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Einleitung

1 Einleitung

Das humane Auge ist auf makro- und mikroskopischer Ebene eines der am besten untersuchten und in
seiner Funktionsweise verstandenen Organe. Es ist das zentrale Sinnesorgan, welches uns eine aktive
Interaktion mit unserer Umwelt ermdglicht. Von uns umgebenden Objekten reflektiertes Licht wird
durch das Zusammenspiel aus Augenhornhaut (lat. Cornea) und -linse (lat. Lens) auf einen Punkt der
Netzhaut (lat. Retina) fokussiert. Im Bereich des ,,gelben Flecks* (dt. Makula, lat. macula lutea), dem
des scharfsten Sehens, wird die optische Information durch Photorezeptoren in chemische Signale
umgewandelt und durch das Hirn verarbeitet um ein Bild unserer Umgebung zu erzeugen. So
leistungsfahig und komplex das Auge von Wirbeltieren auch ist, so anféllig ist es fur umwelt- oder
alterungsbedingte Schaden. Eine der haufigsten Augenerkrankungen ist der ,,graue Star“ (lat. cataract,
dt. Katarakt). Der Katarakt ist die Tribung der Augenlinse und gilt weltweit als haufigste Ursache fiir
eine Erblindung (1). Die erste schriftliche Erwahnung des Wortes Katarakt findet sich in einem um
1160 n. Chr. in Toledo oder Sevilla entstandenen ,, Augenbichlein® und wird als ,,vom Hirn
herabgetropfte* Substanz bezeichnet (2). Es gibt aber auch Hinweise, dass die erste Behandlung von
Katarakt durch einen Chirurgen namens Sushruta bereits 600 v. Chr. in Indien stattfand (3). Seit Ende
des 19. Jahrhunderts sind das Auge und die es aufbauenden Komponenten Gegenstand intensiver
wissenschaftlicher Forschung (4). Neben dem tiefgreifenden histologischen Verstandnis, welche
Zelltypen am Aufbau der Augenlinse beteiligt sind, existiert heute ein fundiertes Wissen Uber die in
der Augenlinse vorkommenden Proteine (5). Dennoch sind die genauen molekularen Vorgénge auf
Proteinebene bei der Entstehung von Katarakt bislang noch unvollstandig verstanden. Der folgende
Abschnitt soll eine kurze Zusammenfassung Uber die Entstehung des Kataraktes geben, mit einem
Fokus auf mdoglichen molekularen Ursachen, die nach heutigem Wissenstand die Kataraktgenese
bedingen kdnnten.

1.1 Die morphologische Entwicklung der Augenlinse in Vertebraten

Neben der Hornhaut ist die Augenlinse zentraler Bestandteil des dioptrischen (lichtbrechenden)
Apparates. Die Augenlinse entwickelt sich wéhrend der Embryogenese aus einer Abschniirung des
Oberflachenektoderms, dem Linsenbldschen. Wahrend der folgenden embryonalen Entwicklung
verlangern sich die Zellen an der Hinterwand des Linsenbldschens und werden zu priméren
Linsenfasern, die das Lumen des Linsenbl&schens ausfillen. An dem so entstandenen Linsenkern
werden ausgehend von den Epithelzellen der Aquatorialzone kontinuierliche neue, sogenannte
sekundére Linsenfasern angelagert. Am Ende des Wachstums und der Zelldifferenzierung besteht die
Augenlinse in Wirbeltieren aus hauptsachlich zwei Zelltypen, die vom Oberflachenektoderm
abstammen: den Epithelzellen und den Linsenfaserzellen (primére und sekundére). Wahrend die
Bildung sekundarer Faserzellen aus der Wachstumszone des vorderen Linsenepithels ein Leben lang

anhdlt, sind die Zellen des zentralen Linsenkerns so alt wie der Organismus selbst. Durch die stdndige
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Neubildung von sekundédren Linsenfaserzellen wéhrend des Wachstums, kommt es zu einem
schichtartigen Aufbau der Linse, der an die Jahresringe von Baumen erinnert (6). Die Faserzellen im
Kern bilden die &lteste Schicht, die aufgelagerten, duReren sekundéren Linsenfaserzellen die Jiingste
(7). Zur Vermeidung von Streulichteffekten werden die Organellen (v.a. Zellkerne und
Mitochondrien) von Linsenfaserzellen wahrend der Differenzierung aus Epithelzellen abgebaut.
Derzeit werden verschiedene, redundante Wege diskutiert, die den Abbau von allen zytoplasmatischen
Organellen, wie etwa dem Zellkern, Golgi-Apparat und endoplasmatischen Retikulum, sowie den
Mitochondrien ermdglichen. Darunter fallen u.a. autophagische, mitophagische und nukleophagische
Prozesse (8,9). Die Versorgung der Zellen im Inneren der Linse mit Stoffwechselprodukten geschieht
uber plasmatische Zell-Zellverbindungen (gap junctions) aus den vorderen Epithelzellen (10).
Storungen in diesem Abbauprozess konnen die funktionale Integritdt der Augenlinse beeintréchtigen

und zu Katarakt fuhren.

Abbildung 1: Verkirzte Darstellung struktureller Schlisselereignisse wahrend der Entwicklung der
Augenlinse in  Vertebraten. Das Linsenblaschen entsteht durch eine Abschnirung aus dem
Oberflachenektoderm (C). Die vom hinteren (posterioren) Linsenepithel in das Lumen hineinwachsende primére
Linsenfasern (D) bilden den Linsenkern (E). Durch Anlagerung von sekundaren Linsenfaserzellen aus der
Wachstumszone des vorderen (anterioren) Linsenepithels setzt sich das Linsenwachstum in Schichten fort (F).
Wahrend der Ausdifferenzierung der Linsenfaserzellen werden alle zytoplasmatischen Organellen schrittweise
entfernt. Zellkerne sind als schwarze Punkte dargestellt. (Verkurzt nach Jaffe und Horwitz (11), mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier, Amsterdam, NLD)

1.2 Die Proteinfamilien der Kristalline

Neben den histologischen und zellbiologischen Besonderheiten der Augenlinse, ist diese auch in ihrer
Proteinkonzentration und -zusammensetzung in den Linsenfaserzellen einzigartig. Wahrend eine Zelle
gewdhnlich einen Wasseranteil von etwa 95 % besitzt, ist dieser in den Faserzellen der Augenlinse auf
etwa 65-70 % reduziert (12). Die daraus resultierende Steigerung des Proteingehalts auf 35-30 %
bedingt eine sehr hohe Proteinkonzentration von bis zu 450 mg/ml (13). VVon den Proteinen in der

