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Abstract

Mutations in type 3 repeds of cartil age oligomeric matrix protein (COMP) cause two skeletal dysplasias,
pseudoachondoplasia (PSACH) and multi ple goiphysed dysplasia (MED). Both dseases are dharaderized
by short-limb dwarfism, ealy onset osteoarthritis and lamellar inclusions found in the rER of
chondrocytes. The inclusions contain COMP, collagen IX and aggrecan.

| expressed recombinant wil d-type COMP which showed identicd structural and functional properties as
COMP isolated from cartilage. A fragment encompassng the eght type 3 repeds binds 12 cadcium ions
with high affinity and very high cooperativity and presumably forms one large disulfide-bonded folding
unit. A recombinant PSACH mutant COMP in which Asp469was deleteted (D46A) and a MED mutant
COMP in which Asp361was substituted by Tyr (D361Y) were both seaeted into the cdl culture medium
of human cdls. Circular dichroism spedroscopy reveded ony small changesin the sescondary structures of
D46A and D361Y demonstrating that the mutations do nd dramaticdly affed folding and stability of
COMP. However, the locd conformations of the type 3 repedas were disturbed and the number of bound
cacium ions was reduced to eight and six, respedively. In addition to collagen | and I, also collagen IX
binds to COMP with high affinity. The PSACH and MED mutations reduce the binding to collagens I, II
and IX and result in an atered zinc dependency. These interadions may contribute to the development of
the patient phenotypes and may explain why MED can be caused also by mutations in collagen 1X genes.

Kurzzusammenfassung

Mutationen in den Typ 3 Motiven des Cartilage Oligomeric Matrix Proteins (COMP) verursachen zwel
skeletale Fehlbildungen: Pseudaadchondoplasie (PSACH) und Multiple Epiphysére Dysplasie (MED). Fir
beide Erkrankungen sind kuzgliedriger Zwergwuchs, friih einsetzende Arthrose und lamell &re Einschliisse
im rER von Chondrocyten charakteristisch; die Einschlisse enthalten COMP, Kollagen IX und Aggrecan.

Ich exprimierte rekombinant Wildtyp-COMP, das grukturell und funktionell identisch mit Gewebe-
extrahiertem COMP ist. Ein de Typ 3 Motive umfassendes Proteinfragment, bindet 12 Ca®*-lonen mit
hoher Affinitét und Kooperativitét und stellt vermutlich eine @nzige, grofe Faltungseinheit dar, die durch
Disulfidbriicken-stabili siert wird. Auch rekombinantes COMP mit der PSACH-aszii erten Deletion von
Asp469 (D46A) bzw. dem MED-asziierten Austausch von Asp361 zu Tyr (D361Y) wurde von den
humanen Zellen in das Kulturmedium sekretiert. Die Circular Dichroismus-Spektroskopie off enbarte nur
geringe Verdnderuingen der Sekundérstruktur von D46 und D361Y; dies beweist, da? de Mutationen
weder Faltung, nah Stabilit & von COMP drastisch beanflussen. Hingegen war die lokale Konformation
der Typ 3 Moative deutlich gestort und de Anzahl gebundener Ca?*-lonen sank auf acht bzw. sechs. Neben
Kollagen | und Il bindet auch Kollagen IX mit hoher Affinitdt an COMP; die PSACH/MED-asziierten
Mutationen verringerten de Bindungan Kollagen [, 1l und1X und \eranderten die Zink-Abhéngigkeit der
Bindung. Diese Wedsdlwirkungen koénrten zur Ausprégung ds klinischen PSACH/MED-Phéanotyps

beitragen und erklaren, warum auch Kollagen IX-Mutationen zur Entstehung von MED fuhren kénnen.
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1. Einleitung

1.1 Pseudoachondroplasie und Multiple Epiphysare Dysplasie

Die Pseudoachondoplasie (PSACH) und de Multiple Epiphysére Dysplasie (MED) stellen autosomal
dominant vererbte Erkrankungen dar, die 21 Knochen- und Knorpelfehlbildungen fuhren. Beide Osteo-
chondoplasien aufern sich in dspropationiertem Zwergwuchs mit normaler Schadelgrofe und
verkirzten, deformierten Extremitéten. Die Patienten zeigen ein watschelndes Ganghild; hinzu kommteine
frih einsetzende Arthrose der tragenden Gelenke, besonders von Huften und Knien. Die Béander und
Sehnen sind Ukerdehnbar, was sch beispielsweise in hypermobilen Ellenbogen-Gelenken aulert; die
schmerzhafte Arthrose schrénkt die Beweglichkeit der Gelenke dlerdings dark ein. In Réntgenaufnahmen
zeigen sich bei PSACH verbreiterte Metaphysen unddeformierte, verkleinerte und teilweise fragmentierte
Epiphysen. Die Rohrenknachen sind verkirzt und der Gelenkspalt erweitert, die Wirbel zeigen Defor-
mationen. Die Verdnderungen bei MED &hneln stark denen vonPSACH, alerdings snd gewdhniich weder
Wirbel noch Metaphysen betroffen. Bei beiden Erkrankungen ist vor alem das Wadstum und de
Verkndcherung der Réhrenknochen verzogert. Da die betroffenen Personen nach der Geburt normal
erscheinen, wird de Erstdiagnose aufgrund der Wadhstumsretardation selten vor dem zweiten Lebensjahr
gestellt(International Working Group on Constitutional Diseases of Bone, 1998)

Die klinischen Krankheitshilder von Pseudcachondoplasie und Multipler Epiphysdrer Dysplasie sind
heterogen und Ulerlappen sich teillweise; dabel stellt MED vom Fairbank-Typ de mildesten, MED des
Ribbing-Typs die mittelschweren undPSACH die mittelschweren bis schwersten Formen des Krankheits-
spektrums dar (Langer et al., 1993 Spranger, 1976. Bei PSACH und MED zeigen de proliferierenden
und hypertrophen Chondocyten in der Wadhstumszone des Knorpels eine teillweise Unterbrechung und
Storung ihrer normaerweise saulenférmigen Anordnung auch eine verminderte Zelldichte wurde
beobadhtet (Stanescu et al., 1993 Stanescu et al., 1982; einen Uberblick bietet: Stevens, 1999. Im
elektronenmikroskopischen Bild von PSACH/MED-Chondocyten lasen sich gofle, lamellare bis
granuldre Einlagerungen im rauhen endodasmatischen Retikulum (rER) erkennen (Abb. 1) (Maddoxet al.,
1997 Maynard et al., 1972 Stanescu et al., 1993 Stanescu et al., 1982; Stanescu et al., 19820). Diese
eigentimlichen Strukturen wurden nu im Knorpelgewebe beobadtet; sie enthalten kein Kollagen 11, aber
Aggrecan, COMP und Kollagen IX (Maddox et al., 1997 Stanescu et al., 1993 Stanescu et al., 1982,
Stanescu et al., 1982), ales charakteristische Bestandteil e der extrazdl uléren Knorpelmatrix. Delot et al.
untersuchten Knorpelgewebe von PSACH-Patienten undfanden neben einer starken Reéektivitédt mit den
lamell&ren rER-Ablagerungen, auch eine sehr schwadhe extrazdluldre Féarbung mit dem anti-COMP-
Antikorper. Sie interpretierten desen Befundals eine extrem reduzierte COMP-Sekretion, de &er in vivo
nicht zur vollkommenen Abwesenheit von COMP in der ECM des Knorpels(Dibidt et al., 1998)
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Abb. 1: Ultrastruktur und Lokalisation von COMP und Kollagen I X in PSACH-Chondrocyten. Die charakter-
istischen lamelléren Einlagerungen im rER von Chondocyten der Wadhstumszone (a) sind duch Pfeile gekenn
zachnet. Gold-markierte Antikorper gegen COMP (b) und Kollagen IX (¢) binden an Bestandteile der lamell &ren
Strukturen. Der Balken entspricht 2um (a) bzw. 200nm (H{Rt)otos aus: Maddaet al., 1997)

1.2 Mutierte COMP- und Kollagen IX-Gene verursachen PSACH und MED

Durch genetische Analysen wurde der Locus fur PSACH und MED (EDM1) beim Menschen auf
Chromosom 19 identifiziert und konrie dem Gen fir das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)
zugeordnet werden (Briggs et al., 1995 Hedht et al., 1995; mittlerweile wurden 50 erschiedene COMP-
Mutationen identifiziert, die PSACH oder MED verursachen (Abb. 2 undAnhang, Tabelle 7.1) (Ballo et
al., 1997 Briggs et al., 1995 Briggs et al., 1998 Cohnet al., 1996 Degeet al., 1998 Deae et al., 1999
Delot et al., 1999 Ferguson et al., 1997 Hedt et al., 1995 Ikegawa et al., 1998 LougHin et al., 1998
Maddox et al., 1997 Susic et al., 1998 Susic et al., 199%; bis auf vier Mutationen in der
carboxyterminalen Doméne betreffen alle tibrigen den Bereich der Ca?*-bindenden Typ 3-Doméne. Dabei
sind in den meisten Féllen (29/50 = 60%) Aspartate betroffen, de wahrscheinlich an der Koordination von
Ca’™*-loren beteili gt sind (s.u.). In funf Fallen sind Cysteine betroffen, woduch Disulfidbriicken verhindert
oder unphysiologische Disulfide gebildet werden; beides kann de Struktur massv beenflussen. Bel
weiteren funf Mutationen handelt es sch um Deletionen oder Insertionen von mindestens zwel
Amincsauren, woduch ebenfalls die Sekunddr- bzw. Tertidrstruktur massv beeanflusg werden kann.
Mutierte Exorvintron-Ubergange, eine Verschiebung as Leserasters oder vorzetige Stop-Codors, aso
Mutationen, de aum Verlust groRerer Bereiche im reifen COMP fiihren konren, wurden bisher bei PSACH
oder MED nicht entdeckt.

Die Ursadhen fur die Entstehung vonMED sind heterogener als bei PSACH: Neben Mutationen im

COMP-Gen (EDM1) wurden auch mutierte Kollagen 1X-Gene entdeckt; die Kollagen IX-Mutationen w

erden urter 1.5 ausfuhrlich diskutiert. Zu PSACH und MED bietet die Datenbank OMIM (‘On-Line
Mendelian Inheritance in Man') einen Uberblick (http://www3.ncbi.nim.nih.gov/Omim).
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Die normale Entwicklung vontransgenen M&usen mit inaktiviertem COMP-Gen zegt, dald nicht die
Abwesenheit des Proteins COMP, sondern dal3 es sine Mutationen sind, de den PSACH bzw. MED-
Phanotyp hervorrufen (L. Svenson undA. Oldberg, persdnliche Mitteilung unveréffentlichte Beobadh-
tungen vonJ. Hednt, zitiert nach: Stevens, 1999. Bisher ist unkar, ob mutiertes COMP in gdeichem Mal3e
wie der Wildtyp sekretiert wird. Vermutlich daminieren bei PSACH- und MED-Individuen in vivo

gemischte Pentamere: Bei gleicher Transkriptions- und Tranglationseffizienz beider Allele entstehen 0,5 =

3,1% Wildtyp-Pentamere und 96,9% Pentamere mit mindestens einer mutierten Untereinheit.
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Abb. 2: Doménenaufbau von COMP und Lokalisation der Mutationen, die PSACH oder MED verur sachen.
Bezechnungn: CC = Pentamerisierungsdomane (coiled coil); EGF = EGF-ahnliche Doméne, EGF* = EGF-&hnliche
Domaéne mit vermuteter Calciumbindungsfahigkeit; Typ 3 Motive = Sequenzmotiv, dessen achtfache Wiederholung

die Thrombaspondn-typische, Ca?*-bindende Typ 3 Doméne aufbaut; TC-Doméne = carboxyterminae Doméane.

Kennzeichnung dr Mutationen: Vertikal

Deletionen ocer Insertionen von mindestens zwei Aminosauren;

horizontal (untereinander) = Mutationen einzelner Aminosadrateht fiir Deletion(] bedeutet Insertion.
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1.3 Das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)
COMP ist ein hanopentameres Glykoprotein der Extrazdl uléarmatrix von Knorpel, Sehnen undBéandern.

Erstmals aus Rattenchondosarkom-Gewebe und bowvnem Tradhedknorpel isoliert, wurde seine Sequenz
aus einer Ratten cDNA-Bank zuganglich (Hedbam et al., 1992 Morgelin et al., 1992 Oldberg et al.,
1992. Die monamere COM P-Untereinheit umfase ohne Signalpeptid bei den verschiedenen Spezes ~740
Aminosauren (AS) mit einem Molekulargewicht von ~82 kDa (Sequenzkarte: Anhang, 7.3, und s
Molekulargewicht des Pentamers betrdgt 524 KDa, bestimmt durch Gleichgewichts-Zentrifugation
(Hedbam et al., 1999. Sequenzvergleiche identifizieren COMP als Mitglied der Thrombospondn- (TSR)
Familie. Allen TSPs gemeinsam ist eine Oligomerisierungsdoméne, drei oder vier EGF-Domanen, adt
Ca*-bindende Typ 3Motive und carboxyterminal eine fur die TSP einzigartige TC-Doméne
(Sequenzvergleich: Anhang, ¥..3

Das reife COMP ohre Signalpeptid besitzt aminoterminal eine 46 AS lange a-helikale Pentameri-
sierungsdomane (PD oder CC), die awischen den pentameren Thrombospondnen TSP3, TSP4 undCOMP
hoch korserviert ist. In der Sequenz finden sich charakteristische 'Heptad'-Wiederhoungen der Struktur (a-
b-c-d-e-f-g): In jeder dritten bis vierten Position (aund g befindet sich eine hydrophole Seitengruppe (vgl.
Anhang: 7.4), in Position e und gliegen pdare Aminosauren. Funf dieser a-Helices bilden linksgangig
umeinandergewunden eine superspiralisierte a-Helix (coiled coil), dabei stehen die hydropholen Reste a
und dzur Achse des Bundels hin nach innen und sind etwas versetzt Ubereinander positioniert. Die
intermolekularen Wedselwirkungen der Seitengruppen in Position 'a und'd' (hydrophoke Interaktionen)
und in Position '€ und 'g" (ionische Interaktionen) tragen zur Ausbildung und Stabilisierung der
superspiralisierten Helix bei; zusétzlich bilden de Glutamine (bei Maus-COMP: Glutamat) in Position 'd'
des vierten Heptad einen intermolekularen Ring von Wasserstoff briickenbindungen. Nach Pentameri-
sierung fixiert ein Ring intermolekularer Disulfidbriicken zwischen Cys68 undCys71 von benachbarten
Ketten die HelixEfimov et al., 1996; Malashkevicht al., 1996)

Die Pentamerisierungsdomane ist tber ein kurzes, wenig korserviertes Zwischenstick von 16AS mit vier
unmittelbar aufeinanderfolgenden EGF-&hnlichen Doménen verbunden (als EGF- oder EG-Domanen
bezachnet und zusammen ~180 AS umfassend), benannt nach dem epidermalen Wadhstumsfaktor, in dem
diese verbreiteten Strukturelemente estmals beschrieben wurden. Legt man die Strukturmesaungen einer
EGF-Doméane von humanem Faktor 1X zugrunde (Baron et al., 1992, sollten de EGF-Doméanen kompakt
und dobuér sein (Durchmesser ~3nm). Sie bestehen aus funf kurzen (-Faltbldttern undwerden von del
Disulfidbricken stabilisiert. Die aveite und ditte EGF-Doméne tragen vor ihrem ersten Cystein de
Konsensussequenz D/IN - x - D/N - E/Q (x = hydrophob), was ihnen Ca?*-bindende Eigenschaften verleiht.
Die EGF-Doméanen von COMP erfiillen wahrscheinlich strukturelle Aufgaben.

An die EGF-Domaénen schlief3t sich die Typ 3 Doméane an, die unter 1.4 eingehend beschrieben wird.

Den Aminaterminus von COMP bildet die globuére TC Doméne (~240AYS), die nur in COMP und cn
eng verwandten TSP1-4 vorkommt Die hohe Sequenzhomologie deutet auf eine Funktion hin, deren
Struktur sich urter evolutiondrem Druck nur wenig verandern konrte. COMP bindet (iber diese Doméne an
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tripelhelikales Kollagen (vorliegende Arbeit; Rosenberg et al., 1998; andere Funktionen der TC-Domane

sind unbekannt, ebenso unbeantwortet ist die Frage, welche Funktion COMP im Knorpel ausiibt.

Die dektronenmikroskopisch bestimmte Quartérstruktur von bovnem COMP zegt, dal3 de Oligomeri-
sierungsdomane anen Zylinder von 7,7mn Lange und 3,3m Durchmesser bildet. Die vier EGF- und de
Typ 3 Doméne sind von stabférmiger Gestalt (25,6rm x 1,2rm). Die globué&re TC-Doméne hat eine
Durchmesser von 4,8m (Moérgelin et al., 1993. Legt man einer EGF-Doméne éne globuéare Struktur von

3nm Durchmesser zugrunde (s.0.), bleibt fir die Typ 3 Doméne eine Lange von 13,6nm.

COMP ist N-glycosyliert und trégt vor alem Galadosamin, Glucuronséure, Glucosamin und Galadose;
obwohl chemische Analysen auf die Existenz von Chondoitinsulfat hinwiesen, konre dies weder durch
Chondoiti nase-Behand ung, n@h massenspektrometrisch verifiziert werden. Die chemischen undmasen-
spektroskopischen Analysen von humanem und bowvnem COMP ergaben, a3 es nicht O-glycosyliert ist,
kein Keratansulfat, aber ein ~184MDa grol¥s Oligosacdarid vom Mannase-reichen Typ an Asn101 (1.
EGF-Domane) tragt; Asn-124 (2. EGF-Domaéne) ist nicht glycosyliert, und Asn-721 (TC-Doméne) ist mit
einer ~1724Da schweren Zuckerstruktur verbun@iéedbomet al., 1992; Zaieet al., 1997)

1.4 Die Typ 3 Domane von COMP
Die Typ 3Doméne (~260AS) enthdlt sehr viel Aspartat, Glutamat, Asparagin undGlutamin undreagiert

sehr sauer: Mit der Primérsequenz der Typ 3Domane erechnet sich ein theoretischer p, = 3,9. Lawler bzw.
Misenheimer ordneten die 13 Ca**-Bindungmotive in acht Typ 3 Mativen an (type 3 repeats) (vgl. Abb. 4
und Anhang: 7.5) und patulierten aufgrund der Homologie aur Ca?*-Bindungsgelle der EF-Hand de
Fahigkeit zur Calciumbindung (Lawler und Hynes, 1986 Misenheimer und Mosher, 1995. Die C&*-
Bindungstelle der EF-Hand ist in einer Schlaufe lokalisiert, die von zwel a-Helices flankiert wird (‘helix-
loop-helix’), hingegen fehlt in COMP diese charakteristische Struktur und de Typ 3 Motive sind einfach
aneirandegereiht. In der EF-Hand wird das Géon folgendermaRen koordinielgb. 3)

In Position X befindet sich ein Asp undin Position Y und Z liegen Asp, GIn oder Ser. Die Position -Y
nimmt der a-Carbonylsauerstoff einer beliebige Aminosdure én undPosition -X wird haufig von einem
Wassrmolekil, sonst von dem Sauerstoff einer Aminoséure-Seitenkette @ngenommen. Ein Glu in
Position -Z trégt mit beiden Carboxyl-Sauerstoffen zur Calciumbindung lei. Zwischen den Positionen Z
und -Y befindet sich meist ein G{gur Ubersicht: Maurer und Hohenester, 1997; Maeirar., 1996)

Ubertragt man die Positionen der Ca?*-koordinierenden Aminasiuren in der EF-Hand auf die Sequenz der
Typ 3 Mative, kann man ein Modell li nea hintereinander angeordneter Bindungsgellen aufstellen (Abb.
4). Da dwa 60% der beschriebenen PSACH- und MED-as0zii erten Mutationen Aspartatreste betreffen,
die aur Ca®*-Koordination keitragen konrten, wird eine bei mutiertem COMP veranderte Ca2+—Bindung und

Struktur als eine Ursache fir die Krankheit diskutiert.
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Abb. 3: Die Ca?*-Bindungsgeélle der vierten EF-Hand

von Troponin C. Links: Das zentrale Ca?*-lon ist in einer

1 pentagorelen Bi-Pyramide koordiniert. Redts. Sequenz
der Ca®*-Bindungstelle in der Schlaufe der EF-Hand. Die

Bezechnung dr Positionen im Konsensus snd auflen

T dargestellt; an der Helix beteiligte Aminosauren sind in
Quadraten, an der Schleife beteili gte in Kreisen dargestellt.
(aus: Zhowet al., 1997)

IR

1. 3. 4, 5 6. 7. 8. Motiv
EF-Hand-Konsensus X* Y* ZG-Y*.X** _Z
1. Typ 3 Motiv DT DL D GFP DEKLRCSERQCRKDNCVPNSGQE
2. Typ 3 Motiv DV DR D GIG DAC DP
DA DG DGVPNEQ D NCPLVRNPDQR
3. Typ 3 Motiv NS DK DKWG DAC DNCRSQKNDDQK
4. Typ 3 Motiv DT DR DGQG DAC DD
DI DG DRIRNVA D NCPRVPNFDQS
5. Typ 3 Motiv DS DG DGVG DAC DNCPQKDNPDQR
6. Typ 3 Motiv DV DH DFVG DAC DsSDQ
DQ DG DGHQ DSR DNCPTVPNSAQQ
7. Typ 3 Motiv DS DH D GKG DAC DD
DD DN D GVP DSR DNCRPNPGQE
8. Typ 3 Motiv DN DR DGVG DACQG
DF DA DKVI DKI DVCPEN

Abb. 4: Modellhafte Anordnung der 13 vermuteten Ca?*-Bindungsgellen in acht Typ 3 Motiven. Oben: Die

Cca®*-Bindungstellen (groRe, schleifenférmige Kreise) sind mit Ca?*-lonen (grau ausgefiillte Kreise) besetzt; die
Cysteine (ausgefilllte Punkte) stabili sieren de Struktur durch Disulfidbriicken (gestrichelt). Die Position des fluores-
Zierenden Tryptophans (W344), die engefiihrten Mutationen und de hypahetischen Grenzen (vertikale Pfeile) der

Typ 3 Motive mit ihrer Numerierung sind eingezéchnet. Unten: Die putativen Ca?*-Bindungsgellen sind rach ihrer

Sequenzhomologie in adht Typ 3 Motiven gruppert; Sterne: beli ebige Aminosdure (modifiziert, nach: Lawler et al.,
1986; Misenheimer und Mosher, 1995; Cleeal., 2000).
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1.5 Die Extrazellularmatrix des Knorpels

Die etrazdluléare Matrix (ECM) des hyainen Knorpels enthdlt hauptsiadilich kdlagene Proteine
(Kollagen 1I, IX und XI; perizdlulé&r auch Kollagen VI), Glycosaminogykane und Proteoglykane
(Aggrecan, Biglycan, Decorin, Fibromoduin), sowie nichtkoll agene Proteine (COMP, Thrombospondn 1,
Matrilin 1, Matrilin 3); ubiquitar vorkommende Proteine wie Fibronectin seien hier unbericksichtigt.

Die Kollagene I, I1X und XI bilden ein fibrill &res Koll agengerist, in dem die Chondocyten undweitere
ECM-Bestandteile wie die Proteoglykane verankert sind. Aus der hohen negativen Ladungsdichte der
Glycosaminoglykane resultiert ein holer osmotischer Quell- bzw. Schwelldruck. Die Kollagenfibrill en
widerstehen dem Druck der eingeschlossenen Grundsubstanz, und kei Kompresson des Knorpels wird nur
ein geringer Teil des gebundenen Wassers aus dem Koll agen-Proteoglykan-Komplex gepresd. Dadurch
steigt der osmotische Druck und taut die Rickstell kraft auf, damit bei Nadchlassen des Drucks der Knorpel
durch Wasseraufnahme seine urspriingiche Form zurtickerlangt. Der hyaline Knorpel ist also geichzetig
steif und elastisch und erfillt somit alle Voraussetzungen, umn sowohl Druck- als auch Scherkréften zu
widerstehen. Dies gilt insbesondere fur das adulte Gelenk, desen Knorpel gleichzdtig Bewegungen
tolerieren und holen Driicken widerstehen muss (Eine Charakterisierung vonECM-Komporenten findet
sichin: Ayad et al., 1998 eine Ubersicht tiber die Kollagene, spezell auch des Knorpels bieten: Bruckner
und van der Rest, 1994 Cremer et al., 1998 Hagg et al., 1998 van der Rest und Garrone, 1991 zur
Ubersicht der Glycosaminogykane: Ruoslahti, 1989. Die Ultrastruktur des Knorpels ist heterogen:
Innerhalb deselben Gewebes finden sich je nadh Bereich Kollagenfibrillen urterschiedlichen
Durchmessers und Orientierung (Podle et al., 1989, auch de Vertellung de interfibrill &ren Proteoglykane
variiert (Podle et al., 1983. Wahrscheinlich wird dieser supermolekulare Aufbau durch weitere Proteine
und Proteglykane gesteuert, beispielsweise Kollagen IX, Fibromodulin und Degdaigget al., 1998)

Glycosaminoglykane

Im Knorpel ist eine aus Glycosaminogykanen (GAGSs) bestehende 'gelartige Grundsubstanz' in das
Netzwerk der Kollagen-Fibrillen eingelagert. GAGs snd unwerzweigte Polymere aus repetitiven
Disacdarideinheiten und liegen an ein Protein gebuncen als Proteogykan vor; Hyaluronsdure (HA,
Hyauoronan) kommt als einziges GAG frei vor. In den Proteoglykanen sind de GAG-Ketten O-
glycosidisch Uker ein charakteristisches Trisacdarid (Xyl-Gal-Gal) an Serin gebuncden; nur Keratansulfat
wird N- und O-glycosidisch mit Asparagin, Serin oder Threonin verknipft. Die Disactharideinheit der
GAGs besteht aus einem Aminozucker (N-Aceayl-Glucosamin oder N-Aceyl-Galadosamin) und einer
Zuckersaure (bei Keratansulfat: Galadose), die beide sulfatiert undoder acdyliert sein kdnren. Daraus
resultiert eine hohe Dichte negativer Ladungen, was den GAGs Eigenschaften eines Kationenaustauschers
verleiht; in der Tat scheinen auch Gbkerwiegend elektrostatische Wedhselwirkungen fur die Interaktion der
GAGs mit anderen Proteinen verantwortlich zu sein. Nadch Ladungsdichte geordnet ergibt sich folgende
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Reihe: Heparin > Heparansulfat (HS), Dermatansulfat (DS) > Keratansulfat (KS) > Chondoiti nsulfat (CS)
> Hyaluronsaure (HA).

In Abhéngigkeit von Gewebetyp undEntwicklungsdadium varii eren Lange und chemische Eigenschaften
der GAGs; vermutlich ist die zdlspezfische Enzymausdattung des Golgi-Appearates die vorrangige
Ursache dafir. Die Proteoglykane sind lkeziglich ihrer Groe und ds Protein-zu-GAG-
Massnverhdtnisses shr heterogen (der folgende kurze Uberblick basiert hauptsadhlich auf: Ayad et al.,
1998; Ruoslahti, 1988)

Aggrecan ist das charakteristische und daminierende Proteoglykan des Knorpels (~10% des
Trockengewichts!). Von seiner Gesamtmasse entfallen ~7% auf das Protein (220kDa), 86 auf CSund 6%
auf KS. Aggrecan interagiert mit Hyaluronséure: ~100 Aggrecan-Molekilen binden an eine Hyaluronsaure
und blden charakteristische riesige Komplexe. Die HA/Aggrecan-Bindungwird duch das Link-Protein
stabilisiert. Eine vorzetiges Stopcodon im Aggrecar-Gen verursadht bei der Maus den cmd-Phénotyp
(cartilage matrix deficiency): Eine Chondodysplase mit Zwergwuchs und desorganisierter
Wadhstumszone des Knorpels. In der Knorpelmatrix von cmd-Mausen sind reben Aggrecan weitere ECM-
Komponenten in ihrer Synthese und Sekretion veraifdéatet al., 1998)

Biglycan (PG1), Dewrin (PG2) und Fibromodulin sind strukturell eng verwandt und blden de Gruppe
der kleinen CS/DS-substituierten Proteoglykane, deren Proteinanteil aus Leucin-reichen Wiederholungen
besteht. Biglycan ist das haufigste kleine Proteoglykan des Knorpels und tragt zwel GAGs. Es findet sich
auch in anderen Geweben, beispielsweise zausammen mit Deaorin in relativ grof3er Menge im minerali-
sierten Knochen. Decorin trégt nur eine CS/DS-Kette und kanmt - abgesehen von Knorpel und Sehne -
auch in vielen anderen Bindegewebstypen var. Fibromoddin ist KS-substituiert und tragt sulfatierte
Tyrosinreste; es wird in vielen Bindegeweben gebildet, besonders auch in Knorpel und Sehnen.
Fibromoduin undDeaoorin binden an Kollagen I- und II-Fibrillen und eenflussen in vivo das Wadstum
der Kollagen-FibrillenDanielsoret al., 1997; Svenssoet al., 1999)

Kollagene

In den Fibrillen des Knorpels dominiert mengenmafdig das fibrill &re Kollagen 11, das mit dem gleichfalls
fibrill &ren Kollagene X1 und dem FACIT (Fibrill en-assozii ertes Kollagen mit unterbrochener Tripelhelix)
Kollagen IX ein Gerust aus Koll agenfibrill en aufbaut und so vermutlich die dreidimensionale Organisation
von anderen ECM-Bestandteilen undZellen gewdahrleistet. Im Kollagen Il werden extrazdluldr aus Lysin-
und Hydroxylysin-Resten kowalente, intra- und intermolekulare Querbriicken ausgebildet. Neben der
Stabilisierung der Tripelhelices und Fibrillen werden dadurch auch Liganden an den Fibrillen fixiert,
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beispielsweise ist die helicde COL2-Domane von Kollagen IX kovalent mit den Telopeptiden von
Kollagen 1l verknupft. Kollagen Il besitzt eine (verglichen mit anderen Kollagenen) Gberdurschnittli che
Glycosylierung der Hydroxylysine, die ihm einen besonders hydrophilen Charakter gibt. Auf die
Beteiligung von Kollagen lI-Mutationen an skeletalen Missbildungen wird hier nicht naher eingegangen.

Kollagen X1 bildet durch Interaktion mit Kollagen 1l den Kern der Kollagenfibrill en (Bruckner und van
der Rest, 1994. Der Kollagen XI-Aminaterminus geht von cer Fibrill en-Langsacise & undragt je nach
Durchmesser der Fibrillen mehr oder weniger weit heraus. Moglicherweise interagiert Kollagen X1 tber
seinen Aminoterminus mit weiteren ECM-Molekiilen.

Auf der Oberflache der Fibrillen findet sich Kollagen IX, antiparallel orientiert zum Kollagen II.
Aufgrund alternativer Promotoren weist die al(IX)-Kette im Knorpel aminoterminal eine globuére,
basische NC4-Doméne auf. Diese wird von dr ~35rmm langen COL3-Domaéne 'auf Abstand von der
Fibrill e gehalten (Abb. 5. Es gibt Hinweise, dal’ Kollagen I X die Kollagen IlI-reichen Fibrill en stabili siert
undInteraktionen vermittelt; die basische a1(1X)-NC4-Doméne kénnte mit sauren GAGs, die Chordroitin-
/Dermatansulfat-Kette der a2(1X) NC3-Doméne mit weiteren Komporenten der ECM wedselwirken
(Bruckner und vaen der Rest, 1994 Bruckner et al., 1985 Olsen, 1997 van der Rest et al., 1990. Kollagen
IX wird var allem auf dinren Koll agenfibrill en (bis ~20nm Durchmesser) des fétalen, urreifen Knorpels
gefunden; diese Fibrillen bestehen zu ~80% aus Kollagen Il und je ~10% aus Kollagen 1X und XI. Im
adulten, mechanischem Druck ausgesetzten Gelenksknorpel dominieren deutlich dckere Fibrillen (30
40rmm), und her trégt Kollagen IX nur 1-2% zum Gesamtkollagen bei. Zusammen mit weiteren
Beobadtungen fuhrte dies zu folgendem, vonHagg aufgestellten Modell der Kollagenfibrill en des adulten
Gelenkknarpels (Hagg et al., 1998: 'Dunre' Fibrillen (17-20mm Durchmesser) bestehen aus Kollagen |1,
IX und XI; Deaorin liegt nicht fibrillenassoziert vor. Die intermedidren Fibrillen (bis 26rm) haben
prinzipiell die gleiche Zusammensetzung, allerdings ist der Kollagen I X-Gehalt reduziert undin geringem
Umfang ist Decorin nichtkovalent an die Fibrill e gebunden. Die ‘dicken’ Koll agenfibrillen (26rm bis tber
50mM Durchmesser) enthaten in holem Mal3e Decorin, aber kein Kollagen 1X oder XI; in vivo dient
Decorin vermutlich wie auch Fibromoduin der Begrenzung ces lateralen Fibrill enwachstums (s.0.), eine
Funktion, die auch fur Kollagen I¥agget al., 1998)diskutiert wird.

Die Beteiligung vonKollagen I X am Aufbau der ECM und seine Bedeutung fir die strukturell e Integritét
und Stabilit& des Knorpels wird duch weitere Beobadhtungen urterstiitzt: Transgene Méause, die im
Knorpel eine Kollagen a1(1X)-Kette mit einer groflen Deletion (~80% der COL3-, die gesamte NC3-, und
~80% der COL2-Doméne) bilden, entwickeln milden Zwergwuchs und Arthrose, also MED-&hnliche
Symptome (Nakata et al., 1993. Das transgene Translationsprodukt destabili siert durch den Wegfall eines
Grof¥eils der [Gly-X-Y]-Einheiten vermutlich de Koll agen-Heterotrimere, so dal3 ein daninant-negativer
Funktionsverlust resultiert; auch Mause, deren al(lX)-Kette kodierendes Gen rekombinant inaktiviert
wurde, bilden kein Kollagen IX mehr und entwickeln Arthr@sasslert al., 1994; Hagget al., 1997)
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a2(1X) chain coLz coLt
[ ] P widtype

/ - . mutant

12 amino acid deletion

Abb. 5: Schematisch dargestellte Doméanenor ganisation der Kollagen a2(1 X)-K ette und Lokalisation der Deletion,
die MED verursacht. Bezechnungen: COL1-COL3 = kollagene (tripelhelikale) Doménen 1-3; die nichtkollagenen
Doméanen NC1-NC4 sind hier als schwarz ausgefiillte Kreise dargdgtiebtldung aus: Spaydet al., 2000)

In den Kollagen IX- a2- und a3-Ketten koderenden Genen (COLA2 tzw. COLA3) wurden Mutationen
entdeckt, de MED (EDM2 bzw. EDM3) verursachen (Bonremann et al., 200Q Holden et al., 1999
Lohiniva et al., 200Q Muragaki et al., 1996 Passslta et al., 1999 Spayde et al., 200Q. In alen hisher
pubizierten Fallen fiihren mutierte Exorvintron-Ubergange in den a2- bzw. a3-Ketten zum Verlust von
Exon 3,woduch de kollagene Doméne COL3 um zwdlf Aminaosduren verkirzt wird (115 statt 137 AS),
ohre dal sich das Leseraster dabel andert. In mehreren Arbeiten wurden Hinweise aif eine Verringerung
der a2(1X)-mRNA gefunden (Holden et al., 1999 Spayde et al., 2000 und Uler eine Strukturdnderung der
Kollagenketten spekuliert. Eine genaue Erklarung, wie die Deletion eines kleinen Bereichs der
tripelhelicden Domane (12AS entsprechen 3,5 Umdrehungen der Einzdhelix) den MED-Phanatyp

verursachen kann, steht noch aus.

Das mikrofibrill&re Kollagen VI unterscheidet sich in mancher Hinsicht von den vargenannten: Es
findet sich varrangig in der unmitelbaren Umgebung d&r Chondocyten (perizdluldr), und ncht in der
interterritorialen ECM, die im Knorpel den meisten Raum einnimmt. Kollagen V1 besitzt nur eine relativ
kurze tripelhelikale Domane, aber grof¥e, globuére, nichtkollagene Doménen an beiden Enden. Durch
Interaktion der globu&ren mit den kdlagenen Doménen entstehen intrazél uldr durch antiparallele Zusam-
menlagerung Dimere, die extrazdluldr Tetramere und daraus die Mikrofibrillen hilden. Diese Fibrill en
besitzen ein perlschnurartigen Aussehen und hiden ein eigenstéandiges Netzwerk aus. Im Gegensatz zu
den Lysin-Quervernetzungen der tUbrigen Koll agene werden Kollagen VI-Fibrillen durch Disulfid-Briicken
stabilisiert.
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1.6 Aufgabenstellung

Zu Beginn der hier vorgestellten Arbeit stand de Vorstellung, dl3 de Typ 3 Doméane von COMP aus
aneinandergereihten Ca”*-Bindungsgellen besteht, die dem Konsensus der Ca’*-Bindungsgelle der EF-
Hand entsprechen, aber eine vollkommen andersartige Struktur aufweisen. Zu desem Zeitpunkt waren
gerade Mutationen in COMP as Ursache der Pseudoachondoplasie und der Multiplen Epiphyséren
Dysplasie identifiziert worden; nur wenige, auschliefdlich in der Typ 3 Doméne lokalisierte Mutationen

waren bekannt, von denen ein Einfluss auf di#-Badungsfahigkeit vermutet wurde.

Ziel dieser Arbeit solite es sin, auf molekularer Ebene Zusammenhénge awvischen den entdedkten
COMP-Mutationen und e&m PSACH/MED-Phanotyp herzustellen undauf proteinbiochemischem Weg zu
klaren, wie Struktur und Funktion von COMP durch die Mutationen beeinflusst werden.

Daau sollte untersucht werden, ob trw. mit welcher Affinitét die postulierten Ca®*-Bindungsgellen in
Wildtyp COMP Calcium binden undwelche Strukur sie aufweisen. Die Auswirkungen voneinigen ausge-
wahlten, in vivo gefundenen Mutationen auf die Struktur und Funktion vonCOMP sollten durch Vergleich
mit dem Wildtyp analysiert werden. Es war geplant, zu desem Zwed pentameres Vollange-COMP als
Wildtyp undin mutierter Form, sowie trunkierte Formen von COMP rekombinant in Nierenzdlen zu expri-
mieren undaufzureinigen. Diese Proteine sollten in erster Linie durch Gleichgewichtsdialyse und mit spek-
troskopischen Methoden (CD- und Fluoreszenzspektroskopie) untersucht werden. Wenn sich de
rekombinanten Fragmente kristallisieren lie3en, sollte eine Rontgenstrukturanalyse durchgefiihrt werden.

