusspuffer
resuspendiert, mit 3.5 mg Lysozym/100 ml Zellsuspension versetzt und fiir 30 min
bei 4°C unter Riihren inkubiert. Danach erfolgt der Aufschluss der Zellen mittels Ult-
raschall in einer Rosettenzelle fiir 15 min auf Eis (30 s an/30 s aus, 65% Amplitude,
Sonopuls Ultraschall Homogenisator (Bandelin)) und die Abtrennung von Zelltriim-
mern durch Zentrifugation (25 min, 4°C, 25.000xg). Gegebenenfalls wird das Pellet
erneut in Aufschlusspuffer resuspendiert und die Suspension wiederholt beschallt
und zentrifugiert. Die Uberstinde werden vereinigt und bis zur weiteren Verarbei-

tung auf Eis gekiihlt.
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2.6 Expression rekombinanter Proteine in Freestyle™ 293 F-
Zellen

Freestyle™ 293 F-Zellen (Invitrogen) sind an Suspensionskultur adaptierte HEK

(human embryonal kidney) 293-Zellen. Die Zellen wachsen in serumfreiem Medium,

was die Aufreinigung von Proteinen aus dem Expressionsiiberstand erleichtert.

2.6.1 Kultivierung der Freestyle™ 293 F-Zellen
Kultur- und Expressionsmedium: Freestyle™ 293-Medium + 1% P/S

Die Zellen werden in beliifteten 125 ml Polykarbonat-Erlenmeyerkolben (BD
Biosciences) bei 37°C, 150 rpm, 8% CO; und 65% relativer Luftfeuchte im Inkubator
(C200, Labotec) in 25-30 ml Medium kultiviert. Nach jeweils 3-4 Tagen, wenn eine
Zelldichte von 2-3*106 Zellen/ml erreicht ist, werden die Zellen passagiert. Hierzu
wird die Zelldichte in einem Volumen von 25-30 ml mit frischem Medium auf

5.5%10° Zellen/ml eingestellt.

2.6.2 Transfektion der Freestyle™ 293 F-Zellen mit PEI

Fiir die Expression des Zielproteins muss zunachst das die cDNA enthaltene Plasmid
in die Freestyle™ 293 F-Zellen eingebracht werden. Dies erfolgt unter Verwendung
des kationischen Polymers Polyethylenimin (PEI, linear, 25.000 kDa, Polysciences
Inc.), das die negative Eigenladung der DNA maskiert und so deren Aufnahme mittels

Endocytose ermoglicht (Boussif et al., 1995; Luo & Saltzman, 2000).

Flr eine Transfektion werden pro 1 ml Expressionskultur in einem Reaktionsgefaf3
1 pgDNA in 35 pl Opti-MEMI (GIBCO) und in einem weiteren Reaktionsgefafd
2 ug PEI in 35 pl Opti-MEMI verdiinnt und gut gemischt. Anschlieféend wird die PEI-
Verdiinnung zur DNA-Verdiinnung gegeben, intensiv gemischt und bei RT fiir 25 min
inkubiert. Wahrenddessen wird die Zelldichte auf 5.5*10> Zellen/ml mit frischem
Medium eingestellt und die Zellsuspension entsprechend dem Expressionsvolumen
in 6-Loch-Platten oder Kolben tiberfiihrt. Der DNA-PEI-Komplex wird anschlief3end
tropfenweise unter Schiitteln zu den Zellen gegeben. Nach 4-5 Tagen Expression
werden die Zellen mittels Zentrifugation (6.000xg, 15 min, 4°C) abgetrennt und der
das Protein enthaltende Uberstand wird bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gela-

gert.

68



Material und Methoden

2.7 Chromatographische Methoden zur Proteinaufreinigung

2.7.1 Metallchelat-Affinititschromatographie

Verfligt das exprimierte Protein iiber eine Hiss-Sequenz, kann dies dazu genutzt
werden, andere in der Losung befindlichen Proteinen und Verunreinigungen abzu-
trennen. Dabei bindet die His¢-Sequenz an die an der Saulenmatrix (in der Regel Nit-
rilotriessigsdure-Agarose, kurz NTA) immobilisierten Ni%*-lonen. Unspezifisch
gebundene Bestandteile werden durch Spiilen mit Binde- oder Waschpuffer entfernt

und anschliefdend das Protein mit imidazol-haltigem Puffer eluiert.

2.7.1.1 Ni2+-Affinititschromatographie im ,batch-Verfahren“

Dialysepulffer I: 20 mM TrisHCI pH 7.9, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA
Dialysepulffer II: 20 mM TrisHCl pH 7.9, 300 mM NaCl

Bindepuffer: 20 mM TrisHCI pH 7.9, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol
Elutionspuffer: 20 mM TrisHCI pH 7.9, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol

Dialysepuffer III
(HBSEsoo): 10 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA

Der Expressionsiiberstand oder die Proteinlosung wird zunachst jeweils gegen das
zehnfache Volumen einmal gegen Dialysepuffer | und zweimal gegen Dialysepuffer II

dialysiert (VISKING Typ 36/32, Roth).

In Bindepuffer aquilibrierte Ni2*-NTA-Agarose (Amocol) wird zu einer geklarten
(25.000xg, 4°C, 25 min) Proteinlésung hinzu gegeben und iliber Nacht bei 4°C auf
einem Rollenmischer inkubiert. Die Menge der hinzugegebenen Agarose richtet sich
nach Expressionsvolumen und -rate, die Kapazitit des Sdulenmaterials betragt
10 mg Protein/1 ml Agarose.

Anschlieflend wird die Proteinlésung mit der Ni2*-NTA-Agarose in eine ECONO-
Glassaule (& = 2.5cm, 1 = 10 cm, Bio-Rad) gegeben und der Durchlauf gesammelt. Das
sich in der Glassdule angesammelte Sdulenmaterial wird fiinfmal mit dem zehnfa-
chen Sdulenvolumen Bindepuffer gespiilt. Schlief3lich wird das Protein in zehn Frak-

tionen in je einem Sadulenvolumen mit Elutionspuffer eluiert. Proteinenthaltende
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Fraktionen werden mittels SDS-PAGE bestimmt, vereinigt und zweimal gegen das
zehnfache Volumen Dialysepuffer III (HBSEsoo) dialysiert (VISKING Typ 36/32,
Roth).

2.7.1.2 Ni?+-Affinitatschromatographie unter denaturierenden Bedingungen

Bindepuffer: 6 M GuHCI, 100 mM Na-Phosphat, 10 mM TrisHCI pH 8.0
Waschpuffer: 6 M GuHCI, 100 mM Na-Phosphat, 10 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM
Imidazol

Elutionspuffer: 6 M GuHCl, 100 mM Na-Phosphat, 10 mM TrisHCI pH 8.0, 500 mM
Imidazol

Dialysepuffer: 6 M GuHCI, 5 mM EDTA, 50 mM TrisHCI pH 8.0

Die Proteinlosung wird bei RT unter Verwendung einer Spritze liber eine mit Binde-
puffer dquilibrierte 1 oder 5 ml Ni2*-Affinitatssdaule (HisTrap FF crude, GE) gegeben.
Anschlief3end erfolgt durch Spiilen mit dem zehnfachen Saulenvolumen Waschpuffer
die Entfernung unspezifisch gebundener Verunreinigungen. Im Anschluss erfolgt die
Elution in 1 oder 5 ml Fraktionen mit Elutionspuffer und die Analyse dieser mittels
SDS-PAGE. Proteinenthaltende Fraktionen werden vereinigt und zweimal gegen das

zwanzigfache Volumen dialysiert.

2.7.1.3 Niz+-Affinititschromatographie unter nativen Bedingungen

Puffer fiir ActR-11Becq

Bindepuffer: 20 mM TrisHCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol
Elutionspuffer: 20 mM TrisHCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol
Dialysepuffer I: 50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0

Dialysepuffer II: 50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl; pH 8.0

Puffer fiir Twisted gastrulation

Bindepuffer: 20 mM HEPES pH 8.0, 500 mM NacCl, 10 mM Imidazol

Waschpuffer: 20 mM HEPES pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol,
1% Tween20

Elutionspuffer: 20 mM HEPES pH 8.0, 500 mM NacCl, 300 mM Imidazol

70



Material und Methoden

Die Proteinlosung wird auf die mit Bindepuffer dquilibrierte Saule (5 ml HisTrap FF,
GE) gegebenenfalls bei 4°C aufgetragen (FPLC-System: AKTA prime, GE) und mit
Bindepuffer und/oder Waschpuffer gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm wie-
der den Ausgangswert erreicht hat. Danach erfolgt die Elution, indem direkt 50 ml
100% Elutionspuffer iiber die Saule geleitet werden. Dabei werden Fraktionen zu je
3 ml gesammelt. Nach Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE werden proteinent-

haltende Fraktionen vereinigt und gegebenenfalls dialysiert.

2.7.2 Grofdenausschlusschromatographie

Bei der Grofdenausschlusschromatographie wird der umgekehrte Siebeffekt fiir die
Auftrennung von Proteingemischen genutzt. Wahrend grofde Molekiile nur in die
Zwischenrdume der Sdulenmatrix gelangen und diese dadurch schnell passieren,
gelangen kleine Molekiile in die Poren des Sdulenmaterials. Dadurch steht ihnen ein

grofderes Diffusionsvolumen zur Verfiigung und sie verbleiben langer auf der Saule.

2.7.2.1 Praparative Groflenausschlusschromatographie

Laufpuffer: 10 mM HEPES, 500 mM NaCl pH 7.4

Die fiir die Auftrennung verschiedener Oligomerspezies wiahrend der Aufreinigung
in dieser Arbeit verwendete Sdule (Superdex 75 16/60 prep grade, GE) hat einen
Trennbereich von 3.000 bis 70.000 Da. Fir eine hinreichende Auftrennung werden
maximal 3 ml Proteinldsung mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgetragen. Die
Auftrennung der verschiedenen Proteinspezies nach ihrer Grofde erfolgt mit einer

Flussrate von 1 ml/min. Die Fraktionsgrofde betragt 1 ml.

2.7.2.2 Analytische Griéfdenausschlusschromatographie

Laufpuffer: 10 mM HEPES, 500 mM NacCl pH 7.4, 0.005% Tween20
Die Grofdenausschlusschromatographie ist auch geeignet fiir die Analyse und Isolie-
rung von Proteinkomplexen. Hierfiir wird die entsprechende Saule zunachst kalib-

riert (siehe 2.7.2.3) und das Proteingemisch unter identischen Bedingungen

aufgetrennt.
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Fur die zu analysierenden Proteingemische wurde eine Superdex 200 (16/60 prep
grade, GE) Sdule mit einem Trennbereich von 10.000 bis 600.000 Da verwendet. Das
Proteingemisch wird zuvor eingeengt oder mit Laufpuffer auf 1 ml Gesamtvolumen
aufgefiillt und tiber eine 1 ml Auftragsschleife injiziert. Die Auftrennung der Proteine

erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml/min, Fraktionen wurden zu 1.3 ml gesammelt.

2.7.2.3 Kalibrierung der Gelfiltrationssiule

Laufpuffer: 10 mM HEPES, 500 mM NaCl pH 7.4, 0.005% Tween20

Fiir die Kalibrierung einer Gelfiltrationssaule werden verschiedene Proteine, deren
Molekulargewicht bekannt ist, auf die Sdule aufgetragen und deren Elutionsvolumen
Vi bestimmt. Nach Ermittlung des totalen Sdulenvolumens Vi durch Perfusion einer
10%igen Acetonlésung und Bestimmung des Ausschlussvolumens Vo durch Injektion

von 500 pg Dextranblau2000 kann nach der Gleichung

Vi— VW

K. =
av Vt _ VO

das relative Elutionsvolumen K.y berechnet werden. Durch Auftragen der so be-
stimmten relativen Elutionsvolumen Kay gegen den dekadischen Logarithmus der
Molekulargewichte wird eine Eichgerade erhalten. Nach der Bestimmung des relati-
ven Elutionsvolumens des zu untersuchenden Proteins lasst sich anhand der Gera-
dengleichung das apparente Molekulargewicht berechnen.

Fir das Eichen der Saule werden in zwei separaten Laufen je 250 pug Aprotinin
(6.500 Da), Carboanhydrase (29.000 Da) und Conalbumin (75.000 Da), sowie je
500 pg RNaseA (13.700 Da) und Ovalbumin (43.000 Da) in 1 ml Laufpuffer verdiinnt
und iiber eine 1 ml Auftragsschleife injiziert. Die Auftrennung der Proteine erfolgt

bei einer Flussrate von 1 ml/min.
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2.7.3 Heparin-Affinititschromatographie

Niedrigsalzpuffer: 6 M Harnstoff, 125 mM Essigsaure, 100 mM Tris,
5 mM EDTA, 300 mM NaCl pH 5.5

Hochsalzpuffer: 6 M Harnstoff, 125 mM Essigsaure, 100 mM Tris,
5mM EDTA, 1 M NaCl pH 5.5
Dialysepuffer: 1 mM HCI

Die Heparin-Affinitatschromatographie ist eine lonenaustausch-Chromatographie
bei der die hauptsachlich aus basischen Aminosduren bestehende Heparin-

Bindestelle an die Sulfonsduregruppen des Heparins bindet.

Nach Klarung des Dialysats durch Zentrifugation erfolgt das Auftragen der Protein-
16sung mit einer Flussrate von 2 ml/min (FPLC-System: Bio-Rad BioLogic DuoFlow)
auf die mit Niedrigsalzpuffer dqulibrierte Heparin-Sepharose-Saule (HiTrap FF, 5 ml,
GE). Nach dem Waschen mit Niedrigsalzpuffer bis die Absorption bei 280 nm den
Ausgangswert erreicht hat, erfolgt die Elution iiber einen linearen Salzgradient zu

100% Hochsalzpuffer iiber zehn Sdulenvolumen.

Nach Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE werden Fraktionen, die das
entsprechende Protein enthalten, vereinigt und dreimal gegen das 100fache Volu-

men Dialysepuffer dialysiert.

2.7.4 Anionenaustausch-Chromatographie unter Verwendung einer
Q-Sepharose Saule
Niedrigsalzpuffer: 20 mM TrisHCI, 35 mM NaCl pH 8.0
Hochsalzpuffer: 20 mM TrisHC], 1 M NaCl pH 8.0
Dialysepulffer: 1 mM HCI

Das Proteingemisch wird mit einer Flussrate von 2 ml/min auf eine mit Niedrigsalz-
puffer dquilibrierte Q-Sepharose Saule (5 ml, GE) aufgetragen und mit Niedrigsalz-
puffer gewaschen (3 ml/min), bis die Absorption bei 280 nm den Ausgangswert
erreicht hat. Die Elution der Proteine erfolgt nach dem angegebenen Schema
(Tabelle 13). Nach Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE werden die pro-
teinenthaltenden Fraktionen vereinigt, dialysiert (dreimal, 100faches Volumen) und

photometrisch die Konzentration bestimmt.
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Tabelle 13: Elutionsschema fiir die Anionenaustausch-Chromatographie von ActR-11Becq

Anteil Hoch- Volumen Flussrate Fraktionsgrofde
salzpuffer (%) (ml) (ml/min) (ml)
0-50 200 2.5 2
50-100 100 3 4.5
100 15 3 4.5

2.7.5 Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie

TFA-Losung: 0.1 % (v/v) TFA in ddH-0

Elutionspuffer: 100% Acetonitril

analytische Saule: Phenomenex Jupiter C4, 250x4.6 mm, 5 um, 300 A
semipraparative Saule: Phenomenex Jupiter C4, 250x10 mm, 10 um, 300 A
HPLC-System: BioLogic DuoFlow (Bio-Rad)

Die Umkehrphasen-HPLC wird hauptsachlich zum Entsalzen von Proteinproben vor
der massenspektrometrischen Analyse genutzt (analytischer Mafdstab), aber auch als

finaler Schritt bei der Proteinaufreinigung (praparativer Maf3stab).

Die Proteinlosung wird vor der Injektion mit 10%iger TFA-Losung (v/v) auf eine
Endkonzentration von 0.1% (v/v) eingestellt und gegebenenfalls enthaltene unlosli-
che Bestandteile mittels Zentrifugation (25 min, 25.000xg, 4°C) abgetrennt. Im An-
schluss wird die Proteinlosung liber eine Injektionsschleife auf die Saule geleitet und
diese mit 0.1%iger TFA gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm wieder den Aus-

gangswert erreicht hat. Die Elution erfolgt mittels eines Acetoniltril-Gradienten.

Tabelle 14: Acetonitril-Gradient fiir die Elution von BMP-2

Anteil Volumen Flussrate Fraktions-
Acetonitril (%) (ml) (ml/min) grofde (ml)
0-30 40 2 4
30-50 70 2 2
50-100 20 2.5 2

100 20 2.5 4
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2.8 Alkalische Phosphatase (ALP) Assay zur Aktivititsbestim-
mung von Proteinen

2.8.1 Kultivierung von ATDC5 und C2C12-Zellen

Vollmedien:
C2C12-Zellen: DMEM + GlutaMAX™ + 10% FCS + 1% P/S
ATDC5-Zellen: DMEM + Ham's F-12 (1:1) + 10% FCS + 1% P/S

Hungermedium: = DMEM + GlutaMAX™ + 1% FCS + 1% P/S
1x PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPO,, 2 mM KH.PO4, pH 7.4

1x Trypsin: (10x) Trypsin (1:250)/EDTA (0.5 %/0.2 %) (Biochrom) in 10x PBS
ohne Ca?+*/Mg?+1/10 verdiinnt in 1x PBS

Sowohl ATDC5- (Teratokarzinom-Knorpelzelllinie aus Maus, abgeleitet von AT805)
als auch C2C12-Zellen (Myoblastenzelllinie aus Maus, abgeleitet von C3H) sind adha-
rent wachsende Ziellinien, die durch Stimulation mit BMP-2 zu Chondrozyten bezie-
hungsweise Osteoblasten diffenzieren (Katagiri et al., 1994; Shukunami et al., 1998).
Typisch fiir diese Diffenzierung ist die Expression der Alkalischen Phosphatase
(ALP). Bei Zugabe von p-Nitrophenylphosphat, wird dieses durch die Alkalische
Phosphatase zu p-Nitrophenol umgesetzt, welches anschliefend photometrisch

nachgewiesen werden kann.

Beide Zelllinien werden bei 37°C, 5%C02 und 85% relativer Luftfeuchte im Inkuba-
tor (C200, Labotec) im jeweiligen Vollmedium in 75 cm? - Gewebekulturflaschen
(Greiner) kultiviert und passagiert, bevor sie konfluent sind. Hierzu wird das ver-
brauchte Vollmedium abgesaugt, die am Boden haftenden Zellen werden mit 10 ml
1x PBS gewaschen und anschliefdend mit 2 ml 1x Trypsinlésung fiir 3 min bei 37°C
inkubiert. Haben sich die Zellen vom Flaschenboden gelost, werden 8 ml 1x PBS hin-
zugegeben, 1/10 bis 1/50 der Zellsuspension in der Kulturflasche belassen und mit

Vollmedium auf 15 ml Gesamtvolumen aufgefiillt.
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2.8.2 Alkalische Phosphatase-Assay

Lysepuffer: 0.1 M Glycin pH 9.6, 1% NP-40, 1 mM MgCl;, 1 mM ZnCl;
pNPP-Losung
(Pierce): 10 mg p-Nitrophenylphosphat in 10 ml 1x Diethanolamin-Substrat-

Puffer (1 M Diethanolamin pH 9.8)

Fiir die Durchfiihrung eines Alkalische Phosphatase-Assays werden die Zellen, wie in
2.8.1 beschrieben, trypsinisiert, anschliefend in einem sterilen 15 ml-Réhrchen
(Sarstedt) bei 180xg und 20°C fiir 3 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
die Zellen in 5 ml Vollmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl (siehe
2.4.2) wird diese im benétigten Volumen auf 4.0 x 104 Zellen/ml eingestellt und es
werden jeweils 100 pl pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte (Greiner) pipettiert. Nach
circa 16 h wird das Vollmedium von den Zellen abgesaugt, diese mit je 100 ul 1x PBS
gewaschen und anschliefdend fiir 4 h mit je 100 ul Hungermedium versetzt. Im An-
schluss erfolgt die Stimulation der Differenzierung durch Zugabe von rekombinanten

Proteinen in den angegebenen Konzentrationen.

Nach 72 h Inkubation wird das Medium von den Zellen abgesaugt und jede Vertie-
fung mit je 100 pl 1x PBS gewaschen. Anschlief3end werden die Zellen durch Zugabe
von 100 pl Lysepuffer und Inkubation fiir 1 h unter Schiitteln bei RT lysiert. Fiir den
photometrischen Nachweis der Bildung der Alkalischen Phosphatase werden 100 pl
pNPP-Losung hinzugegeben und die Absorption an einem ELISA-Photometer bei

einer Wellenlange von 405 nm bestimmt.
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2.9 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels Oberfla-
chen-Plasmonresonanz-Spektroskopie

Messpuffer: 10 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% Tween20

Fiir die quantitative Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in vitro dient die
Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektrospkopie (surface plasmon resonance, SPR).
Diese erlaubt es, die Interaktion von Proteinen in Echtzeit zu verfolgen und deren
Bindungskinetik zu bestimmen. Wahrend ein Interaktionspartner (Ligand) auf der
Matrix eines mit Gold beschichteten Glasprismas (Biosensor) immobilisiert ist, wird
der zweite, in Messpuffer geloste Interaktionspartner (Analyt) in verschiedenen
Konzentrationen dariiber geleitet. Die Bindung der Interaktionspartner und die da-
mit einhergehende Massenzunahme an der Oberflache des Biosensors wahrend die-
ser Assoziationsphase wird iiber die Verdanderung des Brechungsindexes detektiert
und in sogenannten resonance units (RU) angegeben. 1 RU entspricht dabei einer
Massenzunahme von 1 pg/mmz2. Durch Perfusion von reinem Messpuffer wird die
Dissoziationsphase eingeleitet, wahrend der sich der Analyt vom immobilisierten
Interaktionspartner 16st, was wiederum mit einer Veranderung des Brechungsinde-
xes einhergeht. Aus dem so erhaltenen Sensorgramm lassen sich anschliefend die
kinetischen Parameter k; (Assoziations-) und kg (Dissoziationsgeschwindigkeit) be-
stimmen, sowie daraus die Gleichgewichtskonstante Kp berechnen. Die Interaktions-
analysen wurden an dem Oberflachen-Plasmonresonanz-System ProteOn™ XPR 36

(Bio-Rad) durchgefiihrt.

Zunachst wird einer der zu analysierenden Interaktionspartner an der Alginat-
Matrix eines Biosensors immobilisiert. Dies kann kovalent durch die sogenannte
Amino-Kopplung erfolgen, wobei die Immobilisierung iiber &-Aminogruppen von
Lysinen erfolgt oder nicht-kovalent durch Bindung biotinylierter Liganden an eine
mit Neutravidin beschichtete Biosensoroberflache.

Die Aktivierung der Matrix eines ProteOn™ GLC Biosensors (Bio-Rad) erfolgt durch
Perfusion einer EDC/sulfo-NHS-Losung (100 mM 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) Carbodiimid, 25 mM N-Hydroxysulfosuccinimid) fiir 120 s
und mit einer Flussrate von 100 pl/min. Anschliefend wird der Ligand oder Neutra-

vidin, verdiinnt in 10 mM Na-Acetat Puffer pH 4.0, iiber die aktivierte Biosensorober-
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flache geleitet, bis die gewlinschte Beladungsdichte erreicht ist (100 pl/min). Freie
aktivierte Carboxylgruppen der Biosensoroberfliche werden anschliefRend durch
Uberleiten von Ethanolamin abgesittigt (300 s, 100 pl/min). Die Beladung mit bioti-
nylierten Liganden erfolgt in Messpuffer mit einer Flussrate von 100 pl/min, bis die

entsprechende Beladungsdichte erreicht ist.

Fur die Interaktionsanalyse werden verschiedene Verdinnungen des Analyten in
Messpuffer hergestellt und iiber den Liganden geleitet (300 s, 100 pl/min). Die Aus-
wertung der Kinetik erfolgt tiber ein Langmuir 1:1 Interaktionsmodell mit den in

Tabelle 15 zusammengefassten Einstellungen.

Die Regeneration des Liganden fiir einen weiteren Messzyklus erfolgt durch Wa-
schen mit 4 M MgCl; (18 s, 100 pl/min) und anschlieféend mit 10 mM Glycin pH 1.5
(185,100 pl/min).

Tabelle 15: Zusammenfassung der verwendeten Parametereinstellungen des
Langmiur-1:1-Interaktionsmodell

Parameter Einheit Einstellungen
Konzentration M lokal konstant
K. 1/Ms gruppiert angepasst
Kq 1/s lokal angepasst
Kp M lokal berechnet
Rumax RU lokal angepasst
to Assoziation S gruppiert konstant
to Dissoziation S gruppiert konstant
RI RU lokal konstant
Chiz RU lokal berechnet
Beginn Assoziation S gruppiert konstant
Ende Assoziation S gruppiert konstant
Beginn Dissoziation S gruppiert konstant
Ende Dissoziation S gruppiert konstant
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2.10 Sekundirstrukturanalyse mittels CD-Spektroskopie

Linear polarisiertes Licht setzt sich zusammen aus gleichen Anteilen links- und
rechts-zirkular polarisierter Komponenten. Trifft dieses Licht auf optisch aktive Mo-
lekiile (Chirale), die eine der beiden Komponenten verstarkt absorbieren, resultiert
daraus elliptisch polarisiertes Licht. Bei der CD-Spektroskopie (circular dichroism)
wird diese Absorptionsdifferenz (Elliptizitit ) fiir eine Substanz iiber einen be-

stimmten Wellenldngenbereich gemessen und so ein CD-Spektrum erhalten.

Da es sich bei Proteinen um chirale Molekiile handelt und die Sekundarstrukturele-
mente aufgrund der unterschiedlichen Absorption der Peptidbindungen zu einem
charakteristischen Spektrenverlauf im Wellenldngenbereich von 170-250 nm (ferner
UV-Bereich) flihren, erlaubt die CD-Spektroskopie, Aussagen tiber die strukturelle
Zusammensetzung zu treffen. Zusatzlich erhélt man bei 250 nm Signale von Disul-
fidbriicken und im nahen UV-Bereich von 250-300 nm Signale von aromatischen

Aminosiuren (Ubersichtsartikel siehe: Kelly et al., 2005).

Flir die Aufnahme von CD-Spektren werden die gefriergetrockneten Proteine zu ei-
ner Konzentration von 150 pg/ml in 200 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.4 gel6st. Die
Messung erfolgt in einer 1 mm Quartzglaskiivette (Hellma) an einem Jasco ]J-810

Spektrometer mit folgenden Einstellungen:

Temperatur: 20°C
Scan-Geschwindigkeit: 20 nm/min
Bandweite: 2 nm

Fir die Untersuchung der thermischen Stabilitit wird die Messtemperatur in
10°C-Schritten erhoht und jeweils ein separates Spektrum aufgenommen, um gege-

benenfalls Anderungen in der Sekundarstrukturzusammensetzung festzustellen.
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2.11 Prdparation von bindren und terniaren Proteinkomplexen

2x HBSE: 20 mM HEPES, 1 M NaCl, 6.8 mM EDTA, pH 7.4

Fiir die Untersuchung der Komplexbildung von Ligand, Rezeptor und Modulatorpro-
tein, werden 10 nmol des Liganden in 7.5 ml ddH20 und 20 nmol des Modulatorpro-
teins und/oder der Rezeptors in zweifach konzentriertem HBSE-Puffer vorgelegt.
Anschliefdend werden beide Verdiinnungen unter Riithren zusammen gegeben und
mittels Zentrifugal-Filtration (Vivaspin 4, PES, 5.000 MWCO, Sartorius Stedim) ein-
geengt (4°C, 4.000xg). Die Analyse erfolgt mittels Grofienausschlusschromatogra-

phie wie in 2.7.2.2 beschrieben, zuvor wird die Probe mit 0.005% Tween20 versetzt.

2.12 Kernspinresonanz-Spektroskopie

Messpuffer: 20 mM Na-Phosphat pH 6.0, 5% (v/v) D,0

Die 15N-markierten Proteine werden nach Abspaltung der Hiss-Sequenz an einer
Thrombin-Schnittstelle (siehe 2.3.5) mittels Umkehrphasen-HPLC aus dem Reakti-

onsansatz isoliert (siehe 2.7.5) und anschlief3end lyophilisiert.

Fir die Messung werden die Proteine zu einer Konzentration von 140 puM in Mess-
puffer gelost und unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt (4°C,
13.000xg, 10 min). Danach erfolgt die Uberfiihrung der Proben in Shigemi-Réhrchen
(Shigemi Corp., Japan).

Die Messung wurde anschlief3end von Dr. Peter Schmieder oder Monika Beerbaum
durchgefiihrt (Leibnitz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Hartmut Oschkinat).
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3 Ergebnisse

3.1 Rekombinante Herstellung von Twisted gastrulation in ver-
schiedenen Expressionssystemen

Fiir die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von Twisted gastrulation ist
es zundchst notwendig, ausreichende Mengen von biologisch aktivem Protein zu ge-
winnen. Hierzu wurden verschiedene Expressionssysteme fiir die rekombinante

Herstellung von Twisted gastrulation etabliert.

Twisted gastrulation ist ein circa 23.000 Da grof3es, aus zwei Domanen aufgebautes
Protein mit insgesamt 24 Cysteinen. Der hohe Gehalt an Cysteinen und die damit
einhergehende wahrscheinlich komplexe Disulfidverbriickung stellen dabei eine

Herausforderung an die rekombinante Expression dar.

3.1.1 Expression und Aufreinigung von Twisted Gastrulation aus Insek-
tenzellen

Zunachst wurde die Herstellung von Twisted gastrulation in Insektenzellen etabliert.
Da Insektenzellen iiber dhnliche posttranslationale Modifikationsmechanismen ver-
figen wie Sdugerzellen und iiber ein Chaperonsystem, das korrekte Disulfidverbrii-
ckung und Oligomerisierungsgrad garantieren soll, ist zu erwarten, dass so

gewonnenes Protein biologische Aktivitat aufweist.

3.1.1.1 Klonierung und Expression

Fir die Expression von Twisted gastrulation in Insektenzellen wurden die cDNA-
Sequenzen von Mus musculus (cDNA BC004850, imaGenes) und Xenopus leavis
(cDNA BC056070, imaGenes) ohne die proteineigenen Sekretionssignalsequenzen so
in den Baculovirus-Expressionsvektor pMK1 Kkloniert, dass das Protein mit einer
durch die Protease Thrombin abspaltbaren N-terminalen Hexahistidin-Sequenz ex-
primiert wird. Die cDNA-Sequenzen wurden tiber die Restriktionsschnittstellen

BamHI und Xhol in den Expressionsvektor eingefiigt und anschlieffend die Co-
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Transfektion und Virenamplifikation, wie in Kapitel 2.4.3 und 2.4.5 beschrieben,

durchgefiihrt.

10 20 30 40 50 50
MKPSFLHIPA AALLLCSLWI LPIHCCNKAL CASDVSKCLI QELCQCRPTD GNCSCCKECM
70 80 90 100 110 120
LCLGTLWDEC CDCVGMCNPR NYSDTPPTSK STVEELHEPI PSLFRALTEG DTQLNWNIVT
130 140 150 160 170 180
FPVVEELSHH ENLVSFLETV NQPQQONVSV QVSHSNEKEH MCTVVYFDDC MSIHQCKVSC

190 200 210

ESMGASKYRW FHNACCECVG PECIDYGSKT VKCVNCMV

Abbildung 14: Aus der verwendeten cDNA-Sequenz (BC056070) resultierende Proteinsequenz
fiir Twisted gastrulation von Xenopus leavis. Griin Sekretionssignalsequenz, Blau Sequenz des
reifen Proteins, Orange potentielle N-Glykosylierungsstellen

Die Expression erfolgte, wie in Abschnitt 2.4.7 beschrieben, in serumfreien High-
Five™-Insektenzellen in Suspensionskultur. Die Insektenzelldichte wurde hierfiir
auf 5.5*105 Zellen/ml eingestellt und so viel vom Uberstand einer serumfreien Vi-
renamplifikation hinzugegeben, dass eine MOI von 5 erreicht wurde. Bis zu 400 ml
Expressionsansatz wurden pro 2-Liter-Kulturkolben fiir 5 Tage bei 27°C unter
Schiitteln inkubiert. Aufgrund der im Vektor enthaltenen gp64-Signalsequenz ge-
langt nativ gefaltetes und posttranslational modifiziertes Protein tiber den sekretori-
schen Weg aus den Zellen in den Expressionsiiberstand. Dieser wurde nach
Abtrennung der Zellen durch Zentrifugation ausgiebig dialysiert, um im Medium
enthaltene Inhaltsstoffe zu entfernen, die den folgenden Aufreinigungsschritt beein-

trachtigen konnen.