Augenlinse wiederum machen die Kristalline etwa 90 % der Gesamtheit aus (14,15). Die Kristalline
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wurden erstmals 1893 von Morner beschrieben (4) und wurden im Laufe der weiteren Forschung in
drei Gruppen, die a-, B- und y-Kristalline unterteilt. Diese gehdren zu zwei Proteinsuperfamilien: den
kleinen Hitzeschockproteinen (sHsp) und den B/y-Kristallinen, die vermutlich aus einem frilhen
gemeinsamen Vorfahren entstanden sind (16). In der Augenlinse von Mausen kommen insgesamt 18
verschiedene Proteinisoformen aus der Familie der o, 3, und y-Kristalline vor. Diese unterteilen sich
in drei a-Kristalline, sieben B-Kristalline und 8 y-Kristalline (siehe Abbildung 2). Zusammengefasst in
die Proteinfamilien, machen die a-Kristalline 15-25 %, die B-Kristalline 25-32 % und y-Kristalline 43-
60 % des Gesamtkristallingehalts in der Augenlinse von Nagern aus. Allerdings dndern sich die
relativen Anteile der Kristalline zu einander mit dem Alter, was eine gewisse Plastizitat des murinen

Augenlinsenproteoms verdeutlicht (17,18).
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Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der Kristalline in der Augenlinse von Mausen. Die murine
Augenlinse enthalt insgesamt 18 Kristallinisoformen, diese unterteilen sich in drei a-Kristalline, 7 B-Kristalline
und 8 y-Kristalline. Die phylogenetische Auftragung zeigt die enge Verwandtschaft der B/y-Kristalline. Die zur
Familie der kleinen Hitzeschockproteine (sHsp) gehdrenden o-Kristalline stehen in vermutlich entfernter
Verwandtschaft zu den B/y-Kristallinen. Der Stammbaum wurde anhand der annotierten PBD-Primérsequenz der
in der murinen Augenlinse vorkommenden Kristallinisoformen mit der ,,One Click” Einstellung des Programms
Phylogeny.fr erstellt (19).

Gemeinsamkeit aller Kristalline ist eine ahnliche Primarstruktur, die eine molekulare Masse von etwa
20-28 kDa ergibt. Hinsichtlich der héheren Strukturebenen treten jedoch signifikante Unterschiede
auf, auch innerhalb der eng verwandten - und y-Kristallinisoformen (Abbildung 3). Wéhrend die vy-
Kristalline sowohl in Ldsung als auch in Proteinkristallen ausschlieRlich als Monomere vorkommen,
bilden die B-Kristalline di- und tetramere Strukturen (20,21). Dabei sind Homo- und Heterooligomere
moglich (22). Die o-Kristalline assemblieren ebenfalls in Homo- und Heteromeren, allerdings in
deutlich hther geordneten Strukturen von 12 bis 48 Untereinheiten (23,24). Die in der murinen
Augenlinse vorkommenden Heterooligomere aus oA, aAis und aB werden zusammengefasst als ollL-

Kristallin bezeichnet.
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In Tabelle 1 ist eine kurze Ubersicht tiber Schliisselpublikationen zu den Kristallinen gezeigt. Die zwei

Superfamilien (sHsps und B/y-Kristalline) sind unter 1.2.1 und 1.2.2 genauer beschrieben.

Kristallin: Beta Gamma

Ul W@

—
5nm

Oligomer Tetra-, Dimer Monomer
Isoformen: 0A 0A, BA1 BA2 YA YB
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Abbildung 3: Ubersicht (iber die drei wichtigsten Proteinklassen in der murinen Augenlinse. Die Proteine
werden zwei Superfamilien zugeordnet - den kleinen Hitzeschockproteinen (o-Kristalline) und den Bfy-
Kristallinen. Die drei Proteinklassen sind hauptsachlich fir die physikochemischen Eigenschaften der Linse
verantwortlich. Die o-Kristalline bilden in Ldsung Heterooligomere mit einer breiten Verteilung der
KomplexgréRRe. B-Kristalline kommen als Homo- und Heterotetra- bzw. -dimere vor, wéhrend y-Kristalline
immer im monomeren Zustand vorliegen. Neben der apparenten Quartar- bzw. Tertidrstruktur unterscheiden sich
die Proteinklassen auch in der Anzahl der Isoformen (a-Kristalline: 3 Isoformen, B-Kristalline: 7 Isoformen und
y-Kristalline: 8 Isoformen). Die Abbildung wurde mit PyMol auf Grundlage der jeweiligen PDB-Struktur
erstellt. Als représentatives o-Kristallin wurde die Struktur von humanem oB-Kristallin (hellgrau, grau; PDB-1D
2YGD) gewéhlt, da bislang keine hochaufgeldste Struktur von alL-Kristallin (der in der Linse vorkommenden
Mischung aus oA, aAjs und aB) bekannt ist. Die N-terminale Region des 24-mers ist in weif8 dargestellt und
wichtig fur die Ausbildung von héhergeordneten Strukturen. Aus der Klasse der B-Kristalline ist humanes BB1-
Kristallin (Dimer: orange, grau; PDB-ID 10KI) und murines yC-Kristallin (blau, PDB-ID: 2VV2U) gezeigt. Die
MaRstabsskala (5 nm) wurde mit der Distance-Funktion von PyMol ermittelt.

Tabelle 1: Ausgewahlte Schlusselpublikationen zu den Kristallinen.

a-Kristalline

Spector etal, 1971 Der Anteil an a-Kristallin nimmt altersabhéngig in der HMW-Fraktion zu (25)
Horwitz, 1992 a-Kristalline agieren als molekulare Chaperone (26)
Tardieu, 1998 Die Quartdrstruktur von a-Kristallin ist wichtig fir die Linsentransparenz (27)
Horwitz etal., 1999 Das Verhaltnis 3:1 von aA-:aB-Kristallin ist am thermodynamisch stabilsten (28)
Braun et al., 2009 Pseudoatomare Struktur des volllangen aB-Kristallin 24-mers (23)
Makley et al., 2015  Die konformationelle Stabilitit von o-Kristallin wird durch Sterole beeinflusst (29)

B/y-Kristalline

Delaye et al., 1983  Die kurzreichweitige Anordnung von Kristallinen bedingt die Transparenz der (30)
Linse
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Leveille etal., 1984  Kalorienreduktion reduziert den altersbedingten Abbau von y-Kristallinen (31)

Rudolph et al., Die Doméanenfaltung ist der ratenlimitierende Schritt bei Faltung von ylI-Kristallin ~ (32)

1990

Tardieu etal., 1992  Interaktionen zwischen B-Kristallinen sind anziehend, abstoRend zwischen (33)
y-Kristallinen

Trinkletal., 1994  Die Domanen-verbindende Region ist wichtig fur die Dimerisierung von pB2- (34)
Kristallin

Norledge et al., Das B/y-Zweidomanenprotein ist vermutlich durch die Evolution einer (35)

1996 hydrophoben Interaktionsfliche aus zwei Eindoménenproteinen entstanden.