Im Laufe der Arbeit wurden neue COMP-Mutationen entdedkt, die teilweise auch innerhalb der TC-
Doméne lokalisiert waren; Maddox et al. wiesen in den rER-Einschlissen bei PSACH und MED neben
COMP auch Kollagen IX nach; Kollagen IX-Mutationen wurden ihrerseits als Ursache fur MED (EDM2,
EDM3) identifiziert, und Rosenberg et al. zeigten fir COMP eine von dvaenten Kationen abhéngige
Kollagenbindung, de von der TC-Domane vermittelt wird. Damit stellte sich de Frage, obein Zusammen-
hang zwischen der mutationsbedingten Strukturénderungin der Ca’*-bindenden Typ 3 Domane, den Kol-
lagen IX / COMP enthaltenden Ablagerungen im rER bei PSACH/MED-Chondocyten und ar zZn**-
abhéngigen Kollagen-Bindung festeht. Zur Klarung deser funktionellen Aspekte sollte die Bindung ar
Pentamere von Wildtyp undMutanten an Kollagen urtersucht werden; dazu waren Festphasen-Bindungs-
experimente durch SFR-Mesaungen, ELISA-artige Experimente und de dektronenoptische Untersuchung
der COMP-Kollagen-Wechselwirkung durobtary shadowing vorgesehen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Reagenzien, allgemeine Losungen und Puffer

Alle Chemikalien hetten die Qualitét p.a. undwurden von dn Firmen Fluka, Merck, Serva und Sigma
bezogen. Oligonukeotide wurden vonMWG Biotedh synthetisiert. Die Agarose stammte von Biozym und
GibcoBRL, T4 DNA-Ligase und Restriktionsenzyme von dn Firmen New England Biolabs und
Fermentas. Die thermostabilen DNA-Polymerasen wurden von Perkin-Elmer (Tag) und Stratagene (Pfu),
die Reggenzien fur die AlfExpress Sequenzierung von Amersham Pharmada Biotech geliefert. Zur
Exposition der Chemolumineszenzreaktionen denten Rontgenfilme des Typs 'Super RX' (Fuji).
Zellkulturmedien, G418, Trypsin undF&tales Kdlberserum (FCS) wurden von GibcoBRL bezogen. Soweit
von Bedeutung, wird auf die Hersteller im Text gesondert verwiesen.

Bovines tCOMP wurde freundicherweise von K. Rosenberg (Lund, Schweden) zur Verfigung gstellt; es
wurde mit EDTA aus Rinderknorpel gerein{§osenbergt al., 1998)

Losungen und Re&tionen wurden in hachreinem, deionisiertem Wasser angesetzt (Milli-Q PF Rus
System, Millipore). Angaben des pH-Werts beziehen sich auf Raumtemperatur (22-25°C).

Hitzebestandige Losungen und Plastikgegenstande wurden 40 min bei 121°C autoklaviert, Glas- und
Metall gegensténde 6h bei 180°C sterili siert. Hitzeempfindliche Lésungen wurden duch Zelluloseacéat-

filter mit 0,22 um Porenweite sterilfiltriert.

Azid 10% Natriumazid

PBS, pH 7,4 (Zellkultur) 140mM NaCl, 10mM KCI, 8mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4
PMSF 500mM PMSF in Methanol

TAE 40mM Tris, 20mM Essigsaure, 1 mM EDTA

TBE 89mM Tris, 89mM Borsaure, 2mM EDTA; pH 8,0

TBS 150mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 7,4

TBS-T, fir Immunoblot 150mM NaCl 50mM Tris-HCI, pH 7,4; 0,1% Tween-20
TBS-T, fur ELISA-artigeExperimente  150mM NaCl 50mM Tris-HCI, pH 7,4; 0,05% Tween-20
TE 10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8

Materialien und Methoden -12-




2.2 Allgemeine molekularbiologische Arbeiten

Nahrmedium fir Bakterien

LB Medium (Luria-Bertani Medium) und LB Agar wurde von GibcoBRL fertig gemischt bezogen und
nach Angaben des Herstell ers mit Wasser angesetzt. Nach Autoklavieren undAbkuhungauf ~50°C wurde
gegebenenfalls Ampicillin ad 200ug/ml zugegeben.

Verwendete Bakterienstdmme und Vektoren

Klonierungen wurden standardmaldig in E. coli Sure (Stratagene) oder DH5a transformiert. Das Plasmid
pcDNA 3.1 Neo bendtigte ar Selektion in E. coli das Co-Plasmid P3; daher wurde dieser Vektor in
Bakterien des Stamms MC1061P3 (Invitrogen) transformiert. Die Umklonierung cer in vitro eingefiihrten
Mutationen (s.u.) fuhrte Gber eine nur nicht-methyliert nutzbare Clal-Restriktionsenzymschnittstelle; zu
diesem Zwedk wurde die entsprechende DNA in den methylierungsnegativen Bakterienstamm SCS110
(Stratagene) transformiert. Als Standard-Klonierungsvektor diente pUC18, einige Schritte wurden auch mit
pBluescript KS(+) (Stratagene) durchgefiihrt. Die mutierte T3-cDNA wurde mit dem T/A-System in pCR
2.1 (Invitrogen) kloniert. Zur eukaryotischen episomalen Expresson dente der Vektor pCEP-Pu (Kohfeldt
etal., 1997) ein Derivat des pCEP4 ( Invitrogen).

Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Die Enzyme wurden im vom Herstell er mitgeli eferten Puffer bei der empfohlenen Temperatur eingesetzt.
Bei Einsatz von zwei Enzymen in einem Ansatz wurde ebenfalls nadh Empfehlung des Herstellers
verfahren. Typischerweise wurden ca 2ug DNA mit 2-10U (Units) Enzym in 1Qul mindestens 1h
inkubiert. In praparativen Ansdtzen wurden typischerweise 10-20ug DNA mit 10-20U in 40-10Qul

Gesamtvolumen tUber Nacht geschnitten.

Agarose-Gelelektrophorese

Standardméfdig wurden DNA-Gelelektrophaesen in TAE durchgefuihrt; DNA-Fragmente unter ~500bp
wurden in TBE aufgetrennt, da das Separationsverhalten in desem Puffer etwas besser ist. 0,7-2% Agarose
(w/v) wurde bis zur Auflésung der Agarose in TAE oder TBE aufgekocht, auf ~60°C abgekuhit und
Ethidiumbromid ad 0,5 pg/ml zugegeben; verdampftes Wasser wurde asetzt. Das Gel wurde in
kombinierten Gief3 und Laufkammern gegosen, in denen auch de anschlief3ende Elektrophaese
stattfand. Die DNA-haltigen Proben wurden mit ~0,2 Vol 6xDNA-Probenpufer gemischt und aufgetragen;
die Elektrophaese wurde ungekuhit bei 4-8 Volt/cm durchgefiihrt und das Gel zur Dokumentation urter
UV-Licht fotografiert.

6x (10X) DNA-Probenpuffer: 0,296 Bromphend-Blau, 0,286 Xylen Cyand FF, 40% Glycerol (flr
10x-Probenpuffer: 80%), 10mM EDTA (fur 10x-Probenpuffer: 20mM).
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Reinigung von PCR-Produkten und Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Die PCR-Produkte oder die aus dem Gel herausgeschnittenen DNA-Banden wurden mit dem QIAquick
Gel Extradion Kit (QIAGEN), mit Genedean (Bio101) oder mit dem NucleoSpin Kit (Macderey-Nagel)

nach Angaben des jeweiligen Herstellers isoliert.

Dephosphorylierung von DNA

Zur Verringerung dcer Religationsfrequenz wurden die Enden der lineaisierten Vektor-DNA mit SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) am 5'- Ende dephospharyliert. Typischerweise wurde 1ug DNA mit 0,2
0,5U SAP in insgesamt 20ul behandelt; da das Enzym in den verwendeten Restriktionsenzympuffern aktiv
war, konrte aif einen spezellen Restionspuffer verzichtet werden. Nach 4560 min bei 37°C wurde das
Enzym hitzeinaktiviert (15 min 65°C).

Phosphorylierung von PCR-Produkten

Um amplifizierte DNA in lineaisierte und dephosphaylierte Vektoren zu Konieren, wurden de PCR-
Produlte gereinigt und mit T4-Polynuleotidkinase die 5'-Enden phaspharyliert. Typischerweise wurden
~0,5ug DNA mit 5U Enzym in insgesamt 20ul 1x T4-DNA-Ligasepuffer 1h bei 37°C inkubiert.

Ligation

Typischerweise wurden 10ngdes Vektors, 25-50ng DNA-Fragment (~5x molarer Uberschuss, 106200
‘NEB-Units' T4-DNA-Ligase in insgesamt 10ul 1xLigationspuffer des Herstell ers bei 14-16°C tiber Nacdht
ligiert. Bei stumpfen Enden lag die verwendete Enzymkonzentrationen 10fach hdher.

Transformation von Bakterien durch Hitzeschock und Ausplattierung

Ein Aliqua kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Zu 10Qul Bakteriensuspension wurden 2,5
5ul des Ligationsansatzes oder 1-2ng Plasmid gegeben, varsichtig mit der Pipettenspitze verteilt und auf
Eis gestellt; alle 5-10min wurde das Re&tionsgefdld vasichtig geschwenkt. Nach 30min bei 0-4°C wurde
der Transformationsansatz exakt 45sec in das 42°C-Wasserbad getaucht, danach erneut 5min auf Eis
gestellt. Nach Zugabe von Iml LB Medium wurden de Bakterien fur 1h bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert, dann 10Qul auf LB oder LB Agar mit 200ug/ml Ampicilli n ausplattiert. Der Rest wurde durch
Zentrifugation sedimentiert, in ~100-200ul LB aufgenommen und ebenfall s ausplattiert. Zur Blau/Weil3-
Selektion mit dem lacZ-System wurden die Agarplatten vor dem Beimpfen mit je 70ul X-Ga (20mg/ml in
Dimethylformamid) und IPTG (100mM) benetzt und kurz luftgetrocknet.

Herstellung kompetenter Bakterien (Protokoll von Clontech):

Eine Kolonie des E. coli-Stamms diente aur Inokudation von 10onl LB Medium. Nach 2,53,5h
Schiittelinkubetion bei 37°C war eine OD (600rm) von ~0,5 erreicht und de Zellen wurden auf Eis 20 min
gekuhlt. Die azentrifugierten Bakterien (5min, 1200g, 4C) wurden varsichtig in 10 ml eiskaltem TSS
resuspendiert, aliquotiert, in EtOH/Trockeneis schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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TSS (10 ml): 8,5ml LB-Medium, 250ul 2M MgQlpH 6,5), 1g PEG 8000, 0,5ml DMSO

Der TSS-Puffer wurde durch einen 0,22um Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

Konservierung von Bakterien als Glycerolstock
3 Vol Bakteriensuspension (z.B. Uber Nadt gewacdhsene Kultur) wurden mit 1 Vol Einfriermix (80%
Glycerin, 0,2mg/ml Ampicillin, 170mM NacCl; 0,22um sterilfiltriert) gemischt und bei -80 °C eingefroren.

Plasmid-Praparationen
Die im folgenden beschriebenen Methoden zur Isolation von Plasmid-DNA entspredhen ale ener
modifizierten alkalischen Lyse nach Birnboim.

‘MiniPrep’

1,5ml einer Gber Nacht gewadhsenen Bakterienkultur wurden bel RT abzentrifugiert (2 min, 8000g, das
Sediment in 15Qul P1 (10Qug/ml RNAse A, 10mM EDTA, 50mM Tris-HCI; pH 8,0) resuspendiert und 23
min auf Eis gehengelasen. Die Zugabe von 15Ql P2 (1% SDS, 200nM NaOH) lysierte die Bakterien,
nach maximal 5 min auf Eis wurde die Re&tion duch Zugabe von 15Ql P3 (3M Kaiumacdat, 5M
Essgsaure, pH 5,5 gestoppt. Nach 5 min auf Eiswurden de ausgefdlten Proteine und genomische DNA
durch 15 min Zentrifugation (20.000g, 4C) sedimentiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt und de Plasmid-DNA mit 1ml EtOH ausgeféllt, mit 70% EtOH gewaschen undin 30-50ul TE
resuspendiert. Typischerweise betrug die Ausbeute 10-20ug DNA.

‘MidiPrep’

50-100m! einer Bakterienkultur, die sich in der Wadhstumsphase befand, wurden nach Angaben des
jeweiligen Herstellers mit QIAGEN-tip 100 Saulen (QIAGEN) oder NUCLEOBOND AX 100 Saulen
(Macherey-Nagel) aufgereinigt.

DNAse-freie RNAse A

RNAse A (10mg/ml in 0,IM Na-Aceat pH 5,2) wurde 15 min auf 100°C erhitzt, um vorhandene DNAsen
zu inaktivieren. Nach Abkuhen auf RT wurde der pH durch Zugabe von 710 Volumen IM Tris-HCI (pH
7,4) erhoht, die Losung aliquotiert und bei -20°C gelagert.

DNA-Préazipitation mit EtOH

Zur Féllung wurde 1 Vol DNA mit 0,1 Vol 3M NaOAc, pH 5,2, und 2,5V0l katem EtOH versetzt,
mindestens 10 min auf Eis gehen gelaseen undmindestens 15 min bei 4°C mit 17-21.000gzentrifugiert.
Das Sediment wurde mit 1ml 70% EtOH gewaschen, kuz zentrifugiert und rach Verwerfen der flissgen
Phase an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in einem geegneten Volumen TE oder 5mM Tris-HCI, pH
8, aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt; die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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PEG-Fallung zur Entfernung von Kontaminationen

DNA fir Sequenzierungsrektionen mit dem ALFexpressSystem wurde mit PEG geféllt. Dazau wurden
100ul DNA mit 30ul PEG-Mix (20% PEG6000, 2,51 NaCl) versetzt, 1h auf Eis gestellt und 15min bei
4°C mit 17-21000gzentrifugiert. Die sedimentierte DNA wurde wie bei der EtOH-Préazpitation gewaschen
und resuspendiert.

Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsabschétzung vonNukleinsduren erfolgte durch Vergleich der Bandenintensitéten eines
Aliquas und eines Standards bekannter Konzentration (z.B DNA-GroRenmarker) nach Gelelektrophaese.
Alternativ wurden Aliquas unbekannter Konzentration undDNA-Standards bekannter Konzentration auf
Ethidiumbromid-haltige Agarose aufgetropft und urer UV-Licht die Fluoreszenzintensitéten nach
Augenschein verglichen. Zur genauen Konzentrationsbestimmung wurden de gelésten Nukleinsauren
phaometrisch vermesen. Bei durchschnittli cher Basenverteilung und tm Schichtdicke gilt bei 260rm:
gona = 0,02ug™ ml cm™. Das Verhdltnis der OD260/OD280 ketrégt fir reine DNA = 1,8 die Absorption

bei 320 nm wurde zur Korrektur der Kiivettenstellung von den Messwerten abgezogen.

DNA-Sequenzierung

Die DNA wurde entweder mit dem ALFexpress System (Amersham Pharmada Biotech) oder durch
‘cycle sequencing' mit einem ABIlprism 377 DNA-Sequencer (Perkin-Elmer) sequenziert.

Fir das ALFexpress System wurden die DNA-Sequenzierungsregtionen mit dem Cy5 AutoRed
Sequenzing Kit (‘Quick Anneding-Protokdl) nadh Angabe des Herstellers mit Cy5-markierten
Sequenzierprimern oder nach Markierung vonPrimern mit Cy5-markiertem dATP (‘Cy5 Labelling Mix’)
durchgefuhrt. Die Elektrophaese der Resktionsansétze wurden auf einem ALFexpress System des
Zentrums fur Molekulare Medizin Kéln (ZMMK) vom ZMMK-Servicelabor durchgefihrt.

Fur das ‘cycle sequencing’ wurden 0,30,51ug Plasmid-DNA und 3,2mnol Primer in 10 pl Wasser

gemischt; die Sequenzreaktion und die Elektrophorese wurden vom ZMMK-Servicelabor durchgefihrt.

2.3 Klonierung der Wildtyp COMP cDNA-Fragment e

Diein deser Arbeit konstruierten cDNA-Klone gehen auf einen Klon zurtick, der die gesamte kodierende
Sequenz von Ratten-COMP umfasg (Oldberg et al., 1992. Diese dDNA lag Kloniert im Expressonsvektor
pcDNA1 Neo (Invitrogen) vor und wurde freundicherweise von A. Oldberg (Lund, Schweden) zur
Verfigung @stellt. Mit entsprechenden DNA-OligonuKeotiden (Primern) wurden von deser Vorlage in
der  Polymerase-Kettenrektion  (PCR) cDNA-Fragmente  synthetisiert, de far die
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Proteine unterschiedlichen Doméanenaufbaus kodierten. Dabei wurden reue, singuére Restriktionsenzym-
schnittstellen in de PCR-Produkte d@ngefihrt: Am 5-Ende d@ne Nhel- und am 3'-Ende dne Notl-
Schnittstelle; vor der Notl-Sequenz wurde zusatzlich ein Stop-Codon generiert.

Die dDNA fir rCOMP wurde mit Tag-Polymerase synthetisiert und de resultierenden Uberhange der
PCR-Produkte mit Klenow-Fragment aufgefillt. Alle aaderen cDNAs wurden aus Griinden der niedrigeren
Fehlerrate mit einem Gemisch aus Pfu und Tag DNA-Polymerase durchgefiihrt, weshalb de Produke
stumpfe Enden aufwiesen. Die PCR-Produke wurden in pUC18 (Hincll) kloniert, das entstandene
Bandenmuster nadh Fragmentierung mit Restriktionsenzymen analysiert, und paitive Klone sequenziert.
Die fehlerfreien cDNAs wurden im Leseraster hinter das BM-40-Signalpeptid (Nhel/Notl) in den
Expressonsvektor pCEP-Pu (Kohfeldt et al., 1997 umkloniert und de flankierenden Bereiche der
Ubergange noch einmal sequenziert. Die folgenden Aufstellung zeigt die éngesetzten Primer, die Lange
der in den pCEP-Pu umklonierten cDNA und de Bezechnung @s kodierten COMP-Konstrukts.
Unterstrichen sind de Erkennungssequenzen der Klonierungsenzyme Nhel/Notl, kursiv hervorgehoben ist
das Stop-Codon vor der Notl-Sequenz.

rCOMP (gesamte Sequenz des Wildtyp Proteins aul3er dem Signalpeptid) ; PCR-Produkt: 2223 bp

Primer 1 5'-gcccgctageccagggcecagatcccge-3
Primer M1 5'-caatgacgcggccga tag gccctccgecag-3*

mCOMP (es fehlt das Signalpeptid und die Oligomerisierungsdomane) ; PCR-Produkt: 2016 bp
Primer 2 5'-gcccegctagectgegeaccggcete-3’ und Primer M1

EGF-T3 (4. EGF-Doméane und die acht Typ 3 Motive) ; PCR-Produkt: 909 bp

Primer 3 5'-gcccgctagceccacttctgecccgacg-3°
Primer M2 5'-caatgacgcggccgda tag gcgttctcggggceac-3*

T3 (umfasst nur die acht Typ 3 Motive) ; PCR-Produkt: 786 bp
Primer 4 5'-gcccgctageccgegacacagacctgg-3° und Primer M2

T3-7x (umfasst das zweite bis achte Typ 3 Motiv) ; PCR-Produkt: 708 bp
Primer 5 5'-gcccegctagecacggtgcccaattcaed) und Primer M2

Die PCR wurde in 10Qul-Ansétzen in Pfu-Redtionspuffer (10mM KCI, 10mM (NH,4).SO,, 20mM Tris-
HCI, pH 8,8, 2nM Mg SO, 0,dmg/ml BSA, 0,1% Triton X-100 mit 2U Pfu-Polymerase durchgefihrt.
Die rCOMP cDNA wurde analog amplifiziert, aber mit 2U Tagd 2U Pfu-Polymerase.

PCR-Ansatz: 20QuM von jedem dNTP, 2U Pfu-Polymerase oder [2U Pfu + 2U Taq], jeweils 200rM
Primer, 20ng COMP cDNA

Der Ansatz wurde mit Mineraldl Uberschichtet und im RoboCycler Gradient 40 (Stratagene) mit dem
folgenden Temperaturprofil amplifiziert: initiale Denaturierung 2 min, 94C // 12 Zyklen: 1 min 94C/ 30
sec 52°C / 3 min 72°C // terminale DNA-Synthese: 8 min 72°C //

-17- Materialien und Methoden




2.4 Invitro Mutagenese der COMP cDNA
Die gezelte Mutagenese der Wildtyp COMP cDNA erfolgte durch Primer, die die mutierte Sequenz in

Form von wenigen nichtkomplementdren Nukleotiden enthielten (Abb. 6. Durch still e Mutationen wurden
zusitzlich neue Restriktionsschnittstellen zur einfacheren ldentifikation der rekombinanten Klone
geschaffen: Die Mutagenese D361Y schuf eine neue Bst1107 (=Snal)-Erkennungssequenz, bei D469A

war es eine neue Sphl-Schnittstelle, und bei D475N eine Kpnl-Sequenz.

PCR-basierendein vitro Mutagenese

5' (Nhel) 5' Mut

. wt cDNA
I e e oo
-k -
3' Mut 3" (Notl)

komplementar in primer 5' Mut und 3' Mut
* einzufihrende Punktmutation, in primer 3' Mut

1. PCR der wildtyp cDNA mit primer 5' & 3' Mut generiert mutiertes cDNA Fragment #1

2. PCR mit wildtyp cDNA und primer 5' Mut & 3' generiert cDNA Fragment #2

Illlllllw

3. Hybridisierung und Elongation der Fragmente #1 und #2 generiert eine cDNA mit
den Erkennungssequenzen fir Nhel / Notl und mit der in vitro eingefiihrten Mutation

5'- Nhel Punktmutation(en) Notl - 3'

IIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIEJ]]]]]]]]]]]]]]]]]]II]]]J?]IIIIIII T O O O O TN

Abb. 6: Prinzip der PCR-basierenden in vitro Mutagenese der COMP cDNA. Mit den Primern 5 (Nhel) und 3
Mut, der die Mutation enthielt, und mit den Primern 3 (Notl) und 5 Mut wurden in zwei getrennten Reétionen
durch PCR die Fragmente #1 und #2amplifiziert und rach Elektrophaese isoliert. Da die Primer 3' Mut und 5 Mut
in einem Teil bereich komplementér sind, hybridisierten de denaturierten Fragmente miteinander undwurden in einer
dritten PCR mit 5' (Nhel)- und 3 (Notl)-Primer amplifiziert, gereinigt und Koniert. Diese dNA enthielt in der Mitte

die Mutation und an den Enden die zur Klonierung in den pCEP-Pu nétigen Nhel- und Notl-Erkennungssequenzen.

Die Mutagenese efolgte mit einem Gemisch von Tag- und Pfu-Polymerase mit folgendem Temperatur-
profil: Initiale Denaturierung - 2 min 94°C // 10 Zyklen - 1 min 94C / 30 sec 52°C / 2 min 72C //
terminale DNA-Synthese - 15 min 72°C

Jeweils ~25% der gereinigten PCR-Produkte (in Abb. 6 als cDNA-Fragmente #1 und #2 bzechnet)
wurden anschliefRend in funf Zyklen mit Tag DNA-Polymerase und den Primern #4 undM2 (in Abb. 6als
5' (Nhel) und 3 (Notl) bezechnet) nochmals mit dem unter 2.3 angegebenen Temperaturprofil amplifiziert.
Die PCR-Produke wurden entweder in den Vektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert, oder erst die 5-
Uberhange mit Pfu-Polymerase aufgefiillt und de 5-Enden phapharyliert, und énn in den Hincll-
lineaisierten, dephosporylierten Vektor pUC18 MWoniert und sequenziert. Zur Klonierung der
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Voll&ngekonstrukte wurden de mutierten T3 cDNAs in dam/dcm-negative E. coli SCS110 transformiert
und anschlief3end de nichtmethyli erten Plasmide prapariert. Ein etwa 500 bp goles Clal/BstB1-Fragment
enthielt die in vitro eingefiihrten Mution undwurde in de gleichermalien lineaisierte rCOMP cDNA
eingefthrt. Damit waren de Mutation als T3- und als Voll énge-Konstrukte verflighar und wurden in den
Expressionsvektor pCEP-Pu umkloniert und durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung Uberpruft.
Die folgenden Aufstellung zeigt die Namen des kodierten Proteins und de engesetzten Primer.
Unterstrichen sind de Erkennungsequenzen der neu eingefuhrten Restriktionsenzymschnittstellen, fett
hervorgehoben die veranderten Nukleotide kurdiv die komplementéaren Bereiche der Primer-Paare:.

T3-D361Y: Punktmutation [gat] nach [tat] und Generation einer neuer Bst11071 (= Snal) Schnittstelle

5’ Mut Primer 5'-gaccagaa gtatac agaccgggatg-3
3’ Mut Primer 5'-ggtct gtatac ttctggtcatcattc-3°

T3-D46A: Deletion eines [gac]- Tripletts und Generation einer Sphl Schnittstelle

5’ Mut Primer 5'-ggtgat gcatgc [AAA] gatgacgacgac-3'
3’ Mut Primer 5'-gtcgtegtcatc [AAA] geatge atcacccttg-3°

T3-D475N: Punktmutation [gac] nach [aac] und Einfihrung einer zusatzlichen Kpnl Schnittstelle

5’ Mut Primer 5‘'-gacaataacgg ggtacc tgacagc -3°
3’ Mut Primer 5*-ctgtca ggtacc ccgttattgtcgtcgte-3

2.5 Rekombinante Expresson der COMP-Fragmente

Extrazdlulére Proteine werden fast ausnahmslos im Endofdasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-
Apparat posttrandational modifiziert. Zu den Modifikationen gehtrt die Reifung des Proteins durch
Entfernen der Signalpeptide, die gezelte Bildung vonDisulfidbriicken bzw. die Umlagerung unkaorekt
ausgebildeter Cystine, Glycosylierung undandere Prozesse, die aich nach nadh Sekretion stattfinden
kénren. Manche dieser Prozese - beispielsweise die Glycosylierungsmuster - kdnren gewebe- oder
entwicklungsgpezfisch reguliert werden. Bei COMP als pentamerem Multi-Doménen-Protein mit 45
Cysteinen undzwei N-Glykosyierungsdellen pro Untereinheit kann man vermuten, dal3 pcsttrandationale
Modifikationen Voraussetzung zur Annahme der korrekten Struktur und zur Erfullung der Funktion sind.

In deser Arbeit wurden de Proteine in humanen embryonalen Nierenzdlen (293-EBNA, Invitrogen)
exprimiert. Der verwendete Expressonsvektor pCEP-Pu enthélt den Replikationsdart oriP und kodlert fur
das nuclear antigen des Epstein Barr Virus (EBNA-1). Dieses virale Protein bindet an den oriP und
ermoglicht in Primatenzdlen de extradromosomale Replikation einer grof¥en Anzahl der Episomen in
einer Zelle. Die Wirtszdlen sind aufgrund ihrer Neomycin-Resistenz mit G418 (Geneticin) gegeniiber
anderen Zellen selektionierbar und exprimieren ebenfalls EBNA-1, wodurch nach Angaben vonlnvitrogen
die Transfektionseffizienz im Vergleich zu 293-Zellen gesteigert ist.

Der Vektor pCEP-Pu repliziert bakteriell wegen seines ColEL ori und ist in Bakterien duch de
Ampicilli n-Resistenz, in 293EBNA-Zellen duch de Puromycin-Resistenz selektionierbar. Die klonierte
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cDNA wird urter der Kontrolle des konstitutiven CMV -Promotors transkribiert und de mRNA dank des
Polyadenylierungssgnals von SV40 pdyadenyliert. Das Signalpeptid von BM-40 drigiert das Protein in

das ER zur Sekretion.

2.5.1 Zellkultur von 293-EBNA Zellen

Die 293-EBNA Zellen wurden in 0,2ml/cm? DMEM/F-12, 10 FCS und 0,25ng/ml G418 adhérent in
Zdllkulturschalen (10 und 18m Durchmesser; Falcon) kultiviert. Die Inkuketion erfolgte bei 37°C in
wassergesattigter Atmosphare mit 5 %,Calle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt.

Korfluente Zellrasen wurden mit PBS gewaschen und de Zellen ~5 min bei 37°C mit 0,05 ml/cm?
Trypsin/EDTA (50mg/ml Trypsin, 20ng/ml EDTA in PBS) vom Untergrund gelost. Die Enzymaktivitét
wurde durch Zugabe des gleichen Volumens FCS-haltigen Mediums gestopp, die Zellen resuspendiert und
typischerweise auf sechs Schalen verteilt.

Zur Elektroparation wurden de suspendierten Zellen varsichtig abzentrifugiert, einmal mit DMEM/F12
gewaschen und @nn in wenigen ml serumfreien Mediums aufgenommen. Der Zélltit er wurde li chtmikros-
kopisch duch Auszéhlungin einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Zur Kryokorservierung wurden de
Zdllen varsichtig in DMEM/F12 mit 20% FCS und 1@ DMSO aufgenommen und langsam auf -80°C
abgekuhlt; die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.5.2 Transfektion und Selektion der rekombinanten 293-EBNA Zellen

und Ernte des serumfreien Kultutiberstandes

Die rekombinante DNA wurde durch Elektroparation in de 293 EBNA Zellen eingeschleust: In einer
Elektroporationskiivette mit 0,4cm Elektrodenabstand (BioRad) wurden 5x10 Zellen mit 3ug DNA in
80Qul DMEM/F12-Medium undNaCl ad 25mM gemischt. Nach funfmindtiger Inkubetion kel RT erfolgte
die Elektroparationim Gene-Pulser 11 (BioRad) bei 230V mit 500uF; die Zeitkonstante t lag um 5 msec(t
ist die Zeitdauer, in der die Kondensatorspannungauf 1/e ~37% der Anfangsgpannungabgefallen ist und
damit ein Mal} fur den Widerstand). Die rekombinanten Zellen wurden nach 5min in serumhaltigem
Medium ausplattiert und rach 48hmit 1ug/ml Puromycin selektioniert; die Selektion war nach etwa 10-14
Tagen beendet. Die COMP sekretierenden Zellen wurden in serumhaltigem Medium vermehrt, bis 300
400ml Uberstand pro Mediumwedhsel geeantet werden konrte (bei ~0,18nl/cm?). Reste des FCS wurden
mit PBS weggewaschen, de weitere Kultivierung der Zellen erfolgte danadh in serumfreiem DMEM/F12
Medium in Gegenwart von lug/ml Puromycin. Das Kulturmedium wurde jeden zweiten Tag gewecdhselt,
die COMP-haltigen Uberstande mit PMSF ad 0,5mM versetzt und bis zur Reinigung bei -20°C gelagert.
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2.6 Allgemeine proteinchemische Arbeiten

Trichloressigsaure-Fallung von Proteinen

Die Proteinlésung wurde mit 0,14 Vol 1% Triton X-100 gemischt und 0,25Vol. 50% TCA zugegeben.
Nadh 10-20 min Inkubetion auf Eis wurden de praapitierten Proteine durch Zentrifugation gesammelt
(20.000g, 10 min, 4°C), 2x mit kaltem Aceton gewaschen, luftgetrocknet und in Puffer aufgenommen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Farbung
In dieser Arbeit wurden reduzierende und richtreduzierende diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli
eingesetzt, in der Regel as 'Minigel' (~10x8x0,1%m; ~5cm Trenn- und 2m Sammelgel-Hohe).
Hauptsadlich wurden lineare Gradienten von 310%, 4-12% und 415% Acrylamid (AA) undisokratische
Trenngele mit 10%, 129 oder 15% AA gegosen (Trenngelpuffer: 125mM Tris-HCI, 2mM EDTA, 0,1%
SDS, pH 8,8). Die Acrylamidkorzentration des Sammelgels lag bei 3,5% oder 4% (Sammelgelpuffer:
375mM Tris-HCI, 2mM EDTA, 0,1 % SDS, pH 6,8). Das Verhdtnis von Acrylamid zu Bisaaylamid
betrug 37,5:1; der Elektrophoresepuffer bestand aus 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 mM Tris.
Proteinproben wurden mit Probenpufer versetzt ad: 2% SDS, 10% Glycerin, 0,040 Bromphenablau,
62,5mM Tris-HCI, pH 6,8, zur Reduktion wurde ~5% B-Mercaptoethand (3-ME) zugesetzt. Die Proben
wurden 2030 min bei RT mit Probenpufer inkubiert und dainn auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophaese wurde bei konstanter Spannung (160v) oder konstantem Strom (15mA/Gel) unter
Wassrkiuhlung mit dem Mighty Small [l SE250 System durchgefihrt (Amersham Pharmada Bioted).
Nad der SDS-PAGE wurden de Gele mit 0,260 Coomasse Brilli ant Blue R250 in 500 MeOH, 1%
HOACc fixiert und geférbt (30min-16h) und mit 40% MeOH, 10% HOAc entférbt (30min-3h). Die
SchluRentféarbung erfolgte fur 1-24h in %6 HOAc und wurde gegebenenfalls durch leichtes Erhitzen
beschleunigt. Als Molekulgewichtsmarkr dienten:
High Molecular Weight Marker (Roche Diagnostics; nur reduziert eingesetzt)
Myosin, 200 kDa /B-Galaktosidase, 116 kDa // Phosphorylase B, 97 kDa //
Rinderserumalbumin (BSA), 66 kDa // Aldolase, 39 kDa

Low Molecular Weight Marker (Amersham Pharmacia Biotech)
Phosphorylase B, 94 kDa // Serumalbumin, 67 kDa // Ovalbumin, 43 kDa //
Carboanhydrase, 30 kDa // Trypsin Inhibitor, 20 kD&-l/actalbumin, 14 kDa

gegebenenfalls wurde dem LMW dimeres Fibronectin zugegeben, nichtreduziert: ~500kDa

Elektrotransfer auf NC oder PVDF
Nach SDS-PAGE wurden de Proteine aus dem Gel eektrophaetisch auf Nitrozdlulosemembran
(Protran BA45, Schleicher & Schilll) transferiert. Sollten Proteinbanden N-terminal ansequenziert werden,

wurde eine Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF, Millipore) eingesetzt.
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Der Transfer erfolgte in Boratpuffer (50mM Borat, pH 8,5, 18 MeOH) fir 2-3h, kei 4-8°C mit ~0,8-2
mA/cm? oder fir 12-16h mit ~0,4mA/cm?. Die NC-Membran wurde mit Ponceai S, die PVDF-Membran

mit Coomassie gefarbt und die Position der Proteinmarker auf der Membran markiert.

Immunoblot und Chemolumineszenzdetektion

Die freie Bindungdellen der NC-Membran wurden mit 0,52% Magermilchpdver (MMP) in TBST
(TBS + 0,1% Twean-20) abgeséttigt (1-2h RT oder 16/4°C) und anschlief3end rach Vorschrift des ECL-
Kit (Amersham Pharmada Biotedh) gewaschen; Primér- und Sekunddrantikérper wurden in 0,51%
MMP/TBS-T fir je ~1h auf die Membran gegeben. Die Detektion des Mearettich-Peroxidase-konjugierten
Zweitantikorpers (2.pAb*HRP) erfolgte entweder gemdald der ECL-Vorschrift oder mit 'selbstgemaditem
ECL' aus frisch angesetzten und unmittelbar einzusetzenden Lésungen A und B:

Loésung A: 5ml 0,1M Tris-HCI, pH 8,5 + 22l 90mM p-Coumarinsdure + 50ul 250mM Luminol

Lésung B: 5ml 0,1M Tris-HCI, pH 8,5 + 3ul 30% J@,

Detektion der Proteinglycosylierung

Die viscinalen Diole von Kohlenhydraten lassen sich mit Perjodessgsdure au Aldehyden oxidieren und
mit Biotin-aminocgproyl-hydrazd (BACH) zum Biotinderivat umsetzen. Die Biotinmarkierung [a3t sich
mit Streptavidin-gekoppelten Enzymen wie HRP (Streptavidin-gekoppelte Mearettichperoxidase)
detektieren; der Nachwels ist spezfisch fir Sacdaride, aber unterscheidet nicht zwischen O- und N-
Glykosilierung oder eventuell anhangenden Glycosaminoglykan-Ketten.

Die NC-Membran mit den fixierten Proteinen wurde mit PBS, pH 6,5, gewaschen (50mM K-phaosphat,
150mM NaCl) und 20min bel RT mit 10mM Natriummetaperjodat in 100mM NaOAc, pH 5,5, oxdiert.
Der NC-Filter wurde 3x 10min in PBS, pH 6,5, gawaschen und die Biotinylierung mit 5uM BACH in
100mM NaOAc, pH 5,5, duchgefiihrt (1h, RT). Die NC-Membran wurde mit PBS oder TBS gewaschen
und freie Bindunggellen wie beschrieben mit MM P blockiert. Anschlief3end wurde die Membran 45min
mit [bictinyliertes Streptavidin]*HRP-Komplex inkukiert (1:4000 in TBST verdinrt; Amersham

Pharmacia Biotech) und durch Chemolumineszenz nachgewiesen.

2.7 Chromatographische Reinigung des rekombinantem COMP

Alle Chromatographien wurden mit = 50mM NaCl, gepuffert mit 50mM Tris-HCI undin Gegenwart des
Serinprotease-Inhibitors PMSF (0,5mM) bei 4-8°C durchgefiihrt; nur die finalen |onenaustausch-Chroma-
tographien fanden bei Raumtemperatur statt. Der pH-Wert der Puffer wurde bei der jeweiligen Arbeits-
temperatur eingestellt; alle Lésungen wurden durch 0,22um Zell uloseacestfilter (Falcon) filtriert und dabei
entgast. Zur Konzentration von Proteinlésungen dienten HiTrap Q Saulen (Matrix: ~34um Partikel aus
quervernetzter Agarose, dhnlich der Q Sepharose FastFlow), die mit 0,5 oder 1M NaCl eluiert wurden.
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Die Puffer enthielten 20-25uM Ca?* (Ca?*-Gehalt von 'p.a'-Reagenzien). Schliellich wurden de Proteine
mit PD-10- (Sephadex G25) oder NICK-Saulen (Sephadex G50) in 5mM Tris-HCI, pH7,5, Ulerfihrt;
dieser Puffer war aus Reagenzien der Qualitat 'Merck suprapur' angesetzt und enthielt £5uM Ca

Die begrenzte Kapaztéat der Gelfiltrations- und lonentauschersdulen erforderte mehrfach de Wieder-
houng von Reinigungschritten, un alle relevanten Fraktionen des vorhergehenden Schrittes aufzu-
arbeiten. Da die wesentlichen Parameter gleich bieben, sind solche Repetitionen nicht ausdriicklich
vermerkt. Die verwendeten Chromatographiematrices und Leasaulen, de Chromatographiesysteme
‘HiLoad’ und ‘FPLC’ wurden von Amersham Pharmacia Biotech bezogen.

2.7.1 Anionenaustauschchromatographie des Zellkulturiiberstands

Der pH-Wert der Zellkulturiberstande wurden nach dem Auftauen mit 1M Tris-HCI ad 25mM und H
8,6 (Aufreinigung abr Pentamere) oder pH 7,4 (Aufreinigung dr Gbrigen Proteine) eingestellt. Die Lésung
wurde nach Zugabe von PMSF ad 0,5mM und Natriumazd ad 0,1% durch ein 5cm hohes Gelbett aus
Sephadex G25filtriert, um Schwebstoffe a1 entfernen. Im ersten Schritt diente Q Sepharose FastFlow, ein
Anionentauscher mit grober Matrix (90um grof3e Partikel auf Basis quervernetzter Agarose, die quaternére
Amine tragt) zur Konzentration cer Proteine aus dem Uberstand auf der Saule; hierbei wurden
gegebenenfalls Kontaminationen durch andere Proteine in Kauf genommen.

> Matrix: 80-90ml Q Sepharose FastFlavach Vorschrift des Herstellers gepackt

> Gelbett: 2,6cm Durchmesser (A ~ 5,3ym-16cm Gelbetthéhe in einer XK26/40 Saule

> Equilibrierung der Saule mit 200ml Puffer A:

50mM NacCl, 0,5mM PMSF, 0,1% Azid, 50mM Tris-HCI, pH 7,4 bzw. 8,6 (s.0.)

> Auftrag von 900-1400ml Zellkulturiiberstand (1,8-2,4 ml/min); Sammeln des Durchlaufs

> Waschen der Saule mit 150-200ml Puffer A (Iml/min); Sammeln von 10ml-Fraktionen

> Gradientenelution mit Puffer A und Puffer B (1M NacCl, sonst wie Puffer A) (1ml/min);

50-500mM NaCl in 250ml (0-250ml)
500-1000mM NacCl in 100ml (250-350ml); Sammeln von 10ml-Fraktionen

> Regeneration der Saulenmatrix mit 200ml Puffer B und 300-400ml Puffer A

Der Durchlauf und de Eluate der lonenaustausch-Chromatographie wurde durch SDS-PAGE analysiert;
Fraktionen mit hoher COMP-Konzentration bei akzeptabler Kontamination duch andere Proteine wurden

vereinigt; der nachste Aufreinigungsschritt erfolgte durch Gelfiltration.