3.1.1.2 Metallchelat-Affinitiatschromatographie

Mittels Niz*-Affinitaitschromatographie wurde das Protein im ,batch-Verfahren“ an-
gereichert und aufgereinigt (siehe2.7.1.1). Zu 400 ml dialysiertem Expressionsiiber-
stand wurden 2 ml in Bindepuffer dqulibrierte Ni2*-NTA-Agarose hinzugegeben und
das Gemisch tiber Nacht bei 4°C auf einem Rollenmischer inkubiert. Nach der Ab-
trennung der Ni2*-NTA-Agarose vom Expressionsiiberstand unter Verwendung einer
ECONO-Glassaule, wurde das Saulenmaterial fiinfmal mit 20 ml Bindepuffer gespiilt.
Die Elution des Proteins erfolgte anschliefdend in zehn Fraktionen zu je 2 ml mit Elu-

tionspuffer.

82



Ergebnisse

Die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen in Abbildung 15 zeigt, dass das Protein aus
Xenopus leavis als Monomer exprimiert und angereichert werden kann. Es ist eine
diffuse Bande oberhalb der 25 kDa Bande des Grofienstandards zu erkennen. Dass
das apparente Molekulargewicht grofier ist, als das theoretisch berechnete Moleku-
largewicht mit 23.510 kDa, kann in der Hexahistidin-Sequenz begriindet sein. Bei
genauerer Betrachtung des SDS-Gels sind auf den weniger stark beladenen Spuren
zwei bis drei nahe beieinander liegende Proteinbanden zu erkennen, wodurch das
diffuse Laufverhalten erklart werden kann. Twisted gastrulation enthalt drei putati-
ve N-Glykosylierungsstellen (Abbildung 14), die scheinbar nicht in gleichem Maf3
genutzt werden. Durch unterschiedliche Glykosylierungsgrade ergeben sich so Pro-

teinspezies, die sich in ihrem Laufverhalten unterscheiden.

Wahrend bis zu 20 mg Twisted gastrulation pro einem Liter Suspensionskultur un-
ter Verwendung der cDNA von Xenopus leavis aufgereinigt werden konnten, konnte

eine Expression des murinen Proteins in Insektenzellen nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: SDS-PAGE Analyse der Elutionsfraktionen der Metallchelat-Affinititschromato-
graphie von Twisted gastrulation. St Grofienstandard, 1 - 4 Elutionsfraktionen, der Pfeil markiert
die Proteinbande von Twisted gastrulation aus Xenopus leavis.
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3.1.2 Herstellung von homogen glykosyliertem Twisted gastrulation in
Insektenzellen durch Zugabe von Kifunensin

Das Alkaloid Kifunensin hemmt die Fukosylierung des protein-gebundenen N-
Acetylglukosamins (Crispin et al., 2006) und erhoht so die Sensitivitit gegentiiber der
Endoglykosidase H. Dadurch kann ein Hauptteil der Glykosylierung entfernt und
homogen glykosyliertes Protein erhalten werden. Der nach der Spaltung mit der En-
doglykosidase H verbleibende N-Acetylglukosamin-Rest reicht in der Regel aus, um
einen gegebenenfalls fur die Stabilitat oder Funktion essentiellen Effekt der Glykosy-
lierung aufrecht zu erhalten und hat den Vorteil, dass hydrophobe Bereiche an der
Proteinoberfliache bedeckt werden (Petrescu et al., 2004). Die vollstindige Abspal-
tung der Glykosylierungen unter Verwendung der Peptid-N-Glykosidase F kann da-

her die Loslichkeit des Proteins verschlechtern (Davis et al., 1995).

Um eine homogene Glykosylierung ohne Fukosylierung von Twisted gastrulation fiir
spatere Untersuchungen zu erreichen, wurde dem Expressionsansatz Kifunensin
hinzu gesetzt. Der Zusatz des Alkaloids zeigte keinen Einfluss auf die Expressionsra-
te und auch das Verhalten von Twisted gastrulation wahrend der Aufreinigung war
unverandert. Wie in Abbildung 16 zu erkennen ist, scheint das unbehandelte Protein
zwar etwas inhomogener, aber die Sensitivitdt gegeniiber der Endoglykosidase H hat
sich im Vergleich deutlich erhoht. Auch massenspektrometrisch konnte der Verbleib
von jeweils einem N-Acetylglucosamin an drei beziehungsweise zwei Glykosylie-
rungsstellen nachgewiesen werden. So wurden zu einer theoretischen Masse von
23965.53 Da zwei Spezies mit Massen von 23964.36 Da und 23762.32 Da im Ver-
haltnis von 4 zu 1 bestimmt.
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Abbildung 16: SDS-PAGE Analyse verschieden glykosylierter Twisted gastrulation Spezies vor
und nach Verdau mit Endoglykosidase H. St) Standard, 1) unbehandeltes Twisted gastrulation aus
Expression mit Kifunensin, 2) Twisted gastrulation aus Expression mit Kifunensin nach Behandlung
mit Endoglykosidase H, 3) unbehandeltes Twisted gastrulation aus Expression ohne Kifunensin,
4) Twisted gastrulation aus Expression ohne Kifunensin nach Behandlung mit Endoglykosidase H
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3.1.3 Expression und Aufreinigung von Twisted Gastrulation aus E.coli
Zellen

Alternativ wurde auch die Expression von Twisted gastrulation in E.coli Zellen etab-
liert, da mit diesem Expressionssystem hohere Proteinausbeuten erreicht werden
konnen und sich beispielsweise Isotopenmarkierungen des Proteins fiir Kernspinre-

sonanz-Untersuchungen besser durchfiihren lassen.

Ein grofder Nachteil bei der Expression in E.coli Zellen besteht allerdings darin, dass
das Zytoplasma dieser Zellen stark reduzierend ist und eine Ausbildung von Disul-
fidbriicken unter normalen Umstanden nicht zuldsst. Aufgrund der komplexen Disul-
fidverbriickung von Twisted gastrulation wurde daher die bakterielle Expression in
sogenannten Einschlusskorpern durchgefiihrt. Dabei reichert sich ungefaltetes Pro-
tein in kompakter Form im Zytoplasma an, wird nach der Isolation aus den Zellen

gelost und anschlieféend mittels Riickfaltung die biologisch aktive Form tiberfiihrt.

3.1.3.1 Klonierung und Expression

Fiir die Expression des Proteins Twisted Gastrulation in E.coli wurden die cDNA-
Sequenzen von Mus musculus (cDNA BC004850, imaGenes) und Xenopus leavis
(cDNA BC056070, imaGenes) fiir den reifen Teil des Proteins in den Vektor pET28b
uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol kloniert. C-terminal wurde tiber
den Oligonukleotidprimer ein Stop-Codon eingefiigt, so dass das Protein mit einer N-
terminalen Hexahistidin-Sequenz exprimiert wird, die tiiber eine Thrombin-

Schnittstelle abspaltbar ist.

Die Expression erfolgte im 5-Liter-Maf3stab in E.coli BL21(DE3)* Zellen in Form von
Einschlusskorpern (siehe 2.5.1). Hierfiir wurden pro 2-Liter-Kulturkolben 800 ml
Expressionskultur bis zu einer optischen Dichte ODgoo von 0.6 kultiviert und die Ex-
pression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach 4 Stunden Expressionsdauer
wurden die Zellen pelletiert. Es wurden 2-3 g Zellen pro Liter Expressionskultur ge-
erntet. Die SDS-PAGE in Abbildung 17 zeigt eine deutliche Induktionsbande auf der

zu erwartenden Laufhohe des Proteins.
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Abbildung 17: SDS-PAGE Analyse der Expression von Twisted gastrulation. Vergleich des Pro-
teinmusters der E.coli Zellen vor der Induktion mit [IPTG (1) und 4 Stunden danach (2). Der Pfeil mar-

kiert die Proteinbande von Twisted gastrulation, die Proben wurden unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt.

3.1.3.2 Prdparation der Einschlusskorper von Twisted gastrulation

Fir die Isolierung der Einschlusskérper wurden bis zu 10 g E.coli Zellen in 200 ml
TBSE-Puffer aufgenommen und mit der Zellsuspension wie in Abschnitt 2.5.4 verfah-
ren. Nach zweimaliger Zelllyse mittels Ultraschall und zwei anschlieféenden Wasch-
schritten, wurden etwa 0.2 g Einschlusskorper pro Gramm E.coli Zellen erhalten. Der

Verlauf der Extraktion wurde mittels SDS-PAGE verfolgt und zeigt, dass das Protein

im Pellet vorzufinden war.
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Abbildung 18: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der Priaparation der Einschlusskérper von Twis-
ted gastrulation. St) Grofenstandard, 1) Uberstand nach erstem Aufschluss und Zentrifugation,
2) resuspendiertes Pellet nach erstem Aufschluss, 3) Uberstand nach zweitem Aufschluss und Zentri-
fugation, 4) resuspendiertes Pellet nach zweitem Aufschluss, 5) Uberstand nach Waschen mit TBST-
Puffer und Zentrifugation, 6) Pellet nach Waschen mit TBST-Puffer, 7) Uberstand nach Waschen mit
TBSE-Puffer und Zentrifugation, 8) Proteinsuspension der Hauptextraktion vor Zentrifugation,
9) Uberstand nach Zentrifugation der Hauptextraktionssuspension. Der Pfeil markiert die Protein-
bande von Twisted gastrulation, die Proben wurden unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
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Die Einschlusskorper wurden in Extraktionspuffer gelost, liber Nacht bei Raumtem-
peratur gerithrt und schlieRlich unldsliche Bestandteile abzentrifugiert. Spur 9 in
Abbildung 18 zeigt, dass sich Twisted gastrulation geldst hat und nach der Zentrifu-

gation im Uberstand befand.

3.1.3.3 Aufreinigung des Proteinextraktes mittels Metallchelat-Affinitits-

chromatographie unter denaturierenden Bedingungen

Da das Protein N-terminal eine Hexahistidin-Sequenz tragt, wird als Aufreinigungs-
schritt vor der Renaturierung eine Ni2*-Affinitdtssdule unter denaturierenden Be-
dingungen durchgefiihrt. So koénnen noch in der Proteinlésung enthaltene
Nukleinsduren oder andere Zellbestandteile, die die Riickfaltung gegebenenfalls st6-

ren, entfernt werden.

Die nach der Extraktion der Einschlusskérper erhaltene Proteinlosung wurde hierfiir
bei Raumtemperatur unter Verwendung einer Spritze iiber eine mit Bindepuffer
aquilibrierte 5 ml Ni2+-Affinitatssaule gegeben (siehe 2.7.1.2). Die Entfernung unspe-
zifisch gebundener Verunreinigungen erfolgte durch Spiilen mit 50 ml Waschpuffer
und die Elution in Fraktionen zu 5 ml mit Elutionspuffer. Die SDS-PAGE in Abbildung
19 zeigt, dass das Protein an die an der Sdulenmatrix immobilisierten Ni2*-Ionen ge-
bunden hat und durch die Zugabe von imidazolhaltigem Puffer eluiert werden konn-
te. Proteinenthaltende Fraktionen wurden vereinigt und dialysiert, um Imidazol und
Ni2+-lonen zu entfernen.
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Abbildung 19: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der denaturierenden Metallchelat-Affinitats-
chromatographie von Twisted gastrulation. St Grofienstandard, 1 - 8 Elutionsfraktionen; der Pfeil
markiert die Proteinbande von Twisted gastrulation. Die Proben wurden unter reduzierenden Bedin-
gungen aufgetrennt.
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3.1.3.4 Renaturierung von Twisted gastrulation

Nach der Dialyse wurde die Proteinlésung mittels Ultrafiltration bis zu einer Pro-
teinkonzentration von 5 bis 10 mg/ml eingeengt und anschlieflend langsam unter
schnellem Riihren in den vorgekiihlten und entgasten Riickfaltungspuffer einge-
tropft. Dabei wurde das Volumen so gewahlt, dass die Proteinkonzentration 50 bis
100 pg/ml betrug. Der Verlauf der Renaturierung wurde mittels SDS-PAGE analy-
siert. Wenn keine Zunahme der monomeren Proteinspezies mehr verzeichnet wer-
den konnte, weil sich das thermodynamische Gleichgewicht zwischen den
verschiedenen Proteinspezies eingestellt hat, wurde die Renaturierung beendet und
der Ansatz dialysiert. Die Renaturierungsdauer variierte zwischen 7 und 10 Tagen.
Abbildung 20 zeigt, dass neben der monomeren Proteinspezies auch dimere und
hoheroligomere Spezies enthalten sind und deren Verhaltnis zueinander tiber den
Renaturierungszeitraum variiert.
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Abbildung 20: SDS-PAGE Analyse des Renaturierungsverlaufs von Twisted gastrulation.
1) Tag 1, 2) Tag 2, 3) Tag 5, 4) Tag 7; der Pfeil markiert die monomere Proteinbande von Twisted
gastrulation. Die Proben wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.

3.1.3.5 Anreicherung von Twisted gastrulation nach der Renaturierung

Um das im Renaturierungsansatz stark verdiinnt vorliegende Protein wieder zu kon-
zentrieren und das Detergenz CHAPS zu entfernen, wurde erneut die Hexahistidin-
Sequenz in Verbindung mit einer 5 ml Ni2*-Affinitatssdule (HisTrap FF crude, GE)

unter nativen Bedingungen genutzt (siehe 2.7.1.3).

Die Proteinlosung wurde iiber die Saule geleitet und das am Saulenmaterial gebun-
dene Protein zunidchst mit dem zehnfachen Sadulenvolumen TweenZ20-haltigem
Waschpuffer gewaschen, um daran anhaftendes CHAPS zu entfernen. Anschlief3end
wurde mit zehn Saulenvolumen Bindepuffer gewaschen und das Protein mit Elu-

tionspuffer in Fraktionen zu 5 ml eluiert.
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3.1.3.6 Isolierung der monomeren Proteinspezies mittels Grof3enausschluss-

chromatographie

Fiir die Abtrennung dimerer und oligomerer Proteinspezies hat sich die Gréf3enaus-

schlusschromatographie als beste Trennmoglichkeit erwiesen.

Hierflir wurde eine Sdule mit einem Trennbereich von 3.000 bis 70.000 Da (Super-
dex 75 16/60 prep grade, GE) verwendet, wobei fiir eine hinreichende Auftrennung
maximal 3 ml Proteinlésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml aufgetragen wur-
den. Die Auftrennung der verschiedenen Proteinspezies erfolgte mit einer Flussrate

von 1 ml/min.

Wie in den Abbildung 21 und Abbildung 22 zu erkennen, eluieren héheroligomere
Spezies zuerst von der Sdule und das monomere Protein wird ab einem Elutionsvo-

lumen von circa 63 ml separat erhalten.
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Abbildung 21: Elutionsprofil der GrofRenausschlusschromatographie von Twisted gastrulation.
Dargestellt ist der Bereich des Elutionsprofils von 30 - 80 ml.
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Abbildung 22: SDS-PAGE Analyse der Gréfenausschlusschromatographie von Twisted gastru-
lation. St Standard, vS Probe vor Auftrennung, 13 - 42 Proben ausgewahlter Fraktionen; die Proben
wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
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Anhand der SDS-PAGE Analyse wurden die Faktionen ermittelt und vereinigt, die
lediglich die monomere Spezies enthielten und gegebenenfalls mittels Ultrafiltration
aufkonzentriert. Nach der photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde die Proteinlésung bei -20°C gelagert. Sowohl unter Verwendung der murinen
cDNA wie auch der cDNA aus Xenopus laevis wurden etwa 3 mg riickgefaltetes Pro-

tein pro Gramm E.coli Zellen gewonnen.

3.1.4 Expression von Twisted gastrulation in Freestyle™ 293 F-Zellen

Die Expression in Sdugerzellen stellt ebenso wie die Expression in Insektenzellen
eine Moglichkeit dar, rekombinante Proteine zu herzustellen, die vollstandig post-
translational modifiziert sind und aufgrund eines komplexen Chaperonsystems mit
hoher Wahrscheinlichkeit die biologisch aktive Proteinspezies darstellen. Ein weite-
rer Vorteil der Expression in Sdugerzellen ist der geringere Zeitaufwand, da die
Plasmid-DNA direkt in die Zellen eingebracht werden kann und das im Uberstand
enthaltene Protein nach einer Expressionsdauer von 3 - 5 Tagen sofort fiir weitere
Untersuchungen zur Verfligung steht. Die Methode eignet sich daher fiir Untersu-
chungen in denen eine hohe Zahl von Proteinvarianten charakterisiert werden soll

und geringe Proteinmengen aus kleinen Kulturvolumina ausreichend sind.

Fiir die Expression von Twisted gastrulation in Freestyle™ 293 F-Zellen wurden die
Zellen, wie in 2.6.1 beschrieben, kultiviert Die transiente Transfektion der Zellen und
Expression der Proteine erfolgte in 6-Loch-Platten. Hierfiir wurden die Zellen mit
frischem Medium auf eine Dichte von 5.5%10> Zellen/ml eingestellt und 5 ml der
Zellsuspension pro Vertiefung vorgelegt. In separaten Reaktionsgefafden wurden pro
Expressionsansatz 5 pg DNA in 175 pl Opti-MEMI und 10 pg PEl in 175 pl Opti-MEMI
verdiinnt. Nachdem die PEI-Verdiinnung intensiv mit DNA-Verdiinnung gemischt
und bei Raumtemperatur fiir 25 min inkubiert wurde, erfolgte die tropfenweise Zu-
gabe der DNA-PEI-Komplexe zu den Zellen. Nach 4-5 Tagen Expression wurde das

Protein im Expressionsiiberstand erhalten.

Zunachst wurden verschiedene Expressionsvektoren und Derivate derer getestet
(pcDNA3.1, pcDNA3.3, pCAGEN, pHLsec). Die hochste Expressionsrate konnte unter
Verwendung des Vektors pHLsec erzielt werden (Aricescu et al., 2006). Dieser ba-

siert auf dem Saugerzell-Vektor pLEXm, welcher mit einem optimierten Sekretions-

90



Ergebnisse

signal versehen wurde und iiber eine C-terminale Hexahistidin-Sequenz verfiigt. Die
cDNA von Twisted gastrulation aus Xenopus leavis wurde in Kombination mit zusatz-
lichen C-terminal flankierenden avi- und V5-Sequenzen iiber die Restriktionsschnitt-
stellen Agel und Kpnl eingefligt. Zusatzlich wurde unter Verwendung der
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xhol ein Konstrukt angefertigt, das anstelle des
optimierten, im Vektor bereits vorhandenen Sekretionssignals, die proteineigene
Signalsequenz von Twisted gastrulation tragt. Auch hier wurden C-terminal flankie-

rend eine V5-, avi- und Hexahistidin-Sequenz angefiigt.

Die nach Transfektion und Expression erhaltenen Uberstinde wurden mittels Wes-
tern-Blot-Analyse iiber die angefiigte Hexahistidin-Sequenz auf das Vorhandensein
von Twisted gastrulation hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zu an-
deren Expressionsvektoren der Vektor pHLsec in Kombination mit dem fiir Twisted
gastrulation spezifischen Signalpeptid die hochste Expressionsrate aufweist
(Abbildung 23). Wahrend die Proteinbanden von Twisted gastrulation in den Vekto-
ren pcDNA3.3 und pHLsec mit optimiertem Sekretionssignal nur schwach zu erken-
nen sind, ist eine dhnlich starke Bande von Twisted gastrulation zu erkennen, wie
bei dem als Positivkontrolle dienenden Konstrukt mit der cDNA-Sequenz von Eph-
rin-B2. Auch bei der Expression in Freestyle™ 293 F-Zellen ist das apparente Mole-
kulargewicht von Twisted gastrulation hoher als das theoretisch berechnete, was auf
die Glykosylierung des Proteins zuriickzufiihren ist. Fiir weitere Untersuchungen
wurde daher das pHLsec-Konstrukt mit dem proteineigenen Sekretionssignal ver-
wendet.
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Abbildung 23: Western-Blot-Analyse von Uberstinden der Expression von Twisted gastrulati-
on in Freestyle™ 293 F-Zellen. St) Standard, 1) Vektor pcDNA3.3 ohne eingefiigte cDNA-Sequenz,
2) Vektor pcDNA3.3 mit cDNA-Sequenz von Twisted gastrulation mit spezifischem Sekretionssignal,
3) Vektor pHLsec mit cDNA-Sequenz von Ephrin-B2, 4) Vektor pHLsec mit cDNA-Sequenz von Twis-
ted gastrulation und optimiertem Sekretionssignal, 5) Vektor pHLsec mit cDNA-Sequenz von Twisted
gastrulation und proteineigenem Sekretionssignal. Fiir die Detektion wurde ein gegen die Hexahisti-
din-Sequenz gerichteter Antikorper verwendet, die Belichtungsdauer betrug 15 s.

L Vvitltz
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3.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften und Charakterisierung
der rekombinant hergestellten Proteine

3.2.1 In HighFive™-Zellen exprimiertes Twisted gastrulation ist N-
glykosyliert

Wie bereits erwahnt enthdlt Twisted gastrulation drei potenzielle

N-Glykosylierungsstellen mit dem Sequenzmotiv Asn-Xxx-Ser/Thr, wobei Xxx eine

beliebige Aminosdure mit Ausnahme von Prolin oder Asparaginsaure sein kann

(Marshall, 1972). Zwei der Glykosylierungsstellen liegen dabei in der N-terminalen

Domine (Asn 52 und Asn 81) und eine im C-terminalen Bereich (Asn 147) des Pro-

teins (Abbildung 14).

Bei der Expression von Proteinen mit potenziellen Glykosylierungsstellen in Insek-
tenzellen werden diese in der Regel erkannt, wobei sich die angehdngten Glykan-
strukturen beispielsweise von denen von Sdugern in ihrer Zusammensetzung
unterscheiden (Jarvis & Finn, 1995), was jedoch in der Regel keinen Einfluss auf die

biologische Aktivitat hat.

Zum qualitativen Nachweis der Glykosylierung wurde im Anschluss an die Auftren-
nung der Proteinprobe durch SDS-PAGE die Farbung mittels Perjodsaure-Reaktion
durchgefiihrt. Abbildung 24 zeigt, dass sich zwei Twisted gastrulation Banden violett
farben, was belegt, dass das aufgereinigte Protein wiahrend der Expression variabel
glykosyliert wird.
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Abbildung 24: SDS-PAGE Analyse und anschlief3ende PAS-Firbung zum Nachweis von Glykosy-
lierungen. St) Grofienstandard, 1) 3 ng Peroxidase als positiv Kontrolle, 2) 10 ng Twisted gastrulati-
on; die Proben wurden unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, der Pfeil markiert die Bande
von Twisted gastrulation.
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3.2.2 Analyse des Glykosylierungsmusters von Twisted gastrulation aus
Insektenzellen

Alle N-Glykosylierungen haben eine sogenannte Grund-Struktur gemeinsam
(Abbildung 25). Dieses Pentasaccharid besteht aus zwei N-Acetylglucosamin-Resten,
wovon einer mit der Amidgruppe von Asparagin verkniipft ist, und drei Mannose-
Resten Kornfeld & Kornfeld, 1985). Bei den verwendeten Insektenzelllinien be-
schrankt sich das Glykosylierungsmuster auf diese Pentasaccharidstruktur, eine
mogliche Variation besteht in der Verkniipfung einer Fukose am proteinstandigen N-

Acetylglukosamin (Jarvis & Finn, 1995; Contreras-Gémez et al., 2013).

Manal ) |
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Abbildung 25: Darstellung des N-Glykosylierungsmusters von Insektenzellen nach Kornfeld &
Kornfeld und Contreras-Gomez (Ubersichtsartikel siehe: Kornfeld & Kornfeld, 1985; Contreras-
Goémez et al,, 2013). Man Mannose, Fuc Fukose, GIcNAc N-Acetylglukosamin, Asn Asparagin.

Fir die Entfernung N-glykosidisch verkniipfter Kohlenhydratketten von Proteinen
stehen verschiedene Enzyme zur Verfiigung, die sich hinsichtlich ihrer Spezifitat un-
terscheiden, wobei die in der Folge verwendeten Enzyme alle in der Grund-Struktur

schneiden.

Die Endoglykosidasen H und F3 schneiden zwischen den beiden N-Acetyl-
glukosamin-Resten, so dass der am Asparagin gebundene N-Acetylglukosamin-Rest
dort verbleibt. Wahrend die Endoglykosidase F3 auch schneidet, wenn der erste N-
Acetylglukosamin-Rest zusatzlich fukosyliert ist, ist die Endoglykosidase H-Aktivitit

durch das Vorhandensein einer a-1,6-gebundenen Fukose deutlich niedriger.

Die Peptid-N-Glykosidase F trennt Kohlenhydratketten hingegen vollstandig von der
Aminosdure ab, wobei Asparagin zu Aspartat desaminiert wird (Tarentino et al.,

1985).
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Da inhomogene Glykosylierungen oder Glykosylierungen generell bei weiteren Un-
tersuchungen von Nachteil sein kdnnen, wurden zundachst analytische Deglykosylie-
rungsversuche durchgefiihrt (siehe 2.3.7). Jeweils 5 ug Twisted gastrulation aus
High-Five™-Insektenzellen wurden mit 75 U Endoglykosidase H, 75 U Endoglyko-
sidase H und 0.025 U Endoglykosidase F3 oder 5 U Peptid-N-Glykosidase F deglyko-

syliert.
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Abbildung 26: SDS-PAGE Analyse der analytischen Deglykosylierungsversuche. 1) Twisted
gastrulation unverdaut, 2) Twisted gastrulation nach Zusatz von Endoglykosidase H, 3) Twisted
gastrulation nach Zusatz von Endoglykosidase H/F3, 4) Twisted gastrulation nach Zusatz von Peptid-
N-Glykosidase F; die Auftrennung der Proben erfolgte unter reduzierenden Bedingungen.

Abbildung 26 zeigt die verschiedenen Effekte nach Inkubation von Twisted gastrula-
tion mit den beschriebenen (Endo-) Glykosidasen. Die Behandlung mit Endoglyko-
sidase H allein hat scheinbar keinen Einfluss auf die Glykosylierung, da das
Laufverhalten im Vergleich zu unbehandeltem Protein unverandert ist. Grund hier-
fir ist scheinbar die auch in Insektenzellen vorkommende Fukosylierung des direkt
an das Asparagin gekniipften N-Acetylglukosamin-Restes. Die zusatzliche Zugabe der
Endoglykosidase F3 zeigt hingegen eine deutliche Verringerung des apparenten Mo-
lekulargewichts. Dies bestitigt die obige Vermutung, dass der erste N-
Acetylglukosamin-Rest fukosyliert ist, denn wahrend ein a-1,6-verkniipfter Fukose-
Rest die Aktivitat der Endoglykosidase F3 steigert, inhibiert er die Aktivitdt der En-
doglykosidase H. Auch mit der Zugabe der Peptid-N-Glykosidase F kann eine deutli-
che Deglykosylierung nachgewiesen werden. Allerdings sind scheinbar nicht alle
Glykosylierungen fiir die Peptid-N-Glykosidase F vollstandig zugdnglich, da noch
zwei deutlich voneinander getrennte Banden zu erkennen sind. Trotz dessen ist
durch die Behandlung mit der Peptid-N-Glykosidase F die deutlichste Verdnderung
im Laufverhalten und, daraus abgeleitet, die effektivste Deglykosylierung zu be-
obachten. Dies bestatigt die Beschreibung, dass durch Peptid-N-Glykosidase F das

Oligosaccharid vollstindig vom Protein abgetrennt wird.
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3.2.3 Die in vitro Bindeeigenschaften von Twisted gastrulation variieren
in Abhangigkeit vom Glykosylierungsgrad

Im Anschluss an die Aufreinigung wurden rekombinant hergestelltes Twisted

gastrulation aus E.coli und die Glyksylierungsvarianten aus Insektenzellen mittels

Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie auf ihre Bindungseigenschaften hin

untersucht.

Hierfiir wurden nach Aktivierung der Biosensoroberflache mit einer EDC/sulfo-NHS-
Losung (100 mM/25 mM) etwa 260 RU BMP-2 direkt durch Aminokopplung auf der
Biosensoroberflaiche immobilisiert. Verbleibende freie aktivierte Carboxylgruppen
wurden durch Uberleiten von Ethanolamin abgesittigt. AnschlieRend wurde renatu-
riertes Protein aus E.coli und in HighFive™ Zellen exprimiertes Twisted gastrulation
in verschiedenen Konzentrationen (250 nM, 125 nM, 62.5 nM, 31.3 nM, 15.6 nM)
tiber die Biosensoroberflache geleitet. Die Interaktionsanalysen wurden mit einer
Flussrate von 100 pl/min durchgefiihrt, die Assoziationsphase betrug 240 s, die Dis-
soziationsphase 420 s. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgten nach dem

Langmiur-1:1-Interaktionsmodell mit den in Tabelle 15 angegebenen Einstellungen.

Wie in Abbildung 27 dargestellt und Tabelle 16 zusammengefasst, weisen sowohl
das renaturierte als auch das aus Insektenzellen erhaltene Protein Bindungsaffinita-
ten fiir BMP-2 auf, die vergleichbar sind mit bisher veréffentlichten Daten (].-L.
Zhang et al,, 2007). Jedoch zeigt sich ein Unterschied zwischen beiden Proteinspe-
zies; neben einer geringeren erreichten maximalen Bindung ist die Dissoziations-
konstante von Twisted gastrulation aus E.coli signifikant hoher. Vergleicht man den
Verlauf der normierten Sensorgramme, liegt die Ursache dafiir in der schnelleren
Dissoziationsrate (Abbildung 27). Ursache hierfiir kann zum einen sein, dass das aus
der Riickfaltung erhaltene Protein nicht zu 100% renaturiert ist oder aber posttrans-
lationale Modifikationen eine Rolle bei der Interaktion spielen. Letztere Vermutung
wird verstarkt durch die vergleichende Messung von mit Peptid-N-Glykosidase F

verdautem Protein.

Wie in 3.2.2 beschrieben, kann ein Grofdteil der Glykosylierung durch Verwendung
der Peptid-N-Glykosidase F enzymatisch abgespaltet werden. Bei der Interaktions-
analyse zeigt diese Glykosylierungsvariante die gleiche Assoziationsgeschwindigkeit,
wie die anderen beiden Proteinvarianten, die Dissoziationsgeschwindigkeit liegt

hingegen zwischen den zuvor ermittelten Werten flir Twisted gastrulation aus E.coli
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und Insektenzellen. Daraus ergibt sich auch eine Dissoziationskonstante, die niedri-
ger ist, als die flir unglykosyliertes Protein aus E.coli, aber hoher als fiir nativ glyko-

syliertes Protein aus Insektenzellen.
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Abbildung 27: Sensorgramme der Aktivititsbestimmung von Twisted gastrulation aus ver-
schiedenen Expressionssystemen. BMP-2 wurde direkt auf dem Biosensor immobilisiert, Twisted
gastrulation wurde als Analyt in den Konzentrationen 250 nM, 125 nM, 62.5 nM, 31.25 nM und
15.625 nM eingesetzt. A Interaktion von Twisted gastrulation prédpariert aus E.coli. B Interaktion von
Twisted gastrulation exprimiert in HighFive™-Zellen und anschlieffendem Verdau mit Peptid-N-
Glykosidase F. C Interaktion von Twisted gastrulation exprimiert in HighFive™-Zellen. D Verglei-
chende Darstellung normalisierter Sensorgramme der verschiedenen Proteinspezies (E.coli, High-
Five™ /Peptid-N-Glykosidase F, HighFive™) bei einer Konzentration von 250 nM. Die
Assoziationsphasen beginnen zum Zeitpunkt 0 s (erste gestrichelte Linie) und haben eine Dauer von
240 s, danach (zweite gestrichelte Linie) beginnt die Dissoziationsphase fiir eine Dauer von 420 s. Die
Flussrate betrdgt 100 pl/min.