Takemoto et al., Die Interaktion zwischen y- und a-Kristallinen nimmt im Alter ab (36)

2006

Dasetal., 2011 Katarakt-assoziierte y-Kristalline aggregieren durch Doménentausch (37)

Caietal., 2017 S-Kristallin bildet einen Brechungsindexgradienten durch unterschiedliche (38)

molekulare Anordnung je nach Position in der Linse

1.2.1 Die a-Kristalline

Die o-Kristalline gehoren zur Proteinsuperfamilie der kleinen Hitzeschockproteine und konnen die
Aggregation von Proteinen unterdriicken (39). Bei den o-Kristallinen geht der Ursprung vermutlich
noch weiter als bei den B/y-Kristallinen auf einen gemeinsamen Verwandten von Pro- und Eukaryoten
zuriick (40). Ihre Chaperoneigenschaften wurden erstmals 1992 von Joseph Horwitz beschrieben (26).
So konnte aus Rinderlinsen gewonnenes ol-Kristallin die thermisch-induzierte Aggregation von
Alkoholdehydrogenase und wichtiger, die der Kristalline in der B- und y-Fraktion aus bovinen
Linsenextrakten unterdriicken. Seitdem wird die Funktion der o-Kristalline als Schutz vor
Proteinaggregation und auch anderen zytotoxischen VVorgangen diskutiert (41-43). In der Augenlinse
von Vertebraten kommen hauptsachlich zwei a-Kristallinisoformen vor: oA und aB-Kristallin. Die o-
Kristalline besitzen eine molekulare Masse von etwa 20 kDa. Trotz der geringen molekularen Masse
des Monomers, liegen die a-Kristalline in Losung als hohergeordnete Oligomere von bis zu 970 kDa
Grol3e vor. So bildet humanes Wildtyp-a.A- und -aB-Kristallin 12- bis 48-mere aus. Flr oB-wt ist das
24-mer das am stdrksten populierte Homooligomer, fir reduziertes aA-wt das 20-mer (23)
(unveroffentlichte Daten, Dr. rer. nat. Carsten Peters, Professur fur Elektronenmikroskopie,
Technische Universitdt Munchen, DEU). In der Linse hingegen kommen die beiden a-Kristalline als
Heterooligomere vor. Die Komplexgrofie von bovinem alL-Kristallin, einer Mischung aus oA- und
oB-Kristallin, liegt hier jedoch bei einem circa 40-mer (44). Das natlrlich vorkommende Verhéltnis
von oA-:aB-Kristallin betrdgt dabei 3:1 (28). Dieses Verhéltnis der o-Kristalline ist das

thermodynamisch stabilste und wird als optimal angesehen um die Chaperonfunktion in der Linse zu

5
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erfillen (45). Wéhrend die Transkription des aA-Kristallin-Gens nur in der Augenlinse stattfindet,
wird das Gen flr aB-Kristallin auch in anderen Geweben, wie etwa dem Herz, der Lunge dem Gehirn
transkribiert (46). Eine Besonderheit bei Mausen ist das Vorliegen einer dritten Isoform (otAins-
Kristallin). aAis-Kristallin wurde 1983 von King und Piatigrosky beschrieben und trégt eine 22
Aminosauren lange Insertion zwischen Aminoséure 63 und 64 von aA-Kristallin (47). Trotz der um
2 kDa variierenden molekularen Masse zeigen alle drei Isoformen einen fir sHsp typischen
dreiteiligen Aufbau. Dieser besteht aus einer weitestgehend unstrukturierten N-terminalen Region
(NTR), gefolgt von der charakteristischen a-Kristallindomane (AKD) und C-terminalen Region mit
einem I-X-1/V-Tripeptidmotiv (Abbildung 4) (48).

a)
3 B4 5 6+7 B8 B9
23 B BS, BB By
N NTR [ AKD [ CTR |C
63/ \_64 [ /\
0A,:+22AS V124 I-X-I/V

b) _— ¢)
@)pwao

» v’v9@—%"

VR

5

e
I

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von a-Kristallinen. Der fur sHsp typische dreigeteilte Aufbau setzt sich
zusammen aus einer groBtenteils unstrukturierten N-terminalen Region (NTR), einer B-Faltblattreichen a-
Kristallindoméane (AKD) und ebenfalls sehr flexiblen C-Terminalen Region (CTR) (a). Wéhrend die NTR vor
allem an der Ausbildung von hohermolekularen Strukturen beteiligt ist, liegt die isolierte AKD als Dimer vor.
Die CTR dient als eine Art molekularer Anker fiir Kontakte zwischen zwei AKD Dimeren. Hier bindet das I-X-
I/V-Tripeptidmotiv (aA: I-P-V, aB: I-P-1) in eine hydrophobe Furche, die vom p4- und (8-Falltblatt des
benachbarten Dimers gebildet wird. Eine Besonderheit in M&usen ist das Vorliegen einer dritten Isoform: oAy,
die eine 22 Aminosaure lange Insertion zwischen den Positionen 63 und 64 tragt. Die Struktur der flexiblen NTR
von a-Kristallinen konnte bisher nur durch molekulare Modellierung untersucht werden (b). Fir das unter 3.2
vorgestellte FRET-System wurden die zwei natirlich in der sehr flexiblen NTR von humanem aB-Kristallin
(hellgrau, UniProt-ID: P02511-1) vorkommenden Trp an Position 9 und 60 mutiert. Diese sind als
Kalottenmodell gezeigt. In Teilabbildung b) ist die Kristallstruktur der AKD von aA-Kristallin aus Rind gezeigt
(grau, PDB-ID: 3L1F) und das Valin 124 als Kalottenmodell dargestellt. Die Sequenz von bovinem (UniProt-ID:
P02470-1) und murinem (UniProt-1D: P24622-2) aA-Kristallin ist zu 96 % identisch und zu 98 % &hnlich. Die
Mutation V124E ist mit dominantem, erblichem Katarakt in Mausen assoziiert. Die Identitat und Ahnlichkeit
wurde mit dem Programm EMBOSS Needle mit der Einstellung fir Proteinsequenzen bestimmt.

Die etwa 70-90 Aminosauren lange NTR ist dabei mafgeblich an der Ausbildung von oligomeren
Strukturen beteiligt. Eine Besonderheit der NTR ist die relativ hohe Hydrophobizitdt und
konformationelle Flexibilitat (23). Wird die NTR getrennt in E. coli produziert, so findet sich das
Polypeptid in der wasserunltslichen Fraktion, bildet aber nach Rickfaltung hochmolekulare
Multimere (49). Auch konnte die Struktur der NTR bislang noch nicht eindeutig bestimmt werden,
sondern nur ndherungsweise durch molekulare Modellierung dargestellt werden (23). Die AKD ist der