2.7.2 Gelfiltration der pentameren Proteine und von mCOMP

Die agentliche Reinigung dr pentameren Proteine und s monaneren mCOMP wurde durch
Gelfiltration der lonenaustauscher-Eluate mit Sepharose CL-6B, einer quervernetzten Agarose, erreicht:
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> Matrix: 1800ml Sepharose CL-6B, nach Vorschrift des Herstellers mit 1,5ml/min gepackt
> Gelbett: 5cm Durchmesser (A ~ 19,63m-90cm Gelbetthohe in einer XK50/100 Saule
> Equilibrierung (1ml/min) mit 3,5I Puffer GF:
50mM NacCl, 0,5mM PMSF, 0,1% Azid, 50mM Tris-HCI, pH 8,6
> Auftrag von 30-100ml der vereinigten lonenaustauscher-Eluatenmhitnin
> Elution (Iml/min) mit Puffer GF; Sammeln von 15ml-Fraktionen

Die Eluate wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert.

2.7.3 Gelfiltration der Proteine EGF-T3, T3 und der T3-Mutanten
Die Gdfiltration der kleineren Proteine efolgte mit Sephadex G75; diese Matrix basiert auf

guervenetztem Dextran und ist erheblich druckempfindlicher als Sepharose CL-6B.

> Matrix: 2000m| Sephadex G75 superfine, mit 1,35ml/min gepackt
Gelbett: 5cm Durchmesser (A ~ 19,63m-100cm Gelbetthéhe in einer XK50/100 Saule
Equilibrierung (1-1,3ml/min) mit 3| Puffer GF (s.0.)

Auftrag von 50-70ml der vereinigten lonenaustausch-Chromatographie-Eluate (0,6ml/min)

vV V V V

Elution (1-1,3ml/min) mit Puffer GF; Sammeln von ~15ml-Fraktionen
Im Fall der Proteine EGF-T3, T3 und dr T3-Mutanten brauchten de entsprechenden Eluate der
Gelfiltration nur noch durch lonenaustausch-Chromatographie konzentriert und entsalzt werden.

2.7.4 Anionenaustausch-Chromatographie mit FPLC-Matrices

Die Endreinigung sowie die Kornzentration der oligomeren Proteine und von mCOMP erfolgte durch
| onenaustausch-Chromatographie der GF-Fraktionen mit hochauflsender, feiner Matrix auf fertig korfek-
tionierten Saulen: Resource Q und Source Q basieren auf Polystyren/Divinyl-benzene-Kugeln mit 15um
Durchmesser, die Mono Q HR5/5 Saule (10um-Partikel) wird vom Hersteller nur vage spezfiziert ("based
on a beaded hydophilic resin with ore of the narrowest particle size available"); die genannten Matrices
tragen quaterndre Amine ds Ladungstréger. Die Eluate der lonenaustausch-Chromatographie wurden
gegebenenfalls mit Wasser verdinrt und rechromatographiert, um aus kontaminierten Fraktionen ncach
Protein zu isolieren. Die FPLC Gradienten wurden geringfligig variiert, um optimale Ergebnis<e fir jedes
Protein zu erzielen. Mit dem folgenden, reprasentativen Gradienten wurde rCOMP aufgereinigt:
> konfektionierte Saulen: Source 15 Q bzw. Mono Q
> Equilibrierung der Saule mit 2-3 Saulenvolumen Puffer GF (s.0.)
> Auftrag von 5-45ml (0,5 ml/min) der vereinigterugte der Gelfiltration oder Rechromatographie
der mit Wasser verdinnten Eluate aus der vorangegangenen lonenaustausch-Chromatographie
> Waschen der Saule mit ~2ml Puffer GF bei 0,5ml/min bis die Basislinie stabil erschien
Dabei: Sammeln des Durchlaufs bei Probenauftrag und Waschschritt;
> Gradientenelution mit Puffer GF und Puffer HI (2M NaCl, sonst wie Puffer GF) mit 0,5ml/min;

Materialien und Methoden -24-




50-245mM NaCl in 5ml (0-10% Puffer HI, 0-5ml);
245-540mM NacCl in 20ml (10-25% Puffer HI, 5-25ml);

540-2000mM NaCl in 5ml (25-100% Puffer HI, 25-30ml); Sammeln des Eluats in 1ml-Fraktionen

> Regeneration der Saulenmatrix mit 210ml Puffer HI, dann 10ml Puffer GF

2.8 UV-Spektroskopie

Die Absorption von UV-Licht durch Proteine wird duch de Peptidbindungen und aromatischen
Seitenketten, in geringem Umfang auch duch oxdierte Cysteine (Cystine) hervorgerufen. Wahrend
Peptidbindungen urterhalb 230mn starke Absorption zeigen, besitzt im Bereich um 280rm Trp mit €xg0=
5690M'cm™ den héchsten molaren Extinktionskoeffizienten, gefolgt von Tyrosin mit £576= 1450M'em™
(€250= 1280M ™ cm™) und Cystin mit £576= 145M™em™ (€250= 120 M 'em™); Phe ist mit €,5,= 200 M em™
an der Absorption bei 280rmm praktisch nicht betelligt; die genannten Werte wurden von Edelhoch
(Edelhoch, 1967 zitiert nadch: Gill und vonHippel, 1989 in 6M Gu-HCI, 20mM Phosphat, pH 6,5, und
von Cantor in Wassr bel neutralem pH bestimmt (Cantor, 198Q zitiert nach: Schmid, 1989. Bei
Abnahme der Polaritét des Lésungsmittels bzw. im hydropholen Proteininneren zeigen de Aromaten eine
Rot-Verschiebung as Absorptionsmaximums; die Intensitét und Breite dieses Maximums andert sich
hingegen selten. Wedhselwirkungen von Trp und Tyr mit Pufferbestandteilen oder mit anderen
Seitenketten kénnen diese Effekte allerdings Gberla@atmmid, 1989)

Da sich de Absorption eines Proteins additiv aus der Summe der Absorptionen der betelli gten
Aminosduren zusammensetzt, 8% sich umgekehrt aus der Primérsequenz der molare Extinktions-
koeffizient errechnen. Obwohl dieser Wert eigentlich nur fir Aminosduren in wasgiger Umgebung dit -
was auf das Innere globuérer Proteine sicher nicht zutrifft - wurde gezegt, dald der berechnete molare
Extinktionskoeffizient in der Regel gut mit den in physiologischen Puffern gemessnen Werten
Ubereinstimm{Gill und von Hippel, 1989; Paat al., 1995)

Zur Uberprifung, inwieweit die theoretischen Werte auch fir COMP auf physiologische Bedingungen
Ubertragbar sind, wurde die Absorptionin 6M Gu-HCI mit derjenigen in 20mM Phosphat, pH 6,5,in TBS
und in 5mM Tris-HCI, pH 7,4, verglichen. Die molaren Extinktionskoeffizienten wurden online am
Schweizerischen Institut fur Bioinformatik mit dem Programm PROTPARAM in silico beredhnet
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

Die UV-Spektroskopie wurde routinemassg var Fluoreszenz- oder CD-Mesaungen duchgeftihrt, um die

Konzentration der Proteinldsungen aus der Extinktion bei 280nm zu bestimmen.

Vergleich der UV-Spektren in denaturierenden und physiologischen Puffern

Zur Untersuchung vonT3 wurde @ne 1,1xGuanidinlésung aus kristallinem Gu-HCL (‘purum’, FLUKA)
eingesetzt (6,6 Gu-HCI, 20mM Phosphatpuffer; pH 6,5); rCOMP und mCOMP wurden mit 8M Gu-
HCL 'Microseled’ (Fluka) ad 6M Gu-HCI verdiinrt. Die Spektren wurden im Bereich von 236350 bzw.
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bei T3 im Bereich von 200350m aufgezechnet; die Ubrigen Parameter entsprachen den urter "UV-
Spektroskopie zur Proteinquantifizierung" beschriebenen.

UV-Spektroskopie zur Proteinquantifizierung

Die UV-Spektren der Proteinproben wurden in Quarzglaskiivetten (Hellma) mit 1cm Schichtdicke in
einem Spektrophdometer Lambda 40 (Perkin Elmer) bel RT aufgezachnet. Die Spektren umnfassen den
Bereich von 236350m oder 250-350rm bei 0,2mm Datenintervall, 2nm Schlitzweite und 60m/min
Abtastgeschwindigkeit. Als Leawert diente der Puffer, in dem das Protein gel6st vorlag. Bel zur Abszisse
parallelem Verlauf des Spektrums im Bereich 320350rm wurde die Extinktion bei 320rmm zur Korrektur
der Kuvettenstellung von @n Messwverten subtrahiert. Nahm die Absorption im Bereich 326350rm mit
abnehmender Wellenldnge au, wurde dies als Vorliegen von Aggregaten in der Probe interpretiert und der

Messwert wie unter "UV-Spektroskopie zur Untersuchung der Aggregation” beschrieben korrigiert.

UV-Spektroskopie zur Untersuchung der Aggregation

Liegen in einer Lésung Partikel vor, tritt Lichtstreuungauf (Rayleigh Streuung), deren Intensitét Is ~ A™
folgt und de sich propational zum Quadrat des Molekulargewichtes verhdlt; diese Beaehung dlt fir
Teilchen, deren Grofe deutlich urter der verwendeten Wellenlange liegt (<1/20 A) oder wenn das
Streulicht in der Verlangerung des eintretenden Lichtstrahls gemessen wird.

Aminosduren zeigen keine Absorption okerhalb 310mm, weswegen im léngerwelli gen Bereich Triibung
(Lichtstreuung, scattering) detektiert werden kann, um Phdnomene wie Fibrill enwadhstum und Protein-
aggregation zu urtersuchen. Bei der Proteinquantifizierungist die Korrektur der gemessenen Extinktionen
bei 280rm (Ezgg) um den durch Tribung tervorgerufenen Beitrag (Esc 2s0) €ne wichtige Anwendung bel
geringer Lichtstreuung (relativ zu Epg) ist die lineare Extrapdation der Tribungskurve aus dem Bereich
von 320350m auf den Wert bei 280rm in guer Ndherung ausreichend. Bei deutlicher Lichtstreuungmuf3
der ihr zugrundeliegende Kurvenverlauf bei der Extrapolation beriicksichtigt werden.

Die Abhangigkeit der Trilbung von dr Wellenldnge (Is ~ A™) und de dl gemeine Geradengleichung y= a
X + b fuhren zur Beschreibung dabr Tribungkurve durch: log(ls) = alog(A) + b ; die Steigunga lasg sich
aus den Logarithmen von 2Wellenlangen (hier: 320 und 350m) und den Logarithmen der Absorption kel
diesen Wellenlangen bestimmen; die triibungsbedingte Extinktion bei 280nm I&sst sich dann extrapolieren:

l0g(Esc 289 = 2,49x l0g(Es20) - 1,49x log(Ess0)

mit:  Esc 280= Beitrag der Tribung zur gemessenen Extinktion bei 280nm

Es20 = gemessene Extinktion bei 320nm

Esso = gemessene Extinktion bei 350nm

die Trubungs-korrigierte Extinktion far 2g9 ergibt sich aus der gemessenen Extinktion bei 280ngy:(E

ECOR 280= E280 - ESC 280
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Aufzeichnung der UV-Spektren bei Aggregationsanalysen

In der ersten Versuchsserie wurden de Proteine bei einer Konzentration von 130150ug/ml bei RT in
TBS, TBS mit 0,25mM C&* und TBS mit 1,5mM Ca* inkukiert und rach 40min die Spektren im Bereich
240-350m aufgezeachnet; die Abtastgeschwindigkeit betrug 30mm/min bei 0,2nmm Dateninterval und 2m
Schlitzweite.

In einem zweiten Experiment wurde der Einflussvon Zn?* auf das Aggregationsverhalten urtersucht. Die
Proteine wurden zu einer Konzentration von 1016ug/ml in TBS verdinrt und das Spektrum von 250
450rm aufgezechnet. Zu jeder Proteinlésung wurde sequentiell zugegeben: 1M ZnCl, ad 0,5mM Zn*,
dann IM CaCl, ad 2mM Ca** / 0,5mM Zn*, schlieRllich Zinkldsungad 2mM Ca®™ / 2mM Zn*"; nach jeder
Zugabe wurde nach 1, 5 und 15min ein Spektrum im Bereich von 250450rm mit 120rm/min
Abtastgeschwindigkeit, 2nm Schlitzweite und 0,2nm Datenintervall aufgezeichnet.

2.9 Intrinsische Fluoreszenz von Proteinen

Werden Proteine air Fluoreszenz angeregt (intrinsische Fluoreszenz), bestimmen de delokalisierten
Elektronen der aromatischen Aminosauren und ihre dektronische Umgebung, welche Wadlenldangen
absorbiert und emittiert werden. Bei Anregung mit Licht der Wellenlange 280rm dominiert Tryptophan
aufgrund seines hohen molaren Extinktionskoeffizienten (vgl. 2.8) und seiner Quantenausbeute @s45= 0,2
das Emissonsgektrum von 306400 mit einem Maximum bei ~340m; die Fluoreszenz von Tyrosin
mit @s03= 0,14 ist erheblich schwéader und Phenylalanin mit @,s,= 0,04 spielt praktisch keine Rolle (Werte
in Wassr, nach: Schmid, 1989. Bei Anregungwellenlangen goler als 295mm fluoresziert nur
Tryptophan; durch Aufzechnung @& Emissonsspektren nach Excitation bei 280 und 295m und Bildung
des Differenzspektrums Iaf3t sich der Beitrag von Tyrosin zum Gesamtsignal bestimmen.

Das Emisgonsgektrum ist von der Art der fluoreszierenden Gruppen undihrer elektronischen Umgebung
abhangig. Die Lage und Intensitét des Emisgonsmaximums andert sich, wenn Konformationsanderungen
die Exposition des Systems delokalisierter Elektronen zum Ldsungsmittel veréndern, ein gebundener
Ligand drekt mit dem Fluoropha und seiner Umgebunginteragiert, oder ein Energietransfer auf benad-
barte Aminaosauren moglich wird. Im Fall von Tyrosin beibt meist das Fluoreszenzmaximum bei 303m
bestehen und nu die Intensitét andert sich; demgegeniber verdndern sich bei Tryptophan sowohl Stérke ds
auch Lage des Fluoreszenzmaximums. In hydopholer Umgebung - wie im Inneren eines gefalteten
Proteins - emittiert Trp i.A. bei kiirzeren Wellenl&ang8ohmid, 1989)

Durch de Fluorimetrie sollten de Auswirkungen der eingefihrten Mutationen auf die Bindung von
Calcium und de damit einhergehenden Konformationsénderungen von COMP untersucht werden. Daau
wurde das Protein duch de sequentielle Zugabe von CaCl,-Lésung von @r Ca®*-freien in de Ca’'-
geséttigte Konformation Glkerfuhrt; nadh jeder Zugabe wurde 5min zur Einstellung des Gleichgewichtes
abgewartet und das Fluoreszenzsignal aufgezechnet. Mit der Zugabe von EDTA wurde Uberprift, ob dese

Konformationsanderung reversibel war.
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Aufzeichnung der Fluoreszenz-Spektren

Die Proben wurden vor der Fluoreszenzmesaung UV-spektroskopisch guantifiziert; bei T3 und an T3-
Mutanten lag de Proteinkorzentration im Bereich von 2,54uM. Die Proteine wurden in einem Lumines-
cence Spedrometer LS50 B (Perkin Elmer) bei 25°C in einer thermostatisierten Fluoreszenz-Quarzkivette
mit 280rm angeregt und s Emisgonsgektrum im Bereich von 300450mm aufgezechnet oder das
Excitationsgektrum von 250300mm anhand der Emisgon bei 350rm untersucht. Die Spaltbreite der
Anregunglag bel 2,5m, die der Emisgon bei 5nm, bei einer Abtastgeschwindigkeit von 60nm/min. Die
Spektren wurden um die Lichtstreuungin Wasser (Raman-Bande) korrigiert, wenn de ésolute Lage des

Emissionsmaximums bestimmt werden sollte.

Berechnung der relativen Anderung des Fluoreszenz-Signals nach Calciumbindung
Die prozentuale Signalanderung fiir die Ca®*-freie Form im Vergleich zur Ca*-geséttigten Form stellt ein
Maf fur die Anderung der Struktur in der Umgebung des Fluorophors dar; sie wurde wie folgt berechnet:
AFz50=(Fo - Fo) x 100/ K, dieser Wert ist dimensionslos [%]
Mit:  Fe Fluoreszenzsignal des €aesattigten Proteins bei 350nm (Anregung 280nm)
Fo Fluoreszenzsignal des €dreien Proteins bei 350nm (Anregung 280nm)

(das Fluoreszenzsignal wurde in dimensionslosen Einheiten gemessen)

2.10 Fluoreszenz-Spektroskopie bei GaTitration des Proteins

Die Ca®*-Bindungan Proteine 18Rt sich qualitativ und quantitativ mit der Gleichgewichts-Dissziations-
konstanten K4 und dem Bindungstyp - kooperativ oder nicht kooperativ - beschreiben. Zur Berechnung @s
KsWertes wurden de gemessnen Werte bei schrittweiser Anderung cbr Ligandenkonzentration
aufgezeichnet und die resultierenden Wertepaare mit unterschiedlichen Bindungsmodellen analysiert.

Ausgehend von ar Ca**-freien Form des Proteins wurde Ca&®* unter Verwendung vonCaCl,-Stock-
l6sungen direkt zur Mesd6sung gegeben. Die residuale Ca’*-Konzentration von TBS, das aus Standard-
Regenzien der '‘p.a-Qualité’ angesetzt wurde, lag bei 25uM; mit Chemikalien der Qualité 'Merck
suprapur' hergestelltes TBS (als TBSyya bezéchnet) enthielt 5uM Ca®*. In Kenntnis der basalen Ca’*-
Konzeriration und des zugesetzten’Oaurde die Gesamtkonzentrationherechnet.

Zur Auswertung cer Titrationskurven wurden Funktionen, denen verschiedene Bindungmodelle
zugrunckliegen, an de Mesdaten angepaldt, und dis Modell ermittelt, welches die Mesgdaten am besten
und plausibel beschreibt.

Durchfiihrung der Ca®*-Titration und Aufzeichnung der Fluoreszenzspektren
Ein exakt abgemessenes Volumen der Proteinlésungwurde in einer rihrbaren Fluoreszenz-Mikrokiivette
gemesen. Die Ca?*-Gesamtkonzentration der Probe wurde schrittweise durch Zugabe weniger pl einer

konzentrierten CagGlLésung erhoht, bis sich das Fluoreszenzsignal nicht mehr anderte (Sattigung).
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Analysiert wurden de Wate der Emisson kel 350rm nach Anregung tkei 280rm (s.0.). Die durch Zugabe
der Ca?*-Losung entstandene Volumenzunahme wurde rechnerisch karrigiert. Die Fluoreszenzsignale im
Ca**-freien und Ca®*-gesittigten Zustand wurden als minimale und maximale Signalintensitét eingesetzt,
um den Séttigungsgrad Y des Proteins in den einzdnen Schritten der Titration zu berechnen. Der
Sattigungsgrad Y ist definiert als das Verhdltnis der Konzentration an besetzten Bindungsgellen [PL] zur
Gesamtkonzentration an Bindungsstelleg):[P

(2.10.1) Y =[PL]/ [Po) (Als relativer Wert ist Y dimensionslos)

Der Sattigungsgrad bei Messpunkt i errechnet sich aus den gemessenen Flugigesdenavie folgt:
(2.10.2) Y=(F-FR)/(F-F)

Mit: K Fluoreszenzsignal des Messpunktes i
Fo Fluoreszenzsignal des calciumfreien Proteins
Fo Fluoreszenzsignal des calciumgesattigten Proteins

Die beim Mesgunk i herrschende Konzentration des freien Liganden [L] (hier: [Ca®']sa) entspricht im
Gleichgewicht der Differenz aus Gesamtkonzentration des Liganden [L,] (hier: [Ca2+]tot as Summe aus
residualem und zugegebenen Ca*) und poteingebuncenem Ligand [PL] (hier: [Ca®™] geunen @S Produkt der
Anzahl von C&"-Bindungsstellen, Proteinkonzentration und Sattigung Y beim Messpunkt):

(2.10.3) [Lo] = [L] + [PL]

Auflésung der Gleichung (2.10.3 nach [PL] und Einsetzen in Gl. (2.10.]) ergibt die Konzentration des
freien Liganden [L], in diesem speziellen Fall also?Ta;:
(2.10.4) [CaJrei = [L] = [Lo] - Y x [Po]

Die Anpasaing der Ca?*-Bindungmodelle an die Messwerte wird urter Abschnitt 2.13zusammen fiir die
Fluoreszenz- und CD-Mesaungen erlautert. Kontrollversuche zégten, da3 de sich de gemessnen
Fluoreszenzsignals durch Zugabe von EDTA am Anfang eines Experimentes nicht énderten; die residuale
Ca**-Konzentration von fuM bzw. 251M zeigte dso nach keinen messbaren Eff ekt auf die Konformation
bzw. C&"-Séttigung des Proteins.

2.11 Circular Dichroismus-Spektroskopie

Linear polarisiertes Licht kann as Uberlagerung eines links und eines redits drehenden zirkular
polarisierten Lichtstrahls (mit den elektrischen Vektoren E. und Egr) beschrieben werden. In der Lésung
einer optisch aktiven Substanz sind de Brechungsindices fir diese beiden Lichtstrahlen - also de Winkel-
geschwindigkeiten der beiden E-Vektoren - unterschiedlich; beim Durchdringen der Lésung entsteht eine
Phasendifferenz zwischen E. undEg , die wie bei der optischen Rotation eine Drehung ar Polarisations-

ebene um den Winkel a hervorruft. Ein anderer Aspekt ist die unterschiedliche Absorption der beiden
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Lichtstrahlen duch die optisch aktive Substanz: Es liegen verschiedene Extinktionskoeffizienten fur links-
und redhtsdrehend zirkular polarisiertes Licht vor (Circular Dichroismus). Daher unterscheiden sich de
Vektoren E. und Er in ihren Winkelgeschwindigkeiten und in ihrer Lange, und de Vektoraddition liefert
einen Vektor E, dessen Spitze eine Ellipse beschreibt.

Der Winkel zwischen der grofien Achse der Elli pse des austretenden Lichtstrahls und der urspriindichen
Polarisationsebene ist der Drehwinkel a. Die Form der Ellipse zegt an, wie stark sich die Extinktions-
koeffizienten fur links- und rechtsdrehend pdarisiertes Licht (& und &g) unterscheiden; das Mal3 fir den
Circular Dichroismus ist die Elliptizitét ©, die ds Arctangens vom Verhdlitnis der grofien zur kleinen
Elli psenachse definiert ist. Damit die Elliptizitét bei einer gegebenen Wellenlange (©,) propational zur
Differenz der Absorptionen (AA) bzw. der Extinktionskoeffizienten (Ag) fur links- und redhtsdrehend
polarisiertes Licht:

O\ O (&L - &r)
In der Realitat unterscheiden sighund &z wenig undo ist sehr klein. Dann gilfWollmer, 1983)
©,=2,303xAA /4 inrad] bzw.: O, = (360x In(10)x AA) / (2xTtx 4)  in[deq]

Meist wird de Elliptizitét nicht in der Einheit 'deg’ angegeben, sondern in de spezfische Elliptizitét
umgerechnet, die den durchschnittlichen Beitrag der einzelnen Aminoséure am Gesamtsignal ausdrickt.

Durch ihren Circular Dichroismus (CD) kénren ogtisch aktive Substanzen charakterisiert werden; ihre
CD-Signale treten in denselben Bereichen des Spektrums auf, in denen auch ihre Absorptionsbanden der
liegen, varausgesetzt, die dafir verantwortlichen Chromophae oder ihre molekulare Umgebung sind
asymmetrisch. In Proteinen sind de Peptidbindungen und de aomatischen Seitengruppen ogtisch aktiv;
vor allem in den periodischen Strukturen wie a-Helices und B-Faltbléttern liegen die Peptidbindungen
hochgeordnet vor und zeigen charakteristische CD-Spektren.

Durch systematischen Vergleich einer Vielzahl von rontgenkristall ographisch geldsten Strukturen und abr
zugehorigen CD-Spektren wurden Algorithmen entwickelt, um die @nem CD-Spektrum zugrunde-
liegenden Sekundérstrukturen zu rekonstruieren. Damit kann aus der spezfischen Elli ptizitét der Gehalt an
a-Helix, B-Faltblatt, Schleifen und ungeordneten Strukturen eines Proteins abgeschétzt werden.
Dartiberhinaus ermdglicht diese Methode, Ubergénge awischen gefalteten und ungfalteten Formen eines
Proteins zu beobachten (Schmid, 1989 Sreaama und Woody, 1994. Die Qualitdt der Vorhersage von
Sekundérstrukturen steht undfallt damit, ob de CD-Spektren undStrukturen &hnlicher Proteine existieren,
wie grof3 cer auswertbare Wedlenldngenbereich ist, und wie aitreffend de Algorithmen de Sekundar-
strukturen erkennefGreenfield, 1996)

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie sollte die korrekte Faltung der rekombinanten Proteine Uberprift und
ihre calciumabhangige Konformations&nderung analysiert werden.
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Aufzeichnung der CD-Spektren

Proben bekannter Proteinkoreentration (150-250ug/ml) wurden in eéinem JASCO 715 CD-Spektrometer
(JASCO) bei 25°C in einer thermostatisierten Quarzkvette (Hellma) mit Imm Schichtdicke analysiert. Die
CD-Spektren wurden im Bereich von 187250m (bel Proteinproben in 5mM Tris-HCI) oder 197-250mm
(bel Proben in TBS oder in Anwesenheit hoher Ca*-K onzentrationen) mit einer Geschwindigkeit von 10
nm/min aufgezechnet; das Datenintervall betrug 0,1mm, die Resporse-Zeit 4s. Es wurden jeweils 5-6
Spektren akkumuliert und gemittelt; anschlieffend wurden de Spektren mit der geréteeégenen Software um
den zuvor aufgezechnete Beitrag des Puffers korrigiert. Die Spektren wurden anschlief?end un den Wert
der Volumendnderung rach Zugabe von Ca*- oder EDTA-Lésung karigiert, die Messwerte in de
spezifische Elliptizitdt umgerechnet und geglattet.

Durch sequentielle Zugabe éner CaCl,-Lésung wurde das Protein von dr Ca®*-freien in de Ca™-
geséttigte Konformation Ukerfihrt. Mit der Zugabe von EDTA wurde Uberprift, ob dese Konformations-
anderung reversibel war. Nacd jedem Pipettierschritt wurde durch zehnmaliges Kippen der Kivette und 6
min Inkubation de gleichmédige Vermischung undEinstellung des neuen Gleichgewichts vor der nadisten
Messung sichergestellt.

Berechnung der spezifischen Elliptizitat @]
Die spezifische Elliptizitat®] berechnete sich nach:
(2.11.1) [©] = © x Maa/ (cx d) mit der Einheit [deg cindmol’]
Mit: © gemessene Elliptitat [mdeg]
Ma.a  mittleres Molekulargewicht einer Aminosaure (110 g/mol)
C Proteinkonzentration [mg/ml]
d Schichtdicke der Kiivette [mm]

Berechnung der relativen Signal&nderung nach Calciumbindung

Die prozentuale Signalanderung fur die cdciumfreie Form im Vergleich zur cdciumgeséttigten Form
stellt ein Mal3 fur die Konformationsénderung eines Proteins dar. Sie wurde arechnet, indem die
spezfische Elliptizitét bei 215 - in einigen Experimenten auch bei 222rmm - aus den Spektren abgelesen
wurde; die relative Anderung der spezfischen Elli ptizitét A[O] 215 bzw. A[O].,, ergab sich firr die Ca?*-freie
Form im Vergleich zur Ca-geséttigten Form nach:

(2.11.2) A[O]) = ([O]- - [©]o) x 100 / P]w dimensionslos, in [%]

Mit: [O]. spezifische Elliptizitat des Gagesattigten Proteins bei Wellenlangfdeg cnf dmol?]

[@], spezifische Elliptizitat des Eafreien Proteins bei Wellenlange[deg cni dmol’]
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Abschétzung der Sekundéarstrukturen durch Analyse der CD-Spektren

Wie schon erwdhrt, zeigen die verschiedenen Sekundérstruktur-Elemente charakteristische CD-Spektren,
die sich zur Abschétzung cer Antelle an a-Helices (a), B-Faltblattern (3), Schleifen (t) und ungordneter
Bereiche (0) am Gesamtspektrum des untersuchten Proteins heranziehen lassen.

Im kurzwelli gen Bereich des CD-Spektrums g6rt vor allem die Absorption duch Pufferbestandteile wie
Chloridionen, Tris, HEPES etc. (Schmid, 1989; in der Folge regelt das CD-Spektrometer automatisch de
Verstdrkungsgpannung as Detektors nach; eine Spannung Uler 800V olt ist das Indiz fir eine mangel hafte
Datenqualitét. Aus diesem Grund wurde aur Sekundarstruktur-Analyse der Bereich auf 195250 der
CD-Spektren beschrankt; dieser Informationsverlust hat bei CONTIN (Provencher und Glockner, 1981
geringe Folgen, da es maximal bis auf 193rm herab analysieren kann, s 'neuronale Netz' K2D (Andrade
et al., 1993 nuzt nur den Bereich von 200241mm. Einzig das Programm Selcon (Sreerama und Woody,
1993)vermag auch den kurzwelligen Bereich des CD-Spektrums zu bertcksichtigen.

Die CD-Spektren vonEGF-T3 wurden in TBS, pH 7,4, devon T3, T3-D361Y, T3-D46%, rCOMP und
dem pseudamonameren Y-mCOMP in 5mM Tris-HCl, pH 7,4 aufgezeéchnet. Aufgrund der Ca?*-induzier-
ten Aggregation vonrCOMP und y-mCOMP waren de Spektren ihres Ca?*-geséttigten Zustands nicht
auswertbar. Die Anayse der Spektren wurde durch de Programme mit folgenden Parametern

durchgefihrt:

Bezeichnung Anpassungsmodus verwendete CD- & Sekundéstruktur-Datensatze
Selcon / KS 4 Strukturelemente 17 Referenzspektren in CDDATA.1Johnson, 1990)
mit SSDATA.KS = Strukturelemente dieser 17 Proteine
(berechnet nach: Kabsch und Sander, 1983)

Selcon /33 4 Strukturelemente 33 Referenzspektren in CDDATA.33ohnson, 1990)
mit SSDATA.33 = Strukturelemente dieser 33 Proteine
(berechnet nach: Johnson, 1990)

Contin/#2 4 Strukturelemente 20 Referenzspektren in dataset#2 (PG_4_20.grp)
(nach: Provencher und Gléckner, 1981; Venyamigi@l., 1993)

K2D 3 Strukturelemente weights.dat, vorgegebene Matrix des neuronalen Netzes
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2.12 CD-Spektroskopie bei C&-Titration des Proteins
Wie schon urer 2.10 hkeschrieben wurde, dienten die CD-Spektren der Ca**-Titration vonCOMP daau,

verschiedene Bindungmodelle an de Mesdaten anzupassen, un ein Modell zu finden, welches die

Messdaten am besten und plausibel beschreiben kann.

Durchfithrung der Ca?*-Titration und Aufzeichnung der CD-Spektren

Die Mesaung wurde mit 200ul der phaometrisch quantifizierten Proteinlésung in einer Imm-Quarz-
kiivette durchgefiihrt. Analog zu der unter 2.10 teschriebenen Vorgehensweise wurde die Cat*-Gesamt-
korzentration der Probe schrittweise ehoht. Die Spektren wurden wie beschrieben gegen das
Puff erspektrum und de Volumenzunahme korrigiert und mit der Proteinkorzentration in de spezfische
Elli ptizitdt [©] umgerechnet. Die Elli ptizitét bei 215m - in einigen Experimenten auch bei 222mm - wurde

abgelesen und zur Berechnung der Sattigung Y und der freien Calciumkonzentration genutzt.

Berechnung der Signaldnderung als Funktion der freien Calciumkonzentration

Die CD-Signale wurden analog zu den Messwerten aus der intrinsischen Fluoreszenz aufgeabeitet (vgl.
2.10: Mit den Signalen des Ca®*-freien und-geséttigten Zustands wurde der Séttigungsgrad Y des Proteins
zum jewelligen Mesgunk bestimmt. Die Séttigung erlaubte die Berechnung es proteingebundenen
Calciums [Ca]gepunan. VON der Ca*-Gesamtkonzentration [Ca’™]i wurde [Ca®™]genunen SUbtrahiert; die
Differenz entsprach der freien Calciumkonzentration [Ca?*] undwurde in der graphischen Darstellung
gegen den Sattigungsgrad aufggen. Der Sattigungsgrad Y errechnet sich nach:

(2.12.1) Y= [PL]/[P)]

Der zum Messpunkt i gehdrende Sattigungsgrad errechnet sich aus den gemessenen Elliptizitaten nach:
(2.12.2) Yi=([G]i - [©]o) / ([O- - [G]o)
Mit: [O]. spezifische Elliptizitat des Gageséttigten Proteins

[@], spezifische Elliptizitat ds C4'-freien Proteins

[©]i spezifische Elliptizitat bei Messpunkt i

Die gesamte und de freie Konzentration des Liganden wurde analog zum Vorgehen bei den Fluoreszenz-
mesaungen berechnet (vgl. Gl. 2.10.3 Ixs 2.10.4. Die Anpasaung der Messverte an ein Ca®*-Bindungs-
modell ist im folgenden Abschnitt 2.13 beschrieben.
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2.13 Anpasaing verschiedener Bindungsmodelle an die Messverte ar
Bestimmung der Dissoziationskonstanten und der Kooperativitat

Zur Auswertung der Titrationskurven wurden verschiedene Bindungmodele an de Mesdaten
angepasd, um das Modell und de dazugehérigen Parametern zu ermitteln, mit dem sich de Messverte an
besten beschreiben lassen. Die Ergebnisse sind immer auf Plausibilit & zu prifen. Die Anpasaungen wurden
mit dem Programm GraFit 3.0 (Erithacus Software) durchgefihrt.

Die einfache Bindung: Ein Ligand bindet an eine Bindungsstelle
Die Bindung des Liganden L an das Protein P lasst sich durch folgende Gleichung beschreiben:
(2.13.1) P+Lo PL
Mit: P = freie Ligandenbindungssie
L = freier Ligand
PL = Proteinbindungsstelle mit gebundenem Ligand

Dabei ist die Gleichgewichts-Dissoziationskonstanteléfiniert durch:
(2.13.2) Ka = ([P]x[L]) / [PL]

Der Séttigungsgrad Y ist das Verhdtnis der Konzentration an besetzten Bindungsgellen [PL] zur
Gesamtkorzentration an Bindungsgellen. Fir eine Protein mit einer einzigen Bindungdelle ist die
Gesamtkonzentration an Bindungsstellen gleich der Gesamtkonzentration des Prgteins [P

(2.13.3) Y = [PL] / [Po] = [PL] / ([P] + [PL])

Auflésen der Gl. (2.13.2) nach [PL] un d Einsetzen in Gl. (2.13.3) liefert eine neue Beschreibung von Y:
(2.13.4) Y =[L]/ (Kqg+[L])

Die freie Ligandenkoreentration [L] nimmt bel 50% Séttigung (Y = 0,5 denselben Wert an, wie die
Gleichgewichts-Dissoziationskonstante; K[L], oder im Spezialfall der Calciumbindungy K [Caz*]f,ei.

Ist der Bindungtyp experimentell nicht genau anaysierbar, wird oft aus der Bindungkurve bei
halbmaximaler Séattigung die Liganden-Konzentration abgelesen und als 'appagaient' ezeichnet.

Bindung eines Liganden an zwei voneinander unabhangige Bindungsstellen eines Proteins

Die Ligandenbindung an ein Protein mit einer Bindunggelle 183t sich auf ein Modell mit zwei
unabhangigen Bindungsgellen (#1, #2 und en zugehdrigen spezfischen Séttigungsgraden Y ; bzw. Y, der
beiden Bindungsstellen tbertragen.

Der Séttigungsgrad Y (bezogen auf beide Bindungsdellen) ist der arithmetische Mittelwert der beiden
Sattigungsgrade Yund Y; der einzelnen Bindungsstellen:

(2.13.5) Y =(Yi+Y) [ 2=([L]/ 2(Ka + [L])) + ([L]/2(Kaz + [L]))
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oder allgemein fur i Bindungsstellen formuliert:
(2.13.6) Y=Y+ +Y) =[]/ (i(Kg+ [L]) +...+ [L]/ (i(Kg + [L]))

Im spezellen Fall, dald alle Bindungdellen de gleiche Affinitdt zum Liganden auf weisen, vereinfact
sich undGl. (2.13.9 zu Gl. (2.13.9; die Anzahl der Bindunggellen mussdann duch direkten Nachweis
der Anzahl gebundener Liganden bestimmt werdgh 2.17 Gleichgewichtsdialyse).

Bindung eines Liganden an voneinander abhangige Bindungsstellen bei positiver Kooperativitat
Die pasitive Kooperativitdt zweier Bindungsdellen bedeutet, da? rach Bindung @s Liganden an de aste
Bindunggelle die Affinitét der zweiten steigt. Thermodyramisch ist dies gleichbedeutend mit einer
Erhéhung @ Energie, die bel der Bindung as zweiten Liganden freigesetzt wird; die freien Enthalpien
AG; der beiden Bindungsstellen liegen gekoppelt vOAAIS.
o
%
x
O

Bindungsstelle #1

°° .
Bindungsstelle #2
Abb. 7: Mikroskopisches Bindungsmodell. Der Ligand kann entweder erst mit ky; an Bindungsdelle #1, dann mit
kqz an #2 binden, oder in umgekehrter Reihenfolge erstgnétrk#2, und dann mikan Bindungsstelle #1.

Die experimentelle Unterscheidung, an welcher Stelle der Ligand zuerst bindet, ist normalerweise nicht
moglich. Daher ist es snnvdl, statt der ‘'mikroskopischen’ Betrachtungsweise (Abb. 7), bei der sowohl die
eine, as auch de adere Bindunggelle aerst besetzt werden kann, eine 'makroskopisches Modell
anzuwendenAbb. 8), das die beiden Bindungsstellen als ununterscheidbar behandelt:

(2.13.7) P+2L o PL+L o PL

Fur die beiden makroskopischen Gleichgewichts-Dissoziationskonstagtandkkg, gilt:
(2.13.8) Ka1 = [P]x [L]/[PL] und:  Kgz= ([PL] x [L]) / [PL]

-35- Materialien und Methoden




Ko Kz
S E— —_

Abb. 8: Makroskopisches Bindungsmodell. Die beiden Bindungsgellen #1 und #2 undainit die Rethenfolge,

in der sie vom Liganden besetzt werden, lassen sich nicht unterscheiden.