Die Charakterisierung des unter Zugabe von Kifunensine exprimierten Proteins mit-
tels Oberflaichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie zeigt, dass eine Modifikation der
Glykosylierung keinen Effekt auf die Aktivitat des Proteins hat (Abbildung 28). So
wurden nahezu identische kinetische Parameter erhalten, wie flir Twisted gastrula-

tion, welches ohne Zusatz des Alkaloids produziert wurde (Tabelle 16).
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Lediglich nach der enzymatischen Entfernung der Glykosylierung bis auf den direkt
mit dem Protein verbundenen Zuckerrest unter Verwendung der Endoglykosidase H
war die Dissoziationskonstante etwas erhoht, jedoch adhnlich der Dissoziations-
konstante die mit Peptid-N-Glykosidase F behandeltem Protein erhalten wird. Die

Anderung ist auch hier durch eine hohere Dissoziationsrate bedingt.
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Abbildung 28: Sensorgramme der Aktivititsbestimmung von Twisted gastrulation aus High-
Five™-Zellen exprimiert unter der Zugabe von Kifunensine. BMP-2 wurde direkt auf dem Bio-
sensor immobilisiert, Twisted gastrulation wurde als Analyt in den Konzentrationen 200 nM,
100 nM, , 25 nM und 12.5 nM eingesetzt. A Interaktion von unbehandeltem Twisted gastrula-
tion. B Interaktion von Endoglykosidase H-behandeltem Twisted gastrulation und mittels Thrombin
abgespaltener Hexahistidin-Sequenz Die Assoziationsphasen beginnen zum Zeitpunkt 0 s (erste ge-
strichelte Linie) und haben eine Dauer von 240 s, danach (zweite gestrichelte Linie) beginnt die Dis-
soziationsphase fiir eine Dauer von 420 s. Die Flussrate betragt 100 pl/min.

Tabelle 16: Zusammenfassung der mit dem Langmuir-1:1-Interaktionsmodell ermittelten Dissoziati-
onskonstanten, Assoziations- und Dissoziationsraten und maximalen Bindungskapazititen fiir Twis-
ted gastrulation verschiedenen Expressionsursprungs.

R Ka Kqa Kb
e (103/Ms) (104/s) (nM)
Tsg E.coli 36 57 0.7 23+0.7 40 + 15
Tsg HighFive™
(PNGaseF) 45 61+0.6 9+0.3 14+ 3
Tsg HighFive™ 49 61+0.6 6+0.2 9+4
Tsg HighFive™
S8 Highive 174 66+ 0.5 6+0.1 9+1
(Kifunensin)
Tsg HighFive™
(Kifunensin/EndoH/ 194 78 £ 0.6 13+0.2 16+1
Thrombin)
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3.2.4 Twisted gastrulation bakteriellen Ursprungs zeigt im zellbasierten
Assay eine geringere Aktivitit

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitat der rekombinant hergestellten Proteine,
wurde die Eigenschaft von C2C12- und ATDC5-Zellen genutzt, durch die extrazellu-
lare Stimulation mit BMP-Liganden zu differenzieren und Alkalische Phosphatase
(ALP) zu synthetisieren. Hierfiir wurde zundchst die halbmaximale effektive Kon-
zentration (ECso) fiir BMP-2 bestimmt, um anschlief3end dessen stimulierenden Ef-

fekt durch die Zugabe von Twisted gastrulation zu inhibieren.

Die Zellen wurden hierfiir, wie in 2.8.1 und 2.8.2 beschrieben, kultiviert und der As-
say in einer 96-Loch-Platte vorbereitet. Nach der Inkubation mit Hungermedium
wurden die Zellen mit BMP-haltigem Hungermedium, entsprechend der bestimmten
halbmaximalen effektiven Konzentration, versetzt. Je nach gewiinschter Verdiin-
nungsreihe wurde das Modulatorprotein in 50 pl (log3) oder 100 pl (log2) in dreifa-
cher oder doppelter Startkonzentration vorverdiinnt und anschlieffend das
entsprechende Volumen in die jeweils erste Vertiefung einer Zellreihe gegeben. Fiir
die Verdiinnungsreihe wurde dieses Volumen in die jeweils nachste Vertiefung tiber-

tragen und gemischt.
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Abbildung 29: ALP-Assays in C2C12- (A) und ATDC5-Zellen (B) zur Bestimmung der inhibitori-
schen Konzentration von rekombinant hergestelltem Twisted gastrulation. A) Fiir die Bestim-
mung der ICso in C2C12-Zellen, wurde Twisted gastrulation mit einer Startkonzentration von 2 uM
eingesetzt und in einer log2-Reihe verdiinnt. Die im Hungermedium enthaltene BMP-2 Konzentration
betrug 30 nM. B) Fiir die Bestimmung der ICso in ATDC5-Zellen wurde Twisted gastrulation mit einer
Startkonzentration von 10 pM (E.coli) beziehungsweise 3 uM (HighFive™-Zellen, HighFive™-
Zellen/PNGaseF) eingesetzt. Die Verdiinnung erfolgte in einer log3-Reihe. Die im Hungermedium
enthaltene BMP-2 Konzentration betrug 5 nM. Die erhaltenen Daten wurden halblogarithmisch aufge-
tragen und unter Verwendung des ,sigmoidal dose-response“-Fit angepasst (SigmaPlot).
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Tabelle 17: Zusammenfassung der in den ALP-Assays ermittelten mittleren inhibitori-
schen Konzentrationen (ICso) fiir Twisted gastrulation verschieden Expressionsur-

sprungs.
ICso (nM) bestimmt 1Cso (nM) bestimmt
in C2C12-Zellen in ATDC5-Zellen
Tsg HighFive™ 69 +1 62+1
Tsg HighFive™
fPNgaseF) 71+2 100 + 3
Tsg E.coli 398+ 3 467 + 8

Wie aus Abbildung 29 ersichtlich wird, zeigte unterschiedlich hergestelltes Twisted
gastrulation auch im Zellassay unterschiedliche Effekte. Passend zu den erhaltenen
Interaktionsdaten hat Twisted gastrulation aus E.coli die geringste inhibitorische
Wirkung auf die Stimulation mit BMP-2. Bei Betrachtung der 1Cso-Werte wird dies
deutlich (Tabelle 17). Wahrend bei den C2C12-Zellen von Twisted gastrulation aus
E.coli die halbmaximale Inhibition erst mit dem 13fachen Uberschuss an Modulator-
protein erreicht wird, geniigt fiir Protein aus HighFive™-Zellen bereits ein zweifa-
cher Uberschuss fiir die gleiche Hemmwirkung. Dabei scheint es allerdings keine
Rolle zu spielen, ob das Protein deglykosyliert wurde, da der ICso-Wert fiir Protein,
das mit Peptid-N-Glykosidase F behandelt wurde, nur geringfiigig erhoht ist. Auch
die Untersuchung der Aktivitit mit ATDC5-Zellen spiegelt dies wieder. Wahrend
Twisted gastrulation aus HighFive™.-Zellen bei 12-20fachen Uberschuss eine halb-
maximale Inhibition zeigt, muss das Modulatorprotein aus E.coli in mehr als
90fachem Uberschuss eingesetzt werden. Allgemein wird also bei ATDC5-Zellen eine
hohere Modulatorproteinmenge bendtigt, allerdings ist der Faktor zwischen den

verschiedenen Zelllinien und Proteinen dhnlich.
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3.3 Twisted gastrulation beeinflusst die Interaktion zwischen
BMP-2 und den Typ I-Rezeptoren

Die Untersuchung, ob Twisted gastrulation einen Einfluss auf die Interaktion von
BMP-2 mit dessen Rezeptoren austibt oder selbst mit diesen interagiert, wurden mit-

tels Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie durchgefiihrt.

BMP-2 interagiert hoch- bis mittelaffin mit den Rezeptoren BMPR-IA und BMPR-IB,
sowie niederaffin mit BMPR-II, ActR-1I und ActR-IIB (Heinecke et al., 2009) (Uber-
sichtsartikel siehe: Sebald et al., 2004). Die extrazelluldren ligandenbindenden Do-
manen der Rezeptoren wurden zunachst biotinyliert (durchgefiihrt von T.
Hellmann) und tiber Neutravidin auf der Biosensoroberflache immobilisiert. Hierfiir
wurde die Biosensoroberfliche durch Perfusion einer EDC/sulfo-NHS-Losung
(100 mM/25 mM) aktiviert und Neutravidin (0.1 mg/ml, verdinnt in 10 mM Na-
Acetat Puffer pH 4.0) bis zum Erreichen der Sattigungsphase dariiber geleitet. Even-
tuell noch freie aktivierte Carboxylgruppen wurden durch Uberleiten von Ethanola-
min abgesattigt. Fiir die Immobilisierung der biotinylierten Rezeptoren wurden
diese in Messpuffer verdiinnt (200-400 nM) und bis zu einer Beladungsdichte von je

100-200 RU perfusioniert.

Fir die Interaktionsanalyse wurde zunachst Twisted gastrulation separat in ver-
schiedenen Konzentrationen (500 nM, 250 nM, 125 nM, 62.5 nM, 31.3 nM, 15.6 nM)
tiber die Rezeptoren geleitet. Hierbei konnte keine direkte Interaktion zwischen den

Rezeptoren und Twisted gastrulation beobachtet werden.

Um anschliefend vergleichen zu kénnen, welchen Einfluss Twisted gastrulation auf
die Ligand-Rezeptor-Interaktionen hat, wurde die Interaktion von BMP-2 mit den

verschiedenen Rezeptoren gemessen.

Im Anschluss wurden Twisted gastrulation und BMP-2 im molaren Verhaltnis von
4:1 in verschiedenen Konzentrationen in Messpuffer vorinkubiert und anschliefRend
die Interaktionsanalyse durchgefiihrt. Alle Messungen erfolgten mit einer Flussrate
von 100 pl/min, wobei die Assoziationsphase bei allen Messungen 240 s und die Dis-

soziationsphase 420 s betrug.
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Abbildung 30: Vergleichende Darstellung der Sensorgramme der Interaktion von BMP-2 sowie
BMP-2 und Twisted gastrulation im Gemisch mit den Rezeptoren BMPR-IA, BMPR-IB, ActR-I],
ActR-1IB und BMPR-II. Im jeweils linken Sensorgramm ist die Interaktion von BMP-2 (Analyt) mit
dem entsprechenden Rezeptor (Ligand) dargestellt. BMP-2 wurde in den Konzentrationen 200 nM,
100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM und 6.3 nM verwendet. Im jeweils rechten Sensorgramm ist die
Interaktion des BMP-2- Tsg - Gemischs (Analyt) mit dem entsprechenden Rezeptor (Ligand) darge-
stellt. Es wurden verschiedene Konzentrationen analysiert 200 nM BMP-2 + 800 nM Tsg, 100 nM
BMP-2 + 400 nM Tsg, 50 nM BMP-2 + 200 nM Tsg, 25 nM BMP-2 + 100 nM Tsg, 12.5 nM BMP-2 +
50 nM Tsg und 6.3 nM BMP-2 + 25 nM Tsg. Die Assoziationsphasen beginnen zum Zeitpunkt 0 s
(erste gestrichelte Linie) und haben eine Dauer von 240 s, danach (zweite gestrichelte Linie) beginnt
die Dissoziationsphase fiir eine Dauer von 420 s. Die Flussrate betragt 100 pl/min.
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Die vergleichende Darstellung der erhaltenen Sensorgramme in Abbildung 30 zeigt
deutlich, dass verschiedene Effekte in Abhangigkeit vom Rezeptor-Typ eintreten. Die
Interaktion von BMP-2 mit den Typ-I Rezeptoren wird offensichtlich durch die An-
wesenheit von Twisted gastrulation eingeschrankt, da die erzielten Signaleinheiten
deutlich reduziert sind. Das heift, dass Twisted gastrulation mit den Typ-I Rezepto-
ren BMPR-IA und -IB um eine gemeinsame oder liberlappende Bindestelle konkur-

riert.

Die Interaktion von BMP-2 mit den Typ-II Rezeptoren wird hingegen nicht beein-
flusst. So werden besonders bei der Interaktion von BMP-2 mit dem Rezeptor ActR-
[IB erheblich hohere Signalamplituden erreicht, was darauf schliefsen lasst, dass be-
reits an Twisted gastrulation gebundenes BMP-2 weiterhin auch an die Typ II-
Rezeptoren binden kann und sich die Bindeepitope von Twisted gastrulation und

den Typ II-Rezeptoren nicht iiberschneiden.
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3.4 Mutagenesestudie zur Charakterisierung des BMP-2 - Binde-
epitops von Twisted gastrulation

Fir die Eingrenzung und Charakterisierung des BMP-2-Bindeepitops von Twisted
gastrulation wurden die in Tabelle 18 aufgefiihrten Mutationen mittels zweistufiger
PCR eingefiigt (siehe 2.2.1) und die Proteinvarianten anschliefend in Freestyle™
293 F-Zellen exprimiert (siehe 2.6.2). AnschliefSend wurde deren Affinitat zu BMP-2
mittels Oberflaichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie bestimmt. Die Fusion an ver-
schiedene Erkennungssequenzen diente neben der Detektion der Proteine mittels
Western Blot auch fiir verschiedene Strategien zur Immobilisierung der Varianten

von Twisted gastrulation auf der Biosensoroberflache.

3.4.1 Auswahl und Expression der Einzelaminosaurevarianten

Die Auswahl der auszutauschenden Aminosduren erfolgte zum einen auf der Analyse
von mehr als 2000 Alanin-Mutanten verschiedener Protein-Protein-
Interaktionspaare durch Andrew A. Bogan und Kurt S. Thorn, die ergab, dass vor al-
lem die Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Arginin eine wichtige Rolle in Pro-
tein-Protein-Interaktionen spielen (Bogan & Thorn, 1998). Aminosauren dieses Typs
wurden daher im gesamten Twisted gastrulation-Protein durch gerichtete Muta-
genese variiert. Zum anderen erfolgte die Auswahl mit Hinblick auf die Untersu-
chungen von Oelgeschlager et al. (2000, 2003), die zeigten, dass sich die Interaktion
von Twisted gastrulation mit BMP-4 auf die N-terminale Domé&ne von Twisted
gastrulation beschrankt (Oelgeschlager et al.,, 2000, 2003). Zusammen mit den Er-
gebnissen der Untersuchung zur Bindung der Rezeptoren und der Schlussfolgerung,
dass sich das Bindeepitop von Twisted gastrulation mit dem des Rezeptors BMPR-IA
Uiberschneidet (siehe 3.3), sowie den Erkenntnissen von Keller et al. (2004), dass
neben den hydrophoben Wechselwirkungen bei der Bindung von BMP-2 und
BMPR-IA auch Wasserstoffbriicken einen entscheidenden Beitrag leisten (Keller et
al.,, 2004), wurde die Auswahl auf die Aminosduren Glutamat und Aspartat im N-

terminalen Teil des Proteins erweitert.
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Abbildung 31: Lokalisation der Aminosaure-Substitutionen in der Proteinsequenz fiir Twisted
gastrulation aus Xenopus leavis. Griin Sekretionssignalsequenz, Blau Sequenz des reifen Proteins,
Orange Substitutionen der ungeladenen Aminosduren, Rot Substitutionen der geladenen Aminosau-
ren im N-terminalen Bereich.

Tabelle 18: Ubersicht zu den durchgefiihrten Aminosiure-Substitutionen in Twisted gastrulation aus
Xenopus laevis

Aminosiure-Substitution Position Bezeichnung
Tryptophan - Alanin 67,116,190 W67A, W116A, W190A
Arginin = Glutamat 47,80, 105, 189 R47E, R8BOE, R105E, R189E
Tyrosin = Alanin 82,166, 188, 206 Y82A, Y166A, Y188A, Y206A
Aspartat 2> Arginin 68, 72 D68R, D72R
Glutamat - Arginin 69, 94, 95 E69R, E94R, E95R

Der Austausch der hydrophoben Aminosauren Tryptophan und Tyrosin erfolgte da-
bei im gesamten Protein gegen die ungeladene aber kleinere Aminosaure Alanin. Die
geladenen Aminosauren Glutamat, Aspartat und Arginin wurden jeweils gegen Ami-
nosauren mit gegenteiliger Ladung ausgetauscht, um fiir die Interaktionsanalyse
moglichst grof’e Anderungen zu erzielen, falls diese Aminosduren an Interaktionen
beteiligt sind. Der Austausch von Glutamat- und Aspartatresten beschrankte sich

dabei auf den N-terminalen Bereich von Twisted gastrulation.

Die Expression der Twisted gastrulation-Varianten erfolgte wie in 3.1.4 beschrieben.
Wie in Abbildung 32 exemplarisch dargestellt, konnte die Expression unter Verwen-
dung eines gegen die Hexahistidin-Sequenz gerichteten Antikorpers nachgewiesen
werden. Zwar variierten die Expressionsraten der einzelnen Twisted gastrulation-
Varianten, jedoch wurden alle 16 Proteinvarianten in ausreichenden Mengen expri-
miert. Dies ldsst gleichzeitig darauf schliefden, dass die Aminosdureaustausche zu
keinen globalen Entfaltungen der Proteinvarianten gefiihrt haben, da sonst keine

Sekretion zu erwarten gewesen ware.
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Abbildung 32: Western-Blot-Analyse einer exemplarischen Auswahl von Uberstinden der
Freestyle™ 293-Expression von Twisted gastrulation-Varianten im Vektor pHLsec mit pro-
teineigenem Sekretionssignal. St) Standard, 1) W67A, 2) D68R, 3) E69R, 4) D72R, 5) Y82A,
6) W116A, 7) Y2064, 8) Ephrin-B2, 9) Twisted gastrulation WT. Fiir die Detektion wurde ein gegen
die Hexahistidin-Sequenz gerichteter Antikorper verwendet, die Belichtungsdauer betrug 2 min. Der
Pfeil markiert die Proteinbande der Twisted gastrualation-Varianten.

3.4.2 Herstellung des Twisted gastrulation-Biosensors fiir die Oberfla-
chen-Plasmonresonanz-Spektroskopie

Fir die Immobilisierung der Twisted gastrulation Varianten sollte zunachst die He-
xahistidin-Sequenz nach dem Prinzip der Metallchelat-Affinitdtschromatographie
verwendet werden. Hierflir stand ein HTG-Biosensor (Bio-Rad) zur Verfiigung, der
mit tris-NTA und dariiber gebundenen Ni2*-lonen beschichtet ist. Die an das Zielpro-
tein fusionierte Hexahistidin-Sequenz sollte eine Immobilisierung direkt aus dem
Expressionsiiberstand ermdoglichen. Versuche in der Arbeitsgruppe zu dieser Vorge-
hensweise zeigten jedoch, dass Messungen unter Verwendung von BMP-2 als Analyt
keine verwertbaren Daten lieferten. Ursachlich hierfiir war die starke direkte Inter-
aktion von BMP-2 mit der Oberflache des Biosensors. Durch verschiedene Pufferzu-
sdtze konnte die unerwiinschte Bindung zwar verringert werden, allerdings war
unter diesen Bedingungen eine hohe Dissoziation des Liganden von der Biosensor-

oberflache zu beobachten, die weitere Messungen ausschlossen.

In den weiteren Expressionskonstrukten, basierend auf den Expressionsvektoren
pcDNA3.1 und pcDNA3.3, stand neben der Hexahistidin- auch eine C-terminal ange-
fligte V5-Sequenz zur Verfiigung. Fiir die Nutzung dieser wesentlich spezifischeren
und hoéheraffinen Interaktion wurde ein a-V5-Antikérper kovalent mittels Amino-
kopplung auf einem GLC-Sensorchip immobilisiert und anschliefdend die Twisted
gastrulation-Varianten durch Uberleiten der Expressionsiiberstinde direkt gebun-

den. Aufgrund der geringen Expressionsraten bei der Verwendung pcDNA3-
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basierter Konstrukte erwies sich allerdings bereits die Immobilisierung als sehr inef-
fizient, so dass haufig mehrere Perfusionen mit Expressionsiiberstanden notig wa-
ren, um eine fiir nachfolgende Messungen ausreichende Beladung zu erreichen. In
Abbildung 33A ist die Beladung des Biosensors mit der Twisted gastrulation-
Variante E94R unter Verwendung der V5-Sequenz beispielhaft dargestellt. Nach drei
Beladungsphasen zu je 400 s mit einer Flussrate von 30 pl/min gelang es, lediglich
40-60 RU an der Sensoroberfliche zu binden. Die sich anschliefenden Messungen
zeigten zudem, dass aufgrund der nicht-kovalenten Immobilisierung durch den Anti-
korper eine fortwahrende Dissoziation des immobilisierten Proteins von der Bio-
sensoroberflache stattfindet. So wurde schon, wie in Abbildung 33B am Beispiel der
Twisted gastrulation-Variante W116A, vor dem Beginn der Interaktionsanalyse eine
stetige Abnahme der Resonanzeinheiten detektiert. Zwar konnte eine Bindung und
Dissoziation von BMP-2 entsprechend dem Messprotokoll beobachtet werden, je-
doch lasst die liberlagernde Dissoziation des Liganden von der Sensoroberflache
keine zuverlassige Auswertung der erhaltenen Sensorgramme zu. Ebenfalls in Abbil-
dung 33B dargestellt, fithrt dies dazu, dass beispielsweise bei der Analyse niedriger
Analytkonzentrationen nach Beendigung der Dissoziationsphase negative Messwer-
te erhalten werden. Auch ist die Reproduzierbarkeit der Messungen unter gleichen
Bedingungen nicht gegeben, da die Beladungsdichte nicht konstant gewahrt werden

kann.
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Abbildung 33: Sensorgramm zur Beladung der Biosensoroberfliche mit Twisted gastrulation
E94R unter Verwendung der V5-Sequenz (A) und Verlauf der Interaktion von Twisted gastru-
lation W116A mit dem Analyt BMP-2 (B). A) Darstellung von drei aufeinanderfolgenden Bela-
dungsphasen von Twisted gastrulation-Variante E94R; voneinander getrennt mit durchgehenden
Linien. Jede Phase ist durch gestrichelte Linien unterteilt in einen Schritt wihrend dem Messpuffer
liber die Biosensoroberfliche geleitet wird und einen Schritt, wihrend dem die Uberleitung des Ex-
pressionsiiberstandes stattfindet. Nach der dritten Beladungsphase ist die tatsachliche Beladungs-
dichte dargestellt. B) Sensorgramm der Interaktion von BMP-2 (Analyt) und der
Twisted gastrulation-Variante W116A (Ligand). Die Messung beginnt mit der Uberleitung von Mess-
puffer; zum Zeitpunkt 0 s beginnt die Assoziationsphase mit Injektion des Analyt, ab 240 s beginnt die
Dissoziationsphase durch Perfusion von Messpuffer. Die Unterteilung der Phasen erfolgt durch gestri-
chelte Linien.

Im weiteren Verlauf wurde daher die Verwendung einer Fusion mit einer sogenann-
ten avi-Sequenz etabliert. Die Sequenz mit der Aminosaureabfolge
GLNDIFEAQKIEWHE kann in vitro durch die Biotin-Protein-Ligase BirA gerichtet an
der e-Aminogruppe des Lysins biotinyliert werden (Beckett et al., 1999; Chapman-
Smith & Cronan Jr, 1999). Hierfiir wurden jeweils 4 ml eines Expressionsiiberstan-
des von Freestyle™ 293 F-Zellen mit 500 ng der Biotin-Protein-Ligase BirA versetzt,
sowie 3 pM Biotin und jeweils 10 pM MgClz und ATP hinzugegeben. Die Inkubation
des Biotinylierungsansatzes erfolgte in einem 15 ml-Reaktionsgefafs unter Schwen-
ken bei 37°C fir 3 Stunden. Zum Abstoppen der Biotinylierungsreaktion und dem
Entfernen von iiberschiissigem Biotin, wurde der Reaktionsansatz zweimal gegen
das 100fache Volumen Messpuffer dialysiert. Fiir den Nachweis einer erfolgreichen
Biotinylierung wurde anschlieflend eine Western-Blot Analyse mit HRP-
gekoppeltem Streptavidin durchgefiihrt (siehe 2.3.3). Wie in Abbildung 34 zu erken-
nen, ist die Biotinylierung der avi-Sequenz mit der Biotin-Protein-Ligase BirA direkt
im Expressionsiiberstand ohne vorherige Aufreinigung des Proteins durchfiihrbar.
Die Proben aus den in vitro Biotinylierungsansitzen zeigten im Western Blot deutli-
che Signale auf der erwarteten Hohe fiir Twisted gastrulation. Auf Hohe der 70 kDa

Bande des Molekulargewichtsstandard wurde jedoch ein zusatzliches Signal detek-
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tiert, allerdings fand sich dieses, wie auch die unscharfe Schwarzung des Rontgen-
films dariiber, auch in den Proben von nicht-biotinylierten Uberstinden wieder. Hier
bindet entweder das fiir den Nachweis verwendete Streptavidin unspezifisch an en-
dogene Proteine oder es handelt sich um zellendogene biotinylierte Proteine, die

ebenfalls in den Medieniiberstand gelangt sind.
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Abbildung 34: Western-Blot-Analyse von Uberstinden der Freestyle™ 293-Expression von
Twisted gastrulation-Varianten im Vektor pHLsec mit proteineigenem Sekretionssignal nach
Biotinylierungsreaktion. St) Standard, 1) WT, 2) R80E, 3) Y1884, 4) WT, 5) RBOE, 6) R105E. Die
Proben der Spuren 1-3 wurden von nicht biotinylierten Uberstinden entnommen; die Proben der
Spuren 4-6 wurden aus Biotinylierungs-Ansitzen entnommen. Fiir die Detektion wurde an Biotin
bindendes HRP-gekoppeltes Straptavidin verwendet, die Belichtungsdauer betrug 1 min. Der Pfeil
markiert die Proteinbande der biotinylierten Twisted gastrualation-Varianten.

Die Immobilisierung der biotinylierten Proteinvarianten erfolgte schliefilich an ei-
nem Biosensor auf dem zuvor Neutravidin kovalent gekoppelt wurde. Sowohl Strep-
tavidin als auch Neutravidin binden nahezu irreversibel an Biotin (Chaiet & Wolf,
1964; Green, 1966). Die Biosensoroberfliche wurde nach Aktivierung mit einer
EDC/sulfo-NHS-Lésung (100 mM/25 mM) bis zur Sattigung mit Neutravidin
(0.1 mg/ml, verdiinnt in 10 mM Na-Acetat Puffer pH 4.0) beladen und eventuell noch
aktivierte Stellen mit Ethanolamin inaktiviert. Anschliefend wurden die Proteinva-
rianten einzeln mit einer Flussrate von 30 pl/min liber den Sensor perfundiert, bis
eine moglichst einheitliche Beladungsdichte von 250-300 RU erreicht wurde. Nach
beendeter Beladung wurde die Biosensoroberflache zur Entfernung unspezifisch

gebundener Bestandteile aus dem Expressionsiiberstand mit 4 M MgCl; gespiilt

(Flussrate 100 pl/min, 18 s).
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Abbildung 35: Sensorgramm zur Beladung der Biosensoroberfliche mit Twisted gastrulation
W116A unter Verwendung der biotinylierten avi-Sequenz (A) und Verlauf der Interaktion von
Twisted gastrulation WT mit dem Analyt BMP-2 (B). A) Darstellung der Beladungsphase von der
Twisted gastrulation-Variante W116A. Den Beginn der Beladungsphase markiert die gestrichelte
Linie, das Ende markiert die durchgehende Linie. Im Bereich ab 360 s ist die tatsdchliche Beladungs-
dichte dargestellt. B) Sensorgramm der Interaktion von BMP-2 (Analyt) und wildtypischem Twisted
gastrulation (Ligand). Die Messung beginnt mit der Uberleitung von Messpuffer; zum Zeitpunkt 0 s
beginnt die Assoziationsphase mit Injektion des Analyt, ab 240 s beginnt die Dissoziationsphase
durch Perfusion von Messpuffer. Die Abtrennung der Phasen erfolgt durch gestrichelte Linien.

Diese Variante der Immobilisierung hat sich als sehr effizient erwiesen. So gelang die
Beladung von bis zu 300 RU innerhalb eines Schrittes (Abbildung 35A) und es konn-
te auch bei den sich anschlieféenden Interaktionsmessungen keine Dissoziation des
immobilisierten Liganden beobachtet werden (Abbildung 35B), so dass erstmals

eine vollquantitative Auswertung der Messdaten moglich war.