am starksten strukturierte Teil der sHsp. Sie besteht aus insgesamt 7 (33 bis 9), teilweise in einander
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Ubergehenden, B-Faltblattstrangen und nimmt eine Immunoglobulin-ahnliche B-sandwich-Faltung ein
(50). Die zwei antiparallel angeordneten Schichten aus drei (B3-p9-$8) und vier (34-B5-p6+7) B-
Faltblattstrangen bilden eine kompakte Struktur aus und sind durch kurze Schleifenstrukturen
innerhalb der Doméne verbunden. Wird die AKD von aA- oder aB-Kristallin getrennt produziert,
kommt diese als Dimer vor und kann nicht zu héhergeordneten Strukturen assemblieren (51-53). Die
CTR enthélt ein hochgradig zwischen den Spezies konserviertes I-X-1/V Tripeptidmotiv und vermittelt
den Kontakt zwischen zwei Dimeren. Dazu bindet das Motiv in eine vom B4- und B8-Faltblatt des
benachbarten Dimers gebildete, hydrophobe Furche und bildet eine Art molekularen Anker.
Allerdings ist dieser nicht als starr, sondern hochgradig flexibel anzusehen, da dieser zwischen
gebundenem und frei beweglichem Zustand fluktuiert und somit eine Rolle bei der allosterischen
Regulation der a-Kristalline spielen kdnnte (54,55). Neben der Aufklarung der Struktur dieser sehr
polydispersen, oligomeren Proteine war die Beschreibung der dynamischen Prozesse beim Austausch
von Untereinheiten zwischen Homo- und Heteroligomeren und der mechanistischen Funktionsweise
auf molekularer Ebene eine der gréBRten Herausforderungen. Mittlerweile wird davon ausgegangen,
dass a-Kristallinmonomere zwischen den grofRen, wenig chaperonaktiven Oligomeren austauschen
und diese auf einen Stimulus hin aktiviert werden. Dabei zerfallen die hochmolekularen Spezies zu
kleineren chaperonaktiven Strukturen (56,57). Als Bindeflache fir Substrate werden sowohl die NTR
als auch AKD diskutiert. Wahrend das amorph aggregierende Modellsubstrat Lysozym an die sehr
flexible NTR von humanem aB-Kristallin bindet, interagiert das fibrillenformende ApB;.4-Peptid vor
allem mit dem B3-, B4- und p8-Faltblattstrang der zentralen AKD (58). Diese Modularisierung von
Bindeflachen ermdglicht es den sHsp vermutlich ein breites Spektrum an strukturell unterschiedlichen
Substraten abzudecken. Die dabei gebildeten sHsp-Substratkomplexe sind 12 nm bis 40 nm grof8 und
sehr stabil, allerdings sind die mikroskopischen Ratenkonstanten der Substratbindung noch unbekannt
(59-62).

Zwar konnen kleine Hitzeschockproteine die Aggregation von Proteinen verhindern, besitzen aber
keine Rickfaltungsaktivitat und werden daher auch als Holdasen bezeichnet (63). Fir die Riickfaltung
von Substraten sind sie daher auf eine Kooperation mit ATP-abhdngigen Chaperonsystemen, den

Foldasen, wie dem Hsp70/40-System angewiesen (64,65).
1.2.2 Die B- und y-Kristalline

Die Mitglieder der Superfamilie der B/y-Kristalline sind evolutionar nah verwandt und gelten als die
wichtigsten Strukturproteine, die die lichtbrechenden Eigenschaften der Linse bedingen (14,66,67). Es
gibt Hinweise auf einen Ursprung aus Chordaten. Fir Ciona intestinalis ist ein Einzeldomanen-f3/y-
Kristallin beschrieben. Der Unterstamm der Manteltiere (lat. Tunicaten) hat sich vor der Entwicklung
des Auges in Vertebraten abgespalten. Dennoch tragt er ein Gen, das in seinem Aufbau dem von

Vertebraten teilweise identisch ist und fur ein Protein, mit dem charakteristischen, sogenannten
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griechischen Schlisselmotiv (engl. Greek key motif, (68)) kodiert. Die B/y-Kristalline in Vertebraten
besitzen vier griechische Schliisselmotive als eine gemeinsame Kernstuktur. Dieses Motiv besteht aus
vier benachbarten antiparallelen B-Faltblattern. Dabei liegt das erste B-Faltblatt benachbart zum
Vierten, das Zweite benachbart zum Dritten. Eine Verbindung zwischen den einzelnen p-Faltblattern
wird durch B-Haarnadeln bzw. Schleifenstrukturen hergestellt (Abbildung 5). Allerdings unterscheiden
sich die zwei Kristallinfamilien in ihrer genetischen Anordnung. Wahrend bei den B-Kristallinen jedes
der Motive durch ein eigenes Exon kodiert wird, fehlen bei den y-Kristallinen die ,,intradoménen

Introns*. Dadurch wird eine Doméne je Exon kodiert (16,69).

a)
Domiine 1 Domiine 2
/V75
S46~ N C
3214 76 58
Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 4

b)

V75
\

Abbildung 5: Topologiekarte der Sekundérstrukturelemente von B/y-Kristallinen. Das griechische
Schliisselmotiv ist eine Gemeinsamkeit von Mitgliedern der Superfamilie der B/y-Kristalline (a). Diese Proteine
sind aus zwei Domanen mit jeweils zwei griechischen Schlusselmotiven aufgebaut. Jedes Schliisselmotiv besteht
aus vier benachbarten antiparallelen p-Faltblattern, die Uber B-Haarnadeln verbunden sind. Der erste -
Faltblattstrang ist benachbart zum Vierten, der uUber eine Schleifenstruktur mit dem dritten B-Faltblattstrang
verbunden ist. Bei den B-Kristallinen wird jedes Motiv von einem Exon kodiert, bei den y-Kristallinen hingegen
kodiert jedes Exon eine Doméne bestehend aus zwei Motiven. In Teilabbildung b) und c¢) sind die
Kristallstrukturen von humanem BA4-Kristallin (PDB-ID: 3LWK) und yD-Kristallin (PBD-1D: 1HKO0) gezeigt.
Die Positionen und S46 in BA4- und V75 in yD-Kristallin sind als Kalottenmodell dargestellt. Humanes BA4-
und murines BA2-Kristallin sind zu 54 % identisch und zu 71 % &hnlich. Bei humanem und murinem yD-
Kristallin liegt die Identitét bei 85 % und die Ahnlichkeit bei 91 % Die Punktmutationen S47P in BA2-Kristallin
und V76D in yD-Kristallin sind in M&usen mit dominantem, erblichem Katarakt assoziiert. Die ldentitat und
Ahnlichkeit wurde mit dem Programm EMBOSS Needle mit der Einstellung fiir Proteinsequenzen bestimmt.