Die Gesamt-Gleichgewichts-Disziationskonstante Ky und de SéttigungY ergeben sich beim makrosko-
pischen Modell zu:

(2.13.9) K = Kax Kaz = ([P] = [L])*/ [PLe]

(2.13.10) Y = ([PL] + 2x[PLy] ) / (2x ([P] +[PL] +[PLJ]))

Auflésung von Gl. (2.13.9) nach [FLund Einsetzen in Gl. (2.13.10) ergibt die Adair-Klotz-Gleichung:
(2.13.11) Y =¥ (Kgax [L] + 2x [L]A) / (Kgzx [L] +[L]? + Ka x Kg2)

Die mathematische Betrachtung tew. die Auswertung experimenteller Daten mit dem makroskopischen
Modell fuhrt bei zunehmender Anzahl von Bindungsdellen zu solcher Komplexitét, daf3 man bei mehr als
4 interagierenden (kooperativen) Ligandenbindungsgellen zur Beschreibung koogrativer Bindungen bzw.
zur Anpasaung der Bindungparameter an de Mef3werte auf die Hill -Gleichung zuriickgreift. Es handelt
sich hierbei um ein empirisches Anpasaungsverfahren und ncht um ein Bindungmodell, denn das
hypahetische Gleichgewicht P+nxL  PL, geht von einer physikaisch urmMmoglichen
unendichen Kooperativitdt der n Ligandenbindungsgellen aus: Entweder ale Bindungdellen oder gar
keine sind van Liganden besetzt. Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ky und der Séttigungsgrad Y
dieser hypothetischen Bindung errechnen sich nach Hill wie folgt:

(2.13.12) Ke"=[P]x [L]"/ [PLy]
(2.13.13) Y =nx[PLy / nx ([P] + [PLy)

aus Gl. (2.13.12) und Gl. (2.13.13) ergibt sich die Sattigung Y mit:
(2.13.14) Y=(x[P]x[L]"/Kg™/(nx[P]x (1 +][L]"/Kyg")

nach Umformung folgt fur die Hill-Gleichung:
(2.13.15) Y =[L]"/ (Kg" +[L]") bzw.: Y/ (1-Y)=[L]/Ky"

Mit anderen Worten: Das Verhdtnis von PL zu freiem P (der Sattigungsgrad) entspricht der n-ten Potenz
des Verhdltnises von L zu Kq. Der Koeffizient wird als Hill -Koeffizient (ny) bezechnet undist das Mai3
fur die Kooperativitét der Bindung.Eine rede Bindung kann richt unendlich kooperativ sein; vielmehr ist
der Hill-Koeffizient bei positiver Kooperativitét grofler als 1 undsein numerischer Wert kann maximal der

Anzahl der beteiligten Ligandenbindustglen entsprechen: 1 € g n.
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Biphasische, positiv kooperative Liganden-Bindung nach Hill

Bei der Auswertung d&r CD- und Fluoreszenzdaten wurden in einigen Félen Modelle nach dem Hill -
Ansatz éngesetzt, die @ne biphasische Liganden-Bindung leriicksichtigen. In desem Fall wurde ange-
nommen, dal3 zwei unabhéngige Klassen mit ihren verschieden affinen, koogerativen Bindungsgellen zur
gemessenen Signalédnderung keitragen; die resultierende Bindungkurve war somit das Resultat der
Uberlagerung vonzwei Bindungkurven. Der jeweilige Anteil der hoch- und riederaffinen Klassen zur
Gesamt-Signalanderung Y war Teil der anzupassenden Parameter:

(2.13.16) Y =(ax L™/ (K" +L") + ((1-a) x L™/ (Kgx"2 +L")

mit:

a = Anteil der Klasse von hochaffinen kooperativen Bindungsstellen gnjtrk;) am Gesamt-Signal
K1, Ny = Gleichgewichts-Dissoziationskonstante und Hill-Koeffizient der hochaffinen Bindung
(1-a) = Anteil der Klasse von niederaffinen Bindungsstellen am Gesamt-Signal

Kaz2, N2 = Gleichgewichts-Dissoziationskonstante und Hill-Koeffizient der niederaffinen Bindung

2.14 Analyse der Kollagenbindung im ELISA-artigen Festphasen-System

Die Untersuchung ar Interaktion vonCOMP mit Kollagen wurde in ELISA-artigen Festphasenbindungs-
Experimenten durchgefiihrt. Hierzu wurden de Plastikoberflachen der Mulden von Mikrotiterplatten fir
16h & RT mit Kollagen in 1% Essgsaure (2ug/ml oder wie angegeben) inkubiert. Anschlief3end wurden
die Platten 3x mit TBS-T (TBS mit 0,05% Tween-20) gewaschen undrestliche freie Bindungsdellen der
Pastikoberfladhe fur 2h bei RT mit Block-Losung (1% BSA 'modified Cohn Fradion V', Serva, in TBS)
blockiert. Die Mulden wurden 5x mit TBS-T gewaschen, 1h kei RT mit dem jeweiligen Liganden in TBS
inkukiert, erneut 5x gewaschen undmit dem a-COMP pAb (Di Cesare et al., 1994) (anti-Rinder-COMP-
Serum aus Kaninchen, 11600 oar wie angegeben verdiinrt in Block-Lésung). Nach erneutem Waschen
(5x) wurde der Zweitantikorper (1:2000 o@r wie angegeben in Block-LOsung \erdinrter HRP-konju-
gierter anti-Kaninchen 1gG, DAKO) zugegeben und rach 1h ke RT wieder 5x gewaschen. Gebundenes
COMP wurde in einer Farbrestion mit 100ul TMB-Detektionsmix nadhgewiesen (100mM Natrium-
acdat/Zitronensaure-Puffer, pH6; 0,0028%6 H,0,; 62,5ug/ml 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin) und mit 100ul
20% H,SO, gestoppt. Die OD wurde bei 450rm in einem Mikrotiterplatten-Photometer Multiscan MS
(Labsystem) gemessen und ausgewertet.

Die Kollagene wurden als konzentrierte Stocklosungin 0,9M Esdgsdure angesetzt und zentrifugiert (30
min, 21.000g, 4C). Der Uberstand wurde quantifiziert (s.u.), aiqudiert und kei 4°C aufbewahrt;
Verdinnungn wurden ummittelbar vor dem Beschichten der Mikrotiterplatten in 1% Essgsiure angesetzt.
Die angegebenen Ca’*- oder Zn**-Konzentrationen wurden in alen Puffern und Waschlésungen ab dem
Zeitpunkt der Blockierung mit BSA konstant beibehalten. Mit Ausnahme des Waschpufers wurden die
verwendeten TBS- und Block-L6sungen nach Einstellung des gewiinschten Ca?*- oder Zn**-Gehalts durch

0,22um-Spritzenvorsatzfilter filtriert, um Partikel zu entfernen.
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Mikrotiterplatten 96-Loch Platten, ‘certified Maxisorb' (Nunc)

Kollagen | pepsinextrahiert, aus Rattenschwanz (Sigma)
Kollagen Il pepsinextrahiert, aus Rindernasenscheidewand (Sigma)
Kollagen IX rekombinant im Bacculovirussystem exprimi@thlajamaaet al., 1999)

Das rekombinante humane Kollagen IX wurde freundicherweise von T. Pihlggamaaund L. Ala-Kokko,
Oulu, Finnland zur Verfigung gestellt.

Weiterhin wurden Kollagen | mit der Bezachnung'Vitrogen' bzw. 'CELLON collagen' (pepsinextrahiert
aus Rinderhaut; Cellon, Vertrieb duch Cell Systems), Kollagen | aus Kélberhaut und Kollagen Il aus
Rindertrachea (Sigma) verwendet. Die unter 'Ergebnisse’ gezegten Arbeiten wurden mit den drei erst-
genannten Kollagenen durchgeflihrt; zwischen den Kollagenen | und Il unterschiedli cher Herkunft wurden

keine signifkanter Unterschiede der COMP-Bindung festgestellt.

Kollagen-Quantifizierung mit Bichinonsaure (BCA)

Die von Sigma bezogenen lyophili sierten Koll agene wurden als Stockldsungen in einer nominellen Kon-
zentration - bezogen auf die Liefermenge - von 5 odr 10mg/ml in 1% Essgsdure resuspendiert. Entgegen
der Spezfikation'add soluble' zeigte sich nadch Zentrifugation (30 min, 21000g, 4C) in einigen Proben ein
Prazpitat. Die Uberstande wurden mit BCA quantifiziert (‘Bichinoric add-Nadweis, Pierce); zur
Erstellung der Eichgerade diente dabei Kollagen | 'Vitrogen', das vom Hersteller durch Stickstoff-
bestimmung rach Kjeldahl quantifiziert und als derile, saure Losung (pH~2) geliefert wird. In desem
Praparat konnte Aggregation weitgehend ausgeschlossen werden, weil es nie eingefroren war.

0,55

=045

[

E y = 0,0029% + 0,2622

00,35 - R? = 0,9982

o

0,25 ‘ | ‘ | ‘ | ‘ | ‘ |

0 20 40 60 80 100

ug / ml Kollagen | (Vitrogen) in 1% HOAc

Abb. 9: Kollagenquantifizierung mit dem BCA-Nachweis. 300ul Detektionsldsung und 15ul Kollagen |
‘Vitrogen' (in 1% Essgséaure) wurden 25h bei 60°C inkuhbiert und ki 570rm phaometrisch ausgewertet. Gezeagt

sind die Mittelwerte von 3 Mel3werten, die errechnete Regressionsgerade und ihre Geradengleichung.
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Da die BCA-Re&tion nu im alkalischen Bereich funktioniert, wurde der Detektionslésung (Pierce) zur
Vermeidung eines pH-Abfalls durch die Essgsdure der Proben NaOH ad 5mM zugesetzt. Zur Protein-
Quantifizierung wurden 30Qul Detektionsdsung und 15l Kollagenlésung (50 und 10Qg/ml in 1%
Essigsaure) in Mikrotiterplatten bei 2,5h inkubiert (60°C) und bei 570nm gemessen.

In Abbildung 9ist die Eichgerade dargestellt, und Tabelle 1 zeigt die Gegenlberstellung cer nominalen
und reden Konzentration rach Quantifizierung mit BCA. Die unvdlstéandige Loslichkeit von Typ |
Kollagen aus Kélberhaut und humaner Placenta sowie Typ Il Kollagen aus Rindertrachea zégte sich bei
der Quantifizierung in den starken Abweichungen vom erwarteten (nominellen) zum gemessenen
Kollagengehalt (vgl. Tab. 1). Es blieb ungklart, welche unldslichen Bestandteile die Abweichungen

verursachten.

Tab. 1: Ergebnisse der Quantifizierung von lyophilisiertem, resolubilisiertem Kollagen.

Kollagen OD 570nm Konzentration (pg/ml) | Abweichung vom
nach Regression nominal | Nominalgehalt

Kollagen I, Rattenschwanz 0,416 53 50 + 6%
Kollagen |, humane Plazenta 0,363 34,6 50 - 30%
Kollagen Il, Rindernasenscheidewahd 0,413 52 50 + 4%
Kollagen Il, Rindertrachea 0,458 67,4 50 + 35%
Kollagen I, Kalberhaut 0,363 34,8 100 - 65%
Kollagen I, Rattenschwanz 0,571 106,4 100 + 6%
Kollagen |, humane Plazenta 0,468 71,1 100 - 30%
Kollagen Il, Rindernasenscheidewahd 0,553 100,4 100 +0

Kollagen Il, Rindertrachea 0,585 111,2 100 +11%

Die Konzentration X (pg/ml) der in 1% Esdgsaure verdiinrten Kollagene wurde anhand der OD nach BCA-
Nacdchweis mit der umgeformten Regressonformel (vgl. Abb. 9) mit X = (ODs7o - 0,2622 / 0,0029 errechnet. Alle

Werte sind das gerundete arithmetische Mittel von Dreifachbestimmungen.
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2.15 Messungen der Oberflachen Plasmon Resonanz

Wird pdarisiertes Licht auf eine diinre Goldschicht gelenkt, treten de dektromagnetischen Wellen bel
einer definierten Kombination von Einstrahlwinkel und Wellenldnge in Wedselwirkung mit den frei
beweglichen Elektronen der Goldoberflache und \ersetzen sie in Schwingungen (Plasmaschwingung e
Plasmonen). Das entstehende evaneszente Feld erstredkt sich auch in de Flissgkeit, mit der die Licht-
abgewandte Seite der Goldfolie in Kontakt steht. Unter dem Winkel, der zur Ausbildung as evaneszenten
Feldes fiihrt (Resonanzwinkel), wird eingestrahltes Licht absorbiert, bei allen Ukrigen Einstrahlwinkeln
herrscht dagegen Totareflexion. Die Anderung ds Brecungsindex' der Interphase Goldober-
flache/Flusdgkeit ist direkt propational zur Mass der Tellchen im evaneszenten Feld; daher duf¥ert sich
die Masszunahme bei Ligandenbindungin einer messharen Verdnderung des Resonanzwinkels (BlIAcore
Methods Manual, 1998; Gerthseiral., 1989).

Die Mesaungen der Oberflachen Plasmon Resonanz (Surface Plasmon Resonance, SFR) der COMP-
Koll agen-Interaktion wurden vonKrisztina Rosenberg (Lund, Schweden) auf einem BlAcore 2000System
durchgefihrt. Die Carboxymethyl-Dextran-Oberflachen eines CM5 Sensorchips wurden nach Vorschrift
von BlIAcore mit EDAC und NHS aktiviert und 170®RU (resonance units) Kollagen I, 120RU Kollagen
Il und 470RU Kollagen IX immohili siert; anschlieffend wurden de verbliebenen aktivierten Gruppen mit
Ethanodamin bockiert. Der vierte Kanal des Sensorchips wurde gleichartig aktiviert, aber ohre
Proteinkoppelung blockiert und diente als Leerwert, um Puffer-Matrix-Wechselwirkungen zu messen.

Eswurden 40ul COMP bei 5 verschiedenen Konzentrationen (5-80nM) in HBS (25mM HEPES, 150nM
NaCl, pH 7,4) mit 0,5mM Zn*" bei einer Flussate von 8Qul/min (iber die Oberflachen der vier Fluskanéle
des Sensorchips gepumpt. Die Daten wurden mit der BlAevaluation Software (Version 3.0 ausgewertet,
Messverte unter 10RU wurden dabel nicht beriicksichtigt. Die Anpasaung einer Bindungkurve an de
Messverte afolgte mit einem Langmuir-Modell, das eine 1:1-Stéchiometrie der COMP-Kollagen-
Interaktion beriicksichtigte. Die Datensédtze der Bindungeines COMP-Konstruktes bei unterschiedlichen
Konzentrationen an ein Kollagen wurden urterschiedlich ausgewertet: Entweder wurde mit der System-
eigenen Software die Gleichgewichts-Dissziationskonstante aus dem Verlauf aler Bindungkurven bei
den verschiedenen urtersuchten COMP-Konzentrationen gemeinsam berechnet (‘global fit"), oder die
Bindungdaten wurden fur jede COMP-Konzentration einzen bestimmt und s arithmetische Mittel
daraus gebildet ('local fit').
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2.16 Rotary shadowing und Elektronenmikroskopie von COMP

Makromolekile lassen sich nu in seltenen Féllen drekt elektronenmikroskopisch betradchten, meist sind
Farbungen mit Schwermetall salzen oder die rotary shadowing Tedhnik (Engel und Furthmayr, 1987 zur
Visuaisierung ndig. Bel der letztgenannten Methode werden Proteine auf eine ebene Oberfladhe (frisch
gespatenen Glimmer) gespriiht und getrocknet. Unter einem Winkel von 1215° wird anschlief3end von ar
Seite en Platin/Kohlenstoff- Partikelstrom auf die rotierende Probe gelenkt. Auf diese Wase entsteht eine
‘schattenartige’ Abbildung van Oberflachenrelief der Proteine; der Platingehalt madt diese 'Schatten’ im
Elektronenmikroskop sichtbar.

Fur die Analyse der Quartérstruktur (Abb. 20 wurde COMP in 0,15V Ammoniumformiat (pH 7,4) mit
0,5mM Zn®* Gberfiihrt, zur Untersuchung dr Kollagenbindung(Abb. 39 wurde COMP in Gegenwart von
0,5mM Zn*, C&" oder EDTA in 0,2M Ammoniumformiat (pH 7,4) mit Kollagen in equimolarem
Verhdltnis inkubiert (RT, 2h). Diese Lésung wurde mit 80% Glycerol im Verhdltnis 1:1 gemischt, sofort
auf Glimmer gespriht und 16him Vakuum getrocknet. Nach der anschliefRenden Platin/K ohlenstoff-
Beschattung wurden die Proben auf Probenhalter (Kupfernetze) tberfiihrt und im Elektronenmikroskop
phaographiert. Der Sprihvargang, de Beschattung und @ Elektronenmikroskopie wurden freundicher-

weise von Patric Nitsche, Koln, durchgefthrt.

2.17 Gleichgewichtsdialyse

Die Gleichgewichtsdidyse wurde in Mikrodialysekammern (Membrapure, Heppenheim) bel
Raumtemperatur durchgefuihrt. In der linken Dialysekammer wurden 150pl der T3-Konstrukte (10uM) in
TBS vorgelegt, in de rechte, durch eine Dialysemembran (Ausschlusgrenze 4 kDa) abgetrennte Kammer
150 pl TBS mit 2 mM CaCl, und 0,17uCi “*Ca®* (Amersham Pharmada Biotech). Nach Einstellung des
Gleichgewichts (16 h) wurden aus beiden Kammern fiinfmal je 10ul entnommen, mit je 1 ml Szintill ations-
flisdgkeit versetzt undin einem Flusdgszintill ationszéhler (Wallacl409, Turku) gezélt. Die Anzahl B an

gebundenen Calciumionen pro Proteinmolekil wurde errechnet nach:

B= (CPMinke kammer- CPMechte Kammer X [Cazj ! ((cpMinke kammert CPMechte kammar X [Protein]).

[C&®*] und [Protein] bezeichnen hier die Stoffmenge (in mol) an Calcium bzw. Protein im System.
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3. Ergebnisse
3.1 Klonierung der COMP cDNA Konstrukte

Mit dem rekombinant exprimierten COMP sollten Struktur und Funktion des Proteins swie die Aus-
wirkungen von Mutationen analysiert werden. Die Doméanen-Grenzen von COMP sind richt alle @ndeutig
definiert: Es existieren derzeit keine genauen Vorstellungen von der Sekunddr- und Tertiarstruktur der Typ
3 Motive und cer caboxyterminalen TC-Doméne. Im erstgenannten Bereich existieren 17,im terminaen
Globuus zwei Cysteine, deren theoretische Kombination zu Disulfidbriicken eine grof¥e Zahl von Struk-
turen zuldsgd. Aus diesem Grund war nicht vorherzusagen, ob de Proteine mit den gewahlten
Doménengrenzen rekombinant exprimiert wirden; insbesondere galt dies fur das erste Typ 3 Motiv, das
dem postulierten Sequenzkonsensus (Lawler und Hynes, 1986 Misenheimer und Mosher, 1995 nu
unvdlkommen entspricht. Daher sollten neben dem pentameren rCOMP und der als T3 bezeachneten
isolierten Typ 3 Doméane aich de folgenden Proteine rekombinant exprimiert werden: Die monamere
Untereinheit ohre Pentamerisierungsdoméane (mCOMP), die Typ 3 Doméane in Kombination mit der
vierten EGF-Doméne (EGF-T3) und die Sequenz des zweiten bis achten Typ 3 Motivs (ABb/X)J.

Nacdchdem sich gezegt hatte, dal3 dese Proteine dle in ausreichender Menge aus dem Zell kulturiberstand
aufgereinigt werden konrten (s.u.), sollten de Mutationen D361Y, D469\ und D475N in vitro in de
cDNA eingefiihrt und im Kontext des Volléngeproteins wie ds isolierte Typ 3 Doméne exprimiert
werden. Beim Menschen wurden die genannten Mutationen in vivo nadhgewiesen: Die Punktmutation
D361Y im vierten Typ 3 Motiv fand man bei Individuen mit Multipler Epiphysérer Dysplasie (MED)
(LougHin et al., 1998, die Mutation D475\ (Deee et al., 199§ im siebten Typ 3 Motiv wurde bel
Patienten mit Pseudoachondoplasie (PSACH) entded<t; die Deletion D469 (Deae et al., 1998 Ferguson
et al., 1997 Hedt et al., 1995 Ikegawa et al., 1998 LougHin et al., 1999, ebenfalls im siebten Typ 3
Motiv, konrte bei etwa @nem Drittel aller untersuchten Patienten mit PSACH identifiziert werden. Die
Mutation D475N wurde exprimiert, aber bisher nicht weiter analysiert.

In dieser Arbeit werden die verschiedenen rekombinanten Konstrukte des Ratten-COMP
ungeachtet ihrer wirklichen Lange enheitlich gezihlt. Da sich die Positionen der publizierten
PSACH- und MED-Mutationen auf humanes COMP bezehen, dient dessn Sequenz als Referenz
fur die Zahlweise und Bezechnung von Aminosaurepositionen. Das humane COMP umfasd zwel
Aminosduren mehr als Ratten-COMP: Das Signalpeptid ist einen Peptidrest langer und dem
Verbindungsgick zwischen Oligomerisierungs- und erster EGF-Doméne lasgd sich aufgrund von
Homologievergleichen eine weitere 'zusatzliche’ Aminosiure zuordnen. Wenn es nicht ausdr ticklich
anders erwahnt ist, werden in dieser Arbeit die Positionen im Ratten-COMP also entsprechend ihrer

homologen Position in der Primarsequenz des humanen COMPs angegeben!
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CC EGF EGF* EGF* EGF Typ 3 Motive TC

|

D361Y D469A

Q EGF-T3

T3

T3-7x

Abb. 10: Doméanenstruktur von rekombinant exprimiertem COMP. Das Vollangekonstrukt rCOMP entspricht
dem pentameren Wildtyp. Die in vitro eingefihrten Mutationen D361Y (4. Typ 3 Motiv) und D469A (7. Typ 3
Motiv) sind eingezéchnet, die Mutation D475N ist 5 Peptidreste caboxytermina der Deletion lokalisiert und richt
markiert. CC = Pentamerisierungs-Doméne (‘coiled coil’); EGF = EGF-Doméne; EGF* = Ca’*-bindende EGF-

Domane; TC = carboxyterminale, globulare Doméne, die nur in den Thrombospondinen vorkommt.

3.1.1 Klonierung der cDNA von Wildtyp COMP

In der Polymerase-K ettenrektion (PCR) wurden mit entsprechenden Oligonukeotiden cDNA-Fragmente
synthetisiert, deren 5-Ende éne Nhel- und deren 3-Ende é@ne Notl- Erkennungssequenz aufwiesen; der
3-Primer enthielt zusétzlich ein amber Stopcodon. Die PCR-Produkte wurden ungerichtet in das Plasmid
pUC18 (Hincll) kloniert, mit Restriktionsenzymen analysiert und sequenziert. Die gewinschte dNA
wurden im Leseraster hinter dem BM-40-Signalpeptid in den Expressonsvektor pCEP-Pu (Kohfeldt et al.,
1997)eingefigt (Nhel/Notl) und die flankierenden Bereiche nochmals sequenziert.

Mehrere Abweichungen (vgl. Anhang: 7.2) von der pubdizierten Sequenz (Oldberg et al., 1992 wurden
festgestellt (Zugriffsnummer von Ratten COMP: Protein P35444 undcDNA X72914. Die DNA kodiert
in der Pentamerisierungsdomane die Aminosduren (AS) Q53-Q54 in urreifem Ratten-COMP (entspricht
Q38-Q39 in rCOMP) statt der verdffentlichten H53-R54; die Sequenzierung ces originalen cDNA-Klons
(von A. Oldberg erhalten) bestétigte die vorgefundene Sequenz Q53-Q54, somit handelte es sch also nicht
um eine neu erworbene Mutation, de aus der PCR resultierte. Unterstiitzt wurde dies durch die Arbeit von
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Efimov, der zum gleichen Ergebnis kam (Efimov et al., 1999, und duch de Tatsadhe, dald sich in der
homologen Position in hunanem COMP und in Thrombaospondn 4 (TSP 4) von Mensch, Ratte und
Kralenfrosch ebenfalls zwei GIn befinden (vgl. Anhang: 7.3). Zwei AS vor dem ersten Cys der ersten
EGF-Domaéne, befindet sich statt Ala (wie puliziert) ein Pro (P97 in urreifem Ratten-COMP; entspricht
P72 in rCOMP), das sch auch in Maus-=COMP und Krallenfrosch-TSP4 in deser Position findet. Eine
stille Mutation oder ein Publikationsfehler betraf ein Serin (S337 in urreifem Ratten-COMP; entspricht
S322in rCOMP), das von TCG und richt von TCC kodiert wird. Im zweiten Typ 3 Motiv befindet sich
nicht wie puliziert ein Gly, sondern ein Arg in Position 305 @s unreifen Ratten-COMP (entspricht R290
in rCOMP); auch deser Unterschied lief3 sich nach Sequenzierung des Originalklons und duch
Sequenzvergleiche (Mensch: TSP1, TSP2, TSP3, TSP4, COMP; Maus. TSP1, TSP2, TSP3, COMP;
Ratte: TSP 4; Krallenfrosch: TSP 1) eindeutig als Publikationsfehler identifizieren.

Die dNA von rCOMP wies eine PCR-generierte Transition auf (T>C), die aum Austausch des zweiten
Cysin der 4. EGF-Doméne au Arg fuhrte (C235in urreifem Ratten-COMP bzw. C220in rCOMP). Durch
Umklonierung eines 510bp gofRen cDNA Fragments (Apal/BstBl) der korrekten Sequenz wurde die
unerwinschte Mutation in rCOMP beseitigt.

3.1.2 Einfuhrung der Mutationen D361Y und D46 in die Wildtyp cDNA

Die Mutagenese der COMP cDNA erfolgte mit OligonuKeotiden, welche die mutierte Sequenz in Form
einiger nichtkomplementérer Nukleotide enthielten; im selben Bereich wurden durch stille Mutationen
neue Restriktionsenzymschnittstellen zur Identifikation der rekombinanten Klone ezeugt: Die Mutagenese
D361y schuf eine neue Bst1107 (=Snal)-Erkennungsequenz, bei D46 war es eine neue Sphl-
Schnittstelle, und im Fall von D475N eine zusatzliche Kpnl-Sequenz.

In allen Fallen wurde die T3 cDNA gezelt mutiert, in pUC18 (Hincll) oder pCR2.1 (T/A-Uberhange)
kloniert, analysiert und sequenziert. Diese Klone umfasgden nu die Sequenz der Typ 3 Doméne mit der
jeweili gen eingefiihrten Mutation underhielten analog zum Konstrukt T3 (Wil dtyp) die BezechnungT3-
D361Y, T3-D46A und T3-D475N. Ein 560bp gofes Fragment (Clal/BstBl) enthielt die Mutation und
wurde gegen de entsprechende Sequenz der rCOMP cDNA ausgetauscht; damit war die Sequenz der
Volléange-cDNA in erwilinschter Weise geéndert. Die Verifizierung der Sequenzen und de Umklonierung

in den Expressionsvektor pCEP-Pu erfolgte analog zu den Wildtyp Konstrukten.

3.2 Eukaryotische Expression der COMP-Konstrukte

Zur rekombinanten Expresson wurden 293EBNA Zellen (5x10F) mit 3ug DNA durch Elektroparation
transfiziert, ausplattiert und rach 48hmit Puromycin selektioniert; die Selektion war nach etwa 14 Tagen
beendet. Konfluente Zellen wurden in serumfreiem Medium weiter kultiviert, der Uberstand jeden zweiten
Tag geerntet und mittels SDS-PAGE analysiert.
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Es zagte sich, da3 ale Proteine exprimiert und ins Zellkulturmedium sezeniert wurden. Abb. 11zegt
bei spielhaft einige serumfreie Uberstande nach SDS-PAGE und Coomasse-Farbung.Das Fragment T3-7x
wurde schwadher exprimiert (Daten nicht gezegt); nach SDS-PAGE lieffen sich T3 und T3-7x im
Vergleich zu rCOMP und mCOMP weniger intensiv mit Coomasse anférben; allgemein wird des haufig

bei sehr sauren Proteinen beobachtet.

D361Y  D469A DA7SN T3-D469A | Abb. 11: Uberstande COM P-sekretierender 293-EBNA Zellen.
i N i N — N -« N
S5 o 5 % % % % | Zelkulturtberstand (je 35ul) von COMP-transfizierten 293EBNA
EOD(? Zéllen nach dem ersten (SFL) bzw. zweiten (SF2) Mediumwechsel
mit serumfreiem Medium wurden auf einem reduzierenden 126
1;?: N . .- SDS-PAGE aufgetrennt. Trotz Waschen des Zellrasens vor der
ersten Zugabe von FCS-freiem Zellkultur-Medium verbleibt in SFL
67 - — - -— noch eine deutliche Kontamination, erkennbar an der prominenten
BSA-Bande (67 kDa). Coomassie-Farbung.
-
39 -

3.3 Aufreinigung der oligomeren COMP Proteine
Stell vertretend fur die oligomeren COMP Roteine ist hier die Aufreinigung vonrCOMP beschrieben; die

mutierten digomeren Proteine wurden deichartig aufgereinigt. Im ersten Schritt diente @n grobkérniger
Anionentauscher (Q Sepharose FastFlow) zur Konzentration cer Proteine aus dem Uberstand. Die Eluate
der lonenaustausch-Chromatographie wurden anschlief3end einer Gelfiltration (GF) auf Sepharose CL-6B
unterworfen, um Proteinkontaminationen und Salze zu entfernen.

Wie in Abb. 12 gezegt wird, eluierte rCOMP nicht bei einer definierten Salzkonzentration, sondern
‘schmierte’ Uber einen weiten Bereich. Die vereinigten Fraktionen wurden auf Sepharose CL-6B einer
Gelfiltration urterworfen; eine SDS-PAGE der GF-Fraktionen zegt Abb. 13 Unter nichtreduzierenden
Bedingungen zeigten sich drei Hauptbanden bel 500, 400 und 300xa, sowie Nebenbanden bei 200 und
80-100 KDa, die mit dem payklonalen Kaninchen-Antikorper gegen bovines COMP (a-COMP pAb)
reaggierten (Daten nicht gezegt). Die 500 KDa Bande repréasentierte das Pentamer und de Banden mit
geringerem apparenten Molekulargewicht (MW,,,) entsprachen Pseudo-Tetramer, -Trimer, -Dimer und -
Monamer; die Entstehung deser Pseuddormen (\W-mere) wird ausfuhrlich urter Kapitel 3.6 erlautert. In
Abb. 13l&sg sich zusétzlich eine unscharfe Bande ekennen (MWg,, deutlich Gber 500 KDa), die in der

Geffiltration Uber einen weiten Bereich (Fraktionen 45-54) eluierte und deren Identitat nicht geklart wurde.
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Die Endreinigungzur Entfernung cér hochmolekularen Kontaminationen undKonzentration der Proteine
erfolgte durch lonenaustausch-Chromatographie auf hochauflésender Anionentauschermatrix (Resource Q
und Mono Q); diese Eluate wurden gegebenenfals rediromatographiert (Abb. 14 und duch
Anionenaustausch-Chromatographie (HiTrap Q) korzentriert. Die gereinigten Proteine wurden mit
Sephadex G25 (PD-10 Saule) in Tris-HCI, pH 7,4, umgepuffert.

V 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 43 45
5 kDa
mer s = e
¥-4m er— (S —-=SSEERSET T rr e ——
Y-3mer— el S ———— -
Y-2mer— i
Imer/CC5_
97 kDa -
W-Imer— BB - 97
67 kDa -
43 kDa - - 67
30kDa-____ - 43
—— . B i l_‘-_--'-_'"_ =Y e - 30
[NaCl] (M) 0,3 0,35 04 0,45 05 055 06 07 08 09 1

Abb. 12: Erste Anionenaustausch-Chromatographie von rCOM P-haltigem, serumfreiem Zellkulturiiberstand
auf Q-Sepharose FastFlow. Oben: Aliquas (15ul) der Eluate wurden nichtreduzierend duch 3-15% SDS-PAGE
separiert und Coomasse-geféarbt. Die Position der Markerproteine undihr Molekulargewicht ist angegeben; links snd
die Banden der Pseudooligometiéihere) markiert (siehe 3.6). Unten: Angabe der NaCl-Kamnagon im Eluat.
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Abb. 13 Géelfiltration der |onenaustauscher-Eluate von rCOMP mit Sepharose CL-6B. Oben: 35ul jeder 15ml-
Fraktion wurde nichtreduzierend duch 3-15% SDS-PAGE aufgetrennt; Coomasse-Farbung V = Vor Auftrag auf die
Saule; M = Molekulargewichtsdandard; die Position der Pseudodigomere (W-mere, vgl. 3.6) ist rechts eingeze chnet.

Unten: Chromatogramm der Gelfiltration, das Ausschlussvolureed olume, Vo) ist markiert.
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Die oligomeren Proteine konnten nu als Gemisch urterschiedlicher Oligomere isoliert werden (s.u.), die
chromatographisch nicht restlos voneinander trennbar waren (Abb. 13,Abb. 14. Aus 1,9 Zellkultur-
Uberstand wurde in 11lonenaustausch-Chromatographien und 3Gelfiltrationsschritten etwa 1,1 mg Penta-
/Tetramer-Gemisch isoliert. Die Ausbeute betrug kel oligomerem COMP 0,51 mg/l und kei den T3-
Konstrukten 12-14mg/l (gereinigtes Protein/Volumen Zellkulturiiberstand). Insgesamt wurden 2,53,39

Zellkulturtiberstand von jedem Konstrukt aufgereinigt.

vV F M 2 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 26 Fraktion: 6 8 10 12 14 16 18
= | o
- » - P— - ? | | |
500 - 92 —3 13-4 S |
i —
|
=
J'Sl _' ‘ = == -
97 - - {ﬁ\ ‘
iEEEee
67 - -_— | — | = |
43- - A —
- I | |

Abb. 14: Zweite Anionenaustauschchromatographie von rCOMP: Fraktionen nach Gelfiltration wurden auf
Resource Q aufgetrennt. Links: 3-15% nichtreduzierendes SDS-PAGE, Coomasse-Farbung redits. Zugehdriges
Chromatogramm. Die Fraktionen 89 wurden aufgrund s hohen Gehdts an W-Trimeren urter gleichen

Bedingungen rechroaographiert.

3.4 Aufreinigung der monomeren Fragmente EGF-T3, T3 und T3-7x

Die Aufreinigung dr monameren, Keinen Fragmente EGF-T3, T3 und T3-7x folgte prinzipiell dem
gleichen Schema wie die Oligomer-Isolation: lonenaustausch-Chromatographie zur Konzentration -
Gdlfiltration zur Abtrennung vonKontaminationen - lonenaustausch-Chromatographie aur Konzentration

und Endreinigung. Beispielhatft ist hier die Aufreinigung der Mutante T3-D361Y gezeigt.

MW 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 Fraktion 21-33 eluieren bei 0,25-0,45 M NaCl
kDa ! ' .~ e H . ' - R {sf.\:m‘:‘\\
g “LEE /
67 w— :
CY =
43 -  —
A
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0 — e Fet
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Abb. 15: lonenaustauschchromatographie #1 van T3-D361Y mit Q-Sepharose FF. Links: nichtreduzierendes
15% SDS-PAGE, Coomassie-Farbung. MW = Molekulargewichtsstandard; rechts: zugehériges Chromatog!

-47 - Ergebnisse




37 39 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 52 37 39 41 43 45 47 49
kDa . e i o ?_'-'.T. — e ¥
97 - e =

67 ]

43 -

30- = '..“ . -

20 -

14 -

Abb. 16: Gdfiltration von T3-D361Y auf Sephadex G75 (F25-30 der ersten lonenaustauschchromatographie). Die
Fraktionsnummern sind Uker dem Photo der nichtreduzierenden 15% SDS-PAGE (links, nach Coomasde-Farbung
und dem zugehdrigen Chromatogramm der Gelfiltration (rechts) angegeben. Die Fraktionen 3739 unfasen das

Ausschluss-Volumen.

Das Fragment T3-D361Y eluierte relativ scharf bei 0,3-0,35M NaCl von der Q-Sepharose FF (Abb. 15
undliefd sich in der anschlief3enden Gelfiltration mit Sephadex G75 (Abb. 1§ ohre Schwierigkeiten von
hohermolekularen Bestandteilen abtrennen. Das Protein T3-7x wurde durch lonenaustausch-Chromato-
graphie von 50ml Zellkulturiberstand auf einer HiTrap Q-Sdule aifgetrennt und als semi-saubere
Préparation isoliert; da T3-7x fur die weitere Arbeit nicht von Bedeutungwar, wird auf die Dokumentation
dieser Aufreinigung verzichtet.

3.5 Apparentes Molekulargewicht der COMP-Proteine bei SDS-PAGE

Gemessen an den Markerproteinen (MW-Standards) entsprach das apparente Molekulargewicht (MW g)
der COMP-Konstrukte in der SDS-PAGE (Abb. 17 nur grob cer in silico mit 'PROTPARAM' aus der
Primérsequenz berechneten Masse; vermutlich binden stark saure Proteine weniger SDS und zegen
deshalb in der SDS-PAGE ein héheres MWals bei Ultrazentrifugation oder Massenspektrometrie.

Die COMP-Konstrukte und MW-Marker verhielten sich in der SDS-PAGE bei verschiedenen
Polyaaylamid- (PAA-) Konzentrationen ureinheitli ch: Das reduzierte W-Monamer D46 (vgl. 3.6,Abb.
18) besal’ in 6 PAA ein goleres, in 18% PAA ein niedrigeres MWy, als Phosphaylase b (97 kDa-
Bande des MW-Markers). Die angegebenen apparenten Molekulargewichte (Tab. 2) sind daher nur eine
Abschétzung, de sich aus den bevorzugt eingesetzten Elektrophaesebedingungen ergab: 10%, 3-10%, 4-
12% & 3-15% PAA bei den Oligomeren; 10% & 12% PAA bei mCOMP; 12% & 15% PAA bel EGF-T3,
T3 undT3-7x. Die Reduktion cer Disulfidbriicken erhohte das MW 5, von mCOMP und cer W-Monamere
(Tab. 2), was auf eine Kompaktierung der Protein-Struktur durch Disulfid-Bricken hinweist; angesichts
der 43 Cysteine in mCOMP bzw. in den Pseudo-Monomeren lberrascht dies auch nicht.
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Abb. 17: SDS-PAGE der rekombinant exprimierten COMP Proteine nach Aufreinigung. Es wurden jeweil s
15-2 pg Protein aufgetragen und ds Ge anschliefend Coomasde-geféarbt; links: 4-15% SDS-PAGE,
nichtreduzierend; Mitte: 12% SDS-PAGE, reduzierend; rechts: 15% SDS-PAGE, reduzierend.

Tab. 2: Theoretische und apparente Molekulargewichte von rekombinantem COMP

Aminosauren theoretisches MW| apparentes MW | apparentes MW
Protein (Anzahl) der Primarsequenz in der SDS-PAGE| in der SDS-PAGE
(kDa) -SH (kDa) +SH (kDa)
rCOMP: Monomerkette 740 81,1 1 110
Pentamer 3700 405,3 500 I
Y-Monomere 680 74,5 80 105
W-Monomere mit CC%? | 980 (740+240) | 107,5 (81,1+26,4) 110 110 (+ 5kDa-Bande)
ccs® 300 33,1 22 I/
CcC 60 6,6 1 5
mCOMP 671 73,5 80 105
EGF-T3 302 32,6 35 45
T3 261 28,3 30 40
T3-7x 235 25,3 25 35

Das apparente MW der COMP-Mutanten urterschied sich nicht, das theoretischen MW vernachldssgbar vom Wil dtyp.
Alle Werte beziehen sich auf das reife Protein ohne Signalpeptid; Glycosylierungen blieben unbericksichtigt.
@) Bei proteolytischer Spaltung des pentameren rCOMP werden pentamere Oli gomerisierungsdoméanen (CC5) und
Pseudo-Monamere ohre Oligomerisierungsdomane freigesetzt (vgl. 3.6); in geringem Umfang Heibt vom urspring
lichen Pentamer nach Freisetzung von 4W-Monameren eine intakte Polypeptidkette aurtick, die Gber ihre Oligo-

merisierungsdoméane noch unverandert mit 4 weiteren Oligomerisierungsdoméanen assoziierijst (¥0MkDa).
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3.6 Proteinsequenzerung der rekombinant exprimierten Proteine:

Die Oligomere werden proteolytisch abgebaut

Die Sekretion der COMP-Fragmente nach Transfektion spricht dafir, da3 de Proteine die Kontroll-
medanismen des endofdasmatischen Retikulums passeren konrten, also korrekt gefaltet und dycosyliert
wurden. Die aninoterminale Sequenzierung dr rekombinanten Wildtyp Proteine egab folgende

Sequenzen: rCOMP HN -APLAQGQIPL..
mCOMP H:N"-APLACAPGSCF..
EGF-T3 HN -APLAHFCPDG..
T3 H:N"-APLARDTDLDG...
T3-7x H:N"-APLATVPNSG..

