Zusammenfassung

Kollagen VI ist ein heterotrimeres Protein der axéllulare Matrix. Die am langsten
bekannte Form besteht aus den drei verschiedei@ttenal, a2 unda3. Jede Kette besteht
aus einer fur Kollagene typischen Tripelhelix unds aN- sowie C-terminalen nicht-
kollagenen Domanen, die wiederum hauptsachlich vamsWillebrand-Faktor-A-ahnlichen
Modulen zusammengesetzt sind. Die Assemblierunginbhegintrazellular, die drei
verschiedenen Ketten bilden ein Kollagen VI -Mononzevei Monomere ein Dimer in einer
antiparallelen Ausrichtung und zwei Dimere bilden €etramer. Die Tetramere werden in
den extrazellularen Raum sekretiert und bilden Hopf-an-Kopf assoziierte Mikrofibrillen
aus, die in einem Netzwerk mit zahlreichen and®etrixproteinen verknipft sind. Im Jahr
2008 wurden drei weitere Kollagen ¥iKetten, die sogenannten ,neuen Kettent, a5 und
a6 entdeckt. Sie weisen in ihrer Domanenanordnung Rohe Homologie zur3-Kette auf
und es wird vermutet, dass die neuen Ketten oiekette im Kollagen VI -Molekdl in
bestimmten Bereichen von Geweben ersetzten kdnnen.

Fur Untersuchungen zur Struktur und makromolekuala@rganisation von Kollagen VI
wurden Fragmente der einzelnen Ketten rekombinaptiraiert. Dabei wurden fir die
Expression der kollagenen Doméanen verschiedeneddethzur Erzeugung einer Tripelhelix
getestet. Die N- und C-terminalen Fragmente aubt4kicllagenen Domé&nen wurden alle
erfolgreich kloniert, in eukaryotischen Zellkultyssemen exprimiert und gereinigt. Gegen
einen Grolteil der Fragmente wurden dartber hirspexzifische Antikdrper hergestellt.
Sowohl die rekombinanten Proteinfragmente, abeh alie spezifischen Antikorper sind
wichtige Werkzeuge um die Funktionen von Kollagdrely untersuchen.

Von den N-terminalen Domanen deB-, o4-, a5- und a6-Kette wurden molekulare EM
Aufnahmen gemacht und daraus Strukturmodelle &rsizle N-terminalen Domanen der
neuen Ketten wurden zusatzlich SAXS-Messungen zogen und daraus homologiebasierte
Rigid Body Modelle erstellt. Die aus beiden Methoden hervgaggenen Modelle zeigen
untereinander eine gute Ubereinstimmung und aufemlee Ahnlichkeit zu dem bereits
bekannten Modell der N1-N9-Doménen deB-Kette. Dariuiber hinaus wurden die C-
terminalen Doménen vonl, a2, a3 und 04 ebenfalls mittels SAXS untersucht und die
erhaltenen Modelle weisen sowohl tir aber auch fia2 auf eine Dimerbildung hin.

Die Bindungen zwischen nicht-kollagenen Doméanen momidpotentiellen Bindungspartnern
aus der extrazellularen Matrix wurden mittels EL{8Anlichen Bindungsassays untersucht.
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Dabei wurden einige, vornehmlich schwache Bindungeischen einzelnen Kollagen VI -
Fragmenten festgestellt, deren Starke sich abevalistdndig assemblierte Molekil durch
kooperative Krafte noch verstarken konnten. Bei dBuche nach potentiellen
Bindungspartnern von Kollagen VI wurden die sté&hkstVechselwirkungen mit Decorin und
Nidogen-1 gemessen. Schwache Wechselwirkungen wungié Kollagen 1V, Nidogen-2,
Laminin<y1l, Thrombospondin-1 und den Fibulinen gefundenn&&ei Bindung zeigten die
Matriline und COMP. Die Bindung zwischen Kollageh ¥hd den Nidogenen wurde mit
SPR-Messungen bestéatigt und gezeigt, dass es aneraje Affinitdt zwischen den
Kollagen VI -VWA-Domanen und den Nidogenen gibt.efe bisher unbekannte Bindung
kbnnte als eine VerknUpfung der Basalmembran mih déetzwerk der Kollagen VI -
Mikrofibrillen dienen.

Insgesamt konnte eine starke Ahnlichkeit zwischen deuen Ketten und deB-Kette in
Bezug auf Struktur und Bindungsverhalten gezeigtrdes®, wodurch die Annahme
untermauert wird, dass die neuen Ketten digKette im Kollagen VI-Molekul in
bestimmten Bereichen von Geweben ersetzten koreene Unterschiede sprechen fir eine

funktionelle Spezialisierung der einzelnen Ketten.
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