3.4.3 Einige Twisted gastrulation-Varianten zeigen eine Verinderungen
der in vitro Bindeeigenschaften gegeniiber BMP-2

Fir die Bestimmung der BMP-2 Bindungseigenschaften der Einzelaminosdurevari-
anten von Twisted gastrulation wurde BMP-2 als Analyt in sechs verschiedenen
Konzentrationen uber die, wie oben beschrieben, vorbereitete Biosensoroberfliche
geleitet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit einem Langmuir-1:1-
Interaktionsmodell unter den in Tabelle 15 angegebenen Voreinstellungen. Die so
erhaltenen Bindungsdaten fiir Assoziation und Dissoziation sowie die daraus be-
rechnete Dissoziationskonstante Kp sind in Tabelle 19 zusammengefasst. Betrachtet
man nun zundchst die Dissoziationskonstanten Kp fiir die einzelnen Proteinvarian-
ten, so hat es den Anschein, als ob die Aminosidureaustausche keinen Einfluss auf das
Bindeverhalten von Twisted gastrulation gegeniiber BMP-2 haben. Die Dissoziati-

onskonstanten unterscheiden sich lediglich geringfiigig voneinander und die Unter-

109



Ergebnisse

schiede sind nicht statistisch signifikant. Die maximalen Bindekapazitdten Rmax wei-
sen allerdings trotz dhnlicher Beladungsdichte der Biosensoroberfliche deutliche
Unterschiede auf und die Assoziationsphasen zeigen unterschiedliche Verlaufe.
Waihrend die Varianten D68R, W67A, Y166A und D72R bereits nach einer kurzen
Assoziationsdauer in die Sattigung tibergehen, aber nicht anndhernd die erwartete
maximale Bindekapazitat erreichen, zeigt die Variante W116A eine hohere Bindeka-
pazitat wie wildtypisches Protein. Diese Beobachtung zusammen mit dem Verhaltnis
aus Beladungsdichte und den berechneten maximalen Bindekapazitidten ergab eine
qualitative Einteilung der Aminosdureaustausche nach ihrem Einfluss auf die Inter-
aktion zu BMP-2 (Tabelle 19). Eine mogliche Verstarkung der Interaktion konnte
dabei nur bei zwei Proteinvarianten (W116A, E105R) festgestellt werden, wobei
diese im C-terminalen Bereich lagen. Einen negativen Einfluss hingegen zeigten ne-
ben den Varianten Y166A und Y188A, drei Aminosidureaustausche im N-terminalen
Bereich (W67A, D68R, D72R) und damit in der von Oelgeschlager et al. (2000, 2003)
postulierten Region fiir die BMP-4 Bindung (Oelgeschlager et al., 2000, 2003). Aller-
dings zeigten alle Varianten nur eine verminderte Bindung und es konnte keine
Hauptdeterminante der Interaktion bestimmt werden, deren Austausch zu einem

vollstandigen Verlust der BMP-2 Bindung fiihrt.
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Tabelle 19: Ubersicht der mit einem Langmuir-1:1-Interaktionsmodell ermittelten Parameter aus der
Oberflachen-Plasmonresonanz-Analyse der Einzelaminosdurevarianten von Twisted gastrulation

Protein-
variante

R80OE

W67A

W116A

Y82A

R105E

D72R

E95R

R47E

R189E

Beladungs-
dichte (RU)

215

270

270

258

260

299

278

294

428

346

234

269

Dissoziations- maximale Bin- Verhaltnis
konstante dekapazitit Beladungsdich-

10

10

24

15

23

111



Ergebnisse

A 60 : ‘
50 | x“‘wﬁr 1;\‘
' 1
2 W
4 [ y 1 %M%WW
= : A I ] i |
§ I ‘ ' ] : ‘:,‘I "
g ? : f bAoAy T
: Gy, i
m1o ::U l\ W :L.w " ’
| | MWW’MW%
? ' I
; l i
-2‘00 (I) 2(’)0 4(;0 6[‘)0
Zeit [s]
C 50 : I
|
35 | ¥ ,m” : mﬁu
= o J T e ; ;
| ww’“" M“w
220« ‘):w» : M .
[ | : ‘ : ” §
do / ‘ ' MWW‘W.W
MNIW’“MWWNWM,“
o . I W‘M " T
' I bbb
J |
.260 (IJ 2(‘)0 4(‘)0 6(')0 8(')0
Zeit [s]

Resonance Units [RU]

Resonance Units [RU]
o
o

120

00

o
=1

S
S

n
o

o

80

60

40

20

200 400
Zeit [s]

e
) Pt
M\u
MM
. I\r.."’" hix :
‘ l,amNM""*» st
i T
/ erdes, i L T nddal
|t .
ey
’#\ P it
200 0 200 400 600
Zeit [s]
| T
I |
i //‘M y
| ] i \
J/’ ™ poveh s y \
I 2 e 0
If /,n"’“ e """"'"Wm“;\ .\"‘w
I R
i AN
:' : """%M
I
r I
P |
| J i
= : o00 800

Abbildung 36: Vergleichende Darstellung der Sensorgramme der verschiedenen Einzel-
aminosaurevarianten von Twisted gastrulation (Ligand) bei der Interaktion mit 300 nM
BMP-2 (Analyt). A) Gruppe I: W116A, R80E, E69R, D68R, W67A B) Gruppe II: W116A, E105R,
WT, Y82A, Y1664, C) Gruppe III: WT, E94R, E95R, W190A, D72R, D) Gruppe IV: R47E, Y188A,
Y206A, WT, R189E. Die Assoziationsphasen beginnen zum Zeitpunkt 0 s (erste gestrichelte Linie)
und haben eine Dauer von 240 s, danach (zweite gestrichelte Linie) beginnt die Dissoziationsphase
fiir eine Dauer von 420 s. Die Flussrate betragt 100 pl/min.
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3.5 Prdparation von biniren und ternaren Proteinkomplexen

Fiur die Aufklarung des stochiometrischen Bindungsverhaltnisses von Twisted
gastrulation und BMP-2 sowie fiir die Vorbereitung auf eine Strukturanalyse mittels
Rontgenbeugung wurde versucht, Ligand-Modulatorprotein-Komplexe zu isolieren.
Fur die Strukturaufklarung wiirde die Kristallisation von Twisted gastrulation zu-
sammen mit einer Komponente, deren Struktur bereits bekannt ist, einen erhebli-
chen Vorteil bieten, zumal bisher durchgefiihrte Kristallisationsversuche von

alleinigem Twisted gastrulation erfolglos verlaufen sind.

Eine Herausforderung bei der Praparation von BMP-2:Twisted gastrulation-
Komplexen stellt die schwierige Handhabung von BMP-2 dar, das aufgrund hydro-
phober Bereiche an der Proteinoberflache allein unter physiologischen pH-Werten
und salzhaltigen Pufferlésungen nur eine sehr geringe Loslichkeit aufweist (Ruppert
et al.,, 1996; Scheufler et al., 1999). Durch die Komplexbildung mit Rezeptoren oder
anderen Interaktionspartnern, die diese hydrophoben Bereiche abschirmen, kann

aber die Loslichkeit drastisch erhoht werden.

Durch die Verdiinnung von BMP-2 in Wasser und die anschliefende Zugabe von
Twisted gastrulation aus Insektenzellen in 2.5fachem molaren Verhaltnis in doppelt-
konzentriertem Puffer bei gleichzeitigem schnellem Mischen wurde zunachst ver-
sucht, bindre Komplexe herzustellen. Dabei wurde das Volumen in Abhdngigkeit von
der eingesetzten Proteinmenge so gewahlt, dass die Konzentration von BMP-2 im
Proteingemisch zundchst 1 uM nicht iiberschreitet. Anschlieféend wurde das Pro-
teingemisch per Ultrafiltration eingeengt. Bereits hierbei und bei der abschliefsen-
den Zentrifugation wahrend der Probenvorbereitung konnte eine deutliche
Prazipitatbildung beobachtet werden. Die darauffolgende Analyse von Twisted
gastrulation aus Insektenzellen als Referenz und dem Proteingemisch mittels Gro-
3enausschlusschromatographie zeigte, dass sich die Elutionsprofile von Twisted
gastrulation und dem erwarteten bindren Proteinkomplex nicht unterscheiden
(Abbildung 37A). Bei einer Komplexbildung ware aber die Verschiebung des Eluti-
onsmaximums zu einer geringeren Retentionszeit zu erwarten gewesen. Die Analyse
mittels SDS-PAGE bestatigte, dass keine Komplexbildung von Twisted gastrulation

und BMP-2 stattgefunden hat, sondern die beiden Einzelkomponenten lediglich zeit-
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gleich von der Gelfiltrationssaule eluierten (Abbildung 37B). Die verhaltnismafiig
geringe Menge BMP-2 lasst zudem vermuten, dass schon wahrend der Probenvorbe-

reitung ein Grofdteil des Proteins prazipitiert ist.
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Abbildung 37: Elutionsprofile der Grof3enausschlusschromatographie von Twisted gastrulati-
on aus Insektenzellen separat und zusammen mit BMP-2 und SDS-PAGE Analyse des Protein-
gemisches. A) schwarz Twisted gastrulation aus Insektenzellen (240 pg 2 10 nmol), cyan

Proteingemisch mit Twisted gastrulation aus Insektenzellen (240 pg 2 10 nmol) und BMP-2 (120 pg
2 4 nmol). Dargestellt ist der Bereich von 5-20 ml der Gréfdenausschlusschromatographie-Laufe mit
einer Superdex 75 HR 30/10 Saule (GE). B) St) Standard, 14 - 26) Proben ausgewahlter Fraktionen.
Die Analyse erfolgte unter reduzierenden Bedingungen und wurde im Rahmen der Bachelorarbeit
von L. Kalkenings durchgefiihrt.

Aus den Rezeptor-Bindungsstudien (siehe 3.3) geht hervor, dass das Bindeepitop fiir
Twisted gastrulation im sogenannten wrist-Epitop von BMP-2 lokalisiert ist. Das
heifdt, dass die Bindung eines Typ II-Rezeptors, der im sogenannten knuckle-Epitop
bindet, die Interaktion des Modulatorproteins nicht negativ beeinflussen sollte und
so zur Verbesserung der Loslichkeit beitragen kann (Abbildung 38). Da die Typ II-
Rezeptoren BMPR-II, ActR-II und ActR-IIB allerdings bei einer 1:1-Interaktion nur
eine geringe mikromolare Affinitat zu BMP-2 aufweisen (Heinecke et al., 2009), wur-
de die BMP-2 Variante L100K/N102D hergestellt. Diese zeigt eine etwa 60fach er-
hohte Affinitat gegeniiber dem Rezeptor ActR-IIB (Weber et al., 2007) und kann so
fir die Herstellung stabiler BMP-2 /Typ II-Rezeptorkomplexe herangezogen werden.
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Abbildung 38: Darstellung der méglichen Binderegion von Twisted gastrulation anhand der
dreidimensionalen Struktur von BMP-2 im Komplex mit der extrazelluliren Domine des Typ
II-Rezeptors ActR-II (RCSB: 2GOO; Allendorph et al.,, 2006). Das BMP-2 Homodimer ist in blau, die
Ektodoméanen des Typ II-Rezeptors ActR-II sind in grau und Twisted gastrulation ist schematisch in
gelb dargestellt.

3.5.1 Expression und Aufreinigung der extrazelluliren Domine des
Activin Typ IIB-Rezeptors

Die Aufreinigung der Ektodomdne des murinen Activin Typ-IIB Rezeptors
(ActR-I1Becd) erfolgt weitgehend nach der publizierten Anleitung von Dionys Weber
(Weber et al. 2007).

Fiir die Expression wurde ein bereits vorhandenes Vektorkonstrukt verwendet, in
dem die DNA-Sequenz des Rezeptors so in ein modifiziertes pET32a Plasmid kloniert
wurde, dass dieser N-terminal Uber eine Thrombin-Schnittstelle mit Thioredoxin
und einer Hexahistidin-Sequenz fusioniert ist. Die Fusion mit Thioredoxin ermdog-
licht die 16sliche Expression des Disulfidbriicken-enthaltenden Rezeptors und dient
gleichzeitig als Faltungshelfer (Kumagai et al., 1990; Lavallie et al., 1993). Fiir die
Expression wurde der E.coli Stamm OrigamiB (DE3) verwendet. Dieser Stamm weist
verdnderte Redoxbedingungen im Zytoplasma auf, da sowohl das Gen fiir die Thio-
redoxin-Reduktase (trx) als auch das Gen fiir die Glutathione-Reduktase (gor) Muta-
tionen tragen. Dadurch ist das Zytoplasma weniger stark reduzierend und
Disulfidbriicken kdnnen ausgebildet werden (Prinz et al, 1997; Bessette et al,

1999).
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3.5.1.1 Expression und Zellaufschluss

Die Expression des loslichen Fusionsproteins erfolgte im 5-Liter-Mafdstab in E.coli
OrigamiB (DE3) Zellen. Hierfiir wurden pro 2-Liter-Kulturkolben 800 ml Expressi-
onskultur bis zu einer optischen Dichte ODgoo von 0.4 bei 37°C kultiviert. Anschlie-
3end wurden die Kolben in einen auf 18°C temperierten Schiittler gestellt und nach
30 min die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach 16-stiindiger
Expression wurden die Zellen pelletiert und 1-1.5 g Zellen pro Liter Expressionskul-

tur geerntet.

In Abbildung 39 ist eine deutliche Induktionsbande auf der zu erwartenden Laufho-
he bei etwa 30 kDa zu erkennen. Die aus einem 5-Liter-Expressionsansatz gewonne-
nen Zellen wurden in 150 ml Aufschlusspuffer resuspendiert und mittels Ultraschall
aufgeschlossen (siehe 2.5.6). Nach Abtrennung der im Rohextrakt enthaltenen Zell-
trimmer durch Zentrifugation, befand sich ein Teil des Fusionsproteins im Uber-
stand. Allerdings konnte auch noch Protein im Zentrifugationspellet nachgewiesen
werden (Abbildung 39, Spur 5). Um auszuschlief3en, dass zuvor nicht alle Zellen auf-
geschlossen wurden, wurde das Pellet resuspendiert, mittels Ultraschallbehandlung
lysiert und das Lysat erneut zentrifugiert. Die Uberstinde beider Zentrifugations-

schritte wurden vereinigt.
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Abbildung 39: SDS-PAGE zum Verlauf der Expression des Thioredoxin-ActR-1IBecq-
Fusionsproteins und dem anschliefdenden Zellaufschluss. St) Grofienstandard, 1) Expressionskul-
tur vor der Induktion mit IPTG, 2) Expressionskultur 16 h nach der Induktion mit IPTG, 3) Probe nach
Zellaufschluss, 4) Uberstand nach Zellaufschluss und Zentrifugation, 5) Pellet nach Zentrifugation.
Der Pfeil markiert die Proteinbande des Thioredoxin-ActR-11Bcc4-Fusionsproteins, die Proben wurden
unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
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3.5.1.2 Aufreinigung des Thioredoxin-ActR-IIB-Fusionsproteins mittels Me-

tallchelat-Affinitatschromatographie

Das im Uberstand befindliche Fusionsprotein wurde sofort in einem ersten Aufreini-
gungsschritt mittels Ni2+-Affinititschromatographie von weiteren im Uberstand be-
findlichen Proteinen und Verunreinigungen unter Verwendung einer 5 ml HisTrap
FF-Saule (GE) bei 4°C isoliert und aufkonzentriert (siehe 2.7.1.3). Die Proteinl6sung
wurde hierfiir tiber die Sdule geleitet und das am Saulenmaterial gebundene Protein
mit dem zehnfachen Saulenvolumen Bindepuffer gewaschen. Anschlief3end wurde

das Protein mit Elutionspuffer in Fraktionen zu 5 ml eluiert.

Abbildung 40 zeigt, dass das Fusionsprotein iiber die Hexahistidin-Sequenz an das
Saulenmaterial gebunden und angereichert werden konnte. Ebenso konnte ein Teil

der Verunreinigungen entfernt werden.

Nach der Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE wurden protein-enthaltende
Fraktionen vereinigt, 1:1 mit Dialysepuffer I verdiinnt und gegen jeweils das 50fache
Volumen Dialysepuffer I + II dialysiert. Die nach der Dialyse erhaltene Proteinmenge

betrug 10 mg Fusionsprotein pro Gramm Bakterienzellen.
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Abbildung 40: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der Metallchelat-Affinititschromatographie mit
dem Thioredoxin-ActR-1IBeca-Fusionsprotein. St) Grofdenstandard, 1) Proteinldsung vor der Affini-
tdtschromatographie, 2) Proteinlosung nach der Affinitdtschromatographie, 3 - 7) Elutionsfrak-
tionen. Der Pfeil markiert die Proteinbande des Fusionsproteins, die Proben wurden unter reduzie-
renden Bedingungen aufgetrennt.
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3.5.1.3 Proteolytische Abspaltung des Thioredoxin-Fusionsanteils

Fiir die proteolytische Abspaltung der Thioredoxin- und Hexahistidin-Sequenz wur-
de die Proteinkonzentration auf 2.5 mg/ml eingestellt und 0.15 U Thrombin pro Mil-
ligramm Fusionsprotein hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir 3-4 Stunden
bei 30°C und anschlief}end {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Uberpriifung der Prote-
olyse mittels SDS-PAGE zeigte (Abbildung 41), dass das gesamte Fusionsprotein na-
hezu zu 100% gespalten wurde. Anschliefiend wurde zweimal gegen das zehnfache
Volumen Niedrigsalzpuffer der folgenden Anionenaustausch-Chromatographie dia-
lysiert und das Thioredoxin-Rezeptor-Gemisch 6 bis 8 Tage bei 4°C inkubiert. Dieser
Inkubationsschritt wirkte hierbei als Riickfaltungsschritt und fiihrte zur Erhéhung

der Ausbeute an aktivem Rezeptor.
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Abbildung 41: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der proteolytischen Spaltung des Thioredoxin-
ActR-1IBecq-Fusionsproteins durch Thrombin. 1) vor Spaltung, 2) nach 1 h 3) nach 3.5 h,
4) nach 5 h, 5) tiber Nacht. Die Laufhohen der verschiedenen Proteine sind durch Pfeile markiert, die
Proben wurden unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.

3.5.1.4 Auftrennung des Thioredoxin-Rezeptor-Gemischs mittels Anionen-

austausch-Chromatographie

Abweichend vom publizierten Protokoll wurde zur Abtrennung von Thioredoxin und
Rezeptor das Proteingemisch auf eine Q-Sepharose-Saule (HP, 5ml, GE) aufgetragen
(siehe 2.7.4). Wahrend der Elution unter Verwendung eines Salzgradienten konnten
drei Absorptionsmaxima erhalten werden (Abbildung 42). Nach Analyse der Eluti-
onsfraktionen mittels SDS-PAGE zeigte sich, dass das Thioredoxin-Fusionsprotein
vollstindig abgetrennt werden konnte. Ebenfalls erfolgte die Auftrennung des Re-

zeptors in zwei nahezu vollig separat eluierenden Proteinspezies (Abbildung 43).
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Die Fraktionen der ersten und zweiten Rezeptor-Spezies wurden jeweils separat
vereinigt, dialysiert (dreimal, 100faches Volumen) und photometrisch die Konzent-

ration bestimmt. Das Protein wurde anschlief3end bei -80°C tief gefroren und ge-

friergetrocknet.
Fraktionen
10 E8838ResT I eRETBRBE 8 5
50 % Puffer B

=08 40
=]
=S =
£ §
o 06 309
@ =
b =
g = %
504 205
=% =
3 3
2
<02 10

00 1 0

60 80 100 120 140 160 180
Volumen [ml]

Abbildung 42: Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie zur Isolierung der extra-
zellularen Domane des ActR-IIB. Dargestellt ist der Bereich des Elutionsprofils von 60 - 180 ml.
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Abbildung 43: SDS-PAGE Analyse der Auftrennung des Proteingemisches aus Thioredoxin und
ActR-1IBecq mittels Anionenaustausch-Chromatographie. St Standard, 28 - 31 Proben der Frakti-
onen des ersten Absorptionsmaximums, 50 - 63 Proben der Fraktionen des zweiten und dritten Ab-
sorptionsmaximums. Die Laufhéhen der verschiedenen Proteine sind durch Pfeile markiert, die
Proben wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
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3.5.2 Aufreinigung von BMP-2 und dessen Varianten

3.5.2.1 Klonierung, Expression und Praparation der Einschlusskoérper

Fiir die Expression von wildtypischem BMP-2 wurde die cDNA-Sequenz fiir das reife
Protein liber die Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI in den Vektor pET28b
eingebracht, so dass das Protein ohne zusatzliche Aminosauresequenzen exprimiert
wird. Die BMP-2 Variante L100K/N102D wurde hingegen iliber die Restriktions-
schnittstellen BamHI und Xhol in ein Derivat des pET28b-Vektors kloniert, so dass N-
terminal direkt iiber eine Thrombin-Schnittstelle eine Hexahistidin-Sequenz fusio-
niert ist. Fiir die Expression erfolgte eine Transformation der Expressionsvektoren

in BL21(DE3)* E.coli Zellen.

Die Expression von BMP-2 und dessen Varianten erfolgte in Form von Einschluss-
korpern (siehe 2.5.1). Nach Inkubation der Expressionskultur bei 37°C bis zu einer
optische Dicht ODsoo von 0.6 erfolgte die Induktion der Expression durch die Zugabe
von 1 mM IPTG. Nach 4-stiindiger Expression bei 37°C wurden die Zellen pelletiert.
Der Vergleich von Vor- und Nachinduktionsprobe zeigte eine Proteinbande auf der
zu erwarteten Laufhohe (Abbildung 44). Das etwas erhohte apparente Molekularge-
wicht der BMP-2 Variante L100K/N102D ist auf die Anwesenheit der Hexahistidin-

Sequenz zuriickfiihren.
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Abbildung 44: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der Praparation der Einschlusskérper der
BMP-2 Variante L100K/N102D. St Grofdenstandard, 1) Probe der Expressionskultur vor der Induk-
tion mit IPTG, 2) Probe der Expressionskultur 4 h nach der Induktion mit IPTG, 3) Uberstand nach
erstem Aufschluss und Zentrifugation, 4) Pellet nach erstem Aufschluss und Zentrifugation, 5) Uber-
stand nach zweitem Aufschluss und Zentrifugation, 6) Pellet nach zweitem Aufschluss und Zentrifuga-
tion 7) Uberstand nach finalem Waschen mit TBS-Puffer und Zentrifugation, 8) Pellet nach Waschen
mit TBS-Puffer und Zentrifugation, 9) Uberstand nach Lésen der Einschlusskérper und Zentrifugati-
on. Der Pfeil markiert die Proteinbande der BMP-2 Variante L100K/N102D, die Proben wurden unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.
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Aus einer Expression im 5-Liter-Maf3stab wurden 4 g Zellen pro Liter Medium geern-
tet. Fiir den Zellaufschluss wurden bis zu 10 g Zellen in 200 ml TBSE-Puffer resus-
pendiert und daraus mittels Ultraschalllyse 0.2-0.3 g Einschlusskorper pro Gramm
E.coli Zellen prapariert. Der Verlauf der Isolierung ist in Abbildung 44 dargestellt. In
den jeweiligen Uberstinden der Zentrifugationsschritte konnten lésliche Verunrei-
nigungen effektiv abgetrennt werden, wobei sich BMP-2 immer in der Pelletfraktion
befand. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt waren kaum noch andere Protein-
verunreinigungen in der Pelletfraktion enthalten und nach Extraktion mit 2 M GuCl
liber Nacht und anschlieRender Zentrifugation, konnte das BMP-2 gelost im Uber-
stand erhalten werden. Anhand eines UV-Absorptionspektrums zeigte sich, dass die
in den bisher durchgefiihrten Extraktionen mit 6 M GuCl enthaltenen DNA-
Verunreinigungen bei der hier gewahlten fraktionierenden Extraktion nicht auftra-
ten. Die fiir die Abtrennung von Verunreinigungen fusionierte Hexahistidin-Sequenz
wurde daher nicht benoétigt und die Proteinlosung konnte direkt fiir die nachfolgen-

de Renaturierung eingeengt werden.

3.5.2.2 Renaturierung von BMP-2 und dessen Varianten

Fir die Riickfaltung von BMP-2 und dessen Varianten wurde das Ansatzvolumen so
gewahlt, dass die Proteinkonzentration darin 100 bis 150 pg/ml betragt, um so die
Bildung von BMP-2-Dimer zu begiinstigen. Die zuvor mittels Ultrafiltration bis zu
einer Proteinkonzentration von 10 bis 15 mg/ml eingeengte Proteinlosung wurde
unter zligigem Riihren langsam in den vorgekiihlten und entgasten Riickfaltungspuf-
fer getropft. Die Renaturierung erfolgte durch mehrtagige Inkubation des Ansatzes
bei 10°C. Der Verlauf der Renaturierung wurde mittels SDS-PAGE erfasst (Abbildung
44). Nachdem keine weitere Zunahme an dimerer Proteinspezies verzeichnet wer-
den konnte, wurde die Renaturierung durch Absenken des pH-Wertes auf 5.5 mit
2 M Salzsaure gestoppt. Der Ansatz wurde mittels Ultrafiltration auf 1/10 des Volu-
mens einkonzentriert und die konzentrierte Proteinlésung gegen den Puffer der fol-

genden Heparin-Affinitdtschromatographie dialysiert.
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Abbildung 45: SDS-PAGE Analyse zum Verlauf der Renaturierung der BMP-2 Variante
L100K/N102D. 1) Tag 0, 2) Tag 1, 3) Tag 2, 4) Tag 5, 5) Tag 7, 6) Tag 9, 7) Tag 12. Die aus 1 ml Re-
naturierungsansatz mittels TCA/Ethanol-Fallung angereicherten Proben wurden unter oxidierenden

Bedingungen aufgetragen, um das Verhaltnis von monomerer (roter Pfeil) und dimerer Proteinspe-
zies (blauer Pfeil) beurteilen zu kénnen.

3.5.2.3 Isolierung der dimeren Proteinspezies mittels Heparin-Affinitits-

chromatographie

Fiir die Isolierung dimerer Proteinspezies nach der Renaturierung wurde Heparin-
bindung von nativ gefaltetem BMP-2 ausgenutzt (Ruppert et al., 1996). Der haupt-
sachlich aus basischen Aminosdauren bestehende Bereich im N-Terminus des
Proteins bindet dabei an die Sulfonsdauregruppen von Heparansulfat, einem Glyko-
saminoglykan aus der Gruppe der Heparine. Diese sind wichtige Bestandteile der
extrazellularen Matrix und in der Zellmembran tierischer Zellen zu finden (lozzo,

1998).

In Abhangigkeit vom Oligomerisierungsgrad des Proteins steht eine unterschiedliche
Anzahl von Heparinbindestellen zur Verfiigung, wodurch die Affinitit variiert und
eine Trennung der verschiedenen Proteinspezies durch einen Salzgradienten erfol-

gen kann.

Die Proteinlosung wurde hierfiir gegen einen Puffer dialysiert, in dem bereits ein
Salzgehalt von 300 mM vorlag. Im Fall des wildtypischen Proteins ohne Hexahisti-
din-Sequenz bindet das noch vorhandene monomere BMP-2 aufgrund dessen nicht
an das Saulenmaterial und wird direkt wahrend dem Auftragen von der Saule elu-
iert. Die Hexahistidin-Sequenz der BMP-2 Variante L100K/N102D scheint allerdings
die Bindung an Heparin zu verstarken, so dass hier auch die monomere Proteinspe-

zies zundchst an das Saulenmaterial gebunden hat.
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Das Elutionsprofil zeigte daher keine vollstandige Trennung der verschiedenen Pro-
teinspezies, die Absorptionsmaxima der verschiedenen BMP-2 Spezies gehen hier
ineinander iiber (Abbildung 46). Die Analyse mittels SDS-PAGE zeigte (Abbildung
47), dass das BMP-2-Monomer allerdings bei sehr niedrigen Salzkonzentrationen
eluierte. Im Anschluss wurde dimeres Protein zusammen mit hoheroligomeren Spe-
zies von dem Siulenmaterial eluiert, wiahrend ausschlief3lich dimeres Protein am
Ende des Salzgradienten von der Saule gewaschen wurde.

Fraktionen
883 8BRRARTRREBEIBR R

100 % Puffer B

100

[=)
L

80

60

o
2
L

Absorption bei 280 nm [AU]
Leitfahigkeit [mS/cm]

40

00

200 250 300
Volumen [ml]

Abbildung 46: Elutionsprofil der Heparin-Affinititschromatographie der BMP-2 Variante
L100K/N102D. Dargestellt ist der Bereich des Elutionsprofils von 200 - 330 ml.
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Abbildung 47: SDS-PAGE Analyse der Heparin-Affinititschromatographie der BMP-2 Variante
L100K/N102D. St Standard, vS Proteinlésung vor Auftrennung, nS Durchlauf, 60 - 90 Proben aus-
gewahlter Fraktionen. Die Proben wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt.

Fraktionen, die nur dimeres Protein enthielten wurden vereinigt, dialysiert und ge-
friergetrocknet. Es wurden 4 mg Protein pro Gramm E.coli Zellen erhalten.

Die Fraktionen, die sowohl dimeres Protein als auch héher oligomere Proteinspezies
enthielten, wurden ebenso vereinigt und dialysiert, die Proteinspezies jedoch im An-

schluss mittels Umkehrphasen-HPLC separiert.
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3.5.2.4 Isolation der dimeren Proteinspezies mittels Umkehrphasen-HPLC

Fur die Abtrennung hoheroligomerer Proteinspezies hat sich die Umkehrphasen-
HPLC als geeignet erwiesen. Die Proteinlésung wurde vor dem Auftragen auf die
Saule mit 0.1% Trifluoressigsdure angesauert und das an das Sdulenmaterial gebun-
dene Protein mit 0.1% Trifluoressigsaure gewaschen. Die Elutions erfolgte tliber ei-
nen Acetonitril-Gradienten. Wie in Abbildung 48 zu erkennen, erfolgt eine
Abtrennung des dimeren Proteins (Fraktion 34 - 36) von héheroligomeren Spezies
bei 39% Acetonitril. Zusatzlich wurden so 2.5 mg dimeres Protein pro Gramm E.coli

Zellen erhalten.
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Abbildung 48: Elutionsprofil (A) und SDS-PAGE Analyse (B) zum Verlauf der Umkehrphasen-
HPLC der BMP-2 Variante L100K/N102D. A) Darstellung des Elutionsprofils von 75 - 145 ml,
B) St Standard, 34 - 43 Proben ausgewahlter Fraktionen. Die Proben wurden unter nicht reduzieren-
den Bedingungen aufgetrennt.

3.5.3 Bestimmung der Bindeeigenschaften der BMP-2 Variante
L100K/N102D und der extrazelluliren Doméne des ActR-1IB

Die Untersuchung der Bindeeigenschaften der praparierten BMP-2 Variante
L100K/N102D sowie der extrazelluliren Domane des ActR-IIB erfolgte mittels Ober-
flaichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie. Hierzu wurden etwa 1300 RU der BMP-2
Variante L100K/N102D nach der Heparin-Affinitatschromatographie sowie nach der
Aufreinigung des Proteins mittels Umkehrphasen-HPLC auf der Biosensoroberflache
mittels Aminokopplung immobilisiert. Im Anschluss daran wurde der die extrazelllu-
lare Domédne des Rezeptors ActR-IIB in sechs verschiedenen Konzentrationen dar-

tiber geleitet (300 nM, 150 nM, 75 nM, 25 nM, 18.8 nM und 9.4 nM) (Abbildung 49).
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Die Auswertung der erhaltenen Sensorgramme erfolgte nach dem Langmuir-1:1-
Interaktionsmodell und ergab mit der Literatur vergleichbare kinetische Parameter
(Tabelle 20) (Weber et al., 2007). Ebenso wurde eine Konzentrationsreihe von Twis-
ted gastrulation aus Insektenzellen iiber die Biosensoroberflache geleitet. Auch hier
konnte eine Interaktion nachgewiesen werden, wobei die erhaltenen kinetischen

Parameter (Tabelle 20) mit den bisher bestimmten Werten iibereinstimmen (Tabelle
16).
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Abbildung 49: Sensorgramme der Aktivititsbestimmung der BMP-2 Variante L100K/N102D
(Ligand). A/B Interaktion der extrazellularen Domane des Rezeptors ActR-1IB (Analyt) mit der BMP-
2 Variante L100K/N102D nach Aufreinigung mittels Heparin-Affinitdtschromatographie (A) bezie-
hungsweise Umkehrphasen-HPLC (B). C/D Interaktion von Twisted gastrulation (Analyt) mit der
BMP-2 Variante L100K/N102D nach Aufreinigung mittels Heparin-Affinitidtschromatographie (C)
beziehungsweise Umkehrphasen-HPLC (D). Die Analyten wurden in den Konzentrationen 300 nM,
150 nM, 75 nM, 25 nM, 18.8 nM und 9.4 nM eingesetzt. Die Assoziationsphasen beginnen zum Zeit-
punkt 0 s (erste gestrichelte Linie) und haben eine Dauer von 180 s, danach (zweite gestrichelte Li-
nie) beginnt die Dissoziationsphase fiir eine Dauer von 360 s. Die Flussrate betrug 100 pl/min.
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Tabelle 20: Ubersicht der mit dem Langmuir-1:1-Interaktionsmodell ermittelten Gleichgewichts-
konstanten fiir die Wechselwirkung von ActR-11Bccq und Twisted gastrulation mit der BMP-2 Variante
L100K/N102D.

BMP-2 Variante L100K/N102D BMP-2 Variante L100K/N102D nach

nach Umkehrphasen-HPLC Heparin-Affinititschromatographie
Ka Ka Kp ka Kq Kp
(103/Ms) (104/s) (nM) (103/Ms) (104/s) (nM)
ActR-11Beca 71+1.3 120 £ 0.3 165+36 66+1.1 240+ 7 370£65
ga:::lilsl:i‘:on 2:05 1601 304 51+0.5 1605  31#3

3.5.4 Praparation der Proteinkomplexe

Zunachst wurde das Elutionsvolumen der Einzelkomponenten und deren Interakti-
on miteinander im analytischen Maf3stab untersucht. Hierfiir wurden zuerst jeweils
20 nmol von Twisted gastrulation sowie der extrazelluliren Doméane des Rezeptors
ActR-IIB separat in 1 ml Laufpuffer verdinnt und nacheinander chromatographisch
analysiert. Im Anschluss erfolgte die chromatographische Analyse beider Kompo-
nenten, nachdem sie vorab zusammen inkubiert wurden. Dass die beiden Kompo-
nenten nicht direkt miteinander interagieren, geht aus der vergleichenden
Darstellung der Elutionsprofile in Abbildung 50A hervor, denn auch nach der Vorin-
kubation von Twisted gastrulation zusammen mit der Ektodoméne des Rezeptors
ActR-11B, wurden jeweils die identischen Elutionsmaxima der Einzelkomponenten

erhalten.