Die Expresgon as Fusionsprotein mit dem BM-40 Signalpeptid hette aur Folge, dal3 rach Abspaltung des
Signalpeptids die rekombinant exprimierten Proteine mit der Sequenz HsN'™-A P L A... beginnen; dies

wurde durch die Sequenzierung der 10 aminoterminalen Peptidreste bestatigt.

Im Kulturtiberstand von Zellen, de oligomeres COMP sekretierten, fand sich immer ein Gemisch ver-
schiedener Banden, de mit dem a-COMP pAb reagierten (vgl. 3.3 und 3.5 die 500 kDa-Bande schien in
Gegenwart von fotalem Kéberserum im Zellkulturmedium relativ zu den kleineren Banden intensiver zu
sein. Dieslafdt sichim Fall von D475\ und D469 anhand der Doppelbande bei 110 KDaim reduzierenden
SDS-PAGE von Zdlkulturiibersténden (Abb. 11 nachvallziehen: Nach erstmaliger serumfreier Kultur
(SF1) enthielt der Uberstand nach deutlich FCS-Kontaminationen (erkennbar: die 67 kDa-Bande vom
Serumalbumin), und de obere Bande des Duplets war relativ gesehen etwas dérker, asin den FCS-freien
SF2-Aliquots.

Unter reduzierenden Bedingungen zeigten rCOMP und rCOMP W-Monamere bzw. D469\ und D46A
WY-Monamere in der SDS-PAGE einen geringen, aber deutlichen Unterschied im apparenten Molekular-
gewicht (Abb. 18,links). Umgekehrt wurde bei 22 kDa @ne Bande in der nichtreduzierenden SDS-PAGE
von W-Monamer-reichen Nebenfraktionen der COMP-Aufreinigung keobadtet (Abb. 18,rechts), deren
MW, ungefahr der erwarteten Grofe der abgetrennten, pentameren Oligomerisierungsdoméne ensprach
(Tab. 2. Bel Reduktion zerfiel dieses Fragment in ~5 kDa grol¥e Bruchstlicke, was grob dem MW der
monomeren Oligonresierungsdoméane CC (60 AS) entsprighibb. 18, rechts; Tab. 2)

Die aminoterminale Ansequenzierung der rCOMP W-Monamere egab statt der erwarteten Sequenz
HsN*-APLAQGQIP... uiberraschend folgendes Ergebnis:

rCOMP W-Monomere HN -ARTPGLSV..

Diese Sequenz beginnt drei AS hinter der Oligomerisierungsdomane bzw. 13 AS vor der ersten EGF-
Domaéne, in einem vermutlich ungefalteten, flexiblen Verbindungsgiick. Die intermolekularen Cystine, die
die Superhelix der Oligomerisierungsdomane mal3gebli ch stabili sieren, liegen funf und acht Peptidreste vor

dem N-Terminus de¥-Monomere.

Ergebnisse -50-




Da die Oligomerisierung von COMP vermutlich wie bei Thrombospondn-1 cotrandational im ER
stattfindet (Kuznetsov et al., 1997, stellen de W-Monamere bzw. W-Oligomere das Ergebnis einer
proteolytischen Aktivitét dar, die avischen Oligomerisierungsdoméne und dr ersten EGF-Doméne das
Peptidriickrat auftrennt. Aus dem pentameren, 'Blumenstrauf3-formigen’ COMP (Morgelin et al., 1999
wird proteolytisch ein monamerer 'Arm’ freigesetzt, der aus den EGF-Domanen, den Typ 3 Mativen und
der TC Doméne besteht. Bis auf ihre ausétzlichen 13 Aminosduren am N-Terminus gimmen de Y-
Monamere mit mCOMP (berein (wenn man vom klonierungsbedingten HsN*™-A-P-L-A bei mCOMP
einmal absieht).

Damit erklart sich auch das Auftreten der 400 kKDa, 300 KDaund 200 a-Banden bei nichtreduzierender
SDS-PAGE (vgl. Abb. 1214): Die W-Oligomere représentieren den Komplex aus pentamerer, Disulfid-
stabili sierter Oligomerisierungsdoméne und ver, drei oder zwel 'Armen’ dar (jewells aus vier EGF-, der
Typ 3 undTC-Domaéne bestehend); die W-Monamere bestehen aus einer intakten Untereinheit, die noch

Uber eine pentamere Oligoms&drungsdomane verflgt.
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Abb. 18 SDS-PAGE der verschiedenen Oligomerisierungsformen von rCOMP und D46A. In der Zellkultur
erfolgt proteolytischer Abbau von pentamerem COMP zu Pseudo-Oligomeren. Links: Reduziert (+SH) wandern de
isoli erten Pseudo-Monamere (W-Monamere) ‘'monan. D462A" und 'monam. rCOMP' mit einem MW, von 105 Da
und de Pentamere D462A undrCOMP mit 110 KDa. Mitte: nichtreduziert (-SH) betrégt das MW 4, der W-Monamere
85 kDa und s der Pentamere 500 KDa (W-Tetramere in der Pentamerpraparation: 400 kKDa). Redits. Die W-
Monamere (monan. D469N) sind mit pentameren Oligomerisierungsdoménen (CC5, 22 kDa) kontaminiert, die bel
Reduktion in monamere Oligomerisierungsdomanen (CC, 5 kDa) zafallen. Coomasde-Farbung links und Mitte;
7%ige SDS-PAGE, rechts: 16%ige SDS-PAGE.
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3.7 Glycosylierung von rekombinantem COMP

Extrazdl ulére Proteine werden fast ausnahmslos im ER und Golgi-Apparat glycosyliert. Bei humanem
COMP wurde die Glycosylierung vonN101 undN722, aber nicht von N124 rachgewiesen; auch O-
Glycosylierung fehlte (Hedbam et al., 1992 Zaia et al., 1997. Auf den Konsensus der N-Glycosylierung
(N-X-T/S) der nichtbenutzten N124-Glycosylierungsdelle folgt ein Prolin; fur andere Proteine wurde
gezeigt, dal3 ein Prolin hinter dem Konsensus die Glycosylierung verhi@derl und von Heijne, 1990)

Es sllite Uberprift werden, ob de rekombinanten Proteine ebenfalls Zuckerstrukturen tragen. Daau
wurden de Proteine nach SDS-PAGE auf Nitrozelulosemembran transferiert, die vorhandenen viscinalen
Diole der Zucker mit Perjodséure oxidiert und anschlief3end hiotinyliert. Das Biotinderivat wurde in einer
Chemdumineszenz-Reaktion nachgewiesen.

In Abb. 19ist gezegt, dald sich bei rekombinantem und aus bovinem Knorpel extrahiertem COMP eine
Glycosylierung racdhweisen l&asg. In der SDS-PAGE wanderte tCOMP mit htherem MW, als die rekom-
binanten Ratten-Proteine; da nur kurze Bereiche der Sequenz von bovnem COMP bekannt sind, lief3 sich
nicht kldren, ob Unterschiede in der Glycosylierung odr in der Primérsequenz der Grund waren. Als
Negativkontroll e dienten de Markerproteine und das Glykoprotein Laminin-1 stellte e@ne Positivkontrolle

dar.

116 -
97 -

3
-
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Abb. 19: Nachweis der Glycosylierung von rekombinantem COMP. Lam-1 (aus Gewebe isoliertes Laminin-1),
tCOMP, rCOMP, D361Y und D469 wurden duch SDS-PAGE (10% PAA, reduzierend) aufgetrennt und auf
Nitrozdlulose transferiert. Die Sacdaride wurden oxdiert, biotinyliert und in einer Chemolumineszenzregtion
nachgewiesen. Die al- (400 KDa), f1- und yl-Ketten (beide >200kDa) von Laminin-1 dienten a's Positivkontroll e.

Links: Ponceau S-gefarbte Nitrozellulosemembran; rechts: exponierter Réntgenfilm.
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Abb. 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach rotary shadowing von rCOMP, D361Y und D469\. Die
Proteine wurden in 0,15M Ammoniumformiat, pH 7,4, mit 0,5mM ZnCl, umgepuffert, dann 11 mit Glycerol (ad 40%)

versetzt, sofort auf Glimmer gespriht und mit Kohlenstoff/Platin beschichtet.

Oben, groRes PhotorCOMP; Uberblick tiber einen reprasentativen Ausschnitt; der Balken entspricht 100nm

Unten: AusschnittsvergrofRerungen von rCOMP, obere Reihe; D361Y, Mitte;/M4den; (Balken: 25nm).
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3.8 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des rekombinanten COMP

Die Quartarstruktur von rekombinantem COMP wurde dektronenmikroskopisch nach rotary shadowing
(Engel und Furthmayr, 1987 untersucht. Die Aufnahmen (Abb. 20 zegen pentamere Strukturen, de dem
beschriebenen ‘BlumenstraulFartigen’ Erscheinungsbild entsprechen (Morgelin et al., 1993: Funf peri-
phere, runde Strukturen reprasentieren de globuéren TC-Domanen. Sie werden durch einen stabférmigen
Bereich, der den vier EGF- und der Typ 3 Doméne entspricht, mit einer zentral gelegenen, zylindrisch bis
rechteckig erscheinenden Struktur verbuncden, welche die aminoterminale Oligomerisierungsdoméane

reprasentiert. Die Aufnahmen von rCOMP, D361Y und IM88igten den gleichen strukturellen Aufbau.

3.9 UV-Spektroskopie zur Quantifizierung der Proteinlésungen

Der molare Extinktionskoeffizient bei 280rm (g,50) eines denaturierten Proteins in 6M Guanidin-HCl,
20mM Phaosphat, pH 6,5 &1}t sich aus dem Gehalt an Tyrosin, Tryptophan undCystin berechnen; oft sind
die exs0-Werte unter nicht-denaturierenden und anaturierenden Bedingungen anndhernd deich (Gill und
von Hippel, 1989 Paceet al., 1995. Die Extinktionen urter nicht-denaturierenden und aknaturierenden
Bedingungen wurden verglichen, um die Anwendberkeit desin silico berechneten Extinktionskoeffizienten
€280 zUr Quantifizierung richtdenaturierten Proteins zu priifen. Die theoretischen Werte gelten fur oxidierte
Cysteine, die ds 'halbe’ Cystine in Disulfidbriicken vorliegen; bei 45 Cysteinen in den Vollénge- und 17in
den T3-Konstrukten ist dies bei Mono- oder Pentameren genaugenommen ureuldssg. Da die Cystine aur
Gesamabsorption nur geringfligig beitragen, wurde dieser Fehler bei der ianthg vernachlassigt.

0,1 A 0,04 B 0,2 C
— T3 — rCOMP — mCOMP
c N - T3/Gu "\ - 1COMPIGU mCOMP/Gu
ks} .
*é‘_ \
$0,05 \ 0,02 - 0,11
o] \
< \
0 - - 0 - - = 0 - -
280 300 320 280 300 320 280 300 320

Wellenlange (nm)
Abb. 21: UV-Spektren von COMP in nichtdenaturierenden Puffern und in 6M Guanidin-HCI (Gu-HCl). Die
Spektren vonT3 in 20nM Phosphat (A), rCOMP in TBS pH 7,4 (B) und mCOMP in 5mM Tris-HCL, pH 7,4, (C)
(durchgezogene Linie) unterscheiden sich von den entsprechenden Spektren in 8M Gu-HCI (gestrichelte Linie) nur
geringfigig. In Guanidin zegte das T3-Spektrum eine leichte Rot-Verschiebung undsowohl rCOMP, as auch

mMCOMP eine geringe Blau-Verschiebung.
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Die Absorption vonT3 wurde in 6M Gu-HCl undin 20mM Phaosphat pH 6,5 (Abb. 21A4), vonrCOMP in
TBS (Abb. 2B) oder von mCOMP in 5mM TrissHCL, pH 7,4 (Abb. 21C) aufgezachnet. Nichtdenaturier-
tes T3 zegte @ne 1,8% geringere, rCOMP eine 2,6% hoéhere und mCOMP eine 1% geringere Absorption
als das entsprechende Protein in 6M Gu-HCI (Prozentwerte bezogen auf die in silico berechneten Werte).
Die genannten Abweichungen liegen im Bereich der abgeschétzten Pipettierfehler, weshalb de mit
PROTPARAM berechneten Extinktionskoeffizienten (Tab. 3) den weiteren Quantifizierungen zugrunde-
gelegt wurden.

Tab. 3: Extinktionskoeffizienten des rekombinanten COMP

Aminosaurer] Anzahl von: theor. MW der | mol. Extinktionskoeff
rekombinantes Protein (Anzahl) Trp/ Tyr/ Cys | Primarsequenz €280 (NP mol™)
(kDa) insilico | gemesser
rCOMP / D46% 740 / 739 | 10/ 11 / 45| 81,07 / 80,95 73620 75590
rCOMP / D46%@: W-Monom. | 680 / 679 | 10 / 11 / 43| 74,46 | 74,35| 73500 I
D361Y 740 10 / 12 / 45 81,11 74900 I
D361Y:WY-Monomer 680 10 / 12 / 43 74,51 74780 /!
mCOMP 671 10 / 11 / 43 73,47 73500 74210
EGF-T3 302 2/0/ 23 32,57 12700 I
T3 / T3-D46% 261 / 260 1/0/ 17 28,34 [ 28,22 6650 6530
T3-D361Y 261 1/1/ 17 28,39 7930 1
T3-7x 235 1/01/ 14 25,26 6530 1

Die Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten wurden fur die nichtglykosilierten, reifen Proteine (ohre

Signalpeptid) mit dem Programm PROTPARAM berechnet (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

3.10 UV-Spektroskopie zur Beurteilung der Aggregation

In einer Losung streuen Makromolekile und Partikel einfallendes Licht. Die Intensitét dieser Licht-
streuung (Trilbung steigt quadratisch mit der Masse bzw. GroRe der Teilchen undist mit A von der
Wellenlénge des einstrahlenden Lichts abhéngig; mit gedgneten Geréten kdnren Streuwinkel und zuge-
hdrige Streuintensitét erfasg werden, um daraus die Gré%e und Form der Teil chen zu berechnen (Brunrer
und Dransfeld, 1983. Da die aomatischen Aminasauren im Bereich oberhalb 310mm kein Licht absorbie-
ren, kann aus der Absorptionim langwelli gen Bereich auf die vorhandene Lichtstreuung, und dmit auf das
Vorhandensein von Aggregaten in der untersuchten Probe aurtickgeschlossen werden. Darliber hinaus &3t
sich de Trubungkurve aif 280rm extrapadlieren, um den Beitrag der Lichtstreuung zur gemessenen
Extinktion kei 280rm zu bestimmen. Damit lasen sich gegebenenfalls Messverte der Proteinquanti-
fizierung korrigieren.

Es wurde untersucht, ob COMP unter den Bedingungen der CD-, Fluoreszenz- und Bindunggudien
durch Zugabe von Calcium- oder Zinksalzen aggregiert. Dazu wurden Proben in verschiedenen Puffern mit
CaCb bzw. ZnC} gemischt und die Spektren im Bereich von 240-350 oder 250-450nm aufgezeichnet.
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Ca”**-induzierte Aggregation von COMP

Die Pentamere rCOMP, D361Y, D469\ und boines tCOMP wurden in TBS ohre Ca®*, mit 0,25mM und
mit 1,5mM CaCl, fur 40 min bei RT inkubert. Kein Protein aggregierte in TBS (Abb. 224); auch nach
Prainkubation in TBS + 0,25mM Ca?* war keine Triibungfeststellbar (Daten nicht gezegt). In Gegenwart
von 1,5nM Ca®* (Abb. 28B) zeigten mit Ausnahme von rCOMP (durchgezogene Linie) ale untersuchten
Proteine @ne ausgeprégte Aggregation; die Tribung war bei D469 am deutlichsten ausgepragt
(gestrichelte Linie, Abb. 22B) und schwéader bei tCOMP (unterbrochen-gestrichelte Linie, Abb. 22B);
relativ geringe Aggregation liel3 sich bei D361Y feststellen (unterbrochene Abbe22B).

A B
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Abb. 22. Aggregation von COMP. UV-Spektren von rCOMP (durchgezogene Linie), D361Y (unterbrochene
Linie), D469 (gestrichelte Linie) und tCOMP (unterbrochen-gestrichelte Linie) wurden in TBS (A) oder TBS mit
1,5mM Ca®* (B) aufgezechnet. In TBS waren keine Aggregate vorhanden (A); mit Ausnahme von rCOMP zdgten
alle Proteine eine deutliche Aggregation in Gegenwart von 1,5nf{(Bja (Proteinkonzentration: 0,13-0,15mg/n

Der Einfluss von Zrf* auf die COMP-Aggregation

Es wurde untersucht, ob de Aggregation von COMP durch Zink beanfluf® wird; hierzu wurden
Bedingungen gewéhlt, wie sie in den Festphasen-Liganden-Bindungsexperimenten (s.u.) herrschten: 10-
16ug/ml Protein in TBS, in TBS mit 0,5mM Zn®, in TBS mit 0,5mM Zn®* und 2nM Ca®* oder in TBS mit
2mM Zn** und 2mM C&*. Dabei erfolgte die Zugabe von Zn** bzw. Ca&* sequentiell, und rach jedem
Pipettierschritt wurden nach 1, 5 und 15 min die Spektren bei RT aufgezeichnet.

In Ubereinstimmung mit den in Abbildung 22gezegten Ergebnissen aggregierte keines der Proteine in
TBS (Abb. 2A-E, durchgezogene Linie). Nach Zusatz von 0,5nM Zn®* (gestrichelte Linie) lieR sich nur
im Falle der Mutante D469 eine leichte Lichtstreuung keobachten (Abb. 2%). Erst in TBS mit 0,5mM
Zn* und 2nM C&* zdgte sich bei allen Proteinen Aggregation (Abb. 23A-E, unterbrochene Linie), dieim
Zeitverlauf kaum weiter zunahm (Daten nicht gezegt); das monamere mCOMP (Abb. 23, unterbrochene
Linie) zeigte die geringste Triibung.Nach Zugabe von weiterem Zink ad 2nM Zn?* und 2nM Ca®* war die
Lichtstreuung hkei alen Proteinen aufRer mCOMP sehr ausgepragt und rehm zetlich noch weiter zu;
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gezagt sind her die UV-Spektren nach 15 min. (Abb. 23A-E, unterbrochen-gestrichelte Linie). Es fallt
auf, dal3 de Mutante D361Y (Abb. 238) hier am starksten aggregierte, in dem in Abbildung 28 darge-
stellten Experiment aber D4A%ie ausgepragteste Aggregation in 1,5mM*@afwies.
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Abb. 23: Einflussvon Zink auf die Protein-Aggregation. Gezegt sind de UV-Spekten vonrCOMP (A), D361Y
(B), D46 (C), tCOMP (D) und mCOMP (E): In TBS (Linie) aggregierte kein Konstrukt, mit 0,5mM Zn**
(gestrichelte Linie) zegte nur D46A (C) minimale Lichtstreuung AulRer mCOMP (E) aggregierten in Gegenwart
von Q5mM Zn?* und 2nM Ca&®* (unterbrochene Linie) alle Proteine. In TBS mit 2mM Zn** und 2nM Ca&*
(unterbrochen-gestrichelte Linie) zeigten alle COMP-Konstrukte deutliche Lichtstreuung die bei mCOMP (E) am

schwéachsten war. (Proteinkonzentration: 10-16ug/ml).

Insgesamt lief3 sich bei der Aufreinigung und Bi der Durchfuhrung urzéhliger CD-, UV- und Fluores-
zenzmessungen mit EGF-T3, T3 und eén T3-Mutanten nie Aggregation kew. Lichtstreuung keobadten,
selbst bei Ca?*-Konzentrationen bis zu 24nM (Daten nicht gezegt); bei diesen Konstrukten konrte durch
EDTA-Zugabe die Wirkung vonCa® aufgehoben werden. Dagegen zegten rCOMP, mCOMP, D361Y,
D46N sowie die W-Monamere und s aus Knorpel isolierte tCOMP bei Raumtemperatur eine Ca**-
indwzierte Aggregation, de tellweise mit blofem Auge ds leichte Opaztdt, manchmal sogar als
makroskopische Partikel bil dungwahrnehmbar war. Die Tendenz zur Bildung vonAggregaten war bei den

Oligomeren immer ausgepragter als bei Monameren; das Phanomen zeichnete sich duch geringe
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Reproduwzierbarkeit aus. So zegte in anderen Experimenten auch rCOMP in Gegenwart von 1,5nM Ca®*
deutliche Aggregation (Daten nicht gezegt; vgl. auch Abb. 28B). In desem Zusammenhang sei darauf
verwiesen, da3 \iele Aggregationss und Selbstassoziationsvorgange est oberhab eines <harfen

Konzentrations- oder Temperatur-Schwellenwertes spontan ablaufen.

3.11 Analyse der Sekundarstruktur durch CD-Spektroskopie

Zur Klarung cer Frage, ob de Zugabe von Calcium zu messaren Verdnderungen der Sekundirstruktur
von COMP fiihrt, wurden CD-Spektren in Abwesenheit undin Anwesenheit von Ca?* aufgezechnet. Die
Spektren wurden auf die spezfische Elli ptizitét normiert und mit Programmen analysiert, die die Konfor-
mation des zu prifenden Proteins durch Vergleich mit den CD-Spektren von Proteinen bekannter Sekun-

darstruktur zu ermitteln versuchen.
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200 225 250 200 225 250

[©] 102 [deg cm?/dmol]

200 225 250 200 225 250
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abb. 24: CD-Spektren von Wildtyp COMP. tCOMP aus bovinem Knorpd (A), rCOMP (B), EGF-T3 (C) und T3
(D) wurden in Abwesenheit von Calcium (durchgezogene Linie), in Gegenwart von 025mM Ca?* (gestrichelt) oder
von 15mM Ca&* (gepunket) in TBS gemesen. Die Zunahme der Elliptizitdt bei 1,5mM Ca* war Folge der

Lichtstreuung, die durch irreversible Aggregation des pentameren tCOMP und rCOMP (A, B) verursacht wt
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Abb. 25: Ca**-induzierte K onfor mationsanderungen in mutiertem COM P. CD-Spektren vonD361Y (A), D469A
(B), T3-D361Y (C) und T3-D46A (D) wurden in Abwesenheit (durchgezogene Linien), in Gegenwart von 025mM
Ca’* (gestrichelt) und 15mM Ca&* (gepunket) in TBS aufgezeéchnet. Die irreversible Zunahme der Elliptizitét in
Anwesenheit von 1,5mM Ca&* war bei den pentameren Proteinen (A, B) Folge der Aggregations-bedingten Triibung
wéhrend de Abnahme der Elliptizitét bei T3-D361Y und T3-D46A (C, D) durch Zugabe von EDTA vollstandig
reversibel war\gl. auch Abb. 26 und Abb. 28

Die CD-Spektren der Vollangekonstrukte zegten bei Zugabe von 1,5mM Ca&** eine Zunahme der
Elli ptizitét (der Betrag des Signals verringerte sich: Abb. 247, B; Abb. 257, B), die durch EDTA-Zugabe
nicht reversibel war. Die UV-Spektren vor und rach den CD-Mesaungen zegten, dald deses Phanomen auf
Lichtstreuung zurtickfiihren war (Daten nicht gezegt; vgl. 3.10. Daher lief3en sich de CD-Spektren von
Ca2+—geséttigtem rCOMP, tCOMP, D361Y und D46A8icht analysieren.

Unter Ca®*-freien Bedingungen urterschieden sich de CD-Spektren des pentameren Wildtyps und der
Mutanten nicht signifikant (Abb. 24A, B; Abb. 25\, B); daher wurde auf eine gesonderte Analyse der
Sekundirstrukturen von D361Y und D469 verzichtet. Demgegentiber zegten T3 und EGF-T3 nach
Zugabe von 0,25nM und 1,5nM Ca’* eine Verringerung der Elli ptizitat (der Betrag des Signals erhéhte
sich: Abb. 24C, D; dieser Effekt war durch EDTA-Zugabe vollstandig reversibgl. (Abb. 26, 2§.
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Die COMP Konstrukte T3-D361Y und T3-D469 verhielten sich in Gegenwart von Ca* qualitativ wie
Wildtyp T3 (Abb. 25C, D); quantitativ betrachtet war der Betrag der Elli ptizitdt und de Signaldnderungim
Bereich der Schulter von 215225m bei T3-D361Y und T3-D46A signifikant geringer als bei T3 (Abb.
24D, Abb. 25C, D; vgl. auch Abb. 41 in der Diskussion, Kapitel. 4.3

Tab. 4: Sekundarstruktur-Elemente der COMP-Konstrukte

Selcon / KS Selcon / 33 Contin / #2 K2D
Protein mMmCela |B|t|o]la|B|t|o|la|B|t|o|la|B]|o
rCOMP 0,02 114]133|28|22]110|31(26|34]16|50(24|10| 8 |41|51
rCOMPW¥-Monom.| 0,02 7140125125 4 |34|28(33| 8 [55|24(13]| 7 [51]|42
EGF-T3 0,02 |10(31(33|27)14|21|29|36|12|27|122|39] 9 |17|74
T3 0,005 110|131(29(29| 4 (273534 7 |16| 8 | 68| 5| 37|57
T3-D361Y 0,005 110|31(29(28| 5 (25(35(34] 8 (17| 8 |67] 5 | 36|59
T3-D46A 0,005 110|33|(29(30| 6 283233 8 (18|10|65] 6 | 38|56
EGF-T3 2,4 |l @| @| ©]| 8 [29(40(22]15(38(15|32]|27]|32]|40
T3 243 |17(26|132(24]110(25|133|32]10|30| 6 |55]|26]| 32|42
T3-D361Y 243 |18(25|130(25]111(22|32|35] 8 |20| 0 |71|23]| 31|47
T3-D46A 243 |16 (273226 9 [ 25|34|32|11|30| 7 |53]121|30]|49

Die prozentualen Anteille der Sekundirstrukturelemente, die den CD-Spektren zugrundeliegen, wurden in ener
computergestiitzten Analyse bestimmt. a = apha-Helix; B = beta-Faltblatt; t = Schleifen (turn); o = Summe ungeord-
neter und richt bestimmter Sekundérstrukturelemente (other); @ = nicht bestimmbar, da Selcon de Anayse &bracd.
Die Analysen wurden mit verschiedenen Datensdtzen duchgefiihrt: Selcon / KS = 17 Referenzspektren (berechnet
nach Kabsch undSander, 1983; Selcon/ 33 = 33 Referenzspektren (berechnet nach Johrson, 1990; Contin/ #2 =16
Referenzspektren und 4 Spektren von cdenaturierten Proteinen als Modell fur ungeordnete Bereiche (Sekundir-
strukturen berechnet nach Kabsch und Sander, 1983 denaturierte Proteine @nbezogen nach Venyaminov et al.,
1993) Die CD-Spektren von EGF-T3 wurden in TBS, alle anderen in 5mM Tris -HCI, pH 7,4, aufgezeichnet.

Die Auswertung dr CD-Spektren zur Bestimmung der Sekundirstrukturelemente afolgte mit den
Computerprogrammen Selcon (Sreeama und Woody, 1993, Contin (Provencher und Gléckner, 1981 und
K2D (Andrade et al., 1993. Alle Programme emittelten ein von B-Faltblatt dominiertes CD-Spektrum mit
hohem bis €hr hohem Anteil ungeordneter Struktur bei alen urtersuchten Proteinen (Tab. 4). Die Proteine
EGF-T3 und T3 besallen in Gegenwart von Ca®* einen hoheren Anteil an a-Helix und meist weniger
ungeordnete Strukturbereiche, als in Abwesenheit von Ca?*. Das CD-Spektrum von EGF-T3 in TBS +
2,4mM C&* lieRd sich duch Selcon nu mit dem Datensatz aus 33 Referenzspektren auswerten; mit dem

Datensatz aus 17 Referenzen brach das Programm die Auswertung ab.
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Rekombinantes und aus Knorpel extrahiertes Volléngen-COMP unterschieden sich in einigen Experi-
menten in ihren spezfischen Elli ptizitdten bei gleichem Kurvenverlauf. Durch Stredkung odyr Stauchung
lielfen sich beide Spektren zur Dedkung hbringen, was nicht fir Unterschiede in der Sekundarstruktur
spricht, sondern mehr die Variabilit & der Konzentration duch den experimentell schwankenden Umfang
von Aggregationgorgangen\(gl. 3.10 und Abb. 22, 93viderspiegelt.

3.12Der Ca*-induzierte Konformationswechsel der Typ 3 Doméne

Betrachtet man die Ca?*-abhangige Anderung der Elli ptizitat und Fluoreszenz ds Folge der Ca2*-induzier-
ten Konformationsdnderung, konmen beide Methoden zur Charakterisierung deser Bindung eingesetzt
werden. Zur Berechnung @s Protein-gebuncenen Ca®* wurde aufgrund der Sequenzhomologie von COMP
zu Thrombospondn 1 defiir das |etztere gezegte Anzahl von 11Ca*-Bindungsstellen im Bereich der Typ
3 Doméne beim Wildtyp angenommen (Misenheimer und Mosher, 1995 und 10Bindungsstellen fur die
Mutanten eingesetzt (die e@genen Mesaungen duch Gleichgewichts-Dialyse - vgl. Kapitel 3.13 - wurden
erst spater durchgefiihrt). Kortrollrechnungen mit 10-20 Ca?*-Bindungstellen in den Wildtyp Typ 3
Motiven ocer 4-10 Bindungsdellen bei den Mutanten zeigten keine signifikanten Anderungen der freien
Ca*-Konzentration und der ermittelten Parameter bei Anpassung der Bindungsmodelle.

3.12.1 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren vonEGF-T3 und ar T3-Proteine wurden bei 215mm (stérkste dsolute Signalanderung
bei Ca’*-Zugabe) und teilweise bei 222rm (charakteristisch fir a-Helix) ausgewertet und gegen de freie
Ca™*-Konzentration aufgetragen. Mittels nichtlinearer Naherung wurde éne Kurvenanpassung duch-
geflhrt, bis die Kurve und ihre Parameteg (Rd n, ) die Messwerte bestmdglich beschrieben.

In Abbildung 26sind de Spektren der Titration vonEGF-T3 mit Calcium dargestellt, das Ergebnis der
dazugehérigen Kurvenanpasaung zegt Abhildung 27 Die Ca*-indwzierte Konformationsanderung von
EGF-T3 war durch Chelatisierung des Ca?* mit EDTA vollsténdig reversibel (Abb. 26, dck gestrichelt).
Ein Modell, das eine @nzige Klasse kooperativer Bindungsdellen berticksichtigte, konrte die gemessnen
Werte aifriedenstellend beschreiben (Abb. 27 und ergab eine Gleichgewichts-Disziationskonstante
EGF-T3/Ca vonKy= 0,26 mM bei hoher Kooperativitét, ausgedriickt durch den Hill -Koeffizienten ny =
3. Die C&'-induzierte Konformationsanderung verursachte bei 215nm eine Elliptizitdtsanderung von 45%.

Die Auswertung cer Signalénderung vonEGF-T3 ergab mit dem gleichen kooperativen Bindungmodell
bei 222rmm vergleichbare Parameter: Eine Gleichgewichts-Dissziationskonstante Ky = 0,24mM und einen
Hill -K oeffizient ny = 3,2 (Abb. 27,Einsatz). Die Anderung des CD-Signals zwischen Ca®*-freéiem und
Cd*-gesattigtem Zustand betrug in diesem Fall 60%.
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Abb. 26: Circular Dichroismus der Ca*-induzierten K onformationsanderung von EGF-T3: Die CD-Spektren
von EGF-T3 wurden in TBS mit ansteigenden K onzentrationen Ca’* aufgezechnet. Die Elli ptizitat nimmt bei Zugabe
von C&* ab; die gréfe Signalanderung findet im Bereich zwischen 0,1mM und Q5mM Ca®* statt. Durch Ca’'-

Chelatisierung mit EDTA laRt sich die Konformationséanderung wieder aufheben.

7//' T Aph, 27: Quantitative Auswertung der Ca*-induzierten

1 _ ] ' Konformationsianderung von EGF-T 3. Die CD-Spektren

0,811 wurden in TBS nach sequentieller Zugabe von CaCl, auf-

§)O,6 11 gezechnet und de relative Anderung ces Circular Dichro-

g 1+ ismus bei 215mMm gegen de freie Ca?*-Konzentration

g 0,4 _ aufgetragen. Die Anpasaung erfolgte mit einem koopera

0,2 - tiven Bindungsmodell, dem eine énzige Klasse von Ca®*-

0 1 Bindungsgellen zugrunddliegt, und ergab: Ky = 0,26 mM
] C& Mt 1y = 3,02.

0O 0,01 0,1 1 10 Einsatz: Vergleich der Auswertungen bei 2151m und

Ca’" frei (mM) 222nm. Die 222mm-Werte (Kreuze) und de augehérige
Kurvenanpasaung (unterbrochene Lini€) unterschieden sich

nicht signifikant von den bei 215nm ermittelten Werten.

In analoger Weise wurden de Fragmente T3 (Abb. 28,Abb. 29, T3-D361Y und T3-D46A mit ca™*
titriert (Abb. 29. Die Elli ptizitét bei 215rm &nderte sich vom Ca*-freiem zum Ca’*-geséttigtem Zustand
bei T3 um 50%, bei den beiden Mutanten lag die Anderung mit 40% deutlich nieTabe6(
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Abb. 28: Circular Dichroismus der Ca**-induzierten Konformationsénderung der Typ 3 Motive von COMP:
Die CD-Spektren der T3- Fragmente wurden in TBS nach sequentiell er Zugabe von Ca®* aufgezéchnet. Die Elli pti-
zit& nimmt bei Zugabe von Ca* ab; diese Konformationsanderungist durch Chelatisierung des Ca?* mit EDTA voll -

standig reversibel.

Die Anpasaung cer Parameter an de Messwverte wurde mit zwel verschiedenen Modellen getestet: Mit
einem Modell, das (wie bei EGF-T3) nur eine Klasse von Bindungsgellen berticksichtigt, lief?en sich de
beobadhteten Messwverte nur mangelhaft beschreiben (Abb. 3QC, D). Ein Modell, das zwei verschieden
affine, urebhangige Typen vonCa?*-Bindungssellen beriicksichtigt, ergab Kurvenanpasaungen, de aifrie-
denstellend de Messwverte beschrieben (Abb. 337, B). Offensichtlich 1asg sich de Elli ptizitdtsdnderung
der Typ 3 Motive nur durch eine biphasisché'@indungskurve beschreiben.

Die Kurvenanpasaing ergab, dal3 de Elli ptizitétsénderung kei 215m bei der Wildtyp Typ 3 Doméne
(T3) zu 80% auf eine hochaffine, hach kooperative Ca2+—Bindung(Kd1: 0,30mM, ny; = 3,7) und zu 20%
auf eine niederaffine, schwach kooperative Bindung zurtickzufiihrengst 4 mM, ny, = 1,2).

Die D361Y-Mutation im vierten Typ 3 Motiv resultierte bei T3-D361Y in einer gleichmaldigen Auf-
teilung der Signale (je 50%) auf eine hochaffine, hachkooperative Ca?*-Bindung(Kq: = 0,25mM und my =
4,5 und eine niederaffine, gering kooperative Ca2+-Bindung(Kd2= 2,7mM Ca&* undny, = 1,5. Durch de
Mutation D361Y reduziert sich also der Umfang der Konformationsanderung (40% statt 50% wie bel T3),
und einige hochaffine GaBindungsstellen gehen verloren oder werden in niederaffine umgewandelt.

Die Deletion im siebten Typ 3 Motiv fuhrte bei T3-D46A im Vergleich zu T3 zu einer geringen
Verschiebung dr Signalanteile: 70% der Elliptizitdtsdnderung kei 215m wurden duch hachaffine,
hochkooperative Ca®*-Bindung erursacht (Kg; = 0,28mM, ny; = 3,7) und de niederaffine Ca®*-Bindung
(Kgz = 1,5mM, ny; = 2,8 trug nu mit 30% zur Gesamtéanderung kel (vgl. Kapitel 3.14, Tab. 6). Die
Mutation im siebten Typ 3 Motiv verursacht also ebenfalls den Verlust eines Teils der hochaffinen Ca**-
Bindungdellen oder ihre Umwandiung in niederaffine Bindungsdellen, und letztere tragen bei der

Mutante starker zur Konformationsanderung bei.
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Abb. 29: Quantitative Analyse der Ca?*-induzierten K onfor mationsanderungen in den Typ 3 Motiven. Die CD-
Spektren wurden in TBS nach sequentieller Zugabe von CaCl, aufgezeéchnet. Die relative Anderung cer Elli ptizitét
bei 215rm wurde gegen de freie Ca?*-Konzentration aufgetragen; T3 (gefilllte Kreise), T3-D361Y (A,C offene
Quadrate) und T3-D46A (B,D offene Dreiedke). In A und B wurde én Modell mit zwei verschiedenen affinen,
kooperativen Ca?*-Bindungsgellen eingesetzt. In C und D lieR das Modell nur eine Klasse kooperativer Bindungs-
stellen mit einer einzigen Affinitét zu, um die selben Daten wie in A und B anzupasen. Die Kurvenanpasaungen vor
T3 (gestrichelte Linie), T3-D361Y (A, C: durchgezogene Linie) und T3-D46A (B, D: durchgezogene Linie) fiihren
zu einem zufriedenstellenden Ergebnis, wenn zwel verschieden affine, kooperative Bindungsstellen zugelassen

werden (A, B). Die Werte stammen aus jeweils drei unabhéangigen Titrationen.

Die Auswertung der Signaldnderung kei 222m ergab im Vergleich zur Auswertung cer Elli ptizitéts-

anderung bei 215nm keine deutlich verschiedenen Werte deBaung:

T3 85% des Signals mitdf= 0,30 mM, p,= 3,7 15% mit Ky2= 5,35 mM, p=1,8
T3-D361Y 60% des Signals mitdf= 0,24 mM, p,= 4,2 40% mit Kg= 2,79 mM, = 1,6
T3-D46AQ  50% des Signals mitk= 0,22 mM, p;=4,9 50% mit K= 0,64 mM, p=2,1
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3.12.2 Fluoreszenz-Spektroskopie
Das COMP-Fragment T3 enthélt ein Tryptophan im dritten Typ 3 Mativ (Trp 344 kaw. W344) und kein

Tyrosin; damit &% sich de intrinsische Fluoreszenz bei 340-350rm eindeutig desem Trp zuordnen. Bei
T3-D361Y stellt das einzige Tyr gleichzetig auch diein das vierte Typ 3 Motiv eingefihrte Mutation dhr;
Trp und Tyr unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Fluoreszenzspektren undsind in der Primérsequenz 17
Peptidreste voneinander entfernt. Bei EGF-T3 befindet sich kurz vor dem Ende der EGF-Domaéne noch ein
zweites Trp, 85 Aminosauren vor dem Trp34gl(Tab. 3 und Sequenzkarte: Anhang).7.2

Die Proteine EGF-T3, T3, T3-D361Y und T3-D46A zeigten in TBS ein Emissonsmaximum bei 353
(Excitation: 280rm) und ein Excitationsmaximum bei 280-281mm (Emisson: 350m). Die Zugabe von
Zn** veranderte weder die Lage dieser Maxima, nach de Fluoreszenzintensitdt (Daten nicht gezegt).
Pentameres COMP zeigte in An- und Abwesenheit von Ca?* oder EDTA nicht-reproduwzierbare, vermutlich
aggregationsbedingte Anderungen der Fluoreszenzintensitat. Bei monamerem mCOMP lief? sich bei hohen
Zn*- oder Ca’*-Konzentratioren eine geringe, mit EDTA nur teil-reversible Reduktion der Fluoreszenz-
intensitdt beobadten (Daten nicht gezegt). Die Pentamere und mCOMP konrten daher spektroskopisch

nicht genauer analysiert werden.