Trotz der nahen genetischen Verwandtschaft unterscheiden sich die B/y-Kristalline stark in einigen
ihrer Eigenschaften auf Proteinebene. So besitzen die B-Kristalline eine groRere molekulare Masse,
zeigen eine hohere Varianz der N- und C-terminalen Verldngerungen, sowie groRere strukturelle
Flexibilitat bei Doméneninteraktionen und der damit verbundenen Ausbildung an hohergeordneten
Strukturen (70). Wéhrend die y-Kristalline in M&usen eine vergleichbare molekulare Masse zwischen

20 und 21 kDa besitzen, variiert das der B-Kristalline zwischen 22 und 28 kDa (18). Auch hinsichtlich
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ihres isoelektrischen Punkts unterscheiden sich beide Familien. So werden die B-Kristalline zusatzlich
in eine saure (BAL, BA2, BA3, und BA4) und basische (3B1, B2, und BB3) Gruppe unterteilt (71,72).
Diese Unterteilung gilt gleichermalen fir Menschen und Mause. Wie unter Punkt 1.2 erwahnt, bilden
B-Kristalline Homo- und Heteropolymere. Allerdings ist noch nicht vollstandig gekl&rt ob die hoher
geordneten Strukturen durch die terminalen Verldangerungen, oder auch die Doménen-verbindende
Schleifenstruktur bedingt wird (34,73,74). Die N-terminalen Verlangerungen kommen sowohl bei den
sauren, als auch bei den basischen B-Kristallinen vor. Die basischen pB-Kristalline besitzen zusétzlich
noch C-terminale Verlangerungen (14).

Die y-Kristalline (in Mausen: yA-F, yN, yS) sind hinsichtlich ihrer Primér- und Quartérstruktur die
kleinsten Mitglieder der B/y-Superfamilie. Die verschiedenen Isoformen sind wie bei den -
Kristallinen aus Genduplikation entstanden (67). Die y-Kristalline sind ebenfalls Zweidoménen-
proteine, liegen auf Proteinebene aber als kompakte, globuldre Monomere mit einem Durchmesser von
etwa 5 nm vor. Dies spiegelt sich in einem hydrodynamischen Radius von 2,12 nm und geringen
Reibungsverhaltnis (f/fy) von etwa 1,21 wieder (75). Durch die dichte Packung der Proteine, aufgrund
der hohen Proteinkonzentration in der Linse, kommt es zu einer kurzreichenden rdumlichen Ordnung
der Kristalline, die die nétige Transparenz vermittelt (30). Die Ordnung der Kristalline in der
Augenlinse kann dabei &hnlich der von hochdichten Flissigkeiten oder Glas sein (30,76-78).
Dementsprechend wurde die Augenlinse in der Literatur auch als proteindses Glas bezeichnet (79).
Studien mit Extrakten aus Kalbslinsen zeigen, dass die Wechselwirkungen zwischen den v-
Kristallinen schwach anziehend sind, wéhrend schwach abstoRende Krafte zwischen den f3-
Kristallinen auftreten (33). Entsprechend wird vermutet, dass Storungen in dieser Anordnung, etwa

durch Aggregation, die Lichtbrechung andern und fir eine Triibung der Linse sorgen (80).
1.3 Das derzeitige Modell zur Entstehung von Katarakt

Funktion der Augenlinse ist es, einfallendes Licht zu biundeln und auf die Makula zu projizieren. Die
optischen Eigenschaften der Linsenfaserzellen sind insbesondere auf den ahnlichen Brechungsindex
von Zellmembran, verbleibenden Zellorganellen und Zytoplasma zuriickzufihren, der es ermdglicht
einfallendes Licht zu fokussieren (81). Hauptaufgabe der Kristalline im Zytoplasma ist es, die
Brechungseigenschaften so einzustellen, dass Licht ohne Farbverfalschung fokussiert werden kann.
Dazu muss sichergestellt werden, dass die Proteine wahrend der gesamten Lebensdauer des
Organismus l6slich und nativ gefaltet vorliegen. Kommt es wéhrend des Alterns oder durch
Umwelteinflisse zu einer (teilweisen) Entfaltung der Kristalline kann eine ungesteuerte
Polymerisation der Proteine einsetzen, die letztendlich zu lichtstreuenden, hochmolekularen
Aggregaten und damit zur Linsentriibung fihrt. Dieser Fall wird als seniler oder erworbener Katarakt
bezeichnet und kann eine Vielzahl von Ursachen, wie physikalische, biochemische, metabolische oder
strukturelle Veranderungen haben, tritt aber immer als Konsequenz der Alterns auf (1). Neben dem

alterungsbedingten Katarakt sind auch Kataraktformen beschrieben, die mit vererbten Mutationen in
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den Kiristallingenen einhergehen (erblicher Katarakt). Fur erblichen Katarakt sind mehrere Duzend
Mutationen in allen drei Kristallinfamilien fir Mause und den Menschen beschrieben, die zu einer

zeitlich verfruhten Triibung der Augenlinse fiihren (Tabelle 2) (7,12).

Tabelle 2: Ubersicht iiber ausgewahlte, bekannte Katarakt-assoziierte Mutationen in den murinen und
humanen Kristallin-Genen.

a-Kristalline

Gen NT-Mutation AS-Mutation
CRYAA, murin Co>T R54C
CRYAA, murin T—A V124E
CRYAA, human G-T R21K
CRYAA, human C—-T R49C
CRYAB, human A—G R120G
CRYAB, human G—-A D140N
B-Kristalline

Gen NT-Mutation AS-Mutation
CRYBAZ2, murin S47P
CRYBB2, murin T—A V187E
CRYBA4, human T—-C F94S
CRYBB2, human A>T D128V
v-Kristalline

Gen NT-Mutation AS-Mutation
CRYGA, murin T—-C W43R
CRYGD, murin T—A V76D
CRYGC, human A—C TSP
CRYGD, human C—-T R14C

Angegeben sind neben dem Gen-Namen, die Mutation des Nukleotids und die daraus resultierende Anderung auf
Proteinebene. Die Punktmutationen rufen dominanten erblichen Katarakt hervor. In Fettschrift hervorgehoben
sind Mutationen, die fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung waren. Die Informationen tber die jeweilige
Mutation wurden von J. Graw ibernommen (12).

Ahnlich wie beim senilen Katarakt werden aggregierte Kristalline als Ursache angesehen. Allerdings
ist es noch nicht vollstandig geklart, ob es unspezifische Aggregate ohne definierte Form, sind oder
spezifische Polymere aus teilgefalteten Intermediaten (82). So wird auch diskutiert, dass die

Interaktionen spezifisch und wiederholend sein konnten. Erreicht wiirde dies durch Doméanentausch
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oder Insertionen von Schleifen- oder Faltblattstrukturen zwischen zwei Kristallinen aufgrund von
partieller Entfaltung, die sich fortsetzen (37). Dennoch fiihrte dies letztendlich auch zu lichtstreuenden
Strukturen und wirde somit eine Tribung der Augenlinse bedingen. Als Ursache fir das Entstehen
solcher aggregationsanfalligen Spezies werden Trunkierungen, Deamidierung, Oxidation,
Racemisierung und andere Modifikationen, sowie die thermodynamische Destabilisierung und damit
verbundene Aggregationsanfélligkeit von mutanten Kristallinen diskutiert (83-87). Solche
Aggregationsprozesse werden nach aktuellem Forschungsstand durch die a-Kristalline verhindert,
indem diese an (teil-) entfaltete B- und y-Kristalline binden und somit die Aggregation durch
Ausbildung von hochmolekularen Strukturen unterdriicken (Abbildung 6) (88). Die Proteine in der
hochmolekularen Fraktion (HMW, engl. high molecular weight fraction), vor allem deren Zunahme
im Alter und das hoéhere Vorkommen in triiben Linsen, stehen im Verdacht an der Kataraktgenese
beteiligt zu sein (89-92). Der Name ,,hochmolekulare Fraktion* leitet sich dabei von der sehr frilhen
Elution dieser Proteinkomplexe bei der Grofenausschlusschromatographie mit dem wasserléslichen

Teil von Linsenextrakten ab.