Fiir die Komplexpraparation der BMP-2 Variante L100K/N102D mit der extrazellu-
laren Doméne des Rezeptors ActR-1IB wurden 10 nmol der BMP-2 Variante in 7.5 ml
Wasser und 20 nmol des Rezeptors in 7.5 ml zweifach konzentriertem Laufpuffer
vorgelegt. Anschliefend wurden beide Verdiinnungen unter Rithren zusammen ge-

geben und mittels Zentrifugal-Filtration auf ein Volumen von 1 ml eingeengt.

Die Analyse der Komplexpraparation der BMP-2 Variante L100K/N102D und der
extrazellulairen Domidne des Rezeptors ActR-IIB mittels Grofdenausschluss-
chromatographie zeigte eine deutliche Verschiebung des Elutionsmaximums zu ei-
ner geringeren Retentionszeit (Abbildung 50 B), was eine Komplexbildung belegt.
Dabei ist auch zu erkennen, dass keine weiteren Elutionsmaxima auftreten. Dies

lasst darauf schliefden, dass das molare Verhiltnis, in dem die Komponenten ge-
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mischt wurden, dem Bindungsverhaltnis von zwei Rezeptormolektilen an ein BMP-2
Dimer entspricht und bestatigt die Annahme, dass durch die hochaffine Bindung ei-
nes Typ II-Rezeptors an die BMP-2 Variante L100K/N102D deren Loéslichkeit ver-
bessert werden kann. Wiirde sich die Zugabe der extrazelluliren Domane des
ActR-1IB nicht entsprechend positiv auf die Loslichkeit von BMP-2 auswirken, ware
dieses wahrend der Komplexpraparation prazipitiert und die extrazellulare Rezep-

tor-Domane wie zuvor bei der Einzelanalyse eluiert.
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Abbildung 50: Elutionsprofile der Gréfdenausschlusschromatographie der Einzelkomponenten
separat und in Kombination. A) schwarz Twisted gastrulation aus Insektenzellen (470 pg 2
20 nmol), griin ActR-1IBeca (256 pg 2 20 nmol), rot Proteingemisch mit Twisted gastrulation aus
Insektenzellen und ActR-1IBecq (jeweils 20 nmol) B) griin ActR-11Becq (256 pg 2 20 nmol), violett
Komplexpraparation von ActR-1IBeca (256 pg 2 20 nmol) mit der BMP-2 Variante L100K/N102D
(300 pg 2 10 nmol). Dargestellt ist jeweils der Bereich von 60 - 110 ml der Gréfdenausschlusschro-
matographie-Liufe mit einer Superdex 200 16/60 pg Saule (GE).

Flir die analytische Praparation eines ternaren Komplexes mit Twisted gastrulation
aus Insektenzellen wurden aufgrund der vorangegangenen Untersuchungen die mo-
laren Verhaltnisse beibehalten. Die Proteinmengen wurden so gewahlt, dass pro
BMP-2 Dimer der Variante L100K/N102D zwei Molekiile ActR-11Beca gebunden wer-
den. Da Twisted gastrulation auch, wie von Oelgeschlager et al. (2000) beschrieben,
in einem stochiometrische Bindungsverhaltnis von 2:1 an BMP-2 bindet, wurde
ebenfalls so viel davon hinzu gegeben, dass zwei Molekiile Twisted gastrulation an

den binaren Komplex binden kénnen (Oelgeschlager et al., 2000).

Fiir die Komplexpraparation der BMP-2 Variante L100K/N102D mit der extrazellu-
laren Domdne des Rezeptors ActR-IIB und Twisted gastrulation wurden 10 nmol der
BMP-2 Variante in 7.5 ml Wasser und jeweils 20 nmol des Rezeptors sowie des Mo-

dulatorproteins zusammen in 7.5 ml zweifach konzentriertem Laufpuffer vorgelegt.
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AnschliefSend wurden beide Verdiinnungen unter Rithren zusammen gegeben und

mittels Zentrifugal-Filtration auf ein Volumen von 1 ml eingeengt.

Die Analyse des terndren Proteinkomplexes mittels Grofsenausschlusschromatogra-
phie zeigte, dass das Elutionsvolumen der Probe, die alle drei Komponenten enthilt,
im Vergleich zu denen der Einzelkomponenten Twisted gastrulation und ActR-1IBecq
zu einem deutlich geringeren Elutionsvolumen verschoben ist (Abbildung 51A). Der
Unterschied zu dem Elutionsvolumen der Probe, die den Ligand-Rezeptor-Komplex
beinhaltet, weist zwar nicht die erwartete Differenz auf, da aber keine zusitzlichen
Elutionsmaxima auftreten, spricht dies dafiir, dass alle Komponenten in die Kom-
plexbildung eingegangen und keine Einzelkomponenten in der Probe verblieben
sind. Die SDS-PAGE Analyse (Abbildung 51B) belegt ebenfalls die Bildung eines ter-
naren Komplexes. Auf den Spuren 1 bis 3 beziehungsweise 5 bis 7 wurden die Ein-
zelkomponenten aufgetragen. Diese sind in der Probe des Elutionsmaximums (Spur
4 und 8) sowohl unter reduzierenden als auch nicht reduzierenden Bedingungen

eindeutig wieder zu finden.
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Abbildung 51: Elutionsprofile der Gréfdenausschlusschromatographie der Einzelkomponenten
und der Komplexpriparationen (A) und SDS-PAGE Analyse der Einzelkomponenten und der
Komplexpraparation von ActR-1IB, der BMP-2 Variante L100K/N102D und Twisted gastrulati-
on (HighFive™) (B). A) schwarz Twisted gastrulation aus Insektenzellen (20 nmol), griin ActR-
[IBeca (20 nmol), violett Komplexpraparation mit ActR-I1IBeca (20 nmol) und der BMP-2 Variante
L100K/N102D (10 nmol), orange Komplexpraparation mit ActR-1IBecq (20 nmol), Twisted gastrulati-
on aus Insektenzellen (20 nmol) und der BMP-2 Variante L100K/N102D (10 nmol). Dargestellt ist
der Bereich von 60 - 100 ml der Gréfienausschlusschromatographie-Analyse mit einer Superdex 200
16/60 pg Saule (GE). B) St Standard, 1 BMP-2 Variante L100K/N102D (1.4 pg), 2 Twisted gastrulation
aus Insektenzellen (1.4 pg), 3 ActR-11Beca (0.75 pg), 4 Probe des terndren Komplexes vom Elutionsma-
ximum bei 77.5 ml. Die Analyse der Proben 1 - 4 erfolgte unter reduzierenden Bedingungen. Die Rei-
henfolge der Proben 5 - 8 ist identisch zu 1 - 4 und erfolgte unter nicht reduzierenden Bedingungen.
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Auch die terndare Komplexbildung bei Verwendung von Twisted gastrulation, wel-
ches aus E.coli prapariert wurde, konnte auf diese Weise durchgefiihrt werden. Bei
der ersten Analyse der Komplexprdparation mittels Gréf3enausschlusschromatogra-
phie wurde nun ein Elutionsprofil mit zwei Elutionsmaxima erhalten. Die verglei-
chende Darstellung in Abbildung 52 zeigt, dass das erste Elutionsmaximum eine
ahnliche Retentionszeit aufweist, wie das des bindren Komplexes aus der extrazellu-
laren Domédne des Rezeptors ActR-IIB und der BMP-2 Variante L100K/N102D. Die
SDS-PAGE Analyse zeigt jedoch, dass sich in den Fraktionen des Elutionsmaximums
von 72 - 81 ml alle Einzelkomponenten befinden (Abbildung 534, Fraktionen 60-64)

und diese damit einen terndren Komplex gebildet haben.

Das weitere Elutionsmaximum von 81 - 91 ml weist eine Retentionszeit auf, die auch
fiir isoliertes Twisted gastrulation aus E.coli beobachtet werden konnte. Die SDS-
PAGE Analyse (Abbildung 53A, Fraktionen 65-71) bestatigt, dass in diesem Bereich

ein grofder Anteil von freiem Twisted gastrulation eluierte.

Um zu iiberpriifen, ob die im ersten Elutionsmaximum eluierten Komponenten tat-
sdachlich einen stabilen Komplex gebildet haben, wurden die Fraktionen vereinigt
und erneut mittels Groéfdenausschlusschromatographie analysiert. Dabei wurde ein
Elutionsprofil mit nur einem Elutionsmaximum erhalten. Dieses war identisch mit
dem ersten Elutionsmaximum der vorherigen Analyse (Abbildung 52). Die SDS-
PAGE Analyse in Abbildung 53B zeigte, dass alle Einzelkomponenten in den Fraktio-
nen des Elutionsmaximums enthalten sind und damit tatsachlich als Komplex von

der Saule eluieren.
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Abbildung 52: Elutionsprofile der Grofdenausschlusschromatographie der Einzelkomponenten
separat und der Komplexpriparation von ActR-1IB¢.q, der BMP-2 Variante L100K/N102D und
Twisted gastrulation (E.coli) schwarz Twisted gastrulation aus E.coli (20 nmol), violett Komplex-
praparation mit ActR-1IBeca (20 nmol) und der BMP-2 Variante L100K/N102D (10 nmol), orange erste
Analyse der Komplexpraparation mit ActR-11Becq (20 nmol), Twisted gastrulation aus E.coli (20 nmol)
und der BMP-2 Variante L100K/N102D (10 nmol), rot zweite Analyse der vereinigten Fraktionen
58-64 der Komplexpraparation aus ActR-11Becq, Twisted gastrulation aus £.co/iund der BMP-2 Varian-
te L100K/N102D. Dargestellt ist der Bereich von 60 - 100 ml der Gr6f3enausschlusschromatographie-
Analysen mit einer Superdex 200 16/60 pg Saule (GE).
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Abbildung 53: SDS-PAGE Analyse der Komplexpriaparation von ActR-1IB, der BMP-2 Variante
L100K/N102D und Twisted gastrulation aus E.coli. A) St Standard, 60 - 71 Proben ausgewahlter
Fraktionen der ersten Grofienausschlusschromatographie, B) St Standard, 59 - 67 Proben ausge-
wahlter Fraktionen der zweiten Grofienausschlusschromatographie. Die Analyse erfolgte unter nicht
reduzierenden Bedingungen.

In Tabelle 21 sind die theoretischen und die sich aus den Elutionsvolumen abge-
schatzten apparenten Molekulargewichte zusammengefasst. Fiir die Berechnung der
apparenten Molekulargewichte wurde die Gelfiltrationssdule unter Verwendung
verschiedener Proteine mit bekanntem Molekulargewicht zunichst referenziert
(siehe 2.7.2.3) und anhand der so ermittelten Geradengleichung das apparent Mole-

kulargewicht von Twisted gastrualtion und der Proteinkomplexe bestimmt.
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Tabelle 21: Zusammenfassung der theoretischen Molekulargewichte, Elutionsvolumen und apparen-
ten Molekulargewichte der Einzelkomponenten der Komplexpraparation separat und der Komplexe.

Elutions-
Komponente(n) th:ﬂo;cz;(i]s)il;es volumen al\p;lr‘)/va(rl({e;:)es
Vg (ml)

Tsg aus Insektenzellen 235 82.5 355
Tsg aus E.coli 23.9 84.3 28.4
ActR-11Beca 13 87.6 18.9

BMP-2_KD 30 - -
BMP-2_KD + ActR-1IBeca 6 78.3 £9.7

(Verhaltnis 1:2)

BMP-2_KD + ActR-11Beca
+ Tsg (HighFive™) 79.5 bzw. 103 77.5 66
(Verhaltnis 1:2:2 bzw. 1:2:1)
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3.6 Charakterisierung der Sekundirstruktur von Twisted gastru-
lation aus E.coli mittels CD-Spektroskopie

Linear polarisiertes Licht setzt sich aus gleichen Anteilen links- und rechts-zirkular
polarisierter Komponenten zusammen. Trifft dieses Licht auf optisch aktive Molekii-
le (Chirale), die eine der beiden Komponenten verstarkt absorbieren, resultiert dar-
aus elliptisch polarisiertes Licht. Bei der CD-Spektroskopie (circular dichroism) wird
diese Absorptionsdifferenz (Elliptizitat @) fiir eine Substanz liber einen bestimmten

Wellenldngenbereich gemessen und so ein CD-Spektrum erhalten.

Um erste experimentelle Aussagen tliber die Sekundarstruktur eines Proteins zu tref-
fen, eignet sich die CD-Spektroskopie, da es sich bei Proteinen um chirale Molekiile
handelt und das Peptidriickgrat im fernen UV-Bereich (170-250 nm) je nach Struk-
tur, charakteristische Spektren liefert (Kelly et al., 2005). In Abbildung 54 ist der ty-
pische Verlauf der CD-Spektren von verschiedenen Sekundarstrukturelementen am

Beispiel von Poly-L-Lysin dargestellt (Greenfield & Fasman, 1969).

a - Helix
B - Faltblatt
Zufallsknauel

[ ! | !
200 220 240
Wellenlange [nm]

Abbildung 54: Darstellung der CD-Spektren verschiedener Sekundarstrukturelemente am
Beispiel von Poly-L-Lysin in wassriger Losung (nach Greenfield & Fasman, 1969).
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Flir die Aufnahme von CD-Spektren wurde lyophilisiertes Protein mit einer Konzent-
ration von 150 pg/ml in 200 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.4 gelost. Die Messung

erfolgt in einer 1 mm Quartzglaskiivette bei 20°C.
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Abbildung 55: CD-Spektrum von murinem Twisted gastrulation aus E.coli. Die Messung erfolgte
in 200 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.4 bei 20°C mit einer Proteinkonzentration von 150 pg/ml.

In Abbildung 55 ist das CD-Spektrum des rekombinanten murinen Twisted gastrula-
tion aus E.coli, dargestellt. Der Verlauf des Spektrums entspricht dem eines haupt-
sdachlich aus B-Faltblatt-Strukturen aufgebauten Proteins. Dafiir spricht das mafdig
ausgepragte Maximum bei 190 nm und ein Minimum im Wellenldngenbereich von
205 - 230 nm. Fir eine iiberwiegend a-helikal gepragte Struktur fehlt das dafiir ty-
pische zweite Minimum bei einer Wellenlange von 228 nm. Auch die Auswertung der
erhaltenen Daten unter Verwendung des Programms ,Jasco Secondary Structure
Estimation“ zur Bestimmung des Gehalts der verschiedenen Sekundarstrukturele-
mente bestatigt dies, wobei auch ein hoher Anteil fiir Proteinbereiche ohne definier-

te Sekundarstruktur berechnet wurde (Tabelle 22).

Tabelle 22: Berechnung der Anteile der Sekundarstrukturelemente anhand des aufgenommenen CD-
Spektrums mit Hilfe des Programms , Jasco Secondary Structure Estimation®.

Strukturelement Anteil in %
a-Helix 10.5
B-Faltblatt 42.8
B-Schleifen 8.8
Zufallsknduel 37.9
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Neben der Bestimmung des Anteils von Sekundarstrukturelementen kann die CD-
Spektroskopie auch dazu genutzt werden, die Faltungsstabilitdt von Proteinen ther-
misch zu ermitteln, indem Spektren in einer Temperaturreihe aufgenommen wer-
den. Verandert sich die Struktur aufgrund der Temperaturanderung, hat dies
aufgrund des Verlusts an Sekundarstrukturen einen Einfluss auf den Spektrenver-
lauf. Wie in Abbildung 56 zu erkennen, sind allerdings nahezu keine Veranderungen
im Verlauf des Spektrums von Twisted gastrulation im gesamten Temperaturbereich
zu verzeichnen. Dies lasst auf eine dufierst stabile und rigide Tertidrstruktur schlie-

en. Diese resultiert sehr wahrscheinlich aus der komplexen Disulfidverbriickung

des Proteins.

CD [mdeg]

200 210 220 230 240 250 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 56: CD-Spektren von murinem Twisted gastrulation aus E.coli bei verschiedenen
Temperaturen. Die Messung erfolgte in 200 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.4 mit einer Proteinkon-
zentration von 150 pg/ml. Die Messtemperatur wurde zwischen 20°C und 90°C in 10°C-Schritten

variiert.
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3.7 Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie

Die Strukturaufkldrung mittels Kernresonanzspektroskopie erfordert fiir Proteine
wie Twisted gastrulation mit einer Grof3e von circa 200 Aminosauren eine isotopen-
gefilterte NMR-Messung, das heif3t, natiirlich vorkommende Stickstoff- und Kohlen-

stoffatome miissen gegen die Isotope >N und 13C ausgetauscht werden.

Zunachst wurde 15N-markiertes Twisted gastrulation rekombinant durch Expression
in E.coli hergestellt. Hierfir wurde die cDNA-Sequenz von Xenopus laevis (cDNA
BC056070, imaGenes), die flr den reifen Teil des Proteins codiert, iiber die Restrik-
tionsschnittstellen Ndel und Xhol in den Vektor pET28b eingefiigt. C-terminal wurde
tiber den Oligonukleotidprimer ein Stop-Codon eingefiigt, so dass das Protein mit
einer N-terminalen Hexahistidin-Sequenz exprimiert wird, die iiber eine Thrombin-
Schnittstelle abspaltbar ist. Der E.coli Expressionsstamm BL21 (DE3)* wurde mit
dem Plasmid transformiert (siehe 2.2.5.2). Mit 1 ml einer in LB-Medium kultivierten
Ubertagkultur wurden 200 ml Ubernachtkultur in Minimalmedium ohne isotopen-
markierte Zusatze (siehe 2.5.3) inokuliert. Die Expression erfolgte im 5-Liter-
Mafistab durch Zugabe der Ubernachtkultur zu isopenhaltigem Medium, Kultivie-
rung bis zu einer optischen Dichte ODggo von 0.65 und Induktion mit 1 mM IPTG. Zu-
siatzlich wurden zu Expressionsbeginn 2 g/l Glucose zur Expressionskultur
hinzugegeben. Die Proteinexpression erfolgt fiir circa 18 Stunden bei 37°C. Es wur-
den etwa 4 g E.coli Zellen pro Liter Expressionskultur gewonnen. Im Anschluss daran
wurde, wie in 3.1.3 beschrieben, verfahren. Die Aufreinigung und Renaturierung des
isotopenmarkierten Twisted gastrulation zeigte einen dhnlichen Verlauf, wie die
Aufreinigung und Expression von in LB-Medium exprimiertem Protein. Schliefilich
wurden circa 2 mg riickgefaltetes isotopenmarkiertes Protein pro Gramm E.coli Zel-

len gewonnen.

Nach Abspaltung der Hexahistidin-Sequenz an einer Thrombin-Schnittstelle (siehe
2.3.5) wurde das 1>N-markierte Protein mittels Umkehrphasen-HPLC aus dem Reak-

tionsansatz isoliert (siehe 2.7.5), lyophilisiert und anschliefsend in Messpuffer gelost.
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Abbildung 57: 2D 1H-15N-HSQC-Korrelationsspektrums von 15N-markiertem Twisted gastrula-
tion.

Die Messung eines 2D 1H-15N-HSQC-Korrelationsspektrums von 1>N-markiertem
Protein gibt Auskunft {iber jeden mit einem Proton gekoppelten Stickstoffkern, wie
er in der Hauptkette von Proteinen pro Aminosaure (aufier Prolin) einmal vor-
kommt. Die chemische Verschiebung fiir Stickstoffkern und Proton variiert dabei in
Abhangigkeit von deren Umgebung und ergibt ein sogenanntes Kreuzsignal. So wird
ein sehr vereinfachtes Kernresonanz-Spektrum fiir ein homogenes Protein erhalten,
das im Bereich der Hauptkettensignale so viele Kreuzsignale aufweist, wie es Amino-

sduren abziiglich Prolin besitzt.

Das in Abbildung 57 dargestellte 2D 1H-15N-HSQC-Korrelationsspektrum zeigt eine
deutlich héhere Anzahl von Kreuzsignalen als erwartet, was darauf hindeutet, dass
die Proteinprobe mehrere Faltungsspezies aufweist. Ebenso wurden Signale mit sehr
unterschiedlichen Intensitaten erhalten. Viele der erhaltenen Signale im Zentrum
des Spektrums zeigen eine hohe Intensitat bei geringer Signalbreite, was auf das
Vorhandensein ungefalteter Proteinregionen hinweist. Allerdings zeigt das Spekt-
rum auch Signale von geringerer Intensitat und grofderer Signalbreite, so wie sie fiir
ein Protein der Grofie von Twisted gastrulation zu erwarten waren und hauptsach-

lich fiir eine globuldr gefaltete Proteinspezies sprechen. So ergeben sich aus der
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Kernresonanz-Spektroskopie zunidchst keine detaillierten Strukturinformationen,
jedoch deutet die Analyse auf eine a-helikal gepragte Struktur hin und zeigt weiter-
hin, dass die Kernspinresonanz-Probe heterogene Proteinspezies enthielt und die
Praparation von Twisted gastrulation aus E.coli gegebenenfalls einer Optimierung

bedarf.
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4 Diskussion

Twisted gastrulation ist ein BMP-Modulatorprotein, das wahrend der Embryonal-
entwicklung bei der Festlegung der dorso-ventralen Korperachse eine essentielle
Rolle spielt und vor allem die Ausbildung der dorsalen Mittellinie steuert. Entdeckt
wurde diese Funktion bei Untersuchungen der Embryonalentwicklung von Drosophi-
la melanogaster (Zusman & Wieschaus, 1985; Mason et al,, 1994), aber auch in Ver-
tebraten von Danio rerio tiber Xenopus bis hin zum Menschen ist die Regulation des
BMP-Signals durch Twisted gastrulation unverzichtbar (Scott et al.,, 2001). Die Se-
quenzen der verschiedenen Spezies weisen dabei einen hohen Konservierungsgrad

auf (Graf etal., 2001).

Unter den BMP-Modulatorproteinen nimmt Twisted gastrulation eine Sonderstel-
lung ein. Bioinformative Sequenzanalysen (BLAST und PSI-BLAST Suchen), Sekun-
darstruktur- wie auch dreidimensionale de novo Strukturvorhersagen zum Beispiel
unter Verwendung von Phyre? zeigen, dass es sich bei dem BMP-Modulatorprotein
Twisted gastrulation um ein einzigartiges Protein handelt, welches zumindest mit
den bisher zur Verfligungen stehenden Mitteln auf Aminosauresequenzebene kei-
nerlei Ahnlichkeit zu anderen Proteinen aufweist. Zusitzlich zu dieser Besonderheit
wird eine duale Funktionalitat beschrieben, die allerdings nicht allein durch die Bin-
dung von Twisted gastrulation an BMP-Liganden vermittelt wird, sondern auch im
Zusammenwirken mit weiteren Modulatorproteinen der Chordinfamilie und Pro-
teasen (Xie & Fisher, 2005; Wills et al., 2006). Um den molekularen Mechanismus
dieser komplexen Regulation von BMP-Signalen durch Twisted gastrulation verste-
hen zu konnen, ist die biophysikalische Charakterisierung und Aufklarung der drei-
dimensionalen Struktur unerlasslich. Jedoch ist es aufgrund der oben beschriebenen
fehlenden Aminosauresequenzhomologie zu anderen Proteinen oder -domanen
nicht moéglich, mittels bioinformatischer Werkzeuge und der Aminosauresequenz
dreidimensionale Strukturinformationen fiir Twisted gastrulation zu generieren und
so eine Analyse von Mutagenesedaten oder eine gerichtete Identifizierung von Ami-
nosaurepositionen durchzufiihren, die fiir die Interaktion mit den einzelnen Binde-

partnern BMP und/oder Modulatorproteinen der Chordinfamilie von Bedeutung
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sind. Daher ist eine experimentelle Strukturanalyse fiir die Aufklarung der Struk-
tur-/Funktionsbeziehungen von Twisted gastrulation zwingend erforderlich. Die
beiden heute zur Verfligung stehenden Methoden, Rontgenbeugung und Kernreso-
nanzspektroskopie (NMR) haben teils iiberlappende, teils spezifische Anforderungen
an das flir die Analyse zur Verfligung stehende Proteinmaterial. So bendétigen beide
Verfahren fiir die erfolgreiche Durchfiihrung eine hinreichend grofie Proteinmenge
im Milligramm-Mafistab und das zu analysierende Protein muss zur Homogenitat
aufgereinigt vorliegen. Letzteres gilt nicht nur fiir die moglichst vollstandige Abtren-
nung von jeglichen Kontaminationen durch andere Protein- und Nukleinsaurekom-
ponenten, sondern auch dahingehend, dass das zu analysierende Protein als eine
homogene Faltungsspezies vorliegt, welches einheitlich post-translational modifi-
ziert ist, falls dies notwendig sein sollte oder die Modifikationen nicht abgetrennt

werden konnen.

4.1 Rekombinante Herstellung des BMP-Modulatorproteins Twis-
ted gastrulation

Grundvoraussetzung fir die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von
Twisted gastrulation ist, wie zuvor beschrieben, eine Expression von biologisch akti-
vem Protein in hinreichenden Mengen. Da es sich bei Twisted gastrulation um ein
Cystein-reiches Protein handelt, das wahrscheinlich sehr komplex disulfidverbriickt
ist, bestand eine Herausforderung in der Wahl des Expressionssystems. Nur eine
korrekte native Verkniipfung der 24 Cysteine zu 12 Disulfidbriicken stellt die biolo-
gische Aktivitat des Proteins sicher. Die Anzahl der theoretischen Verbriickungsmog-

lichkeiten belauft sich dabei auf mehr als 316 Milliarden.
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4.1.1 Das Baculovirus-Expressionssystem ermdoglicht die rekombinante
Herstellung von nativem Twisted gastrulation

Da Twisted gastrulation ein normalerweise nur in Eukaryoten vorkommendes sek-
retiertes Protein ist, wurde zunachst die rekombinante Expression in Insektenzellen,
einem sdugerzell-dhnlichen Expressionssystem mit in der Regel hoheren Protein-
ausbeuten, gewahlt. Die Herstellung rekombinanter Proteine in Insektenzellen bietet
den Vorteil, dass der Transport von biologisch aktivem Protein in den Medieniiber-
stand durch ein komplexes, Chaperon-gestiitztes sekretorisches System unterstiitzt
wird und eine in Teilen sdaugerzell-dhnliche posttranslationale Modifikation erlaubt.
Hierbei standen vor allem die Glykosylierung des Proteins im Fokus, da diese neben
der Eigenschaft, die Loslichkeit und Stabilitit des Zielproteins zu unterstiitzen
(Rajan et al., 1995), potentiell auch eine Rolle bei der Wechselwirkung mit Interakti-
onspartnern spielen kann (George et al., 1986). Konkrete Beispiele hierfiir aus der
TGF-B Superfamilie sind die posttranslationale Modifikation von BMP-15/GDF-9 und
die Interaktion von BMP-6 mit dem Activin-Rezeptor-I (Saito et al., 2008; Saremba et
al, 2008). BMP-6 verfligt beispielsweise iliber drei potentielle N-
Glykosylierungsstellen, wobei in Analogie zu BMP-7 davon ausgegangen wird, dass
die beiden im unstrukturierten N-Terminus befindlichen nicht glykosyliert werden,
aber die Glykosylierung der im wrist-Epitop lokalisierten Glykosylierungsstelle es-
sentiell ist (Sampath et al., 1992; Jones et al., 1994). Denn wird diese nicht glykosy-
liert, wie es bei der rekombinanten Herstellung des Proteins in E.coli der Fall ist,
zeigt BMP-6 keine Bindung an den Rezeptor ActR-I, der jedoch fiir die Aktivierung
der Signalkaskade unerldsslich ist (Saremba et al., 2008).

Insektenzellen lassen sich gut in Suspension kultivieren, so dass eine Expression
auch im Liter-Mafdstab durchfiihrbar ist. Ist die Herstellung und klonale Selektion
rekombinanter Viren erfolgt, lassen sich diese einfach vermehren und nach 4-5 Ta-
gen Expressionsdauer wird das gewiinschte Protein im Uberstand erhalten. An-
schlieflend kann das tiblicher Weise mit einer Erkennungssequenz fusionierte
Protein durch eine Metallchelat-Affinitidtschromatographie angereichert und von
anderen im Uberstand enthaltenen endogenen Proteinen isoliert werden. Fiir die
Expression von Twisted gastrulation wurde dieses an eine Hexahistidin-Sequenz
fusioniert, um anschlieflend eine Metallchelat-Affinitaitschromatographie anzuwen-

den. Erste Expressionsversuche in dem hochexprimierenden Sf-21-Klon ,TriEx™*
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zeigten eine gute Expressionsrate von etwa 10 bis 15 mg pro Liter, jedoch stellte das
im Medium enthaltene fetale Kédlberserum ein Problem bei der Aufreinigung dar, da
das enthaltene Rinderserumalbumin unspezifisch aber relativ stark mit dem Nickel-
beladenen Nitrilotriessigsdurematerial der Metallchelat-Affinitatschromatographie
interagierte und dadurch ebenfalls mit dem Zielprotein angereichert wurde. Um die-
ses Problem zu umgehen, wurde die Expression dahingehend optimiert, dass High-
Five™-Insektenzellen ohne Zusatz von fetalem Kalberserum kultiviert wurden, was
zudem die Expressionsrate zusatzlich erhohte. Twisted gastrulation aus Xenopus
leavis konnte in diesem Expressionssystem als monomeres Protein mit einer Aus-
beute von etwa 15 bis 20 mg pro Liter Expressionsansatz gewonnen werden. Degly-
kosylierungsversuche zeigten, dass das Protein heterogen glykosyliert vorliegt, was
in der SDS-PAGE Analyse durch das Auftreten einer diffusen Bande beobachtet wird.
Die Existenz verschieden langer Proteinspezies konnte durch eine massenspektro-
metrische Analyse von deglykosyliertem Twisted gastrulation ausgeschlossen wer-

den.

Da eine heterogene Glykosylierung allerdings ein Problem fiir eine Strukturanalyse
mittels Proteinkristallisation darstellen kann, wurde versucht, die Glykanstrukturen
mit verschiedenen (Endo-)glukosidasen zu verkiirzen und zu einer homogenen
Grundstruktur zu vereinfachen. Dass fiir die Stabilisierung eines Proteins der proxi-
male Zucker ausreichend sein kann, wurde von Petrescu et al. (2004) gezeigt
(Petrescu et al,, 2004). Allerdings zeigte sich, dass scheinbar auch eine Fukosylierung
stattfindet, die eine effektive Deglykosylierung erschwert. Um dies zu umgehen, er-
folgte die Herstellung nicht-fukosylierter Proteinspezies durch die Zugabe von Kifu-
nensin zum Expressionsansatz. Kifunensin ist ein Alkaloid, dass die Fukosylierung
des protein-gebundenen N-Acetylglukosamins hemmt (Crispin et al., 2006), wodurch
sich die Sensitivitat gegeniiber der Endoglykosidase H erhoht. Dadurch kann ein
Hauptteil der Glykosylierung entfernt und homogen glykosyliertes Protein erhalten
werden. Dies gelang ohne negativen Effekt auf die Ausbeute mit einem positiven Ein-
fluss auf die Moglichkeit der Deglykosylierung durch die Endoglykosidase H. Bei der
sich anschlieféenden massenspektrometrischen Analyse wurde zusatzlich bestatigt,
dass die Glykosylierung nicht homogen an jeder der drei potentiellen N-
Glykosylierungsstellen erfolgt, da neben Proteinspezies mit drei verbleibenden auch

Spezies mit nur zwei N-Acetylglucosaminresten nachgewiesen werden konnten.
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Im Gegensatz zu Twisted gastrulation von Xenopus laevis, konnte murines Twisted
gastrulation nicht in Insektenzellen exprimiert werden. Da sowohl die Klonierung als
auch die Expression der fiir beide Proteine kodierenden DNA identisch durchgefiihrt
wurde, konnte ein Grund in der Ausbildung ungiinstiger Sekundarstrukturen der
mRNA liegen, wodurch die Translationsrate verringert wird. Ein weiterer Grund
konnten moglicherweise Unterschiede in der Zusammensetzung der Basentripletts
zwischen verschiedenen Organismen sein, die variieren und zu teilweise starken
Unterschieden bei der rekombinanten Expression in heterologen Systemen fiihren
konnen. Eine Analyse der cDNA-Sequenzen von Mus musculus und Xenopus laevis
zeigt, dass erstere zwei Basentripletts enthalt, die eine besonders niedrige Translati-
onsrate in Insektenzellen aufweisen. Aufder fiir Tryptophan und Methionin stehen
mehrere Basentripletts flir eine Aminosaure zur Auswahl. Manche Basentriplett-
Varianten werden dabei von verschiedenen Spezies bevorzugt, andere hingegen
kaum verwendet. Die seltene Verwendung eines Basentripletts fiihrt zu einer niedri-
gen zugehorigen tRNA-Konzentration, was eine dufierst niedrige Translation des
Zielproteins zur Folge haben kann. Die Basentripletts cgg, codierend fiir Arginin, und
999, codierend fiir Glycin, kommen in beiden Gensequenzen vor, jedoch sind diese in
der cDNA von Xenopus leavis eher gleichmafig verteilt (cgg an Position 22, 80 und
164; ggg an Position 175), wohingegen vier der fiinf Basentripletts mit niedriger
Translationseffizienz (cgg an Position 22 und 55; ggg an Position 26, 39 und 187) im
vordersten 5°-Bereich der Sequenz von Mus musculus zu finden sind und so zu einer
aufderst niedrigen Translationsrate fiihren (Abbildung 58). Um dieses Problem zu
umgehen, kann ein fiir die Expression in Insektenzellen Codon-optimiertes syntheti-

sches Gen verwendet werden.
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Abbildung 58: Analyse der cDNA-Sequenzen von Mus musculus (A) und Xenopus laevis (B) in
Bezug auf die Haufigkeit der Verwendung der Basentripletts in Spodoptera frugiperda. Ein
Balken entspricht jeweils einem Basentriplett entsprechend des Leserasters. Pink eingefarbt sind die
Basentripletts deren relative Translationsrate in Insektenzellen unter 25% liegt (erstellt mit Graphi-
cal Codon Usage Analyser, http://gcua.schoedl.de/).