Der Einflul3 von Calcium auf die Fluoreszenz

Im Ca*-freien Zustand zeigten die T3-Konstrukte éne vergleichbare Intensitét der bei 350rm emittierten
Fluorezenz und ihr Emissionsmaximum lag Ubereinstimmend bei 35@gimT@b. 5, Abb. 3D

Ein sehr differenziertes Bild ergab de Fluoreszenzmesaung ke Ca’*-Séttigung Wéhrend sich de
Emisdgon - relativ zum Ca?*-freien Zustand - bei EGF-T3 um 571% und T3 um 488% anderte, zdgten de
T3-Mutanten eine redwzierte Signaldnderung Bei T3-D469\ #nderte sich duch Zugabe von Ca®* das
Fluoreszenzsignal um 316%, bei T3-D361Y sogar nur um 18%. In Gegenwart von Ca?* zeigten T3 (7nm)
und T3-D46@ (3nm) eine deutliche Blauverschiebung des Emissionsmaxifmam 5, Abb. 31

Tab. 5: Messung der intrinsischen Fluoreszenz von EGF-T3, T3, T3-D361Y und T3-D4&9

Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzanderung Fluoreszenzmaximum A pax
bei 350nm:  Fss5 bei 350nm: AF;s (bei Anregung mit 280nm)
Ca-frei Ca-gesattigt| AFzso/[Prot] |AF/Fcagesatig| Ca-frei Ca-gesattigt| Anderung
(Units/uM) | (Units/uM) | (Units/uM) % (nm) (nm)

EGF-T3 204 31 175 571 353 ® [0
T3 175 30 144 488 353 346 7 nm
T3-D361Y 192 163 30 18 353 352 <1 nm
T3-D469A 169 41 128 316 353 350 3nm

Die bei 350m emittierte Fluoreszenzintensitét (Fssq) von EGF-T3, T3, T3-D361Y und T3-D46A wurden in TBS
aufgezeachnet (¢ nicht bestimmt); die Excitation erfolgte bei 280rm. Die Bestimmung dr Lage des Emisgons

MaximumsA.x erfolgte ebenfalls nach Anregung mit der Wellenlange 280nm.
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Abb. 30: Spektren der C&*-induzierten Fluoreszenzanderung der Typ 3 Doméne von COMP.

A-C: Fluoreszenzspektren vonT3 (A), T3-D361Y (B), und T3-D46A (C) wurden in TBS ohre Ca®* (durchgezogene
Linie) oder mit 1,5mM Ca?* aufgezechnet (gestrichelte Linie); Excitation bei 280rm. Die Spektren wurden auf die
jeweilige maximale Fluoreszintensitét im Ca®*-freien Zustand namalisiert. Verglichen mit dem Wildtyp ist der
Umfang der C&-induzierten Fluoreszenz-Anderung bei T3-D361Y drastisch und bei T3Ad&lich reduziert.

D: Die relative Anderung cer Fluoreszenzintensitét von T3 (gefiillte Kreise), T3-D361Y (offene Quadrate) und T3-
D46 (offene Dreiedke) wurde bei verschiedenen Ca®*-Konzentrationen in TBS aufgezeéchnet (Emisson: 350m;
Excitation: 280rm). Die Séttigung (relative Fluoreszenz-Anderung) wurde gegen de freie Ca’*-Konzentration
aufgetragen undein Modell mit 2 Klassen verschieden affiner, kooperativer Ca?*-Bindungdellen an die Messwerte
angepasst. Die aAffinitat von T3-D361Y ist erheblich reduziert.

Abhéangigkeit der Fluoreszenz von der freien C&-Konzentration

Die Interaktion von COMP mit Ca®* wurde durch Messung der Fluoreszenz bei verschiedenen Ca®'-
Konzentrationen untersucht und aus der Fluoreszenzdnderung de Gleichgewichts-Dissoziationskonstante
Ky bestimmt. Analog zur Auswertung cer Elli ptizitdtsanderung ki den Ca**-Titrationen wurde die
Emisson kei 350rm (Excitation: 280rm) auf die relative Signalénderung (Sattigung umgeredhnet und zur

Ergebnisse - 66 -




freien Ca?*-Konzentration in Bezug gesetzt. An de Messwverte wurde entweder ein Modell angepasg, dem
eine Klase kooperativer Ca?*-Bindungsgellen zugrunce liegt, oder es kam ein Modell mit zwei Klasen
von C&*-Bindungsstellen unterschiedlicher Affinitat und Kooperativitat zur Anwendung.

Die Ca*-indwierte Fluoreszenz-Anderung von T3-D361Y (Abb. 3M, offene Quadrate) konrte
angemessn durch ein Bindungmodell mit n Bindungdellen geicher Ca?*-Affinitét (Kq = 1,12nM Ca’™)
und hoher Kooperativitat (= 3,8) beschrieben werden.

Dagegen zegte die Fluoreszenz-Anderung von T3-D469A (Abb. 3M, offene Dreiecke) einen
biphasischen Verlauf und nu die Anpasaing eines Bindungmodell mit zwei verschieden affinen und
kooperativen Ca’*-Bindungdellen konrte die Ca?*-indwzierte Konformationsanderung zufriedenstell end
beschreiben: 80% der Signaldnderung entfallen bei T3-D46 auf die hochaffine, hachkooperative Ca*-
Bindung(Kg: = 0,24mM, ny; = 8), die Gibrigen 20% der Anderung gehen auf Bindung niedrigerer Affinitat
und Kooperativitat zuriick ()= 0,69mM, p, = 1,9).

Die Fluoreszenz-Anderung kel der Ca’*-Titration des Wildtyps T3 (Abb. 30D, gefiillte Kreise) zegte
eine schwadh ausgeprégte Biphasigkeit der Ligandenbindung, de sich wie im Fall von T3-D469A unter
Beriicksichtigung \erschieden affiner und kooprativer Ca?*-Bindungsgellen beschreiben lie®: Bei T3
verursacht die hochkooperative und hahaffine Ca2+-Bindung(Kd1 = 0,24mM, ny; = 5,9) 94% der Signal-
anderung, de restlichen 6% gehen auf eine niederaffine Bindung gringerer Kooperativitét zuriick (Kq, =
1,25mM, ny,; = 2).

Beitrag von Tryptophan und Tyrosin zur Gesamtfluoreszenz von T3-D361Y

Die geringe Anderung der Fluoreszenz von T3-D361Y in An- und Abwesenheit von Calcium lasg drei
Erklarungen zu, die im Vorgriff auf die Diskussion schon hier erwahnt seien:

Entweder verursadtt die Mutation eine Struktur-Veréanderung der Typ 3 Domaéne, die sich in einer
verminderten Fluoreszenzénderung kel Ca?*-Bindungaufert undes gielt keine Rolle, dal’ mit Tyr361 eine
ebenfalls zur Fluoreszenz fahige Aminosdure engefiihrt wurde. Alternativ lief3e sich de Beobattung
dadurch erkldren, daRR das Trp344 de gleiche Ca®*-abhéngige Fluoreszenz-Anderung wie in T3 aufweist,
aber diese von einer entgegengesetzt verlaufenden Fluoreszenz-Anderung ces Tyr361 Ukerlagert wird (mit
steigender Ca®*-Konzentration zunehmende Fsso); wie unter 2.9 dargelegt, werden bei Anregung mit der
Wellenlénge 280mm Tyr und Trp zur Fluoreszenz angeregt, es konrte sich in letzterem Fall die Summe
vergleichsweise wenig dndern. Da sich de Emissonsgektren beider Aminaosduren Uberlappen, 183 sich
meist nicht beurteilen, in welchem Mal? dbs jeweili ge Chromopha zum Gesamtsignal beitragt. Wéhlt man
jedoch eine Anregungs-Wellenldnge von =295mm, fluoresziert nur Tryptophan. Durch Vergleich der
Spektren nach Excitation bei 280mm und kei 295rm [af3t sich der Beitrag vonTrp bestimmen, de Differenz

entspricht dann der Tyrosinfluoreszenz.
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Auch bei Anregung mit 295rm zegte T3-D361Y in An- und Abwesenheit von Calcium den geichen,
verglichen mit T3 drastisch reduzierten Umfang der Ca2*-induzierten Anderung der Emisson (Daten nicht
gezagt). Das eingefuhrte Tyr361 fluoresziert demnach nicht bei Excitation mit 280rm, d.h., de gesamte

Emission lasst sich auf das singulére Trp344 zurtckfuhren.

3.13 Bestimmung der Anzahl von C&*-Bindungsstellen

durch Gleichgewichtsdialyse
Zur Bestimmung der Anzahl an Ca?*-Bindungsgellen in der Typ 3 Doméne wurde éne Gleichgewichts-
dialyse in Gegenwart von ImM Ca™* mit einer geringen Menge radioaktiven “°Ca®* durchgefiihrt. Das
Konstrukt T3 wurde in vier unabhéngigen Experimenten, de beiden Mutanten T3-D361Y und T3-D46A
jewells in zwei Versuchen urtersucht. Nach Berechnung dr proteingebuncenen Radioaktivitét und
Umrechnung auf die Anzehl der Molekille agaben sich 12+2 Ca®*-Bindunggellen in T3, 6 +2
Bindungdellen in T3-D361Y und 8 +2 Ca** in T3-D46A (vgl. Tab. 6). Offensichtlich fiihren de

Punktmutationen zum Verlust von mehrereR*@indungsstellen.

Eine Anzahl von 1242 C&*-Bindungsgellen bei der Typ 3 Doméne des Wildtyps geht in Einklang mit
dem von Lawler bzw. Misenheimer vorgeschlagenen Modell von 13C&2*-Bindungsgellen, dein acht Typ
3 Motiven angeordnet sind (Lawler und Hynes, 1986; fur das in weiten Bereichen hamologe
Thrombaospondn 1 wurden auch tatsachlich 12+1 Ca**-Bindungsgellen pro Polypeptidkette nachgewiesen
(Misenheimer und Mosher, 1995)

Abb. 31 Gleichgewichts-Dialyse air Bestimmung der

b= 14+ -1 ] 24 o .
< - 4 Anzahl von Ca“-Bindungsdellen in der Typ 3
2 124 | Domane. Die T3-Konstrukte wurden 16h in TBS mit
{5 10 - 1mM C&" inkubiert; anschlieBend wurden aus beiden
O 8 ] | Kammerhdften je finf Aliquas entnommen und deren
= _ _
) . 4 Zerfalsrate je dreimal bestimmt. Das Protein T3 wurde in
-O - —
é 6 ] 7 | vier, die T3-Mutanten in je awvel unabhingigen
S 4- | Experimenten urtersucht; die Fehlerbalken geben de
= i i
g 2 | _|  Standardabweichung an.
< — -

0

T3 T3-D361Y T3-469A
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3.14 Die C&*-Bindungsparameter der Typ 3 Domane

In Tab. 6 sind de Ergebnisse der spektroskopischen Analysen der Calciumbindungan EGF-T3, T3,
D361Y und D469 zusammengefasd. Bel der CD-Spektroskopie ging de Elli ptizitdtsdnderung (bezogen
auf die Ca’*-gesittigte) Form von 5% bei T3 auf 40% bei den Mutanten zuriick; fluorimetrisch wurden
andere Wete emittelt: 490% Signaldnderung kei T3 gegenliber 20% bei T3-D361Y und 3206 bel T3-
D46A. Die Anayse der CD-Spektren (Tab. 4 von T3 und T3-Mutanten zeigte keine endeutigen Unter-
schiede der an der Konformation beteili gten Sekundirstrukturelemente; D361Y besitzt im Ca®*-geséttigten

Zustand eventuell wenig@rFaltblatt-Struktur.

Tab. 6: Parameter der C&*-Bindung von Wildtyp und mutierten COMP Fragmenten

Circular Dichroismus Dialyse Fluoreszenz
A[O] 3| K1 ° | nus ° [Signal 16| Kgz ° | Ny ° |Bindungs-| AF ¢ | Kg1 © | Nyt © [Signal 1 €| Kgz® | N
Protein £
(%) |(mM) %) |(mM) stellen ™ I 9e) |(mm) %) | (mM)
0,26 | 3,0
EGF-T3 | 45 100 | - | - @ |sol @ @] © | @] @
+ 0,01/ +£0,2
0,30 | 3,7 80 4,13 | 1,2 12,1 0,24 | 59 94 1,25 | 2,0
T3 50 490
+0,01/+£0,4 +5 +2,211+£0,4 +1,7 +0,5 +4 +1,48|+ 3,5
0,25 | 4,5 55 2,73 1,5 6,3 1,14 | 3,6
T3-D361Y| 40 20 100 - -
+0,01/+£0,9 +4 +0,44| £ 0,2 +1,6 +0,01/+0,1
0,28 | 3,7 70 1,45 | 2,8 7,7 0,24 | 8,0 80 0,69 1,9
T3-D469A| 40 320
+0,01/+£0,5 +6 +0,29/+1,0 +21 +0,8 +5 +0,23]+£0,4

Alle Werte wurden gerunckt. ¢ Das Konstrukt EGF-T3 wurde in den Fluoreszenzuntersuchungen nicht
systematisch analysiert. % Prozentuale Anderung der Elliptizitdt bei 215 mm. b Die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten K4 und de Hill Koeffizienten ny wurden mit einem Modell bestimmt, das zwei verschieden
affine, kooperative Klasen von Ca'-Bindungtellen beriicksichtigt. Die Bindungparameter wurden durch
Anpasaung s Modell an die gemessene Elli ptizitdt (215m) ermittelt; die Analyse der Elli ptizitét bei 222mm ergab
keine signifikant abweichenden Konstanten Kq und . ¢ Prozentualer Beitrag des Signals, der auf die hochaffinen
Ca**-Bindungsgellen mit Kg; und ny; entféllt. d Prozentuale Anderung cer Fluoreszenz (Emmisson bei 350,
Anregung bei 280nm).

eZur Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ky und der Hill Koeffizienten ny wurde én Modell
an de Mesaverte agepasd, das entweder gleichartige (bei T3-D361Y) oder 2 verschieden affine, kooperative
Klassn von Ca?*-Bindungstellen beriicksichtigte (bei T3 und T3-D469A betrug der Standardfehler von K, weniger
as £0,005. Ausgewertet wurde die Emisson kei 350rm (Anregung kei 280m). f Die Gleichgewichts-Diayse
wurde in Gegenwart von ImM Ca’* durchgefiihrt. Zur Berechnung @r Bindungsgellen-Anzahl von T3 wurden 4
Experimente, fir T3-D361Y und T3-D46N wurden jeweils 2 Versuche aisgewertet; die gebundene Radioaktivitét

wurde durch Funffachbestimmung gemessen. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Die spektroskopisch aus den Ca®*-Titrationen bestimmten Daten (Abb. 29A, B; Abb. 30D) deuteten auf
eine biphasische Ligandenbindung lin und liefen sich duch ein Modell beschreiben, dem zwei
verschieden affine und kooprative Klasen von Ca™-Bindungdelen zugrunde lagen. Nur die
Fluoreszenzdaten von T3-D361Y lieRen sich auch urter Berlicksichtigung einer einzigen Klasse von
Bindungstellen beschreiben.

Die Auswertung der CD-Daten ergab fur T3, dal3 806 der Konformationsénderung (ausgedriickt als
relative Anderung cer Elli ptizitét) beim Wildtyp duch hachaffine, hachkooperative Ca?*-Bindung (Kg; =
0,30nM und ny; = 3,7) verursacht wurde. Die Affinitét von den hachaffinen Bindungdellen der T3-
Mutanten war nicht oder nur gering verandert (T3-D361Y: Ky = 0,25mM, ny; = 4,5 T3-D46A: Ky, =
0,28nM, ny; = 3,7), jedoch urnterschieden sie sich vom Wildtyp duch den Antell der Konformations-
Anderung, cr von der hochaffinen Bindung frriihrte; Im Fall von T3-D361Y waren es 50%, bei T3-
D46A 70%.

Die Fluorimetrie zegte, dal? bei allen T3-Konstrukten die gemessene Fluoreszenz nur auf der Emisson
des einzdnen Trp (W344) im dritten Typ 3 Motiv beruhte. Die Auswertung der Titrations-Experimente
ergab, dal3 bei T3 de hochkoorerative und hahaffine Ca2+—Bindung(Kd1 = 0,24nM, ny; = 5,9 94% der
Fluoreszenzanderung \erursacht. Die Signaldnderung der Mutante T3-D361 lieR? sich duch Ca*-
Bindungstellen uriformer, drastisch gesunkener Affinitat beschreiben (Kq = 1,12nM C&™*, ny = 3,9).
Durch Analyse der biphasischen C&*-Titrationskurve von T3-D469A konrten 80% der Fluoreszenz-
anderung auf die hochaffinen Ca*-Bindungdellen deses COMP-Konstruktes zuriickgefiihrt werden, bei
einer verglichen mit T3 unvaénderten Affinitat (k; = 0,24mM, i, = 8).

Durch Gleichgewichtsdialyse wurde gezegt, daik in Gegenwart von ImM Ca®* die Typ 3 Doméne des
Wildtyps ~12,1+1,7 Ca?*-lonen hindet; unter Beriicksichtigung dr Fehlerstreuungstimmt dieses Ergebnis
gut mit den 13Bindungsgellen (ikerein, de afgrund der Sequenzéhnlichkeit zur Ca?*-Bindungsgell e der
EF-Hand vahergesagt wurden. Offensichtlich fihren die Punktmutationen zum Verlust von mehreren
Ca**-Bindungsgellen: T3-D361Y bindet nur noch die Hélfte (6,3+1,6 Ca"), T3-D469 noch etwa awei
Drittel (7,7+2,1 Ca®™) der Anzahl von Ca’*-lonen des Wildtyps. Wie auch die bei CD- und Fluoreszenz-
mesaungen beobadhtete hohe Kooperativitét der Ca?*-Bindunglegt das nahe, da? sich de Bindungdellen
gegenseitig beeinflussen.

3.15 Die COMP-Kollagen-Wechselwirkungen im Festphasen-System

Ligandenbindungen konren in der flusdgen Phase stattfinden (in deser Arbeit: Elli ptizitdts und
Fluoreszenzmesaungen der Ca?*-Bindungan COMP), oder in einem gemischtphasigen System (ein geldster
Ligand hkindet an einen urdslichen Bindungpartner; in deser Arbeit: Untersuchungen zur COMP--
Kollagen-Bindung. Obwohl die Funktion vonCOMP ungeklart ist, gibt es Hinweise auf eine strukturelle
Beteiligung am Aufbau der extrazdluldren Matrix (ECM) in vivo und Bindung von COMP an
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Kollagene. In desem Fall stellt das ausgedehnte extrazdlulére Koll agennetzwerk eine Festphase dar, und
durch seine Bindung wirde COMP aus der flisdgen in de feste Phase Uberflihrt. Bel der in vitro-
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wird ot ein Bindungpartner an einer Festphase
immohili siert (Mikrotiterplatte, Agarosekugeln, Goldfolie bei der SFR-Mesaung, etc.). Das Verhdtnis von
geléstem zu gebundcenem Ligand oder die Kinetik der Bindung ermdglichen dann Aussagen Uber die
apparente Affinitat der Bindung.

Die Interaktion vonCOMP mit tripelhelikalen Kollagenen konrte in vitro gezegt werden (Rosenberg et
al., 199§; auf eine physiologische Relevanz dieser Wedhselwirkung deutet hin, dal3 Mutationen in COMP
(Briggs et al., 1995 Hedht et al., 1995 undin den a2 unda3 Ketten vonKollagen IX (Muragaki et al.,
1996h Passdlta et al., 1999 die Erbkrankheit MED verursachen kdnren; aufferdem wurden COMP und
Kollagen IX in den lamell&ren Ablagerungen im rER von PSACH-Chondocyten nachgewiesen (Maddox
et al., 1997. Aufgrund deser Uberlegungen sollte der Einfluss der Mutationen auf die Bindung von
COMP an Kollagen untersucht werden.

3.15.1 COMP-Kollagen Interaktion in ELISA-artigen Experimenten

Die Untersuchung d@r COMP-Kollagen-Bindung wurde in ELISA-artigen (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) Experimenten duchgefihrt: Kollagen wurde an der Plastikoberflache ener
Mikrotiterplatte immobili siert, anschlief3end de verbliebenen Plastikbindungsstellen mit BSA abgeséttigt
und COMP als geltster Ligand zugegeben. Gebundenes COMP wurde mit anti-Rinder-COMP-Serum aus
Kaninchen (a-COMP pAb) und HRP-konjugiertem anti-Kaninchen 1gG (2.pAb/HRP) markiert und duch

eine Farbreaktion mit TMB photometrisch bei 450nm gmachgewiesen.

Optimierung der Bedingungen fur ELISA-artige Experimente

Vor den geplanten Bindungsgudien wurden die gedgneten experimentell en Bedingungen urtersucht. Aus
Abbildung 32\ ist zu entnehmen, da3 rCOMP, mCOMP und D361Y in vergleichbarem Umfang an de
Oberflache der Mikrotiterplatte banden; halbmaximale Séttigung wurde bei 0,08.g/ml fir rCOMP und
MCOMP und kei 0,1ug/ml fur D361Y erreicht. Die Nadweisrektion des Antigens verlief bel
Konzentrationex0,13ug/ml anndhernd linear und ging ab 4pg/ml in die Sattigung (Plateau) tber.

Zur Bestimmung der gedgneten Verdinnung ds a-COMP pAb wurden Mikrotiterplatten mit 0,ug/ml
D361Y beschichtet. Bis zu einer Verdiinnung ds Erstantikorpers von 1800 kefand sich de Nadweis
regtion in Séttigung (Abb. 33B); fur die folgenden Untersuchungen wurde der a-COMP pAb standard-
maig 1:1600 erdinrt, da in den Bindungexperimenten auf Kollagen-beschichteten Oberflachen bel
hoherer Antikdrperkonzentration ein Glkerpropational starker Hintergrund auftrat. Der HRP-konjugierte
Zweitantikdrper wurde in den weiteren Experimenten 1:2000 \erdlinrt; dies war fur die Bindungsstudien
der optimale Kompromiss zwischen Empfindlichkeit und dem Verhdltnis von Signal : Hintergrund. Die
Mikrotiterplatten wurden fur die Bindungsgudien mit 2 pg/ml Kollagen (in 1% = 0,18 M Essgséure)
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beschichtet; in Parall elexperimenten duchgefiihrte Beschichtungen mit Kollagen-Konzentrationen his

50ug/ml fuhrten zu keiner signifikanten Steigerung der gemessenen Extinktionen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: Titration von Antigen und Antikorper zur Bestimmung der gedgneten Antikérperverdiinnung. Die
Detektion erfolgte mit a-COMP pAb und 2 Ab/HRP durch Reaktion mit H,O./TMB, die gemittelte OD,s, der Vier-
fachbestimmung wurde in Sattigung umgerechnet (Sattigung z£Bs Messpunktes / Qides Maximums).

(A) Analyse der Beschichtungseffizienz und der Reéktivitét des a-COMP pAb mit rekombinantem COMP; Mikro-
titerplatten wurden mit 0-16ug/ml rCOMP (geflllte Kreise, durchgezogene Linie), D361Y (offene Quadrate, ge-
strichelte Linie) und 0-25,6pug/ml mCOMP (Kreuze, unterbrochene Linie) in TBS beschichtet, gewaschen undmit 1%
BSA blockiert. rCOMP und D361Y wurden gemeinsam, mCOMP in einem unabhéngigen Experiment unter:
(B) Zur Bestimmung cer gedagneten Antikorperverdiinnungn wurden Mikrotiterplatten mit 0,1ug/ml D361Y in TBS
beschichtet und anschlieffend mit 1% BSA blockiert. Der a-COMP pAb wurde 1:100 bs 1:51200 \erdiinrt, der
2.Ab/HRP 1:1000 (ausgefiilite Raute), 1:2000 (Stern) oder 1:4000 (offene Kreise).
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Abb. 33: Reaktivitdt des a-COMP pAb mit rekombinantem COMP und bovinem tCOMP. Mikrotiterplatten
wurden mit 10ngD361Y beschichtet und mit 1% BSA blockiert. Die Detektion erfolgte mit dem a-COMP pAb unc
2. Ab/HRP durch Reaktion mitJ,/TMB. Gezeigt sind die arithmetischen Mittelwerte der Vierfachbestimmun
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Der a-COMP pAb wurde durch Immunisation von Kaninchen mit EDTA-extrahiertem tCOMP aus
bovinem Knorpel gewonren (Di Cesare et al., 1994b, den rekombinant exprimierten Konstrukten lag
hingegen de Rattensequenz zugrunce. Es llte daher geklart werden, ob ar Antikorper die rekombinan-
ten Proteine vom Wildtyp unddie Mutanten in geichem Mal3 erkennt. Im Rahmen der bei ELISA-artigen
Experimenten auftretenden Schwankungen zegte sich kein signifikanter Unterschied der Reaktivitét des a-
COMP pAb mit den rekombinanten Proteinen (Abb. 327, Abb. 33, urabhingig vom Oligomerisierungs-
grad (rCOMP, mCOMP) und cavon, obes sch um den Wildtyp oder die Mutanten handelte. Deutlich
besser wurde tCOMP erkannt (Abb. 33. Konstrukte ohre TC-Doméne zegten keine Kollagenbindung und

wurden vomu-COMP pAb (z.B. im Immunoblot) deutlich schwéacher erkannt (Daten nicht gezeigt).

Bestimmung der apparenten Bindungskonstante kK,

Zur Charakterisierung der Affinitéat einer Interaktion dent die Gleichgewichts-Disoziationskonstante Kg,
deren Bestimmung de Kenntnis der freie Ligandenkoreentration oder der Bindungskinetik voraustzt. In
den hier beschriebenen ELISA-artigen Bindungexperimenten konrte weder die Menge des immobili -
sierten Kollagens, noch de Anzahl der COMP-Bindungsdellen quantifiziert werden; aufRerdem wird de
Bindung mcht im voll kommen stabil en Gleichgewicht von freiem und gebundenem Liganden analysiert, da
durch Waschschritte und Antikorperinkubetionen das Verhdltnis der beiden Bindungspartner
magli cherweise verschoben wird. Daher wird die Affinitét im folgenden Abschnitt nicht durch de 'Gleich-
gewichts-Disoziationskonstante' (Kg), sondern mit dem Begriff ‘apparente Bindungkonstante' (Kapp)
beschrieben; sie entspricht der Konzentration des Liganden bei Inkubetion, mit der das halbmaximale
Signal detektiert wurde. Alle molaren Konzentrationsangaben beziehen sich auf die pentameren Proteine!

Zur Bestimmung der apparenten Bindungkonstante K, wurden Mikrotiterplatten mit Kollagen |
(Pepsin-extrahiert aus Rinderhaut) oder rekombinantem humanem Kollagen IX (Pihlgamaaet al., 1999
beschichtet undin Gegenwart von 0,5mM Zn?* mit 0-20nM COMP (= 0-8ug/ml) inkubiert. Die Blockier-
ung, Detektion und phtometrische Mesaung erfolgte wie beschrieben. Ein Langmuir-Modell wurde an de

Messwerte angepasst; dabei wurde eine equimolare Stochiometrie angenommen

Die Messwverte und de Kurvenanpasaungen der Titration vonKollagen | bzw. I X mit tCOMP, rCOMP,
D361Y und D46A (Abb. 39 zegten korzentrationsabhdngige Séttigungskurven. Die Bindungkurven
und de Kp-Werte der Kollagen I-Bindung(Abb. 34,Linie; vgl. auch Kapitel 3.15.3 Tab. 7) éhnelten sich
sehr: Kp=0,6nM bei rCOMP und tCOMP; 6= 0,4nM bei D361Y und bei D4@9

Dagegen ergab de COMP-Kollagen IX-Interaktion (Abb. 34, uterbrochene Linie) ein heterogeneres
Bild: D361Y und D469\ banden mit der hochsten Affinitat (Kap= 0,9), wobei D469 den héchsten
Standardfehler der Kurvenanpasaung aufwies (+0,5rM; ale tbrigen Kq,-Werte: weniger als +0,1rM).
Eine mittlere Affinitat zu Kollagen IX zeigte rCOMP mit K 4= 1,5m; fur die Interaktion vontCOMP mit
Kollagen IX wurde mit Kyp= 3,5rM die hichste gparente Bindungkonstante emittelt. Mit Ausnahme
der Bindung vontCOMP an humanes Kollagen 1X lagen also alle emittelten K,,-Werte um 1nM COMP
(~ 0,4pg/ml).
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Abb. 34: Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von COMP an Kollagen. Mikrotiterplatten wurden mit
pepsinextrahiertem Kollagen | (off ene Raute) oder rekombinantem humanen Kollagen 1X (gefiillte Kreise) beschich-
tet (2ug/ml) und mit 0-20nV! (~0-8ug/ml) COMP in TBS mit 0,5mM Zn?" inkubiert. Die Detektion erfolgte mit -
COMP pAb und 2 Ab/HRP durch Regktion mit H,O,/TMB. Die Affinitdt wurde mit einem Langmuir-Bindungs-
modell berechnet, das eine equimolare COMP-Koll agen-Interaktion berticksichtigt. Gezegt sind de Mittelwerte der

Vierfachbestimmung; die Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

Die Zink-Abhé&ngigkeit der Bindung von COMP an Kollagen

Die PSACH/MED-as9zii erten COMP-Mutationen wurden nahezu auschliefdlich in der Typ 3 Doméne
gefunden; in der vorliegenden Arbeit wurde CD- und Fluoreszenz-spektroskopisch gezegt, dal3 de Typ 3
Doméne unter Konformationsdnderung Ca™ bindet, sowie, daR de untersuchten Mutanten eine dn-
geschrénkte Konformationsanderung undeinen teilweisen Verlust von hahaffinen Ca?*-Bindungsgellen
zeigen. Die Anwesenheit von Zn?* fiihrte 21 keiner CD- oder Fluoreszenz-spektroskopisch messbaren Ver-
anderung. In einer anderen Arbeit wurde die Abhangigkeit der COMP-Kollagen-Bindung von daenten
Kationen gezegt: Zn* und Ni%*, nicht aber Ca®*, Mg® oder Mn* férdern de Kollagen-Bindung
(Rosenberg et al., 1999. Damit stellte sich die Frage, ob de Zn?*-abhéngige COMP-K oll agen-Interaktion
durch C&" beeinflusst wird und ob die Mutanten eine veranderfé&Zbhangigkeit der Bindung zeigen.
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Die Bindung vonWildtyp undmutiertem COMP an Koll agen-beschichtete Oberfl&dchen wurde bel unter-
schiedlichen Zn*-K onzentrationen in An- und Abwesenheit von Ca2* urtersucht; die jeweili gen Zn?*- und
Ca*-Konzentrationen wurden beim Waschen und bei den Antikérperinkubationen konstant gehalten.

Ohne Zn** oder in Gegenwart von Ca2* band COMP nicht signifikant an Kollagen | (Abb. 3538). Bei
10uM Zn*" zeigten nu die Wildtyp-Proteine tCOMP und rCOMP eine schwadhe Bindung (Abb. 35,
hellgraue Balken). Bei 100uM Zn* (Abb. 35,dunkelgraue Balken) banden alle untersuchten Proteine an
Kollagen I, undin Anwesenheit von ImM Zink (Abb. 35,schwarze Balken) erhéhe sich de Menge des
gebundenen COMP nochmals erheblich. In desem Experiment banden die Mutanten bei 10uM Zn** aso
nicht und Wildtyp COMP nur schwach an Kollagen I.

1,1
0,9 - [ OpM Zink
07 [110 uM Zink
205 -
0., | [0,1mM Zink
03 -
011 W 1mM Zink
—
-0,1 - rCOMP D361Y D469A tCOMP

Abb. 35: Zinkabhangige Bindung von COMP an Kollagen |. Die Oberflache von Mikrotiterplatten wurde mit
2ug/ml Kollagen | beschichtet. Nach Inkubetion mit 210nM (~4pg/ml) COMP in TBS mit 0/ 0,01/ 0,1/ 1 mM Zn**
wurde gebundenes COMP mit a-COMP pAb und 2Ab/HRP durch Re&ktion mit H,O,/TMB detektiert. Die gezegten

Werte sind das arithmetische Mittel von vier Messwerten.

Die Zinkabhéngigkeit der Bindung vonrCOMP D361Y und D469\ an Kollagen I, Il und IX wurde in
einer feiner abgestuften Zinktitration urtersucht. Wiein Abbildung 3@\ gezegt ist, lie3 sich de gemessene
COMP-Kollagen | -Bindungals eine Funktion cer Zn**-Konzentration duch eine Bindungskurve beschrei-
ben, de bei 0,5mM Zn*" in Séttigung Ulerging. Fir die halbmaximale Sattigung ar Kollagen I-Bindung
benétigten die Mutanten signifikant mehr?Zals der Wildtyp ygl. Kapitel 3.15.3, Tab.)7

[Zn*]o= 10puM Zrf* fiir ”COMP; [Zrf*]os5= 20uM fiir D361Y und [Zfi]os= 40uM fiir D46,

Demgegentiber wurde bei der Bindungan Kollagen 1l und X keine Séttigungerreicht (Abb. 3@,C), und
esliel sich kein [Zn*]os-Wert bestimmen. Die Messwerte zeégten jedoch in Ubereinstimmung mit anderen
Experimenten, da3 kel Bindung vonrCOMP an Kollagen I, Il und X eine hohere ODys erzielt wurde ds
bei den mutierten Pentameren, wobei D469A generell die niedrigsten Werte egab. Die verglichen mit
rCOMP zu einer hoheren Zn*-Konzentration verschobenen Bindungkurven von D361Y und D469
(Abb. 3@, C) deuten also auch auf eine niedrigere Zn**-Affinitét der Bindung vonmutiertem COMP an
Kollagen Il und IX hin.
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4 Kollagen. Mikrotiterplatten wurden mit 2ug/ml Kollagen | (A),
Kollagen Il (B) oder Kollagen I1X (C) beschichtet und mit 5nM
| rCOMP (geflllte Kreise, durchgezogene Linie), D361Y (offene
41 Quadrate, unterbrochene Linie) und D469\ (offene Dreiedke,
gestrichelte Linie) in TBS mit 0/ 0,01/ 0,025/0,1/0,2/ 0,5
mM Zn?* inkubiert. Gebundenes COMP wurde mit a-COMP
7 pAb und 2 Ab/HRP durch Re&ktion mit H,O,/TMB detektiert.

L L) B UL tepy . . 2+
0 10° 10t 102 10° Séttigung @ Bindungwurde nur in ImM Zn“" an Kollagen |

Zn*  (UM) erreicht (A). Fehlerbalken: Durchschnittliche ebsolute Abwei-

chung vom Mittelwert; Vierfachbestimmung.
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Abb. 37: Inhibition der Zink-abhéngigen Bindung von COMP an Kollagen | durch Calcium.
Mikrotiterplatten wurden mit 2pug/ml Kollagen | beschichtet und mit 2,5nM COMP in Gegenwart von Zn?*, Ca?*
oder Zn** mit Ca?* inkubiert. Gebundenes COMP wurde mit a-COMP pAb und 2 Ab/HRP durch Resktion mit
H,0,/TMB detektiert. Die gezeigten Werte sind das Arithmetische Mittel von 4 Messwerten
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Eine weitere Beobachtung aus einer Vielzahl von ELISA-artigen Bindungexperimenten war die Zunahme
des Hintergrunds in Anwesenheit von C&* oder bei Zinkkorzentrationen urter 50uM. Kortroll-
Experimente zegten keine unspezfische Bindung ar Antikorper (Daten nicht gezeagt). Vielmehr band bei
niedrigen Zn**-K onzentrationen teilweise mehr rekombinantes COMP an BSA-beschichtete Kontroll ober-
flachen al's an Koll agen-beschichtete. Zumindest im Fall der Anwesenheit von Ca?* kénrte die beobachtete
Neigung zur Aggregation eine Rolle spielen. Ungeaditet der physiologischen Relevanz dieser
Beobachtung, war die Zunahme des Hintergrunds bei den Mutanten besonders ausgepragt.

In Abbildung 37ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, bei dem Koll agen I-beschichtete Mikro-
titerplatten mit COMP in Gegenwart von Ca®* oder Zn**, oder Ca?* und Zn?* inkubiert wurden. In 2mM
Ca™ (Abb. 37,graue Balken) war keine, in Gegenwart von 5QuM Zn** (Abb. 37,schwarze Balken) starke
Bindung vomrCOMP, D361Y undtCOMP an Kollagen | detektierbar; die Mutante D469\ zeigte in 5quUM
Zn** eine sehr geringe Bindung.Be hohem Ca**-Uberschuss band in Gegenwart von Zink (50uM Zn?*,
2mM C&") nur rCOMP an Kollagen | (Abb. 37, weiRe Balken). Moglicherweise sind Aggregations-

vorgange an der niedrigen Kollagenbindung urséchlich mitbeteiligt.

1 _
0,8 +
€06 | m0,1mM Zn
3
# .
) 1 mO0,5mM Zn
) 0,4
€ 00,5mM Zn
0.2 i + 2mM Ca
0

rCOMP D361Y D469A tCOMP rCOMP D361Y D469A tCOMP
--------------- Kollagen | - - \ \ - Kollagen IX --------------

Abb. 38: Inhibition der Zink-abhéngigen Bindung von COMP an Kollagen | durch Calcium. Mikrotiterplatten
wurden mit 2ug/ml Kollagen | oder Kollagen IX beschichtet und in Gegenwart von Zn?* oder Ca?* und Zn*" mit
2,5nM COMP inkuhkiert. Gebundcenes COMP wurde mit a-COMP pAb und 2 Ab/HRP durch Re&ktion mit
H,0,/TMB detektiert. Die gezeigten Werte sind das Arithmetische Mittel von 4 Messwerten
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In einem weiteren Experiment wurde - analog zum vorher geschilderten Versuch - die Bindung von
COMP an Kollagen | und X in Gegenwart von Zn*, mit und ohre Ca?* urtersucht. Wie in Abbildung 38
gezegt ist, bandin 2nM Ca®* mit 0,5mM Zn** kaum COMP (Abb. 38 weiRe Balken); sowohl bezogen auf
die Kollagene, as auch in Beaug auf die COMP-Konstrukte lieRen sich im Bindungsverhalten keine
eindeutigen Unterschiede erkennen.

In Anwesenheit von 0,dmM und 0,5nM Zn** war dagegen eine deutliche Bindungaller Konstrukte an
beide Kollagene a1 verzeichnen (Abb. 38, gaue und schwarze Baken). Interessanterweise waren in
0,2mM Zink de Signalunterschiede der verschiedenen Liganden relativ zueinander grol¥er als in 0,5mM
Zink; dies weist darauf hin, da de Interaktion bei 0,5mM Zn* in der Ndhe der Zn*-Séttigung dbr
Bindungstattfand (vgl. Abb. 36A, C), wogegen sich in Gegenwart von 0,JnM Zn?" die unterschiedliche
Zn**-Affini tat von Wildtyp und mutiertem COMP bemerkbar machte.