. "
,,Damag ¢ and Titration“-Model Chaperonfunktion von aL-Kristallin
=™t . @ ¥
W 1. Chaperon-Substratkomplex
. ' S > [ ‘?] Jv (unbekannte Stochiometrie)
” i_g 1L
< el
» 4 ~
® < < Modifikation von -, y-Kristallinen ‘ .
‘ ' Entleertes Chaperonreservoir
Triibe Kristallinaggregate
(unbekannte Struktur)

Abbildung 6: Derzeitige Modellvorstellung der Kataraktgenese. Das ,,Damage and Titration“-Modell geht
von einer (partiellen) Entfaltung der pB- (orange) bzw. y-Kristalline (blau) in der Augenlinse aus. Die (Teil-)
Entfaltung wird durch umwelt-, alterungs- oder genetisch bedingte Modifikationen verursacht (s). Die
Modifikationen fihren zu thermodynamisch destabilisierten und aggregationsanfélligen Spezies [*]. Die
Aggregation dieser Spezies wird durch die Bindung an aL-Kristallin (einer Mischung aus oA-/olAins- (Violett)
und aB-Kristallin (magenta) verhindert (I). Ist der vorhandene Vorrat an alL-Kristallin in der Augenlinse
erschopft (11), kommt es zur Bildung von hochmolekularen, lichtstreuenden Aggregaten mit noch unbekannter
Struktur.

Grundlage fir das heutige Verstandnis der Kataraktgenese waren hauptséchlich in vitro Messungen
mit extrahierten oder rekombinant produzierten Proteinen und komplementér dazu in vivo Messungen
mit genetisch veranderten Tieren. Neben in vitro Methoden sind die mutanten Mauslinien Aey7,
Aca30 und Aey4 von besonderer Bedeutung fur diese Arbeit. Diese Stdamme tragen jeweils eine
homozygote Mutation in einem Vertreter der drei Kristallinfamilien. Aey7 trégt die Mutation oA-
V124E, Aca30 die Mutation A2-S47P und Aey4 die Mutation yD-V76D (93-95). Zwar unterscheiden
sich die Stdmme in der Art und Progression des Kataraktes (Aey7: nuklearer und zonuldrer Katarakt;
Aca30: perinukleare zonuldre Trilbung zu totalem Katarakt; Aey4: nuklearer Katarakt), entwickeln

aber alle dominanten, friih einsetzenden Katarakt, der bereits im Alter von 3 Monaten zu einer fast

11



Einleitung

vollstandigen Trubung der Linse fihrt. Im Falle von Aey7 und Aey4 ist eine Linsentribung schon
beim Offnen der Augen der Mause wenige Tage nach der Geburt sichtbar. Zusitzlich ist das
Linsenfeuchtgewicht der Katarakt-Stdimme verglichen mit den Wildtyp-Stdammen signifikant
verringert. Die zugrundeliegenden Wildtyp-Stamme C57BI/6J (bei Aca30) und C3HeB/FeJ (bei Aey4

und Aey7) entwickeln auch nach 12 Monaten keine signifikante Triibung der Augenlinse.

1.4 Problemstellung

Trotz intensiver Forschung zur Entstehung von Katarakt, sind die genauen molekularen Ursachen und
Vorgénge noch nicht vollstdndig verstanden. Bislang wird davon ausgegangen, dass es zu einer
Tribung der Linse durch die Aggregation der wichtigsten Strukturproteine des Auges, den - und vy-
Kristallinen kommt. Als Schutz gegen ungewollte Aggregation von Proteinen in der Augenlinse dient
o-Kristallin, das aggregationsanféllige Spezies bindet und die Aggregation somit verhindert. Ist der
vorhandene Vorrat an o-Kristallin erschopft, kommt es zu unkontrollierter Aggregation und
letztendlich zu einer Linsentriibung. Diese Modellvorstellung der Katarakigenese begriindet sich
hauptséchlich aus in vitro Messungen mit Proteinextrakten oder rekombinantem Protein, hat aber noch
einige Lucken was die Rolle der einzelnen Proteinkomponenten in vivo betrifft. Ein besonderer
Schwerpunkt dieser Arbeit lag darauf, die derzeitige Modellvorstellung auszubauen und die Rolle der
verschiedenen Proteinfamilien in der Linse mit Hilfe biochemischer und biophysikalischer Methoden
genauer zu beschreiben. Dazu wurde eine umfangreiche in vivo und in vitro Charakterisierung der
alternden Augenlinse von Wildtyp-Méausen und Kataraktmutanten durchgefiihrt, um ein besseres
Verstandnis der verschiedenen Proteinfraktionen, deren Anteil am Proteom, sowie deren Funktion in
der Linse zu erlangen. Von besonderem Interesse waren dabei die Proteine in der HMW, da diese mit
der Entstehung von Katarakt in Verbindung gebracht wurden. Komplementér dazu wurden Katarakt-
assoziierte Proteinvarianten, sowie das jeweilige Wildtyp-Protein rekombinant produziert und
gereinigt, um eine mogliche Verknupfung zwischen in vivo und in vitro Beobachtungen aufzuzeigen.
Dazu wurden neben der thermodynamischen Stabilitdt, die Aggregationsanfalligkeit und
proteolytische Stabilitat der Proteinvarianten, sowie deren apparente Quartarstruktur untersucht.

Als weiterer Punkt sollte die Funktionsweise von aB-Kristallin bei der Substratbindung auf
molekularer Ebene genauer analysiert werden, da diese noch nicht volistandig verstanden ist.
Ansatzpunkt hierfir war die Inkorporation einer fluoreszierenden unnattrlichen Aminoséure durch
Erweiterung des genetischen Codes von E. coli, um eine spezifische Messsonde fiir die Interaktion von
(teil-) entfalteten Modellproteinen mit oB-Kristallin bei der Substratbindung zu erhalten. Die
unnatiirliche Aminosaure sollte dabei als minimalinvasive Sonde dienen, ohne die N-terminale Region
von oB-Kristallin zu stéren. Ubergeordnete Zielsetzung war die Etablierung eines Forster-
Resonanzenergietransfersystems zwischen aB-Kristallin und Modellproteinen, das es erlaubt die
mikroskopischen Ratenkonstanten der Substratbindung und Interaktion mit dem ATP-abhédngigen

Hsp70/40-Chaperonsystem zu bestimmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Bakterienstamme und Plasmide