Wiirden jedoch aus der Verwendung einer Codon-optimierten Gensequenz keine
hoheren Expressionsraten resultieren, weist dies moglicherweise auf Schwierigkei-
ten bei der Ausbildung der nativen dreidimensionalen Struktur des murinen Twisted
gastrulation in Insektenzellen hin. Fehlgefaltete Proteine werden in der Regel nicht
sekretiert, sondern direkt in das Zytosol der Zelle transportiert, wo direkt der pro-
teasomale Abbau erfolgt. Um die Proteinfaltung zu unterstiitzen, besteht die Mog-
lichkeit der Co-Expression von Faltunsgmediatoren und Enzymen, die die
Ausbildung der nativen Struktur katalysieren. Die Protein-Disulfid-Isomerase bei-
spielsweise ermoglicht die Isomerisierung und native Ausbildung von Disulfidbri-
cken, Calreticulin fordert die Faltung von Glykoproteinen und die Peptidyl-Prolyl-cis-
trans-Isomerase katalysiert die cis-trans-Isomerisation von Amid-Bindungen, an

denen die Aminosaure Prolin beteiligt ist.

Da jedoch die Expression von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis sehr erfolg-
reich verlief und die Sequenzen der reifen Proteine eine Identitit von etwa 87%
aufweisen, wurde fiir die Expression von Twisted gastrulation die cDNA von Xenopus

laevis verwendet.

144



Diskussion

Die Qualitdt des so rekombinant produzierten Proteins wurde mit verschiedenen
biophysikalischen Verfahren analysiert. So wurde die Bindungsaffinitit gegentiber
BMP-2 in vitro mittels Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie und die biologi-
sche Aktivitat im Zellassay durch Hemmung der BMP-2 Signalaktivitat untersucht.
Dabei zeigte sich, dass mit dieser Expressionsstrategie biologisch aktives Protein
erhalten werden konnte und der Einsatz des Alkaloids Kifunensin keine Verande-

rung der Eigenschaften von Twisted gastrulation zur Folge hat.

4.1.2 Die transiente Transfektion von Freestyle™ 293 F-Zellen ermog-
licht die Herstellung von Proteinvarianten im Hochdurchsatzver-
fahren

Die Expression in Sdaugerzellen selbst, stellt ebenso eine Moglichkeit dar, native post-

translational modifizierte Proteine rekombinant herzustellen.

Fir das Einbringen von DNA in Sdugerzellen stehen zahlreiche Méglichkeiten zur
Verfligung. Neben physikalischen Verfahren, wie Mikroinjektion, Elektro- und Sono-
poration, gibt es auch chemische Verfahren, die mit Hilfe von Liposomen, kationi-
schen Polymeren oder Nanopartikeln die Transfektion von Saugerzellen
ermoglichen. Eine Transfektion kann transient oder stabil erfolgen, dies hdangt von
der Anwendung und den gestellten Anforderungen ab. In Bezug auf die rekombinan-
te Herstellung von Proteinen, sind Proteinmenge und Haufigkeit der Transfektion
entscheidende Faktoren. Fir die Transfektion von Sdugerzellen ist die Menge der
bendtigten Plasmid-DNA oft erheblich. Sollen beispielsweise grofse Mengen eines
Proteins hergestellt werden oder die Expression langfristig erfolgen, so bietet sich
die Herstellung einer stabilen Zelllinie an. Dieses Vorgehen ist jedoch verhaltnisma-
3ig zeitaufwandig, da die Zellen nach dem Einbringen der DNA zunachst selektio-
niert werden miissen. Steht hingegen nicht die absolute Proteinmenge im
Vordergrund und erfolgt die Expression nur iiber einen kurzen Zeitraum, wird einer
transienten Transfektion der Vorzug gegeben.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Transfektion von Freestyle™ 293 F-Zellen aus-
schliefllich transient, da fiir die anschlieféenden Untersuchungen nur geringe Pro-
teinmengen benotigt wurden. Ein Vorteil bei der Verwendung von Freestyle™ 293 F-

Zellen ist die Kultivierung ohne fetales Kilberserum oder Rinderserumalbumin im
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Medium, was eine anschliefdende Aufreinigung des Zielproteins oder Untersuchun-
gen, in denen der Expressionsiiberstand direkt eingesetzt wird, gegebenenfalls sto-
ren kann. Zudem erfolgen Transfektion und Expression in Kulturmedium, so dass
kein zusatzliches Expressionsmedium benoétigt wird. Ein weiterer Vorteil der Free-
style™ 293 F-Zellen ist die Adaption an die Kultivierung in Suspension, wodurch

hohere Zelldichten erreicht werden.

Die Transfektion der Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit dahin gehend optimiert,
dass das kostenintensive Transfektionsreagenz FreeStyle™ MAX Reagent (Invitro-
gen) durch das sogar effizientere kationische Polymer Polyethylenimin ersetzt wer-

den konnte.

Diese Form der Proteinexpression ist hervorragend geeignet, wenn eine Vielzahl von
Proteinen oder Proteinvarianten exprimiert werden soll und nicht die gewonnene
Proteinmenge im Vordergrund steht. Im Vergleich zur Proteinexpression in Insek-
tenzellen, wofiir zunachst die Viren hergestellt, vereinzelt und vervielfaltigt werden
miissen oder zur Expression in E.coli, woran sich die Renaturierung und eine Viel-
zahl von Aufreinigungsschritten anschliefdt, kann die Plasmid-DNA direkt in Free-
style™ 293 F-Zellen transfiziert werden und das Protein steht bereits nach 4-5
Tagen Expressionsdauer zur Verfiigung (Abbildung 59). Die Analyse der Bindungsei-
genschaften gegeniiber BMP-2 mittels Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie
von auf diese Weise erhaltenem Protein zeigte, dass funktionales Twisted gastrulati-

on von Xenopus laevis aus Freestyle™ 293 F-Zellen gewonnen werden kann.
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Herstellung von Twisted gastrulation in
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Abbildung 59: Vergleichende Darstellung der verschiedenen Expressions- und Aufreinigungs-
abldufe von Twisted gastrulation in Abhdngigkeit vom Expressionssystem.
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4.1.3 Twisted gastrulation kann durch Renaturierung aus E.coli Zellen
gewonnen werden

Fiir die rekombinante Herstellung insbesondere fiir eine zukiinftige strukturelle
Charakterisierung wurde ebenso eine Expression in E.coli etabliert. Dies ermoglicht
die Gewinnung von isotopenmarkiertem Protein fiir die Kernspinresonanz-Analyse
oder auch von vollstandig unglykosyliertem Protein. Letzteres ist ohne Veranderun-
gen in der Oberflachenladung moglich, wie sie sonst durch die Desaminierung von

Asparagin bei der Verwendung der Peptid-N-Glykosidase F stattfindet.

Allerdings werden fiir die Biosynthese von Proteinen aus eukaryotischen Proteinen
haufig Eukaryoten-spezifische Faltungsmediatoren (Chaperone-Systeme) benotigt,
die in den rekombinanten bakteriellen Expressionssystemen nicht zur Verfligung
stehen oder spezieller Verfahren bedingen. Im Fall von extrazelluldren, sekretierten
Proteinen kommen zudem weitere Erschwernisse hinzu. So verfligen gram-negative
Bakterien, wie E. coli liber kein effizientes, dem endoplasmatischen Retiku-
lum/Golgi-Apparat dhnelndem System. In diesem Eukaryoten-spezifischen Kompar-
timent herrschen besondere Bedingungen, die fiir die Ausbildung der korrekten
Proteinfaltung unter Umstdnden von grofder Bedeutung sind. So finden sich in die-
sem Kompartiment nicht nur besondere Redoxbedingungen, die im Gegensatz zum
Cytoplasma eine effiziente Oxidation der Thiolgruppen von Cysteinresten zu Disul-
fidbriicken ermdglicht, sondern das Kompartiment beinhaltet auch eine Reihe be-
sonderer Enzyme, wie Disulfidisomerasen, Oxidoreduktasen, Prolin-cis/trans-
[somerasen und Faltungsmediatoren, die wesentlich zur Ausbildung der nativen Fal-

tung sekretierter Proteine beitragen.

Wie schon zuvor erwdhnt, weist Twisted gastrulation einen extrem hohen Anteil an
Cysteinresten auf. Das lasst eine losliche Expression von nativ gefaltetem Protein im
Zytoplasma von E.coli schwierig, wenn nicht unméglich erscheinen, da das Redoxpo-
tential im Zytoplasma stark reduzierend ist und sich daher keine Disulfidbriicken
ausbilden kénnen. Zwar besteht die Moglichkeit, andere E.coli Zellstamme zu benut-
zen, bei denen einzelne Komponenten des Redoxsystems ausgeschaltet sind (,loss of
function” trxB und/oder gor Mutanten), jedoch weisen die Zellen dieser E.coli Stam-
me hédufig ein deutlich niedrigeres Zellwachstum und niedrigere Expressionsraten

auf (Ubersichtsartikel siehe: Rietsch & Beckwith, 1998). Zudem ist eine Kultivierung
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in Minimalmedium, die fiir die Herstellung von isotopenreinem Protein fiir die Kern-
spinresonanz-Strukturanalyse notwendig ist, nicht moglich, da unter diesen Bedin-
gungen nicht ausreichend NADPH, ein fiir die Ribonukleotidreduktase essentielles
Substrat, synthetisiert wird. Dadurch kommt die DNA-Synthese zum Erliegen und es

findet kein Wachstum der Zellen statt (Ritz et al.,, 2001; Ortenberg et al., 2004).

Eine unter diesen Umstdnden existierende Alternative fiir eine Expression in E.coli
ist die Sekretion des Zielproteins in den Zwischenraum der inneren und dufderen
Zellmembran gramnegativer Bakterien, dem Periplasma. Neben dem dort vorherr-
schenden hinreichend positivem Redoxpotential, enthadlt das Periplasma mit der
Disulfidbriicken-Oxidoreduktase (DsbA) und der Disulfidisomerase (DsbC) Enzyme,
die eine korrekte Ausbildung und auch Isomerisierung von Disulfidbriicken zulassen,
wenn cysteinhaltige Proteine in dieses Kompartiment sekretiert werden (Uber-
sichtsartikel siehe: Rietsch & Beckwith, 1998). Hierfiir wird das Zielprotein entwe-
der mit einer entsprechenden Signalsequenz wie beispielsweise von den Proteinen
ompA oder pelB fusioniert, die fiir die Sekretion in das Periplasma adressiert (Movva
et al., 1980; Lei et al., 1987; Skerra et al., 1991) oder das Protein kann als Fusion mit
DsbA oder DsbC und deren Signalsequenzen exprimiert werden. Hierbei besteht al-
lerdings auch haufig das Problem in niedrigen Expressionsraten und geringer Sekre-
tionsraten fiir das Zielprotein, wodurch sich dieses auch in nicht-nativer Form im

Zytoplasma wiederfindet.

Beide Expressionsverfahren wurden in der Arbeitsgruppe zuvor fiir verschiedene
Proteine wie beispielsweise die extrazellularen Domadnen der BMP-Rezeptoren-IA
und -IB oder die erste von Willebrand Typ C-Domane von Crossveinless-2 etabliert
(Kirsch, Nickel, et al., 2000a; J.-L. Zhang et al., 2008; Kotzsch, 2008), allerdings wies
keines dieser Proteine einen derart hohen Cysteingehalt und eine damit einherge-

hende dufierst komplexe Disulfidverbriickung auf.

Eine weitere Alternative fiir die Herstellung von Twisted gastrulation stellte daher
die Expression des Proteins in sogenannten Einschlusskorpern dar. Das nicht in na-
tiver Form vorliegende unldsliche Protein reichert sich dabei in kompakter Form im
Zytoplasma an. Im Anschluss an die Expression werden die Einschlusskoérper aus
den Zellen isoliert, das ungefaltete Protein geldst und schlief3lich durch Renaturie-

rung in die biologisch aktive Form iiberfiihrt.
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Da in der Arbeitsgruppe bereits verschiedene Renaturierungsprotokolle etabliert
werden konnten, wurde sich fiir die Expression von Twisted gastrulation in Ein-
schlusskorpern entschieden und verschiedene Renaturierungspuffer getestet. Ent-
scheidend fiir die Selektion des endgiiltigen Riickfaltungspuffers, war ein moéglichst
hohes Verhaltnis von monomerer zu dimerer Proteinspezies, da die monomere Spe-
zies, wie sie auch bei der Expression in Insektenzellen erhalten wurde, dem nativen
Twisted gastrulation entspricht. Die Ermittlung des Verhaltnisses der verschiedenen
Proteinspezies erfolgte anhand der als letzten Aufreinigungsschritt durchgefiihrten
Grofdenausschlusschromatographie. Am effektivsten hat sich der Renaturierungspuf-
fer erwiesen, der bereits fiir die Riickfaltung von Sclerostin am besten geeignet war

(Weidauer et al., 2009).

Auf diese Weise konnten 5 - 7.5 mg monomeres Twisted gastrulation pro Liter Bak-
terienkultur (£ 2 - 3 g Feuchtgewicht E.coli Zellen) gewonnen werden. Da auch
murines Twisted gastrulation dhnlich gut auf diese Weise exprimiert und aufgerei-
nigt werden konnte, bestétigt sich hier, dass die nicht nachweisbare Expression in
Insektenzellen sehr wahrscheinlich auf Probleme bei der Translation zurtickzufiih-

ren ist.

Die sich an die Aufreinigung anschliefSende Qualitiatsanalyse des rekombinant in
E.coli Zellen hergestellten Twisted gastrulation zeigte, dass auch mit dieser Expres-
sionsstrategie biologisch aktives Protein erhalten werden konnte. Allerdings zeigen
sich Unterschiede des auf diese Weise gewonnenen Proteins im Vergleich zu Twisted
gastrulation aus Insektenzellen. So wurden bei Oberflichen-Plasmonresonanz-
Analysen mit Protein aus E.coli im Vergleich zu dem aus Insektenzellen erhaltenen
Protein ein niedrigeres Messsignal erreicht, hohere Dissoziationsraten und zudem,
fir eine 1:1-Interaktion, untypische biphasische Kurvenverldufe beobachtet. Dies
kann erkldrt werden, indem angenommen wird, dass moglicherweise das aus der
Renaturierung erhaltene Protein nicht zu 100% homogen gefaltet ist. Daftir spricht
auch das Ergebnis einer vorlaufigen Kernspinresonanz-Analyse, die zeigte, dass die
analysierte Proteinprobe verschiedene Faltungsspezies beinhaltet, von denen eine
oder mehrere grofiere Anteile an ungefalteten Bereichen enthielten, woraus wahr-

scheinlich Unterschiede in den Bindungseigenschaften resultieren.
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4.2 Charakterisierung der Struktur von Twisted gastrulation

4.2.1 Circulardichroismus-Spektroskopie lisst keine eindeutigen Aus-
sagen liber die Sekundarstruktur zu

Um einen ersten Einblick in die allgemeinen Konformation von Twisted gastrulation
zu erhalten, wurde die Sekundarstruktur mittels Circulardichroismus-Spektroskopie
untersucht und die thermische Stabilitdt analysiert. Dabei wurde neben unstruktu-
rierten Bereichen ein hoher Anteil von 3-Faltblatt-Strukturelementen bestimmt und

eine nahezu unveranderte Struktur iiber das gesamte Temperaturspektrum von

20-90°C beobachtet.

Die hohe thermische Faltungsstabilitat des rekombinant in E.coli erzeugten Proteins
gibt, entgegen der Kernspinresonanz-Analyse, keinen Hinweis auf die Existenz unge-
falteter Proteinspezies. Da fiir diese eine geringere Faltungsstabilitat erwartet wer-
den wiirde, miisste eine thermische Entfaltung eine Denaturierung aufzeigen und die
Spektren einen veranderten Verlauf zeigen. Allerdings waren in den entsprechenden
Circulardichroismus-Messungen selbst bei 90°C keine Anzeichen einer Entfaltung zu
erkennen. Jedoch birgt diese Analysemethode die Gefahr, dass durch die extreme
Disulfidverbriickung die einzelnen Sekundarstrukturelemente so stark miteinander
verknlpft sind, dass auch bei hohen Temperaturen keine Entfaltung detektiert wer-
den kann und somit die Analyse ein falsch positives Ergebnis ergibt. Zudem ergibt
diese Messung ein gemitteltes Signal und kann somit ebenfalls die Anwesenheit un-
gefalteter oder fehlgefalteter Spezies verschleiern, so dass keine eindeutigen Aussa-

gen hinsichtlich der Sekundarstruktur getroffen werden kénnen.
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4.2.2 Kernspinresonanz-Analyse weist auf Faltungsheterogenitit des
bakteriell erzeugten Twisted gastrulation hin

Da erste Vorversuche zur Kristallisation des freien Twisted gastrulation nicht er-
folgsversprechend verlaufen sind, wurde statt einer Strukturaufkldrung mittels Pro-
teinkristallographie zunachst versucht, die Struktur mittels
Kernresonanzspektroskopie aufzukldaren. Hierzu ist die Herstellung isotopen-
markierten Proteins notwendig, da aufgrund der Gréfie von Twisted gastrulation mit
etwa 200 Aminosdureresten eine erfolgreiche Kernspinresonanz-gestiitzte Struktur-
aufklarung zwingend die Messung isotopen-gefilterter Kernspinresonanz-
Experimente verlangt und hierfiir fiir die natiirlich vorkommenden Stickstoff- und
Kohlenstoffatome gegen , Kernspinresonanz-aktive“ Kerne, das heif3t der Isotope 1°N
und 13C ausgetauscht werden miissen. Dies kann biosynthetisch durch Expression
des Proteins in Medium mit isotopenreiner Zusammensetzung erfolgen. Da Prokary-
oten im Gegensatz zu Eukaryoten die Fahigkeit aufweisen, alle notwendigen Bau-
steine aus den relativ einfachen Grundbausteinen Acetat (oder besser Glukose) und
Ammonium synthetisieren zu konnen, werden fiir Kernspinresonanz-gestiitzte
Strukturanalyse liberwiegend prokaryotische Expressionssysteme verwendet. Die
rekombinante Herstellung erfolgte aus den oben genannten Griinden daher mittels
einer Expression von Twisted gastrulation im Zytoplasma, was aufgrund der fehlen-
den Ausbildung der Disulfidbriicken zur Ablagerung von Twisted gastrulation in so-
genannte Einschlusskorper fiihrt, in denen das Protein in ungefalteter, inaktiver
Form vorliegt. Fiir eine erste Analyse erfolgte zunachst die Herstellung von uniform
15N-markierten Proteins, in dem jedes Stickstoffatom aus dem Kernspinresonanz-
aktiven Stickstoffisotop >N besteht. Die Analyse eines derartig markierten Proteins
erfolgt durch Messung eines sogenannten 2D 1H-15N-HSQC-Korrelationsspektrum, in
welchen fiir jeden mit Protonen verbundenen Stickstoffkern ein Kernspinresonanz-
Kreuzsignal erhalten wird. Da in Proteinen jede Aminosdure mit der Ausnahme von
Prolin ein Stickstoff-Proton-Paar in der Hauptkette aufweist, welche aufgrund der
unterschiedlichen Umgebung ein spezifische chemische Verschiebung fiir den Stick-
stoffkern und Proton besitzt, kann auf diese Weise ein sehr vereinfachtes Kernspin-
resonanz-Spektrum erhalten werden, in dem pro Aminosdure (aufier Prolin) ein
Kreuzsignal erhalten wird. Zusatzliche Signale werden fiir die Carboxamidgruppen

fir Asparagin und Glutamin erhalten, zudem finden sich auch Kreuzsignale fiir die
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aromatischen Stickstoffkerne von Histidin und Tryptophan, die aber aufgrund ihrer
besonderen Signalfrequenz aufderhalb des fiir die Analyse interessanten Bereichs
der Hauptkettensignale liegen. Somit kann eine erste Analyse anhand der Anzahl der
vorliegenden Kernspinresonanz-Signale fiir die Hauptkettenamidprotonen schnell
einen Hinweis auf die Faltung - die NMR-Signale von Aminosauren in helikalen und
B-Faltblattstrukturen weisen jeweils charakteristische chemische Verschiebungen
auf - geben, da eine Probe eines homogen gefalteten Proteins ebenso viele Kernspin-
resonanz-Kreuzsignale aufweisen sollte, wie das Protein Aminosauren aufier Prolin

besitzt.

Hier wies das in Abbildung 57 gezeigte 1H-15N-Korrelationsspektrum von Twisted
gastrulation eine deutliche Abweichung zu dem erwarteten Spektrum auf. So tber-
stieg die Zahl der Kernspinresonanz-Signale die Zahl der Aminosduren deutlich, so
dass dies als ein erster Hinweis auf die Existenz mehrerer Faltungspezies in der in
Bakterien hergestellten Proteinprobe von Twisted gastrulation gewertet werden
muss. Ein weiterer Hinweis kann aus der Analyse der Signalamplituden beziehungs-
weise deren Linienbreite erhalten werden. Hierfiir ist voraus zu schicken, dass das
Volumen eines Kernspinresonanz-Signals mit der Anzahl der beteiligten Kerne kor-
reliert ist. So hat das Protonen Kernspinresonanz-Signal einer Methylgruppe auf-
grund der drei verkniipften Protonen ein dreifach gréfieres Signal im Vergleich zu
dem Signal einer Methingruppe, die nur ein Proton aufweist. In dem angefiihrten 1H-
15N-Korrelationsspektrum beruhen alle Kernspinresonanz-Signale auf der Korrelati-
on eines Amidprotons mit einem verkniipften Stickstoffkern und die beobachteten
Kreuzsignale sollten daher eine identische Signalamplitude aufweisen. Allerdings ist
die Breite der Kernspinresonanz-Signale abhingig von deren Relaxation, welche
wiederum mit der Flexibilitit der entsprechenden Aminosdure korreliert. Daher
werden fiir Aminosduren aus sehr flexiblen Strukturbereichen oder fiir ungefaltete
Proteine hohere Signalintensititen bei gleicher Signalamplitude (!) beobachtet wie
fiir Kernspinresonanz-Signale von Aminosauren aus sehr definierten Strukturberei-
chen. Fiir die meisten nativ gefalteten globuldren Proteine, die keine dynamischen
Regionen mit mehr als 10 bis 20 zusammenhdngenden Aminosduren aufweisen,
ergibt das 'H-15N-Korrelationsexperiment sonst ein Spektrum mit relativ dhnlichen
Signalintensitdten fiir alle Aminosaurereste. Im Gegensatz hierzu zeigt das 2D-HSQC-

Spektrum der hier verwendeten Twisted gastrulation Probe allerdings stark unter-
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schiedliche Signalintensitaten. Neben einer sehr grofien Anzahl von Kreuzsignalen,
die im Spektrum eine chemische Verschiebung fiir Protonen zwischen 7.5 und 8.7
ppm aufweisen und eine hohe Signalintensitét zeigen, existieren wenige Signale vor
allem im Randbereich des 2D-Spektrums (!H chemische Verschiebung 8.7 bis
10.5 ppm und 6.5 bis 7.5 ppm), die eine scheinbar deutlich geringere Signalintensitat
aufweisen, deren Signalbreite aber dafiir deutlich grof3er ist als der meisten im Zent-
rum des 2D-Spektrums liegenden Kernspinresonanz-Signale. Wahrend letztere auf
die Anwesenheit einer globular gefalteten Proteinspezies hindeuten, resultieren die
sehr intensiven Signale im Zentrum des 2D-Spektrums scheinbar von ungefaltetem
Protein beziehungsweise Proteinregionen. Dies ist ein klarer Hinweis, dass die ver-
wendete Kernspinresonanz-Probe entweder eine Proteinspezies enthalt, in der ein
grofder Bereich ungefaltet und dynamisch ungeordnet vorliegt oder aber mehrere
Proteinspezies enthdlt, von denen ein Grofiteil vor allem fehl- und ungefaltete Pro-
teinkonformere sind. Da bioinformatische Sequenzanalysen keinerlei Hinweise da-
rauf geben, dass es sich bei Twisted gastrulation um einen Vertreter der
sogenannten intrisically disordered proteins handelt, erscheint der erste Erklarungs-
versuch als sehr unwahrscheinlich. Zudem haben die Interaktionsanalysen gezeigt,
dass das in Prokaryoten hergestellte rekombinante Twisted gastrulation spezifisch
BMP Liganden zu binden vermag. Auch die Beobachtung, dass die fiir Twisted
gastrulation aus E.coli mittels Oberflaichenplasmonresonanz beobachtete Interakti-
onskinetik einen fiir eine 1:1-Interaktion untypischen biphasischen Kurvenverlauf
aufwies, der auf die Anwesenheit von multiplen Twisted gastrulation Spezies mit
unterschiedlichen BMP-Bindungseigenschaften hindeutet, unterstreicht die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Renaturierung des aus Einschlusskérpern isolierten denatu-
rierten Twisted gastrulation méglicherweise zur Bildung heterogener Proteinspezies
gefiihrt hat. Eine Weiterfiihrung einer Kernspinresonanz-gestiitzten Strukturanalyse
des freien Twisted gastrulation bedarf daher zunachst einer effektiven Abtrennung
der fehlgefalteten Proteinspezies, um so eine homogene Proteinprobe fiir die Analy-
se mittels Kernresonanz bereitzustellen. Dies konnte beispielsweise durch Anwen-
dung einer Affinititschromatographie unter Verwendung eines BMP-2-
beschichteten Sdulenmaterials erfolgen, wie dies auch erfolgreich bei der Aufreini-
gung des BMP Typ I-Rezeptors BMPR-IB angewandt wurde (Kotzsch et al., 2009).

Allerdings bedeutet die Abtrennung auch, dass die bisher angenommenen Ausbeuten
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fiir isotopenmarkiertes Twisted gastrulation deutlich niedriger waren und gegebe-
nenfalls zusatzlich eine Optimierung von Expression und/oder der Renaturierung

zwingend erforderlich ist.

4.2.3 Strategien zur Strukturaufklirung von Twisted gastrulation mit-
tels Rontgenbeugung

Sequenzanalysen von Twisted gastrulation deuten an, dass das Protein aus zwei
Domanen/Regionen aufgebaut ist, die lber eine lange Schleifenregion verknipft
sind. Hierdurch erscheint eine Kristallisation des freien Modulatorproteins eventuell
aufgrund flexibler Bereiche schwierig und wie schon zuvor erwahnt, verliefen erste
Kristallisationsversuche von freiem Twisted gastrulation ohne Erfolg. Ahnliche Be-
obachtungen wurden auch bei der Strukturanalyse des BMP Typ I-Rezeptors
BMPR-IA gemacht. Wahrend die Strukturanalyse des Komplexes von BMPR-IA ge-
bunden an BMP-2 und GDF-5 mittels Rontgenbeugung erfolgreich durchgefiihrt
werden konnte, scheiterte die Kristallisation der Ektodoméane des freien Rezeptors
trotz vielfacher Optimierungsversuche (T. Mueller personliche Mitteilung, Harth,
Kotzsch, Sebald, et al., 2010). Die anschlief3end durchgefiihrte Strukturanalyse mit-
tels Kernzresonanzspektroskopie zeigte, dass eine lange Schleifenregion im unge-
bundenen Zustand des Rezeptors dynamisch vorliegt (Klages et al., 2008) und damit
die notwendigen Ausbildung eines regularen Gitters bei Kristallisation wahrschein-
lich verhindert. Dieser flexible Bereich bildet jedoch zugleich das Zentrum der Inter-
aktionsflaiche mit BMPs und wird beispielsweise bei Komplexbildung mit BMP-2
(Kirsch, Sebald, et al., 2000; Keller et al., 2004) strukturell fixiert, so dass die Kristal-
lisation des Rezeptors im Komplex ermdéglicht wird. Auch andere Bindepartner, die
mit der Schleifenregion interagieren, sind in der Lage die die Kristallisation hem-
mende Flexibilitdt zu unterbinden. So konnte ein BMPR-IA neutralisierendes Anti-
korperfragment, Fab AbD1556, erfolgreich verwendet werden, um die Struktur der
BMP Typ I-Rezeptorektodomane erfolgreich aufzuklaren (Harth, Kotzsch, Hu, et al,,
2010). Diese Studie zeigte zudem, dass die Konformation der Schleifenregion abhan-
gig ist von dem jeweiligen Bindepartner und unterschiedliche Konformationen ein-

nehmen kann.
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Fiir die Strukturaufklarung von Twisted gastrulation bedeutet dies, dass auch hier
trotz einer scheinbar hoheren Komplexitat die Kristallisation eines Komplexes von
Twisted gastrulation gebunden an BMP-2 moglicherweise hohere Erfolgsaussichten
hat, als die Kristallisation von Twisted gastrulation in seinem ungebundenen Zu-
stand. Zudem ermoglicht nur die Strukturaufklarung des Twisted gastrulation-BMP
Komplexes direkte Einblicke in die Protein-Protein-Interaktion und ist daher bereits

aus diesen Griinden einer Strukturanalyse des isolierten Proteins vorzuziehen.