Vergleicht man de asolute ODysg, fallt auf, da in 0,JmM Zn* mehr COMP von Kollagen I, in 0,5mM
Zn** mehr COMP von Kollagen IX gebuncen wurde; dabei war die Reihenfolge der detektierten
Signalintensitaten (Ofgy) dieselbe: rCOMB D361Y > tCOMP= D46,

Deutlichere Unterschiede awischen den verschiedenen Inkubationsbedingungen zegte die Bindungan
Kollagen IX (Abb. 38,redts), abermals ein Hinweis darauf, dald de Interaktion COMP-Kollagen IX erst

bei hdoheren Zinkkonzentrationen als im Fall von Kollagen | in die Sattigung gerat.

3.15.2 Elektronenmikroskopische Visualisierung

der COMP-Kollagen-Interaktion

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie ds zweiter, unabhéngiger Methode wurde die in den Festphasen-
Bindungsexperimenten beobadhtete Interaktion von COMP mit Kollagen urtersucht. Hierzu wurden
rCOMP und Kollagen bei RT inkubiert, mit Glycerin gemischt und auf Glimmer gespriiht. Die Proben
wurden durch rotary shadowing mit Kohlenstoff und Platin bespriiht und im Transmissons-Elektronen-
mikroskop untersucht und photographiert.

In Abbildung 39sind Photographien (Ausschnitte) dargestellt, die in Gegenwart von 0,5mM ZnCl, die
Interaktion vonrCOMP mit Kollagen IX zegen. rCOMP zedgte das bereits erwahnte ‘ Blumenstraulzartige’
Erscheinungsbild einer pentameren Struktur (vgl. Aufnahmen in Abb. 2Q mit 5 peripheren, runden
Strukturen, de die globuédren TC-Domanen reprasentieren. Das rekombinante Kollagen 1X besal3 'Knicke'
bei etwa 2/3 der Molekilldnge (NC3-Domanbe), wie sie auch bei Gewebe-extrahiertem Kollagen 1X
gezagt wurden (Vaughan et al., 1983 undeine rundich-globuéares Ende (Abb. 39 Pfeil spitzen), was der
4. nicht-kollagenen Doméane (NC4) entsprechen dirfte. Die statistische Auswertung voninsgesamt 300
Kollagen IX-COMP-Partikeln zeigte, dal3 COMP (ber seine globuédre TC-Doméne (Abb. 39 Pfeile)
bevorzugt an de nicht-kollagenen Doménen NC1, NC3 und NC4 von Kollagen IX bindet, und an eine
weitere interne Stelle, die der NC2-Doméne entsprechen konnte.
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Abb. 39: Elektronenmikroskopischer Nachweis der Bindung von rCOMP an Kollagen | X. rCOMP und rekom-
binantes Kollagen IX wurden in equimolarem Verhdlitnis undin Gegenwart von 05mM Zink in 02M Ammonium-
formiat inkuhiert. Die Regktion wurde mit 80% Glycerol ad 40% verdiinrt und sofort auf Glimmer gespriiht. Nach
rotary shadowing mit Kohlenstoff und Platin wurde die Interaktion am Transmisgons-Elektronenmikroskop phdo-
graphiert. Die Pfeile kennzeichnen die Bindung vonrCOMP durch sein gobuéres Ende an Kollagen IX. Die Pfeil -
spitzen deuten auf die aninaterminal gelegene NC4-Domane von Kollagen X, die globuére Strukturen ausbil det.
Der Balken entspricht 100nm.

3.15.3 Oberflachenplasmonresonanz-Messungen mit dem BiaCore System

Die Mesaungen der Oberflachenplasmonresonanz (Surface Plasmon Resonance, SFR) wurden von Frau
Krisztina Rosenberg (Lund, Schweden) auf einem BlAcore 2000 System durchgefihrt. Die Kollagene
wurden kovalent auf der Oberflache von CM5-Chips immobili siert und COMP als geltster Ligand Uler
diese Fladche gepumpt; durch de Interaktion von ggbundenem Koll agen mit geléstem COMP énderte sich
der Brechungsindex in der Nadhe der Chipoberflache, was in dmensionslosen 'response units als
sogenanntes 'Sensogramm’ in Echtzet aufgezachnet wurde. In Abbildung 40ist ein solches Sensogramm
der Interaktion vonrCOMP, D361Y und D469A mit Kollagen 1X dargestellt. Mit Hilfe der Anpasaung
eines Langmuir-Bindungmodells an de Mel3werte wurde die Assziations- und de Dissziationsrate

bestimmt und daraus die Gleichgewichts-Dissoziakionstante I berechnetTab. 7.
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Die Bindungkinetik zeigte @nen biphasischen Verlauf mit sehr langsamer Disziationsphase. Die
Messwverte liefden sich mitunter nicht zufriedenstellend mit einem Langmuir-Modell beschreiben bzw.
auswerten. Trotz der Schwierigkeiten, de Gleichgewichts-Disziationskonstanten zu bestimmen, bewie-
sen de SPR-Mesaungen quelitativ, dal? eine reversible Bindungzwischen COMP und cn urtersuchten
Kollagenen I, Il und IX stattfand.

Abb. 40: Surface Plasmon Resonance Mesaingen der
Bindung von COMP an Kollagen I X. 40ul einer 80nM
Loésung von rCOMP, D361Y und D469 in 25mM
HEPES, 150mM NaCl, 0,5mM Zn?*, pH 7,4 wurden mit
80ul/min Uker einen CM5-Sensorchip gepumpt, der mit
rekombinantem, humanem Kollagen [1X beschichtet
worden war. Die Bindungkinetik wurde mit der

'‘BlAevaluation software 3.0' ausgewertegl( Tab. 7.

0 50 100 150
Zeitverlauf (s)

Tab. 7: Apparente Bindungskonstanten der COMP-Kollagen-Interaktion

ELISA-artige Bindungsstudien Oberflachenplasmonresonanz-Messungen ~ °

Kollagen | *|Kollagen IX | Kollagen | 2 Kollagen | Kq (nM)| Kollagen Il Ky [Kollagen IX Kq (nM)

Kapp (NM) Kapp (NM) [Zn*1os (UM)]local fit  global fit (nM) local fit  global fit
local fit  global fit
tCOMP | 0,6 £0,1 3501 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
rCOMP| 0,6+0,1 15+0,1 10 40+28 0,7 40+7 0,5 11
D361Y | 0,4+0,1 0,9+0,1 20 0,5+0,2| 0,8 |150+133| 2,2 0,4
D469A | 0,4+0,1 0,9+0,5 40 0.7404| 2,0 1,740,1 1,6 19+4 0,7

Die apparente Bindungskonstantgentspricht der COMP-Konzentration bei halbmaximaler Sattigung in
Gegenwart von 0,5mM Zh(vgl. Abb. 39.

Die Zinkkonzentration bei halbmaximaler Sattigung%Zss wurde mit 5nM der rekombinanten Pentamere
untersucht und erreichte bei Kollagen Il und 1X nicht die Sattigugly Abb. 36.

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstanten wurden durch SPR-Messungen der Interaktion vomEOMP

rekombinantem Kollagen IX, pepsinextrahiertem Kollagen | und Il in Gegenwart von 0,5/iMrrhittelt.
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4. Diskussion

COMP ist ein aus verschiedenen Doméanen moduar aufgebautes Protein, dessen Struktur und Funktion
bisher nicht genau bekannt ist. Durch Rontgenstrukturanalyse wurde die Struktur der Pentamerisierungs-
domane aufgeklart (Malashkevich et al., 1996 und de Ergebniss der Strukturuntersuchungen von EGF-
Doménen aus Faktor XI und Fibrillin (Baron et al., 1992 Downing et al., 1996 lassen sich aufgrund der
Homologie mit groler Wahrscheinlichkeit auf die EGF-Doménen von COMP Ubertragen. Die genauen
Strukturen und Doméanengrenzen der Typ 3 Doméane und der carboxyterminalen TC-Doméne sind hn-
gegen nach unkekannt; sie wurden hisher nur elektronenmikroskopisch charakterisiert. Aufgrund deses
Mangels an strukturellen undfunktionellen Daten sind de Auswirkungen der PSACH/MED-asziierten
COMP-Mutationen und die molekulare Pathogenese dieser Etkrgen noclungeklart.

Um die Konsegquenzen der COMP-Mutationen auf die Struktur und Funktion des Proteins zu urtersuchen,
wurde die Typ 3 Doméne dleine, in Verbindung mit der vierten EGF-Doméane und im Kontext des
Voll &ange-Proteins rekombinant in 293 Nierenzdlen exprimiert; die Mutationen D361Y und D469\ wurden
as Typ 3 Doméne dleine und als Vollange-Protein exprimiert. Die monameren Proteine mCOMP, EGF-
T3 und T3 liefden sich nicht kristallisieren (E. Hohenester, unwertffentlichte Beobaditungen), was eine
Rontgenstrukturanalyse verhinderte. Die Kernresonanz- (NMR-) Spektroskopie von T3 (nicht Isotopen-
markiert) ergab, daR es als Monamer vorliegt und ke Zugabe von Ca®* seine Konformation &ndert;
aufgrund seiner Grole lief?en sich de NMR-Spektren nicht weiter auswerten (K. Downing, unwer-
oOff entli chte Beobachtungen). Die gereinigten Proteine wurden durch CD- und Fluoreszenz-Spektroskopie

analysiert und ihre Bindung an Kollagene und Calcium untersucht.

4.1 Rekombinantes COMP entspricht strukturell und funktionell dem
Gewebe-extrahierten COMP

Alle Proteine wurden von dn transfizierten 293Nierenzdlen in das Kulturmedium sezeaniert (Abb.11,
17). Gemes®n an der Intensitét der Coomasde-geférbten Banden nach SDS-PAGE lief3en sich zwischen
Wildtyp und Mutanten keine Unterschiede hinsichtlich der COMP-Konzentration im Kulturtiberstand
beobachten. Alle Vollangekonstrukte wurden gycosyliert (Abb. 19 und bldeten Pentamere (Abb. 17.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dald de Mutationen in den Typ 3 Motiven nicht per se mit der korrekten
Faltung, Struktur und Sekretion von COMP interferieren. Die Sekretion der T3-Konstrukte, ihre Ca**-
indwzierte Konformationsanderung und ik hohe Kooperativitdt der Ca2*-Bindung(s.u.) weisen darauf hin,
daR die Typ 3 Motive eine eigenstandige, unabhangige Faltungseinheit bildgiypfiddoméane

Die aminaterminale Protein-Sequenzierung kestétigte die ewartete Abspaltung des Signal peptids und de
elektronenmikroskopische Visualisierung der Pentamere nach rotary shadowing (Abb. 20 zegte das
‘Blumenstrauf3-artige’ Erscheinungsbild wie e von Gewebe-extrahiertem COMP beschrieben wurde
(Morgelinet al., 1999. Die dektronenmikroskopische Gestalt von COMP andert sich also weder durch die
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rekombinante Expresson in der Nieren-Zellinie anstatt in Knorpelzdlen, nach duch die Einfihrung der
PSACH/MED-assoziierten Mutationen.

COMP bil det intramolekulare Disulfidbriicken aus, die sich in einem unterschiedlichen Laufverhalten in
der SDS-PAGE vor und rach Reduktion &ulern; dieses Verhalten wurde insbesondere auch bei der rekom-
binanten Typ 3 Doméane beobadtet (Abb. 17,Tab. 2). COMP enthélt 45 Cysteine und aufgrund der unge-
raden Anzahl mussim reifen Protein - auch im Pentamer - mindestens eine freie Sulfhydrylfunktion va-
handen sein. Die beiden Cysin der Oligomerisierungsdoméane bilden im Pentamer einen Ring intermoleku-
larer Disulfide (Malashkevich et al., 1996 und de Anordnung @ 24 Cysin den vier EGF-Doménen lasg
sich duch Homologievergleiche vorhersagen; somit befindet sich in der Typ 3 Doméne (17 Cys) oder in
der TC-Doméne (2 Cys) mindestens ein freles Cystein. Abgesehen von dxr Pentamerisierung kei den
Vollangekonstrukten lief3 sich jedoch keine signifikante Bildung vonMultimeren beobadhten; die freien
Sulfhydrylgruppen sind also sterisch nicht zug&nglich oder chemisch blockiert.

Die Ubereinstimmung der CD-Spektren von rekombinantem und von Gewebe-extrahiertem Wil dtyp
COMP (rCOMP bzw. tCOMP, vdl. Abb. 29 bedeutet eine gleichartige Beteiligung vonSekundarstruktur-
Elementen am Aufbau: Die Proteine sind strukturell equivalent. In den Festphasen-Bindungsexperimenten
erfolgte die Bindung @s rekombinantem rCOMP und des bovinen tCOMP mit vergleichbarer Affinitét an
Kollagen; das rekombinante Protein deicht also auch in funktioneller Hinsicht dem aus Gewebe
extrahierten COMP.

Bei der rekombinanten Expresson aler COMP-Volléngekonstrukte fand sich im Zellkulturliberstand
immer ein Gemisch von COMP unterschiedlichen Oligomerisierungsgrades (Abb. 19. In vitro pentameri-
sieren isolierte Oligomerisierungs-Doméanen sportan undwerden duch einen Ring aus intermolekularen
Disulfid-Briucken stabili siert (Efimov et al., 1994 Malashkevich et al., 1996. In vivo wurde beim eng
verwandten Thrombospondn 1 de mtrandationale Oligomerisierung im rER nadhgewiesen, nach bevor
die weiter carboxyterminal gelegenen Domanen ihre endgltige Struktur erlangen (Kuznetsov et al., 1997
Prabakaran et al., 1996; eine unvdlstdndige Pentamerisierung als Ursadhe der Entstehung vonW-0Oligo-
mere war also urwahrscheinlich. Durch aminaterminale Proteinsequenzierung (vgl. 3.6 wurden de
Pseudo (W-) Monamere ds trunkierte COMP-Untereinheiten identifiziert: 1hnen fehlen (abgesehen vom
Signapeptid) die esten 60 Aminasduren, welche die Oligomerisierungs- (CC-) Doméne bil den. Off enbar
trennt eine Protease die Peptidbindung P60-A61 (Zahlweise von rCOMP) auf, und ein ks vier Y-
Monamere (MWq,= 80kDa) werden freigesetzt, jeweils aus vier EGF-, der Typ 3 undder TC-Doméne
bestehend (vgl. Anhang 7.2. Die Ubrigen, intakten Untereinheiten beiben weiter Uber ihre pentamere
Oligomerisierungs- (CC5-) Doméne miteinander verknipit und es entstehen W-Tetra-, W-Tri- und Y-
Dimere mit 400, 300 und 200ka, bis hin zu WY-Monameren mit CC5-Domane, 110kDa, undfreien CCh-
Domanen, 22kDa (alle Angaben: MWy, bei nichtreduzierender SDS-PAGE). Die flankierende Sequenz
der Proteaseschnittstell e gibt keinen Hinweis auf das beteili gte Enzym. Chen et al. zeigten, dal3 im Gegen-
satz zu den weiter carboxyterminal liegenden Bereichen de Verbindungsregion zwischen CC5- und erster
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EGF-Doméne auch bei hohen Ca?*-Konzentrationen fiir Trypsin zuganglich und ungeschiitzt ist (Chen et
al., 200Q. Unklar bleibt, ob de proteolytische Abspatungim rER an der entstehenden, nach monameren
Polypeptidkette efolgt; bel diesem Szenario mifde die Protease bei oder unmittelbar nach Translation der
CC-Domaéne &tiv werden, und dle freigesetzten CC-Fragmente wirden mit intakten COMP-Untereinhei-
ten bei der Pentamerisierung konkurieren. Wahrscheinlicher ist die Entstehung intakter Pentamere und
anschlielRend die Abspaltung dérfMonomere; dies kdnnte im ER oder extrazellular erfolgen.

In vivo werden COMP-Degradationsprodulte verstarkt bei degenerativen Knorpeldefekten beobacdhtet,
dlerdings snd de Schnittstellen nicht bekannt. Seit einiger Zeit werden COMP-Fragmente in Blut oder
Gelenkflissgkeit auf ihre Eignungals diagnostischer Marker bei Arthritis und Arthrose gepriift (Forslind
et al., 1992; Saxne und Heinegard, 1292)

4.2 COMP aggregiert bei physiologischen C3-Konzentrationen

Die UV-spektroskopischen Untersuchungen zeigten, dal3 sowohl rekombinantes, als auch Gewebe-
extrahiertes Vollange-COMP in Gegenwart von mehr als 0,25mM Ca®* und kei Proteinkorzentrationen
Uber 100ug/ml aggregiert (vgl. 3.10,Abb. 29. Der Umfang der Aggregation variierte mit den experi-
mentellen Bedingungen, lieR sich prinzipiell aber immer beobadhten. Die Ca*-abhéngige Konformations-
anderung der Pentamere (und auch von mCOMP) konnte daher dpgbisols nicht untersucht werden.

Dies wirft die Frage auf, wie sich de Stuation in vivo darstellt. Bei der 'klasgschen' Isolation aus
Chondosarkom (Morgelin et al., 1993 oder Gelenkknapel (Di Cesare et al., 1995 Di Cesare et al.,
19940 wird COMP mit EDTA extrahiert; dies weist auf eine von dvaenten Kationen abhangige,
reversible Verankerung in der ECM hin. Unter den dvalenten Kationen daminiert Calcium, seine freie
Konzentration ketragt im Blut 1,1-1,3mM; etwa die gleiche Menge liegt zusétzlich an Proteine gebuncen
vor. Man nmmt an, da3 de interstitielle Flisggkeit im Gleichgewicht mit dem Blut steht, daher wird
algemein auch fir die ECM eine freie Ca**-Konzentration um 1,2mM zugrundegelegt (Gilanyi et al.,
1989. Loka kann de Ca’*-Konzentration jedoch abweichen: Im Inneren der Blutgerinnsel, die beim
Wundverschlussentstehen, wurde awischen den aggregierten Thrombocyten 0,4nM Ca’* detektiert (Owen
et al., 1999; in der Haut wurden Ca**-Konzentrationsgradienten entdedkt, und an Orten der
Knochenresorption wurden his zu 26mM Ca®* gemes=n (einen Uberblick bieten: Brown et al., 1995
Maurer und Hohenester, 1997; Maueeal., 1996)

Es ist daher unkar, ob de beobachtete Aggregation von phgiologischer Relevanz ist: Bel einer freien
Cd"-Konzentration um 1,2mM lage COMRVvivo iiberwiegend aggregiert vor.

4.3 Die Mutationen verandern die Konformation und C&*-Bindung

In deser Arbeit wurden zwei Mutationen in der Typ 3 Doméne von COMP untersucht: Die Mutation
D361Y verursacht MED undist klinisch duch urregelméldig geformte Epiphysen, schwere Arthrose und
leichten Zwergwuchs gekennzeichnet (LougHin et al., 199§. Die Deletion D46 fihrt zu schwerer
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PSACH, die mit starkem Zwergwuchs, deutlich kirzeren Gliedmal3en, Ukerdehnbaren Bandern, Deforma:
tionen an Epi- und Metaphysen undschwere Arthrose é@nhergeht (Deeeet al., 1998 Ferguson et al., 1997
Hedt et al., 1995 lkegawa et al., 1998 LougHin et al., 199§9. Bei beiden Erkrankungen ist das
Langenwadstum der Réhrenknochen reduziert. Die Chondocyten betroffener Individuen weisen - soweit
untersucht - im rER lamellére Ablagerungen aus COMP, Kollagen 1X und Aggrecan auf; demgegeniiber
zeigen die Zellen der Sehnen und Bénder keine derartig veranderte Ultrastruktur des rER.

Zu Beginn der hier vorgestellten Arbeit war daher besonders im Fall der PSACH/MED-asozii erten
Mutationen ursicher, ob sich de COMP-Konstrukte durch Transfektion von Nierenzelen rekombinant
exprimieren lassen wirden. Die efolgreiche Sekretion der mutierten Konstrukte in vitro durch de 293
EBNA Zellen bestétigt die Beobadtung, dil3 der Zelltyp dartiber entscheidet, obim rER die spezfischen
lamell&ren Ablagerungen der PSACH/MED-Chondocyten entstehen, oder ob mutiertes COMP sezeniert
wird - wiein vivo durch Zellen der Sehnen und Bander von PSACH/MED-Patieniérd(5).

Obwohl die COMP-Mutationen in vivo zu einem drastischen Phanotyp fuhren, urterscheidet sich de
Sekundirstruktur bzw. Konformation des pentameren Wil dtyps und cer pentameren COMP-Mutanten nur
in subtiler Weise. Zumindest im Ca?*-freien Zustand rufen die Mutationen keine umfangreiche Anderung
der Gesamtstruktur von COMP, sondern lokale Effekte hervor (Abb. 471A). In Gegenwart hoher Ca?'-
Konzentrationen nimmt die Elli ptizitdt der Proteine a1 (Abb. 41B), dabei treten zwischen Wildtyp und
Mutanten deutlichere Unterschiede aif; diese sind zumindest teilweise @ne Folge der experimentell
schwankenden Aggregation kew. Tribung.Auferdem fuhrt die Ausfélung der Proteine letztlich zu einer
verringerten Kornzentration der gelosten Pentamere, was gleichbedeutend mit einer Schwadung abr
Elliptizitat ist.

Die dominierenden Sekundirstruktur-Elemente dler COMP-Konstrukte sind B-Faltblétter und ung-
ordnete Segmente (Tab. 4). Um die Frage nadh den strukturellen Folgen der Mutationen zu beantworten,
wurde die rekombinant exprimierte Typ 3 Domane untersucht.

Die CD-Spektren der mutierten Typ 3 Doménen (T3-D361Y und T3-D469) sind sich sehr dhnlich,
unterscheiden sich aber deutlich vom Spektrum des Wil dtyps (T3); dies gilt fiir den Ca**-freien und @n
Ca’*-gestttigten Zustand (Abb. 41C, D und Abb. 2425, Kapitel 3.11). In Gegenwart von Ca®* verringert
sich bei allen T3-Konstrukten reversibel die Elli ptizitat, es findet also ein Ca®*-indwzierter Konformations-
wedhsel in der Typ 3 Doméne statt. Im Gegensatz dazu (it Zn*" keinen Effekt auf die Typ 3 Doméane aus,

der sich durch Veranderungen in der Elliptizitat, Fluoreszenz oder UV-Absorption nachweisen laft.

Die Elli ptizitétsinderung der T3-Konstrukte ist sicherlich ein Mal3 fur ihren Konformationswedhsel, denn
abgesehen von Sekundirstrukturen zeigen nur aromatische Aminasauren in einigen Féllen einen Circular
Dichroismus; da die T3-Konstrukte nur ein Trp bzw. im Fall von T3-D361Y je én Trp undTyr beinhalten,

ist es sehr unwahrscheinlich, daf3 diese signifikant zur Elliptizitat beitragen.
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Der Verlauf der CD-Spektren deutet auf eine signifikante Zunahme von a-Helix- und Abnahme von 3-
Faltblatt-Sekundarstruktur in Gegenwart von Ca®* hin (Tab. 4). Die Verlasdichkeit der Strukturvorhersage
der Typ 3 Doméne wird alerdings durch ihren stark sauren Charakter, ihre dektronenmikroskopisch
langlich erscheinende Struktur und de grof®e Anzahl mdglicher Disulfidbriicken in Frage gestellt. Aul3er-
dem bednflusg das jewelli ge Auswertungsprogramm mit seinen spezfischen Algorithmen und de Aus-
wahl der Referenzspektren von rontgenkristall ographisch aufgeklarten Proteinen de Strukturvorhersage
eines Proteins unbekannter Konformation (Einen Uberblick zur Problematik der computergestiitzten

Auswertung von CD-Spektren zur Kionmationsorhersage bietet: Greenfield, 1996).

A Vollange-COMP / ohne Ca?* B Vollange-COMP / 1,5mM Ca?*
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Abb. 41. Die CD-Spektren von rekombinantem COMP in An- und Abwesenheit von Calcium. Die gezegten
CD-Spektren sind Abb. 24 und Abb. 25 enthnommen undwurden hier nur neu kombiniert. Wil dtyp-COMP (durch-
gezgene Linie), die Mutation D361Y (unterbrochene Linie) und D469 (gestrichelte Linie) wurden entweder als
Vollénge-Konstrukt (oben: A, B) oder as T3-Konstrukt (unten: C, D) in TBS vor (A, C) und rach (B, D) Zugabe
von Ca®* gemessen. Die Ca®*-Konzentration der T3-Konstrukte in (D) betrug 1,8mM Ca* bei T3, 2mM Ca’* bei T3-
D361Y und 1,7mM CH bei D46Q.
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Deutliche Unterschiede awischen Wildtyp und Mutanten zeigen sich im Umfang der Ca*-induwzierten
Elli ptizitatsanderung cer T3-Konstrukte (Tab. 6): Bei T3 betrégt die Anderung 5@%, bei den mutierten Typ
3 Doménen (T3-D361Y undT3-D46) nur 40% (bezogen auf den Ca*-geséttigten Zustand); somit ist bei

den T3-Mutanten der Umfang der‘Ginduzierten Konformatiorismderung reduziert.

Analog zeigt die Fluoreszenz-Spektroskopie der T3-Konstrukte, daB auch de Ca**-indwzierte Anderung
der Fluoreszenz-Intensitdt bei den Mutanten (T3-D361Y: AF = 20% und T3-D469A: AF = 320%) im
Vergleich zum Wil dtyp (T3: AF = 490%) eingeschrankt ist (Tab. 5, 6. Im Ca®*-freien Zustand liegen de
Maxima der Emisson bei 353, aber bei den Mutanten ist die Ca?*-indwzierte Verschiebung cr Maxima
zum kurzwelligen hin geringer als beim Wildtyp (T3-D361Y: AA < 1nm / T3-D46A: AN =3nm / T3: AA =
7nm). Bei Tryptophan wird eine Blau-Verschiebung as Emissons-Maximums (hier: Trp344in Gegenwart
von Ca™) durch eine gestiegene Hydrophobzitd der Mikroumgebung \erursacht (Schmid, 1989.
Demnach zeigen de Mutanten also auch in den Fluoreszenz-Untersuchungen einen im Umfang

eingeschrankten Konformationswechsel.

Durch Gleichgewichtsdialyse in Gegenwart von ImM Ca* wurde die Anzahl von Ca**-Bindungsgellenin
der Typ 3 Doméne bestimmt: T3 hindet 12 +2 Ca®*, bei T3-D361Y sind es 6 +2 Ca®*, und T3-D469A
bindet 8 +2 Ca®* (vgl. 3.13,Abb. 3]). Die @mittelte Anzahl von 12Ca**-Bindungsgellen bei T3 steht in
Einklang mit dem von Lawler (Lawler und Hynes, 1986 bzw. Misenheimer und Mosher (Misenheimer
und Mosher, 1995 vorgeschlagenen Modell von 13 Ca®*-Bindungsgellen, de in act Typ 3 Motiven
angeordnet sind. Chen et al. wiesen jingst in rekombinant exprimiertem humanem Vollénge-COMP 10
Ca’*-Bindungsgellen pro Untereinheit nach, undeine dem Konstrukt D469\ entsprechenden Deletions-
mutante besal? nu 7 Ca**-Bindungdellen pro Untereinheit (Chen et al., 2000Q; alerdings kénren de
zweite und ditte EGF-Doméne in den Vollangekonstrukten wahrscheinlich ebenfalls Ca®* binden. Im
Gegensatz dazu pubdizierten Maddoxet al. kirzlich, dal3 in der humanen, rekombinant exprimierten Typ 3
Doméne des Wildtyps 17 Ca?*-Bindungsgellen existieren und de Einfiihrung der PSACH-as®ziierten
Mutation D446N zu einer Reduktion auf acht Bindungsstellen {tlatildoxet al., 2000)

Die Affinitdt und Kooperativitét der Ca?*-Bindungwurden duch Analyse der Elli ptizitatsanderung als
Funktion der Ca®*-Konzentration kestimmt. Die resultierende Bindungkurve ldsg sich nu zufrieden-
stellend duch Anpasaung bphasischer, hachgradig kooperativer Bindungsmodell e beschreiben. An dem
Ca**-indwzierten Konformationrwechsel der Typ 3 Doméne sind also mindestens zwei verschieden affine
und koopeative Klassen von GaBindungstellen beteiligt Tab. §.

Die Einfuhrung der Punktmutationen in die Typ 3 Domane fuhrt Uberraschenderweise nicht zum Verlust
der Kooperativitét, vielmehr bleiben vom Konformationswedsel der hochaffinen Bindung(Kg; ~0,28mM)
69% bel T3-D361Y und 886 bel T3-D46AN erhaten. Bei den Mutanten nmmt die Konformations-
anderung, de durch niederaffine Ca®*-Bindung tervorgerufen wird, relativ zu: Entweder werden also

hochaffine Bindungsgellen zumindest teilweise in niederaffine umgewandelt, und dibei sinkt die Affinitét
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der betroffenen Bindunggelen auf ein Zehntel (T3-D361Y) bis Funftel (T3-D469). Oder die verblei-
benden niederaffinen Bindungdellen zegen einen verénderten Ca®*-indwzierten Konformationswechsel.
In jedem Fall ist die physiologische Relevanz der niederaffinen Ca™-Bindung mit Kg-Werten im

millimolaren Bereich unklar.

Auch de Fluoreszenzénderung vonTrp 344 e Ca®*-Bindunglésg sich nur mit einer hoch kooperativen
Bindung leschreiben; die Anpasaung an ein hiphasisches Bindungmodell ergibt, da3 kel T3 94% der
beobadchteten Fluoreszenzénderung duch eine hochaffine Bindungdelle (Kq4:= 0,24mM, ny;= 5,9) hervor-
gerufen werden. Der Hill koeffizient kann maximal den Wert der Anzahl der beteiligten Bindungsstellen
annehmen, also missen bei T3 mindestens eds, und ki T3-D46A (Kg= 0,24mM, ny;= 8) mindestens
adt Ca®*-Bindungsgellen die lokale Konformation vonTrp344 tednflussen; dies gimmt sehr gut mit der
Bestimmung der Bindungsstellen-Anzahl durch Gleichgewichtsdialyse tGberein.

Die Wedhselwirkungen zwischen den Typ 3 Motiven reichen relativ weit: Verglichen mit dem Wil dtyp
reduziert die Deletionim 7. Typ 3Motiv von T3-D46A den Umfang der Fluoreszenzénderung vonTrp344
im 3. Typ 3 Motiv auf ~65%. Bei T3-D361Y ist die Mutation in der zu Trp344 kenachbarten Ca™-
Bindungsdell e lokalisiert und reduziert - verglichen zum Wildtyp - den Umfang der Fluoreszenzénderung
auf 4% und de Affinitét auf ein Fanftel (Kg;= 1,14mM, ny;= 3,6). Dies kann de Folge der réumlichen
Né&he des untersuchten Tryptophans zur Mutation sein: Die Mutationen veréndern de Konformation lokal
starker als in entfernteren Bindungsstellen.

Der Verlust mehrerer Ca®*-Bindungsgellen durch eine énzige Punkimutation und dle hohen Hill -K oeffi-
Zienten der Bindung weisen darauf hin, da3 de hochaffinen Bindungsgellen in mindestens zwei
unabhdngigen, kooperativen Systemen arganisiert sind, dad sich de Konformationsénderungen jedoch -
wie die Fluoreszenzspektroskopie zegt - Uber eine grol¥ere Entfernung auch auf das benachbarte System
auswirken kénren; ob dese Systeme unabhéngig faltende Einheiten - also Doménen - darstellen, kann nur
in weiteren Untersuchungen geklart werden. Die Biphasigkeit der Ca?*-Bindungkurven bei Fluoreszenz-
und CD-Messungen zeigt, dal? de hoch- und riederaffine Ca?*-Bindung duch voreinander unabhangige
Bindungstellen vermittelt wird.

In einem Modell, mit dem sich de Ca?*-Bindungdaten erklaren lassen (Abb. 42, ist in der Mutante T3-
D361Y das aminoterminde Bindungdgellen-System gestort, das im Wildtyp act hochaffine Ca*-
Bindungstellen umfasg und den gréferen Anteil zu der im CD beobadteten hachaffinen Konformations-
anderung leisteuert. Den carboxyterminalen Bereich der Typ 3 Doméne bildet ein System aus sds
hochaffinen Ca’*-Bindungsstell en, das bei der Mutante T3-D469\ verandert ist, und keine hochaffine Ca’*-
Bindung mehr aufweist. Die niederaffinen Bindungsgellen lass&n sich anhand der vorliegenden Daten
nicht den verschiedenen Bereichen der Typ 3 Doméane aiordnen. Vermutlich werden duch de Mutation
die hochaffinen C&-Bindungsstellen in niederaffine umgewandelt oder gehen vollstandig verloren.

Die Sequenz der Typ 3 Motive weist eine hohe Homologie 2um Ca®*-Bindungmotiv der EF-Hand auf,
dlerdings fehlen de fir die EF-Hand typischen, das Ca?*-Bindungmotiv flankierenden a-Helices (‘Helix-
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Schleife-Helix'-Motiv); damit stellen die Typ 3 Motive méglicherweise @ne blole Aneinanderreihung aer

'Schleifen' mit unbekannter Struktur dar.

Wildtyp T3: Bindung von 122 C&*

Trp 344\/

o

T3-D361Y: Bindung von 62 C&"

Trp 344N \fD361Y

T3-D469: Bindung von &2 C&*

Trp 344\/

50% Elliptizitatsanderung im CD; davon 80% durch
hochaffine Bindung: k= 0,30mM, = 3,7
(niederaffine Bdg.: k= 4,1mM, n,=1,2)

490% Intensitatsdnderung der Fluoreszenz, davon
94% durch hochaffine Bdg.:d& 0,24mM, p,= 5,9;
Emissions-Maximum verlagert sich um 7nm;

40% Elliptizitatsdnderung im CD; davon 55% durch
hochaffine Bdg.: k= 0,25mM, m.= 4,5
(niederaffine Bdg.: k= 2,7mM, ny,= 1,5)

20% Intensitatsanderung der Fluoreszenz, mono-
phasische niederaffine Bdg.g# 1,14mM, m;= 3,6
Emissions-Maximum verlagert sich ugdhnm;

40% Elliptizitdtsdnderung im CD; davon 70% durch
hochaffine Bdg.: k= 0,28mM, n,= 3,7
(niederaffine Bdg.: k= 1,5mM, ny,= 2,8)

320% Intensitatsdnderung der Fluoreszenz, davon
80% durch hochaffine Bdg.: & 0,24mM, ;=8
Emissions-Maximum verlagert sich um 3nm;

Abb. 42 Model der Typ 3 Motive und die Auswirkung der Mutationen. Die Untergliederung in einzene

Bindungmotive bzw. -stellen und dren Anzahl orientiert sich an dem fir Thrombospondn 1 vageschlagenen
Modell (Lawler und Hynes, 1986 Misenheimer und Mosher, 1995; zur Darstellung vd. Abb. 4. Die Lokalisation

des fluoreszierenden Tryptophans Trp344 und der beiden untersuchten Mutationen sind durch Pfeile markiert.

Morgelin et al. bestimmten elektronenmikroskopisch de Lange von Ratten-COMP: Die vier EGF- und

die Typ 3 Domane besitzen eine stabformige, 25,6+6nm lange und 1,2m dicke Gestalt (M6rgelin et al.,

1992. Legt man de Struktur der EGF-Domane von hunanem Fakor 1X zugrunde, sind de vier globuéren

EGF-Doméanen aneinandergereiht 12mm lang (Baron et al., 1993. Die Typ 3 Doméne wére damit 13,6rm

lang, was gut mit der gemessenen Lange von 14,2+1,7rmm fur rekombinantes T3 Ulereinstimmt (Maddox
et al., 2000. Bei 260 Aminosauren (AS) bedeutet das durchschnittlich 18,5ASnm; die globuare TC-
Domane ist dichter gepackt: 240AS bei 4,8nm Durchméb&ingelinet al., 1992)
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4.4 Die Mutationen beeinflussen die Bindung von COMP an Kollagen

Die dektronenmikroskopische Visualisierung dr COMP-Koll agen-Interaktion zeigt, da3 de Bindung
Uber die caboxyterminale globuére TC-Domane von COMP erfolgt; dies geht in Einklang mit Unter-
suchungen der Bindung vonRinder-COMP an Kollagen | und 1l (Rosenberg et al., 1999. Die Koll agen-
bindungwird duch de Mutationen in der benachbarten Ca?*-bindenden Typ 3 Doméne bednflusg; die
Entdedkung von PSACH- und MED-asziierten Mutationen in der TC-Doméane (Briggs et al., 1998
Deae et al., 1998 Dege et al., 1999 lasg sich dahingehend interpretieren, dald Mutationen in beiden
COMP-Domanen vermutlich duch Konformationsanderungen die Kollagenbindung @ TC-Doméne
bednflusen. Das bedeutet im Umkehrschluss dal? sich de Konformation der Typ 3 Doméne aif die
Eigenschaften - hier die Bindung an Kollagene - der TC-Doméane auswirkt.

Die Kollagenbindung ist Zn*-abhéngig, und de aur halbmaximalen Bindung an Kollagen | nétige
Zinkkoreentrationist bei rCOMP niedriger ([Zn*]os= 10uM) alsbei D361Y ([Zn*]os= 20uM) und D46
([Zn**]os= 40uM). An Kollagen Il undIX bindet COMP erst bei deutlich hékeren Zinkkorzentrationen; in
Gegenwart hoher Zn**-Konzentrationen (0,5mM) binden alle COMP-Konstrukte mit einer apparenten
Affinitét im nanomolaren Bereich an Kollagen | (Kgp= 0,4-0,9rM) und Kollagen IX (Kgqp= 0,4-3,5rM).
Die intrinsische Fluoreszenz und Elli ptizitdt der T3-Konstrukte &dert sich weder in Ca**-freiem, nach in
Ca’*-gesittigtem Zustand bei Zugabe von Zink; das legt nahe, dal3 Zn*" seinen Effekt in der TC-Doméne
entfaltet.

Wie sieht die Situation im Knorpel aus? In der Synoviaflissgkeit wurden Zinkkorzentrationen von 9
25uM gemessn (Buneaux et al., 1979, undim Knorpel Gesamtkonzentrationen von 15120uM Zn**
(Schor et al., 1973. Unter diesen Bedingungn wirden de COMP-Mutanten deutlich schwader als
rCOMP an Kollagen Il und IX binden. In den verschiedenen Schichten des Gelenkknarpels variiert die
Konzentration von Zn?*, so wurden im hypertrophen Knorpel bis zu 140uM Gesamt-Zink gemesgen;
durchschrittli ch steht dem Zn** die 50-fache Konzentration Ca?* gegeniiber (Rizzo et al., 1995. Setzt man
Konzentrationen von 1,2nM Ca?* und 25M Zn*" als typisch voraus, wiirde nach den in vitro gewonnenen
Daten COMP bei hohen Korzentrationen aggregieren und eine COMP-Koll agen-Interaktion wére nicht
moglich. Dasich COMP mit EDTA aus Gewebe extrahieren lasg (Morgelin et al., 1992 Di Cesare et al.,
1994h missen dvaente Kationen bel der Verankerung von COMP in der ECM eine wichtige Rolle
spielen; die frele COMP-Konzentration muss im Gewebe daher unterhalb des (in deser Arbeit nicht
bestimmten) Schwell enwertes liegen, ab dem sportane Selbstaggregation keginnt. Bei 25uM Zn** wiirde
rCOMP im Gegensatz zu mutiertem COMP an Kollagen binden.
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4.5 Modelle zur Pathogenese von PSACH und MED

Die hier gezdgte hochaffine COMP-Kollagen-Interaktion koénrie in vivo bei der Vernetzung
tripelhelikalen Kollagens oder bei der Koll agen-Fibrill enbil dungeine Roll e spielen: Indem die Mutationen
die Menge des Kollagen-gebuncenen COMP reduwzieren, konrte die Bildung und Organisation cer
Kollagen I- und II-Fibrillen gestort sein. Dem Kollagen 1X wird eine stabilisierende Funktion bei der
Koll agen-Fibrill ogenese im Knorpel zugewiesen (Bruckner et al., 1988, und de Interaktion vonKollagen
IX mit weiteren Bindungspartnern fir die 'Verklebung von Fibrillen im Knorpel verantwortlich gemadt
(Smith undBrandt, 1992. Auch de Beobadhtung, i3 transgene Méause mit inaktiviertem oder mutiertem
Kollagen 1X-Gen Arthrose entwickeln (Bruckner et al., 1988 Nakata et al., 1993, unterstreicht die
Bedeutung vonKollagen I1X fir die Stabilitat und Integritét des Kollagen-Netzwerkes in der ECM des
Knorpels.