E. coli-Stamm Genotyp

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL F~, ompT, hsdS(rs" mg"), dem’, Tet', gal, A(DE3), endA, Hte, [argU,
ileY, leuw, Cam")]

DH10B F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
endAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A~ rpsL(Str") nupG

Mach1-T1? Fp80lacZAM15, AlacX74, hsdR(r,” m,"), ArecA1398, endAl, tonA

XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(r,” my’), SUpE44, relAl, lac, [F,
proAB”, lacl"ZAM15, ::Tn10 (Tet' )]

Die E. coli-Stamme DH10B, Mach1-T1® und XL1 Blue (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA; Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) wurden zur Produktion von Plasmid-
DNA und fur Klonierungen verwendet. Der E. coli-Stamm DH10B wurde weiterhin fir die
Produktion von rekombinantem oB-Kristallin mit einer unnatiirlichen Aminoséure durch Genetic
Code Expansion verwendet. Der E. coli-Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA, USA) wurde zur Produktion rekombinanter Kristalline und Hsc70* eingesetzt.
Als Plasmidvektoren fiir Klonierungen, sowie die Produktion von rekombinanten Kristallinen dienten
die Plasmide pET28 (Kan', Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, D) und pE-SUMOpro (Kan',
LifeSensors, Malvern, PA, USA). Fir die Produktion von rekombinantem Hsc70* wurde ein
modifizierter pET28-Plasmidvektor verwendet (pET28-SUMO-Hsc70-wt, Dr. rer. nat. Oliver Lorenz,
Lehrstuhl fur Biotechnologie, Technische Universitat Miinchen, DEU). In pET28 wurde eine flr einen
Hexahistidin-SUMO-tag (UniProt-1D: Q12306-1) codierende Nukleotidsequenz eingefugt (Ncol/
BamHI) und anschlieBend das humane Wildtyp-Gen von Hsc70 in den Plasmidvektor eingebracht
(BamHI/ Xhol). Die Zielgene in pET28, pET28-SUMO und pE-SUMOpro standen jeweils unter
Kontrolle des T7-Promotors. Fur die Inkorporation der unnatlrlichen Aminosdure para-
Cyanophenylalanin in aB-Kristallin wurde der Plasmidvektor pDule-pCNF (Spc', mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Ryan Mehl (Department of Biochemistry & Biophysics, Orgenon State
University, Corvallis, OR, USA) verwendet. Als Expressionsvektor wurde pBAD/His A (Amp',
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) eingesetzt. Beide Plasmidvektoren standen unter

der Konrolle des araB-Promotors.
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2.1.2 Nahrmedien

LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

Né&hrboden LB- Medium mit 1,5 % (w/v) Agar-Agar

Alle Nahrmedien und Néahrbéden wurden durch Autoklavieren (120 °C, 20 min, 2 bar) sterilisiert. Bei
Bedarf wurden nach dem Autoklavieren Antibiotika als sterilfiltrierte Stammldsungen zugegeben. Die
Endkonzentration an Antibiotikum lag bei 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml fir Kanamycin und
Spectinomycin, 25 pg/ml fir Chloramphenicol, 30 pg/ml fir Streptomycin, sowie 10 pg/ml fir
Tetracyclin. Die Stammlésungen waren 1000-fach in sterilfiltriertem ddH,O konzentriert fir
Ampicillin, Kanamycin, Spectinomycin, Streptomycin und Tetracyclin bzw. in Ethanol p.a. fir

Chloramphenicol.

2.1.3 Enzyme, Protein- und DNA-GroRenstandards

oB-Kristallin S19,45,59E (a.B-3E) Dr. rer. nat. Jirka Peschek, Lehrstuhl fir
Biotechnologie, Technische Universitat
Miinchen, DEU

o-Chymotrypsin # C4129 Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

a-Lactalbumin #L.6010 Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Bovines Serumalbumin #23209 (2 mg/ml) Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Bsal-HF v2 #R3733S (20 U/ul)
CutSmart-Puffer (10x) #B7204S
dNTPs (10 mM je dNTP) #M0447S
Dpnl (20 U/ul) #R0176S
Gelfiltrationsstandard #1511901

Lysozym aus Hiihnereiweis # L6876-25G

MDH #10127914001
Ncol-HF #R3193S (20 U/ul)

NEBuffer 2.1 (10x) #B7202S
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Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DEU
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
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Phusion DNA-Polymerase (2 U/ul) #M0530S
Phusion HF-Reaktionspuffer (5x) #B0518

Q5 DNA-Polymerase (2 U/ul) #M0491S
Q5-Reaktionspuffer (5x) #B9027S

SERVA FastLoad 1 kb DNA-Leiter #39317.01
T4 DNA-Ligase (400 U/ul) #M0202S

T4 DNA-Ligase-Reaktionspuffer (10x) #B0202S
T4 DNA-Polymerase (3 U/ul) #M0203S

T4 Polynukleotidkinase (10 U/ul) #M0201S

Ulpl
(S. cerevisiae ubiquitin-like-specific protease 1)

Ungefarbter niedermolekularer SDS-PAGE-
Standard #1610304

Vorgeféarbter SDS-PAGE-Standard peqGOLD
Protein Marker IV, #27-2110P

Xhol #R0146S (20 U/pl)

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Jasmin Konig, Lehrstuhl fur Biotechnologie,
Technische Universitat Minchen, DEU
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

VWR International GmbH, Darmstadt, DEU

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

2.1.4 Synthese von Oligodesoxyribonukleotiden und Genen

Die zur Klonierung und Punktmutagenese von Zielgenen notwendigen Oligodesoxyribonukleotide

wurden von Eurofins (Eurofins NDSC Food Testing Germany GmbH, Hamburg, DEU) bezogen. Im

Rahmen dieser Arbeit erstmals verwendete Gene wurden von GeneArt (Geneart AG, Thermo Fisher
Scientific Inc., Walthanm, MA, USA) synthetisiert und in pET28 (Kan") kloniert. Die synthetisierten

Oligodesoxyribonukleotide und Gene inklusive der zur Vektorinsertion verwendeten Schnittstellen,

sind in Tabelle S2 gelistet.