Erste Versuche, einen bindren Twisted gastrulation-BMP-Komplex zu praparieren,
verliefen ohne Erfolg. Hierfiir wurde aus Insektenzellen gewonnenes Twisted gastru-
lation ohne enzymatisch verkiirzte Glykanstrukturen verwendet, da dieses bei den
Interaktionsstudien mittels Oberflaichen-Resonanz-Spektroskopie, die hdchste
BMP-2 Affinitat aufwies. Trotz dessen war die Stabilitit des Komplexes nicht ausrei-
chend, um ihn mittels Gréfdenausschlusschromatographie aufzureinigen und es
wurde lediglich Twisted gastrulation einzeln von der Sdule eluiert. Da BMP-2 unter
den fiir die Komplexbildung und -isolierung benétigten Pufferbedingungen und Kon-
zentrationen sehr schlecht loslich ist, fuhrt die Dissoziation von BMP-2 aus dem
Komplex unmittelbar zu dessen Prazipitation (Ruppert et al., 1996; Scheufler et al,,
1999). Moglicherweise ist die Dissoziationsrate von Twisted gastrulation aus dem
Komplex mit BMP-2 grofier, als fiir den BMP-2:BMPR-IA-Komplex, welcher als er-
folgreicher Ansatz als Vergleichspunkt dient. Es besteht aber auch die Moglichkeit,
dass die Bindung von Twisted gastrulation im Gegensatz zur extrazelluliren Doméane
von BMPR-IA, die Loslichkeit nicht verbessert. Moglicherweise werden durch die
Bindung von der extrazelluliren Domane des BMPR-IA mehr hydrophobe Bereiche
von BMP-2 bedeckt und dadurch dessen Loslichkeit erhoht, als durch die Bindung
von Twisted gastrulation. Um die Prazipitation von BMP-2 zu verhindern, besteht
zum einen die Moglichkeit rekombinant in eukaryotischen Zellen hergestelltes
BMP-2 zu verwenden, dessen Loslichkeit durch Glykosylierung verbessert ist. Die
eukaryotische Expression dessen ist allerdings wesentlich komplexer, da dies nur in
Form des Prapro-Proteinkomplexes erfolgreich ist und nur geringe Ausbeuten erhal-
ten werden. Zudem erhoht sich die Heterogenitat des Komplexes durch die Verwen-
dung von glykosyliertem BMP-2, was wiederum die Ausbildung von

Proteinkristallen verhindern kann.
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Zum anderen kann man einen weiteren Bindepartner in den Komplex einbringen,
der einen positiven Effekt auf die Loslichkeit von BMP-2 ausiibt, aber die Interaktion

von BMP-2 und Twisted gastrulation nicht stort.

Daher sollte die Praparation eines terndaren Komplexes aus Ligand, Rezeptor und
Modulatorprotein etabliert werden. Aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Bin-
dungsstudien beziiglich der Rezeptoren geht hervor, dass Twisted gastrulation wie
auch die Typ I-Rezeptoren im wrist-Epitop von BMP-2 binden, woraufhin nur die
Verwendung eines Typ II-Rezeptors als Alternative zur Verfiigung steht. Da die Affi-
nitat von BMP-2 gegeniiber seiner Typ II-Rezeptoren allerdings gering ist, wurde die
BMP-2 Variante L100K/N102D verwendet und deren 60fach erhohte Affinitat ge-
geniiber der extrazelluliren Domane des Rezeptors ActR-IIB ausgenutzt, um einen
stabilisierenden Effekt auf die Loslichkeit von BMP-2 zu erzielen (Weber et al,
2007). Beide Proteine wurden im Zuge dessen nach bestehenden Aufreinigungspro-
tokollen prapariert, wobei diese zusdtzlich optimiert werden konnten. Die Bin-
dungseigenschaften der Einzelkomponenten wurden mittels Oberflichen-
Plasmonresonanz-Spektroskopie Uberpriift, sowie der stabilisierende Effekt der
Ektodomédne des Typ II-Rezeptors ActR-1IB auf die Loslichkeit von BMP-2 bei der
[solierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes mittels Grofdenausschlusschromatogra-
phie nachgewiesen. Im Anschluss daran wurde versucht, ternare Komplexe aus Mo-
dulatorprotein, Rezeptor und Ligand zu praparieren. Zunichst wurde dies mit
Twisted gastrulation aus Insektenzellen ohne enzymatisch verkiirzte Glykanstruktu-
ren durchgefiihrt und es konnte die Praparation eines terndaren Komplexes nachge-

wiesen werden.

Um einen Komplex zu erhalten, der keine posttranslational modifizierten Kompo-
nenten beinhaltet, wurde die Prdparation auch mit nicht glykolysiertem Twisted
gastrulation aus E.coli getestet. Dabei wurde die Vermutung bestatigt, dass das aus
E.coli praparierte Twisted gastrulation verschiedene Proteinspezies enthalt, von de-
nen nicht alle in die Komplexbildung eingegangen sind und stattdessen in einem zu-
satzlichen Elutionsmaximum separat von der Gelfiltrationssdule eluierten. Da
wahrend einer wiederholten Analyse des zuvor erhaltenen ternaren Komplexes kei-
ne erneute Abtrennung von alleinigem Twisted gastrulation beobachtet wurde, kann
geschlussfolgert werden, dass auch mit aus E.coli prapariertem Protein, welches im

zellbasierten Assay und bei der Entwicklung der Mandibularen abgeschwachte bis
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keine Aktivitat zeigte, stabile Komplexe erhalten werden, die fiir Kristallisationsver-
suche verwendet werden konnen. Faltungskonformere, die keine oder verringerte
Affinitat BMP-2 gegeniiber aufweisen, konnten durch die Praparation und anschlie-
3ende Isolierung der Komplexe mittels Gréfienausschlusschromatographie erfolg-

reich abgetrennt werden.

Bei der Verwendung von Twisted gastrulation aus HighFive™ Zellen scheint alles
hinzugegebene Protein in den Komplex einzugehen, da von vornherein neben dem
Elutionsmaximum fiir den terndren Komplex keine weiteren Elutionssmaxima zu
beobachten waren, die auf die Elution einzelner, nicht in den Komplex eingegange-
ner Komponenten hinweisen. Dies bestatigt die von M. Oelgeschldger beobachtete
Bindung von zwei Molekiilen Twisted gastrulation pro BMP-2 Dimer (Oelgeschliger

etal., 2003).

Dass die Verschiebung des Elutionsmaximums im Elutionsprofil nicht so stark ausge-
fallen ist, wie erwartet liegt darin begriindet, dass fiir die Gréf3enbestimmung von
Proteinen und Proteinkomplexen weniger das Molekulargewicht entscheidend ist,
sondern vielmehr der hydrodynamische Radius der Molekiile. Eine Eichgerade wird
in der Regel mit Proteinen erstellt, deren Struktur globular ist. Abweichungen von
den mittels einer Eichgeraden ermittelten Molekulargewichten zu den theoretisch
bestimmten werden erhalten, sobald die Struktur eines Molekiils von der globuldren
Form abweicht und beispielsweise stibchenférmig ist. Dies hat zur Folge, dass das
durch die Groflenausschlusschromatographie bestimmte Molekulargewicht grofier
ist, da die langste Ausdehnung fiir die Geschwindigkeit ausschlaggebend ist, mit der
das Sdulenmaterial passiert werden kann. Bei der Einzelanalyse der Ektodoméane des
ActR-IIB wie auch von Twisted gastrulation aus E.coli wurden Molekulargewichte
dhnlich der theoretisch bestimmten erhalten. Dies entspricht der Erwartung in Be-
zug auf die kompakte Struktur der extrazellularen Domane des ActR-1IB und lasst die
Vermutung zu, dass es sich bei Twisted gastrulation auch um ein kompaktes globula-
res Protein handelt. Fiir das Protein aus Insektenzellen war das apparente Moleku-
largewicht hingegen deutlich hoher als erwartet, wobei die Ursache hierfiir sehr
wahrscheinlich in der Glykosylierung liegt, die bereits bei der SDS-PAGE Analyse zu
einem abweichenden Laufverhalten des Proteins flihrt. Dass der terndare Komplex im
Vergleich zum Komplex aus der Ektodomane des ActR-IIB und BMP-2 kaum eine

Verdanderung im Elutionsvolumen aufweist, liegt vermutlich an der Anordnung der
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Molekiile. Moglicherweise fligt sich Twisted gastrulation so in das wrist-Epitop des
binidren Komplexes ein, dass dies zu keiner Anderung der rdumlichen Ausdehnung
fihrt, die fiir das Elutionsverhalten des Komplexes ausschlaggebend ware

(Abbildung 60).

Abbildung 60: Schematische Darstellung der (moéglichen) Anordnung der Einzelkomponenten
wihrend der bindren und terndren Komplexbildung.

Die Moglichkeit der ternaren Komplexbildung, sowohl mit Twisted gastrulation aus
Insektenzellen wie auch aus E.coli, bietet bei erfolgreicher Kristallisation sogleich die
Moglichkeit, einen Hinweis auf die Rolle der Glykosylierung in der Interaktion zu
erhalten. Die heterogene Glykosylierung des Proteins aus Insektenzellen, kann durch
die Verwendung von Kifunensin wéahrend der Expression und dadurch ermdéglichte

enzymatische Verkiirzung im Anschluss daran nahezu homogen gestaltet werden.
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4.3 Die N-Glykosylierung von Twisted gastrulation beeinflusst die
Bindung zu BMP-2

Wie bereits beschrieben, verfiigt Twisted gastrulation iiber potentielle Glykosylie-
rungsstellen, die variabel bedient werden, wie die Expression in Insekten- und Sau-
gerzellen zeigt. Allerdings kann eine heterogene Glykosylierung fiir die
Strukturanalyse mittels Proteinkristallisation problematisch sein. Daher wurde ver-
sucht, die Glykanstrukturen vollstandig zu entfernen, beziehungsweise Protein mit

verkurzten homogenen Glykanstrukturen zu erhalten.

Bei dem Versuch, die zumeist heterogenen Glykanstrukturen zu verkiirzen oder zu
entfernen, wurden auch Veranderungen in Hinsicht auf die Affinitdt zu BMP-2 beo-
bachtet. So zeigt mit Endoglykosidase H oder Peptid-N-Glykosidase F behandeltes
Twisted gastrulation bei Oberflachen-Plasmonresonanz-Analysen zum Teil niedrige-
re Signale und schnellere Dissoziationsraten, die sich zwischen denen von nicht gly-
kosyliertem Protein aus E.coli und unbehandeltem Protein aus Insektenzellen
einordnen liefen. Wie die aus der Massenspektrometrie erhaltenen Daten zeigten,
konnte durch die Peptid-N-Glykosidase F kein vollstindig deglykosyliertes Protein
erhalten werden, da eventuell nicht alle Glykanstrukturen unter nativen Spaltbedin-
gungen zuganglich sind und so nicht der Effekt einer kompletten Deglykosylierung

beobachtet werden konnte.

In der Wirkung auf Zellen, welche durch Inhibition der BMP-2 Aktivitdt bestimmt
wurde, war der Unterschied zwischen unbehandeltem und mit Peptid-N-
Glykosidase F deglykosyliertem Protein relativ gering. Ein deutlicher Unterschied in
den mittleren inhibitorischen Konzentrationen zeigte sich jedoch beim Vergleich mit
Twisted gastrulation aus E.coli, die deutlich zu hoheren Konzentrationen verschoben
ist. Scheinbar reichen die nach der Behandlung mit Peptid-N-Glykosidase F verblei-
benden partiellen Glykanstrukturen aus, um im zellbasierten Nachweisverfahren
nahezu vollstandige biologische Aktivitat herzustellen, wohingegen das von vornhe-
rein nicht glykosylierte Protein aus E.coli die Wirkung von BMP-2 deutlich schlechter

inhibiert.
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In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Dr. Anna Petryk (University of Minnesota,
Minneapolis, USA) wurde die biologische Aktivitidt in einem weiteren komplexeren
Nachweisverfahren bestimmt (Billington et al., 2011). Hierfiir wurden die Mandibu-
laren 10.5 Tage alter Mausembryonen explantiert (Jaskoll et al., 2005) und mit Lig-
and und Modulatorprotein benetzten Kugeln versehen. Nach 24-stiindiger
Inkubation erfolgte anschlieRend die Uberpriifung der Expression des Reportergens
Msx2 durch in situ Hybridisierung (MacKenzie et al., 1992; Sasaki & Hogan, 1993).
Die Expression von Msx2 wird durch BMP-4 induziert. Kann eine Expression in Ge-
genwart der Modulatorproteine nicht nachgewiesen werden, lasst diese auf eine in-
hibierende Wirkung von Twisted gastrualtion schliefien. Auf diese Weise konnten
die mittels Oberflaichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie und Alkalische Phosphata-
se-Assay erhaltenen Ergebnisse bestatigt werden. Das aus Insektenzellen erhaltene
glykosylierte Protein zeigte, wie auch das aus murinen Zellen erhaltene Twisted
gastrulation, einen inhibierenden Effekt BMP-4 gegeniiber. Bei Behandlung der
Mandibularen mit nicht glykosyliertem Protein aus E.coli, konnte hingegen keine
Inhibition der Expression von Msx2 nachgewiesen werden. Eine Mutation der Glyko-
sylierungsstellen, welche in der Arbeitsgruppe um Dr. Anna Petryk durchgefiihrt
wurde, zeigte dass die Deletion der Glykanstrukturen zu einem Verlust der

BMP-2/-4 Bindung fiihrte (Billington et al., 2011).

Da es bisher keine genauen Informationen zum molekularen Bindungsmechanismus
gibt, bleibt offen, wie die Glykosylierung die Interaktion von Twisted gastrulation
und BMP-2/4 beeinflusst, allerdings scheint die Glykosylierung fiir eine hochaffine
Wechselwirkung beider Proteine notwendig zu sein. Moglicherweise stellen auch
metabolisch bedingte unterschiedliche Glykosylierungen eine weitere Moglichkeit
fiir eine Feinregulierung des komplex regulierten Netzwerks der BMP-
Wachstumsfaktoren dar. Um dies ndher charakterisieren zu konnen, wurden in einer
weiterfiihrenden Mutagenesestudie im Rahmen der Masterarbeit von L. Kalkenings
die im N-terminalen Bereich des Proteins lokalisierten Glykosylierungsstellen
Asn 52 und Asn 81 separat stumm geschaltet. Die Glykosylierungsstelle im C-
terminalen Bereich wurde hierbei nicht verdndert, da dieser Bereich des Proteins fur

die Interaktion mit Chordin verantwortlich ist (Oelgeschlager et al., 2003).
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Bei einem Austausch der Aminosaure Asparagin 81 gegen Glutamin wurde nicht mit
einer Veranderung der BMP-Bindungseigenschaften gerechnet. Obwohl diese Ami-
nosaure in den verschiedensten Organismen hoch konserviert ist, ist sie als potenti-
elle Glykosylierungsstelle durch einen Austausch von Serin in der
Glykosylierungssequenz Asn-Xxx-Ser/Thr gegen Prolin deletiert. Somit scheint diese
posttranslationale Modifikation nicht essentiell fiir die biologische Aktivitat zu sein.
Die Bestimmung der Bindungseigenschaften dieser Twisted gastrulation Variante
mittels Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie bestitigten dies, allerdings
zeigte auch der Austausch der Aminosadure Asparagin 52 gegen Glutamin keinen Ein-
fluss auf das Bindungsverhalten zu BMP-2. Dies spricht dafiir, dass eventuell doch
beide Glykosylierungsstellen, wenn nicht sogar alle drei, fiir die biologische Aktivitat
verantwortlich sind und die Deletion einer einzelnen Glykosylierung nur einen ge-
ringen Einfluss zeigt. Dass offensichtlich nicht das gleichzeitige Vorhandensein aller
Glykosylierungen fiir die biologische Aktivitit notwendig ist, wird sowohl bei der
Expression des murinen Twisted gastrulation in murinen Zellen als auch bei der des
Proteins aus Xenopus leavis in Insektenzellen deutlich, da immer Proteinspezies un-
terschiedlichen Glykosylierungsgrades sekretiert werden (Billington et al., 2011).
Dass der Einfluss der Glykosylierung im zellbasierten Assay und wahrend der Ent-
wicklung der Mandibularen grofder zu sein scheint, als die Analysen mittels Oberfla-
chen-Plasmonresonanz-Spektroskopie widerspiegeln, hingt vermutlich auch mit
dem Vorhandensein endogener Faktoren zusammen, die beispielsweise fiir eine
schnellere Degradation von nicht glykosyliertem Protein verantwortlich sein kon-

nen.
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4.4 Mutagenesestudien grenzen ein mogliches Bindeepitop im N-
terminalen Bereich von Twisted gastrulation ein

Um neben der Strukturanalyse einen Einblick in die molekulare Interaktion von
Twisted gastrulation und BMP-2 zu erhalten, wurde ein Verfahren entwickelt, das
eine effiziente Expression und Analyse von Proteinvarianten, in denen einzelne Ami-
nosauren substituiert wurden, zuldsst. Da es bisher lediglich Hinweise darauf gibt,
dass sich das BMP-2 Bindeepitop im N-terminalen Bereich von Twisted gastrulation
befindet, sollte eine moglichst umfassende Analyse durchgefiihrt werden, woraus
eine Vielzahl von zu untersuchenden Proteinvarianten resultierte. Da die Herstellung
einer solch hohen Anzahl von Proteinvarianten in E.coli oder Insektenzellen einen
enormen zeitlichen und materiellen Aufwand bedeutet, wurde die Expression in
transient transfizierten Freestyle™ 293 F-Zellen etabliert. Nach dem Einbringen des
die Gensequenz enthaltenden Plasmids in die Zellen, wird das Protein nach 4 bis 5
Tagen im Expressionsiiberstand erhalten. Da auch bei dieser Moglichkeit der Prot-
einherstellung, in Anbetracht der hohen Anzahl von Proteinvarianten, auf eine an-
schliefiende Aufreinigung dieser verzichtet werden sollte, erfolgte die Analyse der
Bindungseigenschaften direkt mittels Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie.
Durch die Fusion von beispielsweise V5-, avi- oder Hexahistidin-Peptidsequenzen,
iber die eine gezielte Immobilisierung der Proteinvarianten an der Biosensor-
Oberflache erfolgen kann, sollte die Notwendigkeit einer vorherigen Aufreinigung
aus dem Expressionsiiberstand entfallen. Zudem werden durch die direkte Immobi-
lisierung der Proteinvarianten deutlich geringere Mengen an Protein bendétigt, als
wenn diese als Analyt bei der Oberflichen-Plasmonresonanz-Analyse eingesetzt

wiirden. Dadurch kann der Expressionsmafistab klein gestaltet werden.

Zuerst wurde die Immobilisierung der Proteinvarianten mittels Hexahistidin-
Sequenz auf einem mit tris-NTA und dartiber gebundenen Ni2*-Ionen beschichteten
HTG-Biosensor (Bio-Rad) durchgefiihrt. Ein Vorteil dieser Vorgehensweise besteht
in der Wiederverwendung des Biosensors, da die immobilisierten Twisted gastrula-
tion Varianten sich nach Abschluss der Interaktionsanalyse ohne Riickstiande von
der Oberflache des Biosensors durch Perfusion einer Imidazol-haltigen Losung ent-
fernen lassen. Allerdings lieferten die Messungen mit BMP-2 als Analyt keine aus-

wertbaren Daten, da auch BMP-2 direkt mit der Oberfliche des Biosensors
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interagierte. Eine Optimierung des Messpuffers dahingehend, diese Interaktion zu
unterbinden, resultierte in der Dissoziation der Liganden von der Biosensoroberfla-
che, wodurch weitere Messungen ausgeschlossen wurden. Moglicherweise stellt die
Verwendung einer Hisio-Sequenz einen Losungsansatz dar, da diese eine hohere Af-

finitat zu der Metallchelat-Oberflache aufweisen sollte.

Ebenso wurde eine an die Proteinvarianten fusionierte V5-Sequenz fiir die Immobili-
sierung an der Biosensoroberfliche getestet. Uber einen direkt auf einem GLC-
Sensor immobilisierten a-V5-Antikérper wurden die Fusionsproteine durch Uberlei-
ten der Expressionsiiberstinde gebunden. Die Immobilisierung verlief allerdings
sehr ineffizient, da die Expressionsraten mit den bis dahin verwendeten pcDNA3-
basierten Expressionsvektoren gering war. Zusatzlich zeigt die nicht-kovalente Im-
mobilisierung der Proteinvarianten eine fortwahrende Dissoziation dieser von der
Biosensoroberflache, wodurch keine zuverldssige Auswertung der erhaltenen Sen-

sorgramme gegeben war.

Letztlich bot die Herstellung von Proteinvarianten mit einer fusionierten avi-
Sequenz in einem pHLsec-basierten Vektor eine Losung. Fiir die Immobilisierung der
Proteinvarianten an der Biosensoroberflaiche wurden diese nach der Expression in
vitro gerichtet an der avi-Sequenz biotinyliert. Die Immobilisierung erfolgte schlief3-
lich nahezu irreversibel durch Bindung an auf der GLC-Biosensoroberflache immobi-
lisiertes Neutravidin. Dadurch ist die Wiederverwendung des Biosensors nicht mehr
gegeben, allerding gelang es nur so, die Interaktion zu BMP-2 ohne Nebeneffekte,
wie unspezifische Bindung des Analyten an die Biosensoroberflache oder die Disso-
ziation des Liganden davon zu messen. So konnte eine Expressions- und Analyseme-
thode etabliert werden, die schnell Aufschluss iiber den Einfluss von

Aminosauresubstitutionen auf das BMP-2 Bindeverhalten gibt.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde keine Quantifizie-
rung der tatsachlichen Beladungsdichte durchgefiihrt, die belegt, dass diese tatsach-
lich auf die Immobilisierung von Twisted gastrulation zuriickzufiihren ist. In spater
von L. Kalkenings durchgefiihrten Messungen zu weiteren Proteinvarianten im
Rahmen der Masterarbeit, erfolgte die Uberpriifung durch Uberleiten eines a-V5-
Antikorpers, womit die beobachtete Beladungsdichte fiir jede Proteinvariante besta-

tigt werden konnte.
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Fir eine erste Auswahl von Aminosauresubstitutionen, war neben den von A. Bogan
und K. Thorn identifizierten Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Arginin, die hau-
fig an der Interaktion von Proteinen beteiligt sind (Bogan & Thorn, 1998), auch die
Mutagenesestudien von M. Oelgeschlager mafdgeblich (Oelgeschlager et al., 2000,
2003). Dabei stand neben der Lokalisation des BMP-2/-4 Bindeepitops im N-
terminalen Bereich von Twisted gastrulation auch die Substitution der Aminosaure
Tryptophan 67 im Fokus. Im Zusammenhang mit den Untersuchungen des Einflusses
von Twisted gastrulation auf die BMP-Bindung der Rezeptoren in dieser Arbeit
konnten die von Zhang et al. durchgefiihrten Messungen bestatigt werden, dass sich
das Bindeepitop fiir Twisted gastrulation im wrist-Epitop von BMP-2/-4 befindet, in
dem auch die Bindung der Typ-I Rezeptoren erfolgt, wobei die Epitope nicht iden-
tisch sind (J.-L. Zhang et al., 2007). Die Aufklarung der Struktur des BMP-2:BMPR-IA-
Komplexes zeigte, dass unter anderem die hydrophobe aromatische Aminosaure
Phenylalanin 85 eine Schlisselrolle bei der Erkennung des Rezeptors spielt
(Abbildung 61). Moglicherweise wiederholt sich dieses sogenannte , knob-into-hole"-

Motiv bei der Bindung von Twisted gastrulation an BMP-2 tiber die ebenfalls hydro-

phobe und aromatische Aminosaure Tryptophan 67.

Abbildung 61: Darstellung eines bindren Ligand-Rezeptor-Komplex und vergréf3erte Ansicht
des Interaktionsbereichs (RCSB: 2GOO; Allendorph et al., 2006). Das BMP-2 Homodimer ist in
blau dargestellt und die Ektodoméanen des Typ-1 Rezeptors BMPR-IA in orange. In der vergrofierten
Ansicht ist das ,knob-into-hole“-Motiv dargestellt. Die Seitenkette von Phenylalanin 85 des Rezeptors
bindet in die von beiden BMP-2 Monomeren gebildete hydrophobe Tasche (nach Nickel et al., 2001).
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Aber auch die Erkenntnisse von Keller et al. (2004), dass neben den hydrophoben
Wechselwirkungen bei der Bindung von BMP-2 und BMPR-IA Wasserstoffbriicken
einen entscheidenden Beitrag leisten (Keller et al.,, 2004), gingen in die Auswahl der
Aminosduresubstitutionen ein. Twisted gastrulation weist jedoch keine Homologie
mit anderen Proteinen oder Proteindomanen auf und aktuell gibt es keinerlei Struk-
turinformationen zu diesem Modulatorprotein, die beispielsweise Aussagen dariiber
zulassen, welche Seitenketten sich auf der Proteinoberflache befinden. Dies fiihrte zu
einer systematischen Analyse der Aminosdureseitenketten Typtophan, Tyrosin und
Arginin im gesamten Protein, sowie der Aminosduren Glutamat und Aspartat im N-

terminalen Bereich von Twisted gastrulation.

Die Substitution von Tryptophan 67 gegen Alanin fiihrte bei der Analyse mittels
Oberflachen-Plasmonresonanz-Spektroskopie nur zu einer verminderten Affinitat
gegeniiber BMP-2, aber nicht zu einem vollstiandigen Bindungsverlust, wie von Oel-
geschlager et al. (2003) beschrieben. Die von Oelgeschlager et al. durchgefiihrte Sub-
stitution von Tryptophan 67 erfolgte gegen Glycin und die Analyse der Mutante
durch Injektion von mRNA in Xenopus Embryonen. Die Expression der mRNA fiihrte
zu Phdnotypen mit reduzierten dorsalen Strukturen, wie sie von BMP-4 oder -7
Uberexpressionen bekannt sind (Oelgeschliger et al., 2003). Die Uberexpression die-
ser Wachstumsfaktoren hat eine vermehrte Ausbildung ventraler Gewebe zur Folge,
da ein Missverhaltnis zu den Faktoren entsteht, die diese Entwicklung inhibieren.
Immunoprazipitationsversuche zeigten, dass die Proteinvariante W67G kein BMP-4
mehr binden konnte, was im Xenopus Embryo zu einer Erh6hung an frei verfiigba-
rem Wachstumsfaktor fiihrte, woraus ebenso eine ventralisierende Entwicklung re-
sultierte (Oelgeschlager et al., 2003). Der Austausch einer Aminosaure gegen Glycin
kann allerdings einen destabilisierenden Effekt auf die Proteinstruktur haben, da
Glycin aufgrund der fehlenden Seitenkette, eine drastisch erhohte konformationelle
Flexibilitat der Hauptkette aufweist. Die zeigt sich darin, dass Glycinreste besondere
phi-/psi-Hauptkettentorsionswinkel einnehmen kénnen, die fiir andere Aminosau-
ren nicht moglich sind. Glycinreste werden daher auch ,Helix-brechende” Faltungs-
eigenschaften zugeordnet und kénnen helikale Bereiche unterbrechen. Dies erh6ht
die Wahrscheinlichkeit, dass biologisch inaktives Protein entsteht. Dass die in dieser

Arbeit hergestellte Proteinvariante W67A keinen so deutlichen Bindungsverlust
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zeigte, liegt eventuell daran, dass die Substitution gegen Alanin und nicht gegen Gly-

cin erfolgte.

Auch die Substitution von Tryptophan 190 fiihrte zu einer geringen Erniedrigung
der BMP-2 Affinitat dieser Proteinvarianten, obwohl diese Positionen nicht in dem
fiir die Interaktion vorhergesagten N-terminalen Bereich lokalisiert sind. Da Tryp-
tophan 190 laut Sekundarstrukturvorhersage in eine a-Helix involviert ist, hat der
Austausch gegen Alanin gegebenenfalls eine destabilisierende Wirkung auf diese, die

sich moéglicherweise bis in das BMP-2 Bindeepitop auswirkt.

Interessanterweise flihrte die Substitution von Tryptophan 116 gegen Alanin zu ei-
ner geringfligigen Erhohung der BMP-2 Affinitat. Eventuell wird hierbei eine steri-

sche Hinderung der raumeinnehmenden Seitenkette aufgehoben.
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Abbildung 62: Sekundirstrukturvorhersage unter Verwendung der Aminosauresequenz von
Twisted gastrulation aus Xenopus leavis. Griine Spiralen markieren a-Helices, blaue Pfeile f3-
Faltblattstrukturen, den Bereichen dazwischen wurde keine Struktur zugeordnet.
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/servers/phyre2 /html/page.cgi?id=index)

Der Austausch der aromatischen Aminosaure Tyrosin, die fast ausschliefdlich aufder-
halb des N-terminalen Bereichs an den Positionen 82, 166, 188 und 206 zu finden ist,
blieb bis auf die Substitution von Tyrosin 166 gegen Alanin, ohne einen Einfluss auf
die Wechselwirkung zwischen BMP-2 und Twisted gastrulation. Wahrend die Tyro-
sine an den Positionen 82, 188 und 206, nach der Sekundarstrukturvorhersage
(Abbildung 62), in Bereichen ohne definierte Sekundarstruktur liegen, ist Tyro-
sin 166 in eine (3-Faltblattstruktur involviert. Die Substitution an dieser Position
fiihrt womoglich zu einer Destabilisierung der Struktur, die sich auch auf das BMP-2

Bindeepitop auswirkt und zu einem um 30% verringerten Messsignal fiihrt.
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Neben den aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin wurden vor allem
geladene Aminosduren substituiert. Grund fiir diese Auswabhl ist vor allem, dass die-
se in der Regel 16sungsmittelexponiert an der Proteinoberfliche vorzufinden sind
und fiir Protein-Protein-Interaktionen an hochenergetischen Wasserstoffbriicken-
bindungen beteiligt sein kénnen. Ahnliche Interaktionen wurden auch bei der Bin-
dung des Rezeptors BMPR-IA an BMP-2 identifiziert (Kirsch, Sebald, et al.,, 2000;
Keller et al., 2004). Ein negativer Einfluss konnte bei den Substitutionen der negativ
geladenen Aminosaure Aspartat an den Positionen 68 und 72 von Twisted gastrula-
tion beobachtet werden. Die erreichten Signalstarken betrugen lediglich 25 bis 50%
im Vergleich zu wildtypischem Protein. Zusammen mit der Beobachtung bei der Pro-
teinvariante W67A, kann so geschlussfolgert werden, dass zumindest dieser relativ

begrenzte, konsekutive Bereich in die Interaktion mit BMP-2 involviert ist.

Eine de novo Strukturvorhersage, erstellt mit dem Struktursimulationsprogramm
Phyre? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/servers/phyre2 /html/page.cgi?id=index),
diente einer erweiterten Auswahl von Proteinvarianten. Dabei gilt es allerdings zu
beachten, dass das erhaltene Modell nicht der Realitdt entspricht, sondern lediglich
anhand bekannter Strukturen bestimmten Aminosdureabfolgen entsprechende Se-
kundarstrukturelemente zugeordnet werden. Die Anordnung derer erfolgt zufallig
und bezieht biophysikalische Aspekte der Proteinfaltung nicht ein. Auch die Ausbil-
dung von Disulfidbriicken wird beispielsweise nicht beriicksichtigt. Auffallig war die
Sekundarstrukturvorhersage von zwei relativ langen a-Helices im N-terminalen Be-
reich (Abbildung 62), die sich mit Vorhersagen von anderen Programmen deckte
und auf die sich die Auswahl weiterer Aminosaurepositionen fiir eine erweiterte
Mutagenesereihe beschrankte (Tabelle 23). Hierzu wurden die vorhergesagten heli-
kalen Bereiche strukturell so angeordnet, dass mittels der Amphiphilie-Verteilung
eine potentielle, dem hydrophoben Proteinkern zugewandte Innenseite und eine
dem Losungsmittel zugewandte Aufdenseite fiir die jeweiligen Helices ermittelt be-
ziehungsweise abgeschatzt werden konnte. Auf diese Weise wurden auf der Protein-
oberflache lokalisierte potentielle Aminosdurepositionen identifiziert unter denen
dann auch hydrophobe Aminosdurereste zu finden waren. Ein weiteres Entschei-
dungskriterium fiir die Identifizierung der wahrscheinlichen Innen- und Aufensei-

ten der Helices, war die Lokalisierung der Cysteinreste, von denen aufgrund ihrer
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Existenz in Disulfidbriicken angenommen wurde, dass sie iiberwiegend zum hydro-

phoben Proteinkern ausgerichtet sind (Abbildung 63).

Tabelle 23: Ubersicht zur zweiten Auswahl durchgefiihrter Aminoséaure-Substitutionen in Twisted
gastrulation aus Xenopus laevis im Rahmen der Masterarbeit von L. Kalkenings.