Somit wére es moglich, da3 de Kollagene IX und Il durch ihre Bindungan COMP relativ zueinander in
eine definierte Position gebradht werden, anschliefRend drekt miteinander interagieren undFibrill en bilden.
In den mutierten Pentameren wéren eine oder mehrere TC-Doméanen nicht mehr zur Kollagenbindungféhig
und wirden einen daminant negativen Effekt austiben konren; im Fal von Chondocyten ist sogar
unsicher, ob mutiertes COMP Uberhaupt sezemniert wird. In der Folge wéren Struktur und Stabilit & von
Knorpel, Bandern und Sehnen verandert; Uberdehnbare Bander und frih einsetzende Arthrose sind
charakteristische Symptome bei PSACH und MED.

Insofern kénrte man die Pathogenese von PSACH und MED aso auf den Verlust der physiologischen
Funktion vonCOMP zurtickzuf iihren; die unauff dlli ge Entwicklung vontransgenen Mausen mit inaktivier-
tem COMP-Gen zd gt aber, dal3 es das mutierte Protein, und richt die Abwesenheit von COMP ist, die den
PSACH- bzw. MED-Phanotyp hervorrufen (L. Svenson undA. Oldberg, personliche Mitteilung J. Hednt,
unveroff entlichte Beobadhtungen, zitiert nadh: Stevens, 1999. Dabei kann eine Rolle spielen, dal3 de
durch de Mutationen bednflusge Funktion redundant ist; bel volliger Abwesenheit von COMP konrte im
Knorpel beispielsweise Thrombaspondn 1 mit seiner zu COMP hochgradig hamologen Typ 3 Doméne
und TC-Doméane eine Ersatzrolle spielen und die Funktion bereitstellen, die sonst COMP ausibt.

Eine andere oder auch zusétzliche Erkléarung betet sich bei Betrachtung der PSACH/MED-spezfischen
lamell&ren Ablagerungen im rER von Chondocyten: Mutationen in COMP oder in Kollagen 1X flhren
zum Phanotyp 'MED', und in den ER-Ablagerungen lasen sich genau dese beiden Proteine - neben
Aggrecan - nadweisen. Wenn COMP und andere sekretorische Proteine im ER zuriickgehalten werden
und dhdurch zdluldre Funktionen der betroffenen Chondocyten bedantradtigt sind, wirde das auch de
reduzierte Proliferation der Knorpelzdlen und an gestérten Aufbau der Wadhstumsfuge eklaren (Briggs
et al., 1995 Hedt et al., 19981. Da derzet keine Mddlichkeit besteht, in Zellen oder im Gewebe
mutiertes COMP vom Wildtyp zu urterscheiden, ist unklar, ob kzw. in welchem Mal3 mutiertes COMP

sezerniert wird.
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Die Zellen von Knorpel, Bandern und Sehnen von Patienten waren in vitro in der Lage, COMP zu
sezanieren (Delot et al., 1998 Hedht et al., 199&); im Fall der Chondozyten ist dies wahrscheinlich de
Folge der artifiziellen Kulturbedingungen, urter denen sie sich zu einem Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp
dedifferenzieren (Hedht et al., 1998D. In vivo wurde COMP auch extrazdlulér in Sehnen von PSACH-
Patienten gefunden, was im Einklang mit dem Fehlen der rER-Ablagerungen in Tenocyten steht (Maddox
et al., 1997; also verhindert die Mutation richt die Sekretion per se, sondern nu in Chondocyten. Eine
pathoogische Interaktion mit spezfisch im Knorpel exprimierten Molekilen scheint also de Ursache der
rER-Ablagerungen darzustellen, und Kollagen 1X kdnnte dafur ein prominenter Kandidat sein (s.u.).

Zumindest in Sehnen konrte sezaniertes, mutiertes COMP unphysiologische Wedselwirkungen ausiiben
und so den daminant-negativen Effekt verursachen. Histologisch lief sich dagegen kein COMP in der
Extrazdl ularmatrix des Knorpels von Patienten (Maddox et al., 1997 oder allenfalls im Bereich der
Nachweisgrenze (Delot et al., 1999 nachweisen. Diese Beobachtungen wurden als eine Folge der
Retardierungim rER erklart, aber die reduzierte Affinitdt von COMP zu anderen ECM-Bestandteilen (und
damit seine geschwéadte Verankerung) konrte auch zu seinem Verlust beim Schneiden und Féarben der
Gewebeschnitte fuhren.

Eine ehdhte Sensitivitdt gegenliber Proteasen ist eine weitere Theorie, die auf der Beobadchtung fuld, das
viele Proteine durch de Ca?*-Bindung stabili siert werden undin diesem Zustand gegeniiber Proteasen
weniger empfindich sind. In der Tat wurde in vitro gezegt, daid bei physiologischen Ca?*-K onzentrationen
D46 im Vergleich zu rCOMP und eine ehdhte Empfindlichkeit gegentiber Trypsin aufweist (Chen et
al., 2000)

Die Affinitat der in dieser Arbeit erstmals gezégten Zn®*-abhéngigen Bindung vonCOMP an Kollagen
IX liegt im nanomolaren Bereich. Interessanterweise wurden de PSACH/MED-spezfischen Ablagerungen
im rER nur in den Zelltypen gefunden, von cnen bekannt ist, da? se COMP und Kollagen IX ko-
exprimieren: Chondocyten, sowie die Faserknorpel-Zellen an der Insertionsdelle von Béndern (Maynard
et al., 1972 Sagarriga Visconti et al., 1996 Smith et al., 1997. Die Tenocyten undLigamentzdlen, de
weiter entfernt von desen Insertionsgellen liegen, weisen keine rER-Ablagerungen auf und exprimieren
auch kein Kollagen 1X (Maddox et al., 1997 Maynard et al., 1973. Die Interaktion von COMP und
Kollagen IX scheint also eine zatrale Rolle bei der Entstehung dr rER-Ablagerungen und ar Entstehung
des Krankheitsbhildes zu spielen. Wie die vorliegende Arbeit zegt, binden mutiertes und Wildtyp COMP
mit dhnlicher Affinitédt an Kollagen 1X. Die Bildung dr rER-Ablagerungen misge daher durch einen
weiteren Faktor im rER der Chondocyten und Faserknorpel-Zellen mitverursadcht werden; beispielsweise
konrten Chaperone an de mutierten COMP-Molekile und anschlief3end an Kollagen 1X oder direkt an
Komplexe aus COMP und Kollagen 1X binden. Konren solche Komplexe nicht wieder aufgelGst oder
durch geordnete Degradation abgebaut werden, konre es zur Bildung ar angesprochenen lamell &ren
Ablagerungen kommen. Bel MED-asoziierten Mutationen des Kollagen IX, die éenfalls lamellare
Einschlisse im rER bilden, ist ein solches Szenario wahrschejBlictnemanret al., 2000)
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5. Zusammenfassung

Die Pseudoachondoplasie und Multiple Epiphysére Dysplasie sind zwei dominant negativ vererbte
Erkrankungen des <eletalen Systems, die sich in Zwergwuchs, vermindertem Langenwadistum der
Rohrenknochen, Gelenksdeformationen undfriih einsetzender Arthrose @if¥ern. Im rER der Chondocyten
bil den sich eigentiimliche Ablagerungen, de COMP, Aggrecan undKaollagen I1X enthalten. Beide Krank-
heiten zeigen eine grof¥, sich Ukerlappende Bandlreite des Phanaotyps. Als Ursache wurden mittlerwell e
50 werschiedene Mutationen im Cartilage Oligomeric Matrix Protein identifiziert, einem pentameren
Glykoprotein der Extrazdluléarmatrix von Knorpel, Sehnen und Béndern, MED-as®ziierte Mutationen
wurden auch im Kollagen I1X gefunden. In der Mehrzehl der COMP-Mutationen sind einzene
Aminosiuren betroffen, von dnen eine Beteiligungan der Ca?*-Bindungin der Typ 3 Doméne postuliert
wird. Die molekulare Pathogenese von MED bzw. PSACH und de genaue Funktion vonCOMP sind unle-

kannt, aber es gibt Hinweise auf eine Beteiligung von COMP an der Fibrillogenese von Kollagen.

Um die molekularen Mecdhanismen zu analysieren, de PSACH und MED zugrunddliegen, wurden zwei
représentative COMP-Mutationen (D361Y und D469) ausgewdhlt, um die von ihnen verursachten Aus-
wirkungen auf die Konformation, Ca?*- und Kollagen-Bindung vonCOMP zu urtersuchen. Dazu wurde
das pentamere COMP und de d@nzdne Typ 3 Doméne ds Wildtyp kew. in der mutierten Form
rekombinant in Nierenzellen exprimiert und aufgereinigt.

Erstmals lieR sich de postulierte Ca?*-Bindung @ Typ 3 Doméne bestétigen: Es wurden 12+2 Ca™*-
Bindungdellen nachgewiesen. Die Ergebniss legen nahe, dal3 de Bindungsdellen in zwel verschiedenen
Systemen zusammengefasg sind, undsich beide Bindungsdellen-Systeme in ihrer Struktur gegenseitig
bednflusen. Die Ca?*-Bindungerfolgt hochgradig kooperativ und fiihrt zu einem umfangreichen Konfor-
mationswechsel der Typ 3 Doméne; dabei ist die Ca®*-Affinitét mit einem apparenten K4 um 0,3mM hoch
genug, um unter physiologischen Bedingungen eine Ca®*-Séttigung as Proteins herbeizufiihren. Es wurde
nachgewiesen, dal? in Anwesenheit von Zn?* COMP mit nanomolarer Affinitat an Kollagen I, Il und IX
bindet; die Bindung as Kollagens, wahrscheinlich auch die von Zink, erfolgt durch de caboxyterminae
TC-Domane von COMP.

Die Punktmutationen fiihren zu einer nur subtil veranderten Gesamtstruktur; sie &f¥ern sich hingegen in
An- und Abwesenheit von Ca®* in einer umfassenden Verénderung cer lokalen Struktur der Typ 3 Doméne,
und sie schranken den Umfang der Ca®*-indwzierten Konformationsanderung ceutlich ein. Durch beide
Mutationen wird jeweil s eines der beiden Bindungdell en-Systeme derart gestort, dal3 ein Verlust von flnf
bzw. sieben Ca®*-Bindungsgellen resultiert; dabei werden wahrscheinlich hachaffine Bindungstellen in

niederaffine umgewandelt.
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Mutiertes COMP bindet erst bei deutlich héteren Zn**-Konzentrationen an tripelhelikales Kollagen; bei
hohen Zink-Konzentrationen im Sattigungsbereich binden de mutierten Proteine dagegen in eéinem dem
Wildtyp vergleichbaren Mal3 an Kollagen I, Il und IX. Die Verénderung d&r Kollagenbindung duch die
Mutationen im Bereich der Ca®*-Bindungsdellen beweist, da3 de Typ 3 Doméne die caboxyterminale
TC-Domane beeinflusst.

Vor dem Hintergrund, daf3 Mutationen in COMP undin Kollagen IX den dgeichen, mit Ablagerungen im
rER von Chondocyten einhergehenden Phanotyp verursachen kdnren, deutet diese Arbeit darauf hin, dal3
die Interaktion von Kollagen IX mit COMP eine zeitrale Postion bei der Pathogenese von
Pseudoachondptasie und Multipler Epiphyséarer Dysplasie einnimmt.
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7.1 Tabelle der bei PSACH und MED nachgewiesenen COMP-Mutationen

Aminosaure Diagnose Lokalisation HaufigkeifReferenz

D271H PSACH 1. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

L272P PSACH 1. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

D290N PSACH (mild) [1. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

C292wW PSACH 1. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

G299R PSACH (mild) |2. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

D302V MED 2. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

G309R PSACH 2. Typ 3-Motiv 2 (Delotet al., 1998)

C328R PSACH 3. Typ 3-Motiv 1 (Briggset al., 1995)

D342Y MED Fairbank |3. Typ 3-Motiv 2 (Briggset al., 1995; Cohret al., 1996)

D349G PSACH (mild) |3. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

D361V MED Fairbank |4. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

D361Y MED 4. Typ 3-Motiv 1 (Loughlinet al., 1998)

D367-G36& MED 4. Typ 3-Motiv 1 (Loughlinet al., 1998)

C371S MED Fairbank |4. Typ 3-Motiv 1 (Susicet al., 1997)

D372A PSACH 4. Typ 3-Motiv 3 (Briggset al., 1995; Briggset al., 1998; Coh
etal., 1996)

C387G PSACH (mild) |4. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

[P391-D394] OV |[PSACH 5. Typ 3-Motiv 1 (Loughlinet al., 1998)

Q395-D397 PSACH 5. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

D408Y MED 5. Typ 3-Motiv 1 (Loughlinet al., 1998)

G427E PSACH (mild ?)|6. Typ 3-Motiv 2 (Deereet al., 1998; Deloet al., 1998;
Loughlinet al., 1998)

D437G PSACH 6. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

G440R PSACH 6. Typ 3-Motiv 2 (Briggset al., 1998; Loughliret al., 1998)

G440E PSACH 6. Typ 3-Motiv 4 (Briggset al., 1998 Cohn, 1996 #419)

D446N PSACH 6. Typ 3-Motiv 2 (Delotet al., 1998; Maddoxt al., 1997)

P449T PSACH 6. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

N453S MED Fairbanks|7. Typ 3-Motiv 2 (Briggset al., 1998; Cohret al., 1996)

E457A PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Fergusoret al., 1997)

S45% PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Hechtet al., 1995)

C468Y PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Hechtet al., 1995)

D46A PSACH 7. Typ 3-Motiv 23 (Briggset al., 1998; Cohret al., 1996; Deerd
etal., 1998; Hechet al., 1998a; Hech¢t al.,
1995; lkegawaet al., 1998)

D469 D MED 7. Typ 3-Motiv 2 (Cohnet al., 1996; Delogt al., 1998)

D469 DD PSACH severe |7. Typ 3-Motiv 1 (Delotet al., 1998)

D472Y PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Hechtet al., 1995)

D473G PSACH severe | 7. Typ 3-Motiv 1 (Ikegawaet al., 1998)

D473N PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

D475N PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

D482G PSACH 7. Typ 3-Motiv 1 (Susicet al., 1998)

D507G PSACH 8. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

D509A PSACH 8. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

D509G PSACH 8. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

D511H PSACH 8. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1998)

V513-K5167 PSACH (mild) |8. Typ 3-Motiv 1 (Susicet al., 1997)

D518N PSACH 8. Typ 3-Motiv 2 (Deereet al., 1998; Ikegawat al., 1998)

D518H PSACH 8. Typ 3-Motiv 1 (Deereet al., 1999)

N523K MED Ribbing [8. Typ 3-Motiv 1 (Balloet al., 1997)

T527A PSACH 8. Typ 3-Motiv (TC ? 1 (Hechtet al., 1998a)

E583K PSACH TC-Doméne 1 (Deereet al., 1999)

T585M PSACH (mild) |TC-Doméne 1 (Briggset al., 1998)

T585R MED TC-Doméne 1 (Briggset al., 1998)

H587R PSACH TC-Doméne 1 (Deereet al., 1998)

Anhang
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7.2

cDNA- und Protein-Sequenz von rekombinantem, reifem rCOMP

In der Sequenz von rekombinantem Ratten-COMP (rCOMP) sind de Doméanengrenzen, einige bel der

Konstruktion der cDNA-Klone genutzte Restriktionsenzymschnittstellen (Nukleotide: fett, urterstrichen)

sowie die beiden N-Glycosylierungsstellen eingezechnet. Die beobadhteten Publikationsfehler und de aur

Klonierungan den Enden eingefuihrten Veranderungen gegeniiber der publizierten cDNA-Sequenz sind in
der cDNA-Sequenz durch kieine Buchstaben kenntlich gemadit. Bel der Expresson mit dem Vektor
pCEP-Pu verbleiben nach Abspaltung ces BM-40-Signal peptides aminoterminal vier Peptidreste (HsN*™-A-
P-L-A-..), wahrend in vivo die Sequenz von reifem Ratten-COMP mit H3N*-Q-G-Q-I-... beginnt. Die
Numerierung der Aminosauren bezieht sich hier auf die erste AS des reifen rCOMP.

PR

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

Nhel
gccce get agccCAGGGCCAGATCCCGCTGGGTGGAGACCTAGCCCCACAGATGCTTCGA
APLAQGQIPLGGDLAPQMLR
> Oligomerisierungs-Doméane

GAACTCCAGGAGACTAATGCGGCGCTGCAAGACGTGAGAGAGCTCTTGCGACAGCaGGTC
ELQETNAALQDVRELLRQQV

AAGGAGATCACCTTCCTGAAGAATACGGTGATGGAATGTGACGCTTGCGGAATGCAGCCC
KEITFLKNTVMECDACGMQP
Oligomerisierungs-Domane <

GCACGOBCCCCGGTCTGAGCGTGCGGCCAGTgcCGCTCTGCGCACCCGGCTCCTGCTTC
ARTPGLSVRPVPLCAPGSCEF

> Beginn der WY-Monomere > 1. EGF-Doméne &

Beginn von mCOMP

CCTGGCGTAGTCTGCACGGAGACAGCTACCGGCGCGCGCTGCGGCCCCTGLCLCCTCCGGGL
PGVVCTETATGARCGPCPPG

TACACCGGCAACGGCTCGCACTGCACCGACGTTAATGAGTGCAACGCTCACCCCTGTTTC
YTGNGSHCTDVNECNAHPCEF
LN101 Glycosylierung > 2. EGF-Doméne

CCGCGCGTGCGGTGCATCAATACCAGCCCTGGCTTTCACTGCGAAGCCTGTCCCCCTGGG
PRVRCINTSPGFHCEACPPG

Apal
TTCAGGGECCCACCCACGAGGGTGTGGGGCTGACCTTCGCCAAGACCAACAAACAAGTT
FSGPTHEGVGLTFAKTNKQV

TGCACAGATATTAATGAGTGTGAGACCGGGCAGCACAATTGCGTTCCCAACTCCGTGTGC
CTDINECETGQHNCVPNSVC
> 3. EGF-Doméne

GTCAACACCCGGGGCTCCTTCCAGTGCGGTCCCTGCCAGCCCGGCTHARIAEGC
VNTRGSFQCGPCQPGFVGDAQ
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601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

Anhang

AGGTCAGGCTGCCAGCGGCGTGGGCAACACTTCTGCCCCGACGGGTCACCCAGCCCGTGC
RSGCQRRGQHFCPDGSPSPC

> 4. EGF-Doméne &

Beginn von EGF-T3

CATGAGAAAGCAGACTGTATTTTGGAGCGCGACGGCTCAAGGTCCTGCGTGTGTGCGGTC
HEKADCILERDGSRSCVCAYV

GGCTGGGCCGGCAACGGGCTCCTGTGCGGACGCGACACAGACCTGGACGGTTTCCCGGAC
GWAGNGLLCGRDTD LDGFPD
> 1. Typ 3 Motiv & Beginn von T3

GAGAAGCTTCGCTGCTCAGAGCGCCAGTGCCGCAAGGACAACTGCGTGACGGTGCCCAAT
EKLRCSERQCRKDNCVTVPN
F> 2. Typ 3 Motiv &
Beginn von T3-7x

TCAGGGCAGGAGGATGTGGACCGGGACGGCATTGGAGATGCTTGTGACCCGGATGCGGAC
SGQEDVDRDGIGDACDPDAD

BstBI
GGGGATGGAGTCCCTAATGAGCAAGACAATTGCCTBIFBLECCCAGACCAGCGC
GDGVPNEQDNCPLVRNPDAOQOQR

> 3. Typ 3 Motiv

AACTCgGATAAAGACAAGTGGGGAGATGCCTGCGACAACTGCCGGTCCCAGAAGAATGAT
NSDKDKWGDACDNCRSQKND
L Trp 344 > 4. Typ 3 Motiv

GACCAGAAAGATACAGACCGGGATGGCCAGGGCGATGCCTGCGACGACGACATAGATGGC
D QK DTDRDGQGDACDDDIDG
L D361Y Mutagenese

GATCGAATCCGAAATGTAGCTGACAACTGTCCCCGGGTGCCCAACTTTGACCAGAGTGAC
DRIRNVADNCPRVPNFDOQSD
F> 5. Typ 3 Motiv

AGCGATGGTGATGGTGTTGGGGATGCCTGTGACAATTGTCCCCAGAAAGACAACCCGGAC
SDGDGVGDACDNCPQKDNPD
> 6. Typ 3 Motiv

CAGAGGGACGTGGACCACGACTTTGTGGGTGATGCCTGTGACAGTGACCAAGACCAGGAC
QRDVDHDFVGDACDSDQDQD

GGGGATGGACACCAAGACTCCCGGGACAACTGCCCCACAGTGCCCAACAGTGCCCAGCAG
GDGHQDSRDNCPTVPN SAQQ
F> 7. Typ 3 Motiv

GACTCAGACCATGATGGCAAGGGTGATGCCTGTGATGATGACGACGACAATGACGGAGTC

DSDHDGKGDAC D D D D DN DGV
D469 A L D475N
Mutagenese Mutagenese
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1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
721

2221

CCTGACAGCCGGGACAATTGCCGCTTGGTGCCCAACCCGGGCCAAGAGGACAATGACCGG
PDSRDNCRLVPNPGQEDNDR
> 8. Typ 3 Motiv

Clal
GATGGCGTGGGTGACGCTIARIGGTGACTTCGATGCTGACAAGGTTATAGATAAG
DGVGDACQGDFDADKYVIDKI

GATGTGTGCCCCGAGAACGCCGAGGTCACTCTCACCGACTTCAGGGCCTTCCAAACAGTT
DVCPENAEVTLTDFRAFQTYV

Carboxyterminus v.< 4 }> Anfang der TC-Domane

EGF-T3, T3, T3-7x

GTGCTGGACCCCGAGGGTGATGCGCAGATCGACCCCAACTGGGTGGTGCTCAATCAGGGA
VLDPEGDAQIDPNWVVLNQG

ATGGAGATCGTTCAGACCATGAACAGTGACCCTGGCCTGGCTGTGGGTTAKACGGCA
MEIVQTMNSDPGLAVGYTAF

AACGGTGTAGATTTTGAGGGAACGTTCCATGTAAACACCGCCACCGATGATGACTACGCT
NGVDFEGTFHVNTATDDDYA

GGCTTCATCTTCGGCTATCAAGACAGCTCAAGTTTCTATGTGGTCATGTGGAAACAGATG
GFIFGYQDSSSFYVVMWKQM

GAGCAGACGTACTGGCAGGCCAATCCTTTCCGGGCAGTGGCTGAACCAGGGATTCAGCTC
EQTYWOQANPFRAVAEPGIQL

AAGGCTGTCAAGTCCTCTACAGGTCGGBBCAGCTCCGAAATGCGTTGTGGCACACG
KAVKSSTGPGEQLRNALWHT

GGGGACACAGCATCCCAGGTGCGGCTGCTGTGGAAGGATCCTCGAAATGTGGGCTGGAAG
GDTASQVRLLWKDPRNVGWK

GATAAGACATCCTACCGCTGGTTCCTGCAGCACCGGCCTCAAGTCGGCTACATCAGGGTG
DKTSYRWFLQHRPQVGYIRYV

CGGTTCTATGAGGGTCCTGAGCTAGTAGCTGACAGCAACGTGGTGCTGGACACAGCTATG
RFYEGPELVADSNVVLDTAM

CGTGGTGGCCGCCTGGGTGTCTTCTGCTTCTCCCAAGAGAATATCATCTGGGCTAACCTG
RGGRLGVFCFSQENIIWANL

CGCTACCGTTGCAATGATACAATCCCTGAGGACTATGAGCGTCACCGGCTGCGGAGGGCC
RYRCNDTIPEDYERHRLRRA
LN722 Glycosylierung

Notl..
TAGycggecge
L anber -Stopcodon

-105- Anhang




7.3 Sequenzvergleich von TSP3, TSP4 und COMP

Die Proteinsequenzen der pentamerisierenden Mitglieder der Thrombospondn-Familie aus Mensch,
Maus, Ratte und Krallenfrosch sind auf den Trandationsdart in vivo bezogen numeriert. Dargestellt i st bei
TSP3 undTSH4 de Sequenz kurz vor Beginn cer Oligomerisierungsdoméane, also ohre die aninoterminale
Heparin-bindende Doméne; entsprechend sind die COMPs ohne Signalpeptid dargestellt.

Die Angeichung dr Sequenzen wurde mit pileup bzw. lineup (GCG-Paket der Université von
Wisconsin) und GeneDoc (Karl Nichdas) durchgefihrt. Mit boxshade (Kay Hoffmann) wurden de
identischen (dunkelgrau urterlegt) und &hnlichen Aminosduren (hellgrau urterlegt) bzw. der Konsensus
(identische Reste in allen Sequenzen; schwarz unterlegt) markiert. Drei gleiche oder éhnliche Aminosduren
waren das Minimal-Kriterium fir eine Markierung aufgrund vonUbereinstimmung. Die Bewertung cer
'Ahnlichkeit' von Aminoséauren erfolgte anhand der PAM250 Matpoirft accepted mutations).

tsp3_human 217 T

LHELIQ
tsp3_mouse 217 TS LOMLIMO
tsp4_human 209 EPLA ue1L &
tsp4_rat 227 EPLA TG
tsp4_xenla 207 KSEA QQ

QMG

Ql

Ql

comp_human 20
comp_maus 19

comp_rat 19

NT REC
nT BEC
nT BEC

<LK LKLKL KL

:Uﬁ:U:U:U:U-
[ 1)

tsp3_human 274 .................
tsp3_mouse 274 .................

tsp4_human 269 C @CGPC|SC
tsp4_rat 287 C @CGPC[C
tsp4_xenla 267 LPTKVPQR 3 MIC @CGPC[SC
comp_human 80T [FIN....... . s CGPCRGC
comp maus 79 . EN......... Y CGPCl C
comp_rat 79 R B Cﬂ CGPCI C

tsp3_human 317
tsp3_mouse 317
tsp4_human 327 . C PG
tsp4_rat 345 . AQINFAPGHE
tsp4_xenla 322 : C N PGHXC EC
comp_human 128 .

comp_maus 126
comp_rat 126

OOHOOOOO0OO
>>>>>>> >

tsp3_human 377
tsp3_mouse 377
tsp4_human 384 .R
tsp4_rat 402 .R
tsp4_xenla 381
comp_human 187
comp_maus 185
comp_rat 185

==

N
N
N
N
N
N
N
N

OO0 000
OOOOOOLOLO
(A (A (N (A (A (A (N (N

s R
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tsp3_human 435
tsp3_mouse 435
tsp4_human 441
tsp4_rat 459
tsp4_xenla 438
comp_human 246
comp_maus 244
comp_rat 244

tsp3_human 494
tsp3_mouse 494
tsp4_human 498
tsp4_rat 517
tsp4_xenla 495 T
comp_human 303 V
comp_maus 301 V
comp_rat 301 V

tsp3_human 554
tsp3_mouse 554
tsp4_human 558
tsp4_rat 577
tsp4_xenla 555
comp_human 363
comp_maus 361
comp_rat 361

tsp3_human 614 S
tsp3_mouse 614 S
tsp4_human 618 N
tsp4_rat 637 N
tsp4_xenla 615 N
comp_human 423 H
comp_maus 421 H
comp_rat 421 H

tsp3_human 674
tsp3_mouse 674
tsp4_human 678
tsp4_rat 697
tsp4_xenla 675

comp_human 480 .SR

comp_maus 478 .SR
comp_rat 478 .SR

tsp3_human 734
tsp3_mouse 734
tsp4_human 738
tspd_rat 757
tsp4_xenla 735
comp_human 539
comp_maus 537
comp_rat 537

mmmmmimimim

ODN( [MIPNSGQH
ODNC [MIPNSGQH

OO0O0O0O0O0O0O0n

CL DADGD

CL DADGD
CL DADGD

GDACDN
GDACDN
GDACDN
GDACDN
GDACDN

D DGI | |gNe DNC

D
D
D

DGI |
DGI |
DGL | N DN(e

N DNC
N  DNC

ONDC GL COeDDDND
ONDC GL COeDDDND
ONDC GL CLC
OQNDC GL CLC
ONDC GL CC

DGDGHC
DGDGHC

DGDGHC

DNCI
DNCI
DNCI

DDGDGHC DNCI
D8DGDGHC DNCI
D8DGDGHC DNCI

NgDdeGHACL
Dd <GEﬂCE

LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN

LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN
LDPEGDAQIDPN

C DFC Dgv
C DFC Iﬁ\/

C SDFLC Dev
aDFC D V

aDFC Off

TLTDFR/ QT\
A€ TLTDFR/ QT\

DVCPI

DVCPI A
DVCPI A
DVCPI A
DVCPI A

TLTDFR/ QT\€
TLTDFR/ QT\
TLTDFR/ QT\
TLTDFR/ QT\
TLTDFR/ QT\
TLTDFR/ QT\

DVCPI A

EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTF+ TDDDYA
EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTF+ TDDDYA
EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHeTDDDYA
EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHeTDDDYA
EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTF+ TDDDYA
VLNQ@EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTF+ TDDDYA
VLNQ( EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHATDDDYA
VLNQ( EIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFI—”TDDDYA
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tsp3_human 794
tsp3_mouse 794
tsp4_human 798

EQTYWC( 8P C GPGI LRN LWHT]{
EQTYWC( P C GPGI LRN LWHT]{
FYVVMWEK EQTYWC PFRAV/ PC QLKA\ GPGI LR;ELWHT

F
F
F
tsp4_rat 817 F FYVWMWEK EQTYW(C PFRAV/ PC QLKA\ GPGI LRNSLWHT]{
tsp4_xenla 795 F FYVWMWEK EQTYW(C PFRAV/ PC QLKA\ GPGI LRN LWHT]{
comp_human 599 F PC QLKA\ ‘
comp_maus 597 F PG QLKA\
comp_rat 597 F PG QLKA\
tsp3_human 854 H QVRLLD RNV(
tsp3_mouse 854 H QVRLLWYDC RNV
tsp4_human 858 QVRLL\ DERNWV( HRPQVGYI
tsp4_rat 877 QVRLL\ DERNV( HRPQVGYI
tsp4_xenla 855 QVRLL\ D RNV( HRPQVGYIQ
comp_human 659 SQVRLL\ D RNV( HRPQVGYI
comp_maus 657 SQVRLLY D RNV(C DK SYR\ HRPQVGYII

comp_rat 657 SQVRLL\ D RNV( DK SYR\ HRPQVGYI

tsp3_human 914 GGRLGVFCFSQENII

tsp3_mouse 914 GGRLGVFCFSQENII

tsp4_human 918 GGRLGVFCFSQENII NL
tspd_rat 937 GGRLGVFCFSQENII NL
tsp4_xenla 915 GGRLGVFCFSQENII NL
comp_human 719  [(dexiReVi=e=Sel=aNIANN
comp_maus 717  [(cexikeVi=e=Sel=aNIANN
comp_rat 717 GGRLGVFCFSQENIRNL

7.4 Die Pentamerisierungsdomanen von TSP3, TSP4 und COMP

Die pentamere Superhelix wird duch intermolekulare hydrophole Wediselwirkungen der apolaren
Seitengruppen in Position 'a und'd' (grau urterlegt), einen von dn Glutamin-/Glutamat-Seitengruppen in
Position 'd' des vierten Heptad gebil deten Ring vonWaserstoff briickenbindungen (hellgrau urterlegt) und
kovalente Disulfidbriicken in Position 'd' und'g' des letzten Heptad (auch hellgrau urterlegt) stabili siert und
fixiert.

Nicht hervorgehoben sind de Aminasduren mit geladenen Seitengruppen in Position '€ und 'g’, deren
elektrostatische Interaktionen ebenfalls zur Stabilisierung keitragen (nadh: Efimov et al., 1996
Malashkevichet al., 1996)

Heptads equenz a bcdef g abcdefg abcdefgab cdefgabcd  efga bcdef g

ts p3_human: GEQ TKALVTQ LTLFNQI LVELRDD IR DQVKE MSLIRNT | MECQ\Y G
ts p3_mouse: GEQ TKALVTQ LTLFNQI LVELRDD IR DQVKE MSLIRNT | MECQY G
ts p4_human: GDF NRQFL® MTQ@NQL LGEVHOL LR QQVKE TSFLRNT | AECQA G
tspdrat : GDFNRQFL® MTQ@NQL LGEVIL LR QQVKE TSFLRNT | AECQA G
ts p4_xenla:  GDV SRQLIGQ ITQ MNQMLGELRV MRQQVKE TMFIRNT | AECQA G
conp_human:  SDL GPQMLE LQETNAA LQDVRW LRQQVRE ITFL KNT VVECDAC G
conp_maus:  GDL APQMLE LQETNAA LQDVRL LR HEVKE ITFL KNT VMECDAC G
conp_rat : GDLAPQMLE LQETNAA LQDVREL LR QQVKEITFL KNT VMECDAC G
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7.5 Gruppierung der Typ 3 Motive nach ihrer Homologie zum Konsensus

der Ca**-Bindungsstelle in der EF-Hand
(modifiziert, nach: Chenet al., 2000)

Motiv #1 DT DL D GFP D EKLR CSERQRKDNCVPNSGE
Motiv #2 DV DR D GIG DA C DP

DA DG D GVPN EQ DNCPLVRNEPQR
Motiv #3 NS DK DKWG DA C DN CRSQK®DQK
Motiv #4 DT DR DGQG DA CDD

DI DG DRIRNVA  DNCPRVPNBEQS
Motiv #5 DS DG D GVG DA C DNCPQKNPDQR
Motiv #6 DV DH DFVG DA C DSDQ

DQ DG D GHQ DSR DNCPTVPNSAQQ
Motiv #7 DS DH DGKG DA CDD

DDDN DGVP DSR DNCRPNPGE
Motiv #8 DN DR DGVG DA CQG

DF DA DKVI DK DV CPEN
Konsensus Dx Dx DGx x Dx x D

EF- Hand X*Y* ZG-Y* . X**.Z

-109- Anhang




Danksagung

Herrn Professor Dr. Mats Paulsson und Herrn Dr. Patrik Maurer danke ich sehr fur die Themenstellung, die
rat- und tatkraftige Unterstitzung und die Diskussionsbereitschaft bei allen Fragen und Problemen, fir ihr
unerschitterliches Vertrauen, das sie stets in meine Arbeit gesetzt haben und nicht zuletzt fiir die
ausgezeichneten Arbeitsbedingungen, unter denen ich die Arbeit durchfiihren konnte.

Herrn Professor Dr. D. Schomburg danke ich sehr fir die Ubernahme des Zweitgutachtens, und Herrn
Professor Dr. B. Kemper danke ich fur seine Bereitschaft, den Prifungsvorsitz fir meine Disputation zu

Ubernehmen.

Ich mdchte mich bei allen Mitarbeitern fur die freundschaftliche Arbeitsatmosphére im Institut, fir ihre
grol3e Hilfsbereitschaft und ihre Diskussionsfreudigkeit bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit einen

nicht zu unterschatzenden Teil beisteuerte.
Bei Patric Nitsche bedanke ich mich fur die durchgefuhrten elektronenmikroskopischen Arbeiten.

| am grateful to Krisztina Rosenberg in Lund who did the Biacore measurements of my recombinant
COMP and who supported me by the gift of tissue-derived bovine COMP. | thank Professor Dr. Dick
Heinegard and Dr. Ake Oldberg for the kind gift of the rat COMP cDNA clone.

Bei meiner Lebensgefahrtin Bettina und meiner noch jungen Familie méchte ich mich fir das lange Jahre
strapazierte Verstandnis bedanken, das sie mir entgegengebracht haben, und die Freude, die sie mir
bereiten. Ohne ihr Vertrauen in meine Fahigkeiten, den Ruckhalt und die Aufmunterung in allen

Lebenslagen wére diese Arbeit nicht denkbar gewesen.

Meinen Eltern danke ich fir ihre Unterstitzung wahrend meines Studiums, und vor allem fiir die liberale

und offene Denkart, in der sie mich erzogen und die mir die Wahl meines Lebensweges erlaubte.

Danksagung -110-




Erklarung

Ich versichere, dal3 ich de von mir vorgelegte Disertation selbststéndig und ohe unzuléssge Hilfe
angefertigt, die benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstdndig angegeben und de Stellen der Arbeit -
einschliefdlich Tabellen, Karten undAbhbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut oder dem Sinn rach
entnommen sind, in jedem Einzdfall as Entlehnung lenntlich gemadt habe; dal} dese Dissertation nach
keiner anderen Fakultét oder Universitat zur Prifung vogelegen hat; dald sie - abgesehen von uren
angegebenen Teilpubikationen - noch nicht verdffentlicht worden ist, sowie, dald ich eine solche
Verdffentlichung va Ablauf des Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. Die Bestimmungen deser
Promotionsordnungsind mir bekannt. Die von mir vorgelegte Disertation ist von Prof. Dr. M. Paulsn
betreut worden.

Kdéln, den 24.7.2000

Teilveroéffentlichung:

Thur, J., Rosenberg, K., Nitsche, P.N., Pihlgjamag T., Ala-Kokko, L., Heinegard, D., Paulsson, M., und
Maurer, P. (2000 Mutations in Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) causing Pseudo

achondoplasia and Multiple Epiphysed Dysplasia dfed Binding d Calcium and Collagen I, Il and IX.
Journal of Biological Chemistry, in press.

-111- Erklarung




Personliche Daten

Name

Geburtsdatum

Geburtsort

Familienstand

Staatsangehorigkeit

Anschrift

Schulbildung

1972-1985

Zivildienst
1985-1987

Studium
1988

1990

1990

1993
19931995

1995-2000

19962000

Lebenslauf

Lebenslauf

Jochen Josef Felix Thur

20.8.1966

Kaln

unverheiratet, mit Uta Bettina Uhlig, Apothekerin, zwei S6hne:
Julius, geboren 6.7.1997 und Dominik, geboren 31.1.1999
Deutsch

Neusser Platz 2, 50670 Koln

Grundschule und Neusprachliches Gymnasium, Kéln-Rodenkirchen,

Abschluss mit der Allgemeinen Hochschulreife

Zivildienst in eirer integrativen Tagesstatte fur behinderte
und nichtbehinderte Jugendliche, KéIn-Sirth

Immatrikulation an der Universitat zu Koln,

Studiengang Biologie (Diplom)

Vordiplom im Fach Biologie

Nebenfachstudium der Geographie

Mindliche Diplomprifungen (Genetik, Biochemie, Botanik)
Experimentell e Diplomarbeit an der Universitats-Hautklinik Koln bei Prof.
Dr. Th. Krieg, Arbeitsgruppe PD Dr. N. Hunzelmann;

Thema: Quantitative Analyse der Prokallagen a1(l) Transkripte in vivo mit
der kompetitiven Polymerase Kettenreaktion

(Betreuer: Prof. Dr. A. Radbruch, Institut fir Genetik)
Wissenschaftlicher Mitarbeiter von Professor Dr. M. Paulsson,
Institut fir Biochemie Il der MEK

Promotion kei Professor Dr. M. Paulson, Arbeitsgruppe Dr. P. Maurer,
Uber 'Die Auswirkungen von Chondodysplasie-as®ziierten Mutationen

auf die Struktur und Funktion des Cartilage Oligomeric Matrix Proteins'

-112-