2.1.5 Chemikalien

2-lodacetamid

2-Mercaptoethanol
2-Propanol

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,

15



Material und Methoden

propanesulfonat (CHAPS)

5-[2-(2-lodacetamido)ethylamino]-naphthalin-1-
sulfonséure (IAEDANYS)

Aceton

Acrylamid/Bis-Losung, 19:1 (40 % w/v),
5%C

Acrylamid/Bis-Ldsung, 37.5:1 (30 % w/v),
26%C

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat
Atto488-Maleimid
Atto488-NHS-Ester
Bradford-Reagenz, 5x Konzentrat
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Coomassie Brillantblau G-250
Coomassie Brillantblau R-250
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol (DTT)

Essigséure

Ethanol, p.a.
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glycerin

Guanidiniumchlorid

Harnstoff

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
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DEU

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

ATTO-TEC GmbH, Siegen, DEU

ATTO-TEC GmbH, Siegen, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
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lodacetat, Natriumsalz

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat

Kobalt(Il)-chlorid

L-(+)-Arabinose

L-4-Cyanophenylalanin, #A-0070

L-Arginin

LB-Medium (nach Lennox, (96))
Magnesiumchlorid

Mangan(ll)-chlorid

Methanol
N,N,N,N“-Tetraethylendiamin (TEMED)

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonsaure (HEPES)

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphorsdure, ortho

Proteaseinhibitor Mix HP, Mix G (100x)
Quick Coomassie Stain

Serva DNA Stain G (ca. 25 000x)

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Amatek Chemical Co., Ltd., Hong Kong, HKG

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
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Silikondl Drystrip Cover Fluid
Streptomycinsulfat

Thioharnstoff

Tréagerampholyt Pharmalyte pH 3-10
Tréagerampholyt Servalyt pH 3-10
Trichloressigsaure

Tris-(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid
(TCEP)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU

Sigma-Aldrich Co., Merck KGaA, Darmstadt,
DEU

Verwendete L-Aminosduren stammten von Sigma-Aldrich Co. (Merck KGaA, Darmstadt, DEU),
Merck KGaA (Darmstadt, DEU) in einem Reinheitsgrad von mindestens > 98 %. Alle anderen
Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Co. (Merck KGaA, Darmstadt, DEU), Merck KGaA
(Darmstadt, DEU) oder Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, DEU) im Reinheitsgrad p.a. bezogen.
Das fir Puffer und Lésungen verwendete Wasser wurde mit einer arium proUV Reinstwasseranlage
deionisiert (ddH,0, Leitfahigkeit < 0,1 uS/cm; Sartorius AG, Gottingen, DEU).

2.1.6 Verbrauchsmaterialien
Amicon Ultra-0,5 Zentrifugen-Filtereinheit,
NMGG 10 kDa

Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit,
NMGG 10 kDa

Amicon Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheit,
NMGG 10 kDa

Dialyseschlduche Spectra/Por 1,
NMGG 6 - 8 kDa, 3,3 - 46 ml/cm

Entsalzungssaule Illustra NAP-5
Entsalzungsséule PD-10
Gel Loading Dye, Blue (6X) #B7021S

Glaskapillare Prometheus NT.48 Series nanoDSF
Grade High Sensitivity Capillaries
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Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Spectrum, Inc., Middleton, WI, USA

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)

NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen,
DEU
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Immobiline DryStrip pH 3-10, 24 cm
Immobiline DryStrip pH 3-10, 7 cm

Membranfilter aus Zelluloseacetat, 0,45 UM,

50 mm

ServaGel TG Prime 14 % Fertiggel, 2D-Tasche
ServaGel TG Prime 4-20 % Fertiggel, 12 Taschen

Spritzenvorsatzfilter Millex-GS, 0,22 um, 25 mm,

Zellulosemischester

Spritzenvorsatzfilter Millex-SV 5,0 um, 25 mm,
PVDF

Ultrafiltrations-Membranscheiben Ultracel PL-
10, PLGC aus regenerierter Zellulose, NMGG

10 kDa passend fir UFSC05001, UFSC20001

und UFSC40001

Wizard Plus Midipreps DNA Purification System

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System

Wizard SV Gel and PCR Clean-Zp System

Xpress Minidialysiereinheit MD100, MD300 und
MD1000, NMGG 3,5 kDa

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

Sartorius AG, Gottingen, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Promega GmbH, Mannheim, DEU

Promega GmbH, Mannheim, DEU

Promega GmbH, Mannheim, DEU

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU

Einwegplastikreaktionsgefalle (0,5 - 5 ml), Pipettenspitzen (10 pl - 5 ml) und Spritzen (1 - 50 ml)
wurden von Sarstedt AG & Co. KG (Nurnbrecht, DEU) und Eppendorf AG (Hamburg, DEU)
bezogen. PCR-Plastikreaktionsgefalie (0,2 ml) stammten von Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules,
CA, USA). Sofern nétig wurde das Verbrauchsmaterial durch Autoklavieren (120 °C, 20 min, 2 bar)

sterilisiert.

2.1.7 Gerate und Chromatographiesaulen

Analytische Ultrazentrifuge ProteomeLab XL-I, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA
12 mm Epon-Harz Standard-Doppelsektorzellen,

mit Quartzfenstern

Analytischer 8-Loch Rotor (An-50 Ti)
Analytischer 4-Loch Rotor (An-60 Ti)

Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA
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Autoklav Varioklav EP-Z

Chromatographiesdule
HiLoad 16/600 Superdex 200 pg

Chromatographiesdule
HiLoad 26/600 Superdex 200 pg

Chromatographiesdule
HisTrap FF, 5 ml

Chromatographiesédule
Superdex 200 10/300 GL
Superdex 200 Increase 10/300 GL

Chromatographieséule
XK 26/20 Q-Sepharose Fast Flow, selbstgepackt

Dichtemessgerat DMA 5000 M

Dispergiergerat SilentCrusher M

Fluoreszenzspektrophotometer FluoroMax-4
Fluoreszenzspektrophotometer FP-8500
FPLC-System AKTA Purifier, AKTA Pure
Geldokumentationssystem ImageScanner 111

Gelelektrophoreseapparatur Ettan DALT Il

Gelelektrophoreseapparatur Mighty Small 11

Gelelektrophoreseeinheit HU10 Mini-Plus

GelgieRstand DALT Il 276mm #80-6467-22

HPLC-System Shimadzu SIL-20AC, LC-20AT,

SPD-20A, FRC-10A

IEF-System Ettan IPGphor
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HP Medizintechnik GmbH, OberschleiRheim,
DEU

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

Anton Paar GmbH, Graz, AUT

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, DEU

K.K. Horiba Seisakusho, Kyoto, Japan

Jasco Corporation, Tokyo, JPN

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

Amersham BioSciences Ltd., GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, SWE

Hoefer Inc., Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, DEU

Scie Plas Ltd, Harvard Bioscience, Hollistion,
MA, USA

Amersham BioSciences Ltd., GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, SWE

Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kyoto, JPN

Amersham BioSciences Ltd., GE Healthcare Bio-
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Massenspektrometer Ultraflex 11 MALDI-
ToF/ToF

Mehrwinkellichtstreuungsdetektor

Wyatt Dawn Heleos Il

nanoDSF Prometheus NT.48

Peristaltikpumpe P-1

pH-Meter WTW pH 538

Quarzkivette 105.201-QS, 105-201-15-40
Quarzkiivette 119F-QS, 119004F-10-40
Refraktometer Abbe Mark |1

Ruhrzelle, Modell 8050, 50 ml, UFSC05001
Rihrzelle, Modell 8200, 200 ml, UFSC20001
Rihrzelle, Modell 8400, 400 ml, UFSC40001

Spektropolarimeter Chirascan V100

Spektropolarimeter Jasco J-710, J-715 mit PFD-
350S, PTC-348WI