Position
Aminosiure-Substitution Bezeichnung
Helix1  Helix 2
Lysin - Aspartat 28 57 K28D, K57D
Serin - Phenylalanin 33,36 S33F, S36F
Valin = Tyrosin 35 V35Y
Leucin = Asparagin 39 61, 63 L39N, L61N, L63N
Isoleucin = Threonin 40 65 140T, I65T
Glutamat - Arginin 42 58 E42R, E58R
Methionin - Serin 60 M60S

Abbildung 63: Schematische Darstellung der in der de novo Struktur ermittelten N-terminalen
a-Helices. Die im Rahmen der ersten Auswahl substituierten Aminosauren sind rot, die im Rahmen
der zweiten Auswahl erfolgten Aminosduresubstitutionen sind griin umrahmt. Die gestrichelten Li-
nien markieren den wahrscheinlich dem hydrophoben Proteinkern zugewandten und die durchge-
henden Linien den zur Proteinoberfldche ausgerichteten Bereich der Helices.

(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel /wheel.cgi)

Die individuellen Substitutionen dreier Aminosduren in den oben aufgefiihrten Be-
reichen flihrten dabei zu einem vollstdndigen Verlust der Bindung von BMP-2. Dabei
handelt es sich um Aminosdauren mit hydrophoben Seitenketten (V35Y, 140T, L63N).

Zusatzlich wurde allerdings durch die Substitution von Leucin 63 zu Asparagin eine
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weitere Glykosylierungsstelle eingefiigt, wobei die Glykanstruktur an dieser Position
offensichtlich die Interaktion zwischen Twisted gastrulation und BMP-2 beeinflusst.
Vier weitere Positionen, bei denen zumeist ebenfalls polare ungeladene Aminosau-
ren (S33F, S36F, L39N, T65I) substituiert wurden, zeigten ein um 50% verringertes
Messsignal. In Hinblick auf die drei Aminosdauren Tryptophan 67, Aspartat 68 und
Aspartat 72 aus der ersten Auswahl, die wahrscheinlich an der Interaktion mit
BMP-2 beteiligt sind, wird mit den Aminosauren Leucin 63 und Threonin 65 diese
Region auf der zweiten a-Helix im N-terminalen Bereich als mogliche Binderegion
bestatigt. Aber auch in der ersten a-Helix des N-terminalen Bereichs sind Aminosau-

ren lokalisiert, die scheinbar eine weitere Binderegion fiir BMP-2 bilden.

Bei den so identifizierten Aminosdureresten in der N-terminalen Region von Twisted
gastrulation, welche bei Mutation eine Verringerung der Bindung zu BMP-2 verursa-
chen, ist allerdings zu beachten, dass neben einer essentiellen Beteiligung in der Pro-
tein-Protein Interaktionsflache, auch alternative Mechanismen die
Affinitatsdnderung verursachen konnen. So kann der Austausch eines Rests oder
mehrerer dieser auch eine Strukturanderung in Twisted gastrulation bewirken, so
dass der Verlust der BMP-2 Bindung hierdurch indirekt verursacht werden kann. Die
Sekundarstrukturanalyse ist hierbei der Unsicherheitsfaktor, da liber die dreidimen-
sionale Ausrichtung der Aminosaureseitenkette in der Struktur nur spekuliert wer-
den kann und die fehlende Strukturinformation hier eine genaue Unterscheidung, ob
der Aminosaurerest eine strukturstabilisierende Funktion aufweist oder vollstiandig

dem Losungsmittel zugewandt ist, zunachst unmaoglich macht.

Allerdings existieren andere Hilfsmittel, wenn dreidimensionale Strukturdaten nicht
zur Verfiigung stehen, um auf diese Weise die Rolle der mutierten Aminosaurereste
abschatzen zu konnen. So fiihrt eine Fehlfaltung in der Regel zu einer Erniedrigung
der Loslichkeit und fordert die Bildung von oligomeren Aggregaten, da zusatzliche
hydrophobe Bereiche an die dem Losungsmittel zugewandte Seite kommen. Zudem
sollten sich auch die Parameter fiir die Aufreinigung sehr viel starker gegentiber dem
wildtypischen Protein verdandern, als dies fiir den Einzelaminosdureaustausch er-
wartet wird, da durch die zumindest lokale Konformations- beziehungsweise Struk-

turdnderung ein grofderer Proteinbereich verandert wird.

Weitere Analysen konnen zusatzliche Indizien fiir die Abschitzung der Funktion lie-

fern, so kann die Messung der Interaktion mit einem weiteren Bindungspartner eine
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Aussage dariiber geben, ob mogliche Konformationsanderungen beim Aminosau-
reaustausch global erfolgen oder wenn, dann nur sehr lokal begrenzt sind. Diese Me-
thodik wurde fiir die Mutageneseanalyse von BMP-2 erfolgreich angewandt (Kirsch,
Nickel, et al., 2000a), da die Bindung der extrazelluliren Domane des Typ I- und
Typ lI-Rezeptors zwar raumlich getrennt, aber die Bindeepitope strukturell mitei-
nander gekoppelt sind. Fiihrt die Substitution einer Aminosaure im Typ [-Rezeptor
Epitop zu einer nicht sehr lokal begrenzten Strukturanderung, so fiihrt dies unmit-
telbar auch zu einer Konformationsianderung im raumlich gekoppelten Typ II-
Rezeptorepitop. So ware eine sogenannte Strukturmutante dadurch gekennzeichnet,
dass der Austausch einer einzelnen Aminosdure in einem der beiden Rezeptorbinde-
epitope dennoch Auswirkung auf die Bindungaffinitat zu beiden Rezeptorsubtypen
aufwiese. Da auch fiir Twisted gastrulation eine weitgehend globuladre und, aufgrund
der hohen Disulfidverbriickung, monolithische Struktur angenommen wird, ware
auch hier eine derartige indirekte Analyse der Konformation moglich. So kénnte ei-
nerseits ein Antikorper verwendet werden, welcher nicht BMP-neutralisierend wirkt
und somit nicht die Interaktion mit BMP-2 stort, der aber andererseits ein diskonti-
nuierliches Epitop erkennt und dessen Bindung daher stark vom Faltungszustand
von Twisted gastrulation abhangig ist. Allerdings sind die derzeit kommerziell zur
Verfiigung stehenden gegen Twisted gastrulation gerichteten Antikérper nicht hin-
reichend charakterisiert, so dass ein a-Twisted gastrulation Antikérper mit den be-
schriebenen Eigenschaften nicht fiir eine derartige Analyse zur Verfiigung stand. Da
Twisted gastrulation direkt mit dem BMP-Modulatorproteinen Chordin, Chordin-
like 2 (CHL2) und moglicherweise mit Crossveinless-2 (die Berichte hierzu sind al-
lerdings kontrovers) interagiert, ware eventuell eine ahnliche Analyse auch unter
Verwendung dieser Interaktionspartner moglich. Laut Oelgeschliager et al. (2003)
findet allerdings die Interaktion mit den genannten BMP-Modulatorproteinen in der
C-terminalen Region von Twisted gastrulation statt (Oelgeschlager et al., 2003), so
dass aufgrund der raumlichen Entfernung des BMP-Bindeepitops moglicherweise
nur globale Strukturanderungen auf diese Weise detektiert werden. Lokal begrenzte
Konformationsanderungen kénnen hierdurch eventuell nicht identifiziert werden,
was somit deren Aussagekraft einschrankt. Zudem miissen aufgrund des hier einge-
setzten Aufbaus mit immobilisierten Twisted gastrulation-Liganden die Modulator-

proteine als Analyten in l6slicher Form eingesetzt werden, was fiir die gewiinschte
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Analyse einen relativ grofden Proteinbedarf nach sich zieht und somit die Nutzung
kommerzieller Quellen fiir die Modulatorproteine ausschlief3t. Da zudem kein eige-
nes, hinreichend effizientes Expressionsverfahren fiir die drei genannten BMP-
Modulatorproteine zur Verfiigung stand, konnte eine derartige Analyse nicht durch-

gefiihrt werden.

Eine von der Interaktion mit weiteren Bindepartnern unabhdngige Form der Struk-
turanalyse ware die Messung von Circulardichroismus-Spektren, die wie zuvor er-
wahnt, eine direkte, wenn auch keine ortsgenaue Angabe iiber den Anteil an den drei
Sekundarstrukturelementen a-Helix, B-Faltblatt und nicht strukturiert (random coil)
widergibt. Da die Sekundarstrukturangaben allerdings mit relativ grof3en Fehlerwei-
ten (£ 3-5%) behaftet sind, konnen wiederum kleinere Strukturanderungen nur
schwer detektiert werden. Normalerweise kann dieser Ungenauigkeitsnachteil
dadurch kompensiert werden, indem zusatzlich eine Analyse der thermisch indu-
zierten Entfaltung durchgefiihrt wird, da die Entfaltungstemperatur hierbei ein sehr
genaues und hochempfindliches Merkmal fiir die Faltungsstabilitat eines Proteins
darstellt. Die Faltungsstabilitit kann hierbei entweder ebenfalls mittels CD-
Spektroskopie ermittelt werden, indem das CD-Spektrum des Proteins im Rahmen
einer Temperaturreihe gemessen wird. Alternativ kann auch die ThermoFluor Me-
thodik angewendet werden. Hierbei wird das temperaturabhangige Verloschen der
Fluoreszenz eines dem Protein beigefiigten Farbstoffs gemessen, der sich aufgrund
seiner hydrophoben Eigenschaften an das thermisch denaturierte Protein anlagert.
Die Auftragung der Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur ergibt somit eine
Entfaltungskurve, aus deren Umkehrpunkt die Faltungsenergie AG errechnet werden
kann. Ebenso kann dies ohne Zusatz von Fluoreszenzfarbstoffen durch Anwendung
der Dynamische Differenzkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry, DSC) er-
folgen, wobei letztere den Nachteil eines sehr grofRen Probenbedarfs aufweist. Allen
drei letztgenannten Analysemethoden ist jedoch gemein, dass hierfiir zunachst
hochaufgereinigtes Protein notwendig ist und somit das in dieser Arbeit verwendete
Verfahren einer transienten Expression der zu untersuchenden Twisted gastrulation
Varianten mit einer ,in situ“ Aufreinigung auf dem Sensor der Oberflachen-
Plasmonresonanz-Spektroskopie nicht zum Tragen kommt. Fiir die zu untersuchen-
den Mutanten miisste eine semipraparative Expression mit anschlieféender mehrstu-

figer Aufreinigung durchgefiihrt werden. Dennoch ist in Hinblick auf die Beurteilung
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eventueller struktureller Veranderungen diesen Verfahren gegeniiber den Interakti-
onsanalysen der Vorzug zu geben, da hier keine Einschrankung durch eine moégliche
partielle Uberlappung der Bindeepitope von BMP-2 und dem zweiten Interaktions-
partner beflirchtet werden muss und daher die Methodik uneingeschrankt fiir alle
Aminosaurepositionen angewendet werden kann. Daher sollen bei Weiterfiihrung
des Projekts von den hier identifizierten Twisted gastrulation Varianten Mengen im
Milligramm-Mafistab hergestellt, zur Homogenitdt aufgereinigt und anschlief3end
mit einer der drei letztgenannten Verfahren, CD-Spektroskopie, ThermoFluor oder

Dynamsiche Differenzkalorimetrie analysiert werden.

Allerdings besteht auch eine weitere Moglichkeit fiir die Interaktion zwischen Twis-
ted gastrulation und BMP-2 darin, dass die Seitenketten von Twisted gastrulation
gar nicht in die Bindung involviert sind. Ahnlich wie bei der Bindung der ersten Von
Willebrand Typ C Domane von Crossveinless-2 an das wrist-Epitop von BMP-2
(Abbildung 64), konnte auch ein Teil der Interaktion iiber Atome der Hauptkette des
Modulatorproteins vermittelt werden (J.-L. Zhang et al., 2008). Fiir die Substitution
von Aminosdureresten ware in dem Fall keine Veranderung der Affinitdt zum Ligan-

den zu erwarten.

CV2-VWC1,-Clip

Abbildung 64: Darstellung der Interaktion zwischen BMP-2 und dem Clip-Segment der ersten
von Willebrand Typ C Doméne von Crossveinless-2. Wasserstoffbriicken sind als gepunktete Linie
dargestellt. (RCSB: 3BK3; J.-L. Zhang et al., 2008)

Zwei Bereiche in der N-terminalen Doméane konnten allerdings bereits mit den zuvor
beschriebenen Aminosauresubstitutionen eingegrenzt werden. Wie jedoch eingangs
beschrieben, nimmt Twisted gastrulation unter den Modulatorproteinen eine Son-

derstellung ein, da es sich um ein einzigartiges Protein handelt, dass auf Ebene der
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Aminosauresequenz keine Homologie zu anderen Proteinen oder Proteindoménen
aufweist. Daher ist es nicht moglich dreidimensionale Strukturinformationen unter
Verwendung bioinformatischer Werkzeuge zu generieren und einen Mechanismus

fiir die Interaktion mit BMP-2 und anderen Modulatorproteinen zu erstellen.

Eine experimentelle Strukturanalyse fiir die Aufklirung der Struk-
tur-/Funktionsbeziehungen von Twisted gastrulation bleibt daher weiterhin zwin-
gend erforderlich. Mit der erfolgreichen Praparation des ternaren Komplexes aus der
Ektodomédne des Typ II-Rezeptors ActR-IIB, BMP-2 und Twisted gastrulation aus
verschiedenen Expressionssystemen, konnte dafiir eine gute Ausgangssituation ge-

schaffen werden.
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5 Zusammenfassung

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind extrazellular vorkommende Wachstums-
faktoren und werden der Superfamilie der Transforming Growth Factors 3 (TGF-[3)
zugeordnet. Entgegen ihrem Namen spielen sie nicht nur eine Rolle bei der Ausbil-
dung und Regeneration der Knochenmatrix, sondern regulieren bereits wahrend der
Embryonalentwicklung zahlreiche Abldufe. Unter anderem sind sie an der Festle-
gung der Koérperachsen und Entwicklung der Organanlagen beteiligt. Spater steuern
sie das Wachstum von Organen und Geweben und sind schlief3lich im adulten Orga-
nismus fiir deren Homoostase und Regeneration verantwortlich. Bei fast allen Mit-
gliedern der TGF-B Superfamilie erfolgt die Signalbildung nach derzeitigem
Kenntnisstand durch die Bindung an transmembrane Serin/Threonin-
Kinaserezeptoren, die in zwei Untergruppen unterteilt werden konnen. Dabei wer-
den von einem Liganden jeweils zwei Typ [- und zwei Typ II-Rezeptoren gebunden,
wodurch ein aktiver Komplex entsteht, der im Inneren der Zelle eine Signalkaskade

auslost.

Um die vielseitigen Aufgaben der BMPs spezifisch vermitteln zu kénnen, gibt es zahl-
reiche Mechanismen, die Signalbildung stringent neben der Ligand-Rezeptor-
Interaktion zu regulieren. Die Small Mothers Against Decapentaplegic (Smad)-
Signalkaskade im Zellinneren wird beispielsweise durch die Interaktion der inhibito-
rischen Smads mit rezeptor-regulierten Smads oder durch den proteasomalen Ab-
bau der rezeptor-regulierten Smads durch die Bindung von Ubiquitin-Ligasen der
Smurf-Familie beeinflusst. Auch auf Membranebene besteht die Moglichkeit der ne-
gativen Signalmodulation durch Pseudorezeptoren oder der Verstarkung der Signal-
bildung durch positive Effektoren wie beispielsweise aktivitatssteigernde Co-

Rezeptoren.

Ein Charakteristikum der TGF-§3 Superfamilie stellt jedoch die Vielzahl an sekretier-
ten, 16slichen Modulatorproteinen dar. Die meist glykosylierten Proteine iiben, bis
auf wenige Ausnahmen, einen antagonistischen Effekt auf die BMPs aus. Bei dem
BMP-spezifischen Modulatorprotein Twisted gastrulation handelt es sich um ein ext-

razellulares Glykoprotein, das im Gegensatz zu den meisten anderen BMP-
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Modulatoren jedoch eine duale Funktion als Besonderheit aufweist. Es zeigt zum
einen eine anti-BMP-Wirkung, indem es den BMP-inhibierenden Einfluss von
Chordin durch Bildung eines stabilen ternaren Komplexes verstarkt; andererseits
kann Twisted gastrulation in Gegenwart spezifischer Metalloproteasen eine proteo-
lytische Spaltung von Chordin und die anschliefende Freisetzung von aktivem BMP
fordern und so eine BMP-Aktivitat vermittelnde Wirkung aufweisen. Twisted gastru-
lation hat keine beziehungsweise nur eine dufderst geringe Homologie zu anderen
(Modulator)Proteinen. Um daher den komplexen Wirkmechanismus detailliert mo-
lekular beschreiben zu konnen, ist die Aufklarung der Struktur-/Funktions-

beziehungen essentiell.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten unterschiedliche Expressionsstrategien fiir die
rekombinante Herstellung von Twisted gastrulation etabliert werden, welche eine
umfassende Charakterisierung des Proteins in vitro ermoglichen. Erste Kristallisati-
onsversuche von isoliertem Twisted gastrulation fiir die Aufklarung der dreidimen-
sionalen Struktur mittels Rontgenbeugung verliefen ohne Erfolg, allerdings gelang
die Praparation stabiler terndrer Proteinkomplexe flir weiterfiihrende Kristallisati-
onsansatze. Hochdurchsatzverfahren fiir die Expression und Interaktionsanalyse
erlauben zudem die Untersuchung einer Vielzahl von Twisted gastrulation-
Proteinvarianten. Auf diese Weise konnten Aminosauren identifiziert werden, die an
der Wechselwirkung von Twisted gastrulation mit seinem Interaktionspartner
BMP-2 beteiligt sind. Dies ermoglichte eine detaillierte Lokalisation des Binde-
epitops im N-terminalen Bereich von Twisted gastrulation. Dabei konnte auch ge-
zeigt werden, dass die Glykosylierung von Twisted gastrulation fiir die

Wechselwirkung mit BMP-2 von Bedeutung ist.

Eine experimentelle Strukturanalyse von Twisted gastrulation fiir die detaillierte
Aufklarung des Mechanismus der Interaktion mit BMP-2 und anderen Modulator-
proteinen bleibt allerdings weiterhin aufgrund der Einzigartigkeit dieses Modulator-
proteins zwingend erforderlich. Fiir eine Fortsetzung der Untersuchungen bietet der
stabile ternare Komplex eine gute Voraussetzung in Hinblick auf weitere Kristallisa-

tionsansatze.
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6 Summary

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are secreted growth factors belonging to the
superfamily of Transforming Growth Factors 3 (TGF-). In contrast to their name
they are not only involved in bone morphogenesis and regeneration, but also regu-
late numerous events during embryonic development. Furthermore, they play a key
role in body axis determination, embryonic patterning as well as organogenesis,
later in the adult organism these factors control organ and tissue homeostasis and
regeneration. At the current state of research all classical members of the TGF-8 fam-
ily signal through transmembrane serine/threonine kinase receptors, which can be
subdivided into type I- and type II-receptors. For receptor activation the ligand in-
duces receptor heteromerisation forming an active complex containing type I- and

type Il-receptors which subsequently triggers intracellular signaling cascades.

To ensure highly specific signaling a complex network of regulatory mechanisms has
evolved. The Small Mothers Against Decapentaplegic (Smad) signaling cascade for
example is modulated by inhibitory Smads interacting with the receptor-regulated
Smads or through proteasomal degradation of the receptor-regulated Smads by
binding to ubiquitin-ligases of the Smurf-family. In the membrane, pseudoreceptors
such as BAMBI lacking a kinase domain or GPI-anchored co-receptors such as the
RGM-receptor family or Cripto can positively or negatively regulate BMP/TGF-f3 sig-
naling.

A highlight of the TGF- superfamily is the multitude of different secreted soluble
modulator proteins. Most present glycoproteins, which act as BMP-antagonists by
interfering with BMP-signaling. The BMP-specific modulator Twisted gastrulation is
such an extracellular glycoprotein, which however features an unique dual function.
On the one hand, by forming a stable ternary complex it strongly enhances the BMP-
antagonizing (anti-BMP) activity of another BMP-modulator Chordin. On the other
hand, upon proteolytic processing of Chordin in this ternary complex in the presence
of specific metalloproteases such as Tolloid, Twisted gastrulation facilitates the dis-
sociation of the ternary complex releasing active BMP an thereby exerts a

pro-(moting) BMP-activity.
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Twisted gastrulation exhibits very low if at all any homology to other proteins and
seems also unique among the large variety of BMP-modulator proteins. To under-
stand its dual mode of action on a molecular level analysis of the structure/function-
relationship is a pre-requisite.

In this project we have established different strategies for recombinant production
of Twisted gastrulation for a comprehensive in vitro characterization. Although crys-
tallization of Twisted gastrulation for X-ray diffraction analysis failed, we could suc-
cessfully prepare stable ternary complexes consisting BMP-2, a type II-receptor and
Twisted gastrulation which are ideally suited for protein crystallization. High-
throughput expression and interaction-analysis schemes allowed us to study a multi-
tude of single amino acid variants of Twisted gastrulation. This resulted in the identi-
fication of several amino acid residues in Twisted gastrulation, which form the
binding epitope for BMP-2 confirming its supposed location in the N-terminal half of
Twisted gastrulation. We could also show that the N-glycosylation of Twisted gastru-
lation is involved in high-affinity BMP binding and required for its BMP-modulatory
activity in vivo.

For a full analysis of its molecular mechanism of BMP-2 interaction and its interplay
with other modulator proteins, a structure analysis of Twisted gastrulation is re-
quired in the near future. Providing efficient recombinant sources and the prepara-

tion of stable ternary complexes will likely facilitate this.
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8 Anhang

8.1 Ubersicht verwendeter cDNA- und daraus resultierender Amino-
sauresequenzen fiir Twisted gastrulation

DNA-Sequenz fiir den codierenden Bereich von Twisted gastrulation aus Mus musculus

(cDNA BC004850) und daraus resultierende Aminosduresequenz mit Signalsequenz:

ATGAAGTCAC ACTATATTGT GCTAGCTCTA GCCTCCCTGA CGTTCCTGCT 50
GTGTCTCCCC GTGTCCCAGA GCTGTAACAA AGCACTCTGT GCCAGCGATG 100
TGAGCAAATG CCTCATTCAG GAGCTCTGCC AGTGCCGGCC TGGAGAAGGG 150
AACTGCCCCT GCTGTAAGGA GTGCATGCTG TGCCTCGGGG CCCTGTGGGA 200
CGAGTGCTGC GACTGTGTCG GTAGGTGCAA CCCTCGGAAT TACAGCGACA 250
CCCCGCCCAC ATCCAAGAGC ACCGTGGAGG AGCTGCACGA GCCCATTCCG 300
TCCCTGTTCA GGGCGCTGAC GGAGGGCGAC ACCCAGCTGA ACTGGAACAT 350
CGTCTCCTTC CCTGTGGCAG AGGAGCTGTC ACACCATGAA AACCTAGTCT 400
CCTTCCTAGA AACTGTGAAC CAGCTGCACC ACCAAAACGT GTCTGTTCCC 450
AGCAACAATG TCCACGCCCC CTTCCCCAGC GACAAAGAGC GCATGTGCAC 500
AGTGGTTTAC TTTGATGACT GCATGTCCAT CCACCAGTGT AAGATATCCT 550
GCGAATCCAT GGGTGCATCC AAGTATCGCT GGTTTCACAA CGCCTGCTGC 600
GAGTGCATCG GTCCAGAGTG CATTGACTAT GGGAGTAAAA CTGTCAAGTG 650
TATGAACTGC ATGTTTTAA 669
MKSHYIVLAL ASLTFLLCLP VSQSCNKALC ASDVSKCLIQ ELCQCRPGEG 50
NCPCCKECML CLGALWDECC DCVGMCNPRN YSDTPPTSKS TVEELHEPIP 100
SLFRALTEGD TQLNWNIVSEF PVAEELSHHE NLVSFLETVN QLHHONVSVP 150
SNNVHAPEFPS DKERMCTVVY EFDDCMSIHQC KISCESMGAS KYRWEHNACC 200
ECIGPECIDY GSKTVKCMNC MF 222
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DNA-Sequenz fiir den codierenden Bereich von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis

(cDNA BC056070) und daraus resultierende Aminosdauresequenz mit Signalsequenz:

ATGAAGCCCT CTTTCCTTCA TATTCCAGCG GCGGCTCTGC TCCTCTGCTC 50
TCTATGGATT TTGCCCATTC ATTGCTGCAA TAAGGCACTT TGTGCAAGTG 100
ATGTCAGCAA ATGTCTAATA CAGGAGCTGT GCCAGTGTCG GCCCACGGAT 150
GGAAACTGCT CCTGCTGCAA GGAGTGTATG CTGTGCCTGG GCACACTCTG 200
GGACGAGTGC TGTGACTGCG TTGGTATGTG CAACCCAAGG AACTACAGCG 250
ATACGCCCCC AACCTCCAAA AGTACAGTAG AGGAACTTCA TGAACCCATT 300
CCATCCTTGT TCCGGGCTCT AACTGAGGGA GACACCCAAC TTAATTGGAA 350
TATTGTAACC TTTCCTGTAG TGGAGGAACT TTCCCATCAT GAGAACCTGG 400
TCTCCTTCCT GGAAACTGTG AACCAACCAC AACAGCAAAA TGTATCTGTC 450
CAGGTGTCGC ACAGCAATGA AAAGGAGCAC ATGTGTACAG TGGTCTATTT 500
TGATGACTGC ATGTCAATCC ATCAGTGTAA GGTTTCCTGC GAGTCCATGG 550
GAGCGTCAAA GTACCGGTGG TTCCACAACG CTTGCTGCGA ATGTGTGGGG 600
CCCGAGTGTA TTGACTACGG AAGCAAAACA GTCAAGTGCG TGAACTGTAT 650
GGTTTAA 657
MKPSFLHIPA AALLLCSLWI LPIHCCNKAL CASDVSKCLI QELCQCRPTD 50
GNCSCCKECM LCLGTLWDEC CDCVGMCNPR NYSDTPPTSK STVEELHEPI 100
PSLFRALTEG DTQLNWNIVT FPVVEELSHH ENLVSFLETV NQPQQONVSV 150
QVSHSNEKEH MCTVVYEDDC MSIHQCKVSC ESMGASKYRW FHNACCECVG 200
PECIDYGSKT VKCVNCMV 218
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8.2 Ubersicht der angefertigten Expressionskonstrukte fiir Twisted
gastrulation

Ausschnitt des Vektors pMK1 fiir die Expression in Insektenzellen mit der cDNA-
Sequenz von Twisted gastrulation aus Mus musculus und daraus resultierende Amino-

sauresequenz:

Hexahistidin-Sequenz

Thrombin-Schnittstelle

verwendete Restriktionsschnittstellen: BamHI + XhoIl
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Ausschnitt des Vektors pET28b fiir die Expression in E.coli Zellen mit der cDNA-
Sequenz von Twisted gastrulation aus Mus musculus und daraus resultierende Amino-

sauresequenz:

Hexahistidin-Sequenz

Thrombin-Schnittstelle

verwendete Restriktionsschnittstellen: NdelI + Xhol

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgecgegeggcagececat 5130
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Ausschnitt des Vektors pMK1 fiir die Expression in Insektenzellen mit der cDNA-
Sequenz von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis und daraus resultierende Amino-

sauresequenz:

Hexahistidin-Sequenz

Thrombin-Schnittstelle

verwendete Restriktionsschnittstellen: BamHI + XhoI

1388
1448
1508
1568
1628
1688
1748
1808
1868
1928
taactcgagcaccaccaccaccaccactaa 1988

atggtccatcatcaccaccatcactccgcgggtttggtgecccagaggate

=<
<
iag)
&g
g
&)
g
o]

S 20
40
60
80

100

120

140

160

180

200

210

b
()]
=
<
o
s}
(]
[0p]

201



Anhang

Ausschnitt des Vektors pET28b fiir die Expression in E.coli Zellen mit der cDNA-
Sequenz von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis und daraus resultierende Amino-

sauresequenz:

Hexahistidin-Sequenz

Thrombin-Schnittstelle

verwendete Restriktionsschnittstellen: NdeI + XhoI

atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgecgegeggcagececat 5130
5190
5250
5310
5370
5430
5490
5550
5610
5670
taactcgagcaccac 5727
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Ausschnitt des Vektors pHLsec mit proteineigener Signalsequenz fiir die Expression in
Saugerzellen mit der cDNA-Sequenz von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis und

daraus resultierende Aminosauresequenz:

proteineigene Signalsequenz
Hexahistidin-Sequenz

verwendete Restriktionsschnittstellen: EcoRI + XhoI
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Ausschnitt des Vektors pHLsec mit bereits vorhandener Signalsequenz fiir die Expres-

sion in Sdugerzellen mit der cDNA-Sequenz von Twisted gastrulation aus Xenopus laevis

und daraus resultierende Aminosiauresequenz:

im Vektor vorhandene Signalsequenz
Hexahistidin-Sequenz

verwendete Restriktionsschnittstellen: AgeI/XmaI + XhoI
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8.3 Abkiirzungsverzeichnis

Die Ein- und Dreibuchstabenabkiirzungen der Aminosauren entsprechen den Empfehlungen der
IUPAC-IUB Kommission fiir biochemische Nomenklatur.

ActR-IB
ActR-1II
ActR-1IB
ALP
AmpR
APS

BirA
BMP
BMPR-IA
BMPR-IB
BMPR-II
BSA
cDNA

CHAPS

Da
ddH:0

DMEM

DNA
dNTP
E. coli

ecd
EDC

EDTA
Endo H
FCS

Activin Typ IB Rezeptor
Activin Typ II Rezeptor
Activin Typ IIB Rezeptor
Alkalische Phosphatase
Ampicillinresistenz
Ammoniumperoxodisulfat
Biotin-Protein-Ligase
Bone Morphogenetic Protein
BMP Typ IA Rezeptor
BMP Typ IB Rezeptor
BMP Typ II Rezeptor
Rinderserumalbumin
codierende DNA

3-[(3Cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-
propanesulfonate

Dalton
doppelt destilliertes Wasser

Dulbecco's Modified Eagle
Medium

Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphat
Escherichia coli
extrazelluldre Doméne

1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)-Carbodiimid

Ethylendiamintetraacetat
Endoglykosidase H

Fetales Kilberserum

FPLC

GSH
GSSG
GuHCl

HEPES
HiSs

HPLC

IPTG

ka
KanRk
Kp
ka
LB
MOI

MTT

Mw
NHS
oD
P/S

PAGE

PBS

PCR
PNGaseF

Proteinfliissigchroma-
tographie

Glutathion, oxidiert
Glutathion, reduziert
Guanidiniumhydrochlorid

N-2-Hydroxyethylpiperazin-
N*-2-ethansulfonsaure

Hexa-Histidin-Sequenz

Hochleistungsfliissig-
Chromatographie

Isopropyl--D-
thiogalactopyranosid

Assoziationsrate
Kanamycinresistenz
Dissoziationskonstante
Dissoziationsrate

Luria Broth
Multiplicity of Infection

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium-
bromid

Molekulargewicht
N-Hydroxysulfosuccinimid
optische Dichte
Penicillin/Streptomycin

Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

phosphatgepufferte Salzlo-
sung

Polymerase-Kettenreaktion

Peptid-N-Glykosidase F
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PPP
rpm
RT
RU
SDS
SOB

TAE
TCA
TEMED

TetR
TFA
TGF-B

trx

Protein-Probenpuffer
Rotationen pro Minute
Raumtemperatur
Resonanzeinheiten
Natriumdodecylsulfat

Super Optimal Broth

Tris-Acetat-Ethylendiamin-
tetraacetat

Trichloressigsdure

N,N,N*,N*-
Tetramethylethylendiamin

Tetracyclinresistenz

Trifluoressigsdure

Transforming Growth Factor 3

Thioredoxin

Twisted gastrulation

Volumenanteil Einzelkompo-

nente vom Gesamtvolumen

Volumenteil

Von Willebrand Faktor Type C

Domaénen

Massenanteil Einzelkompo-
nente vom Gesamtvolumen
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8.5 Lebenslauf
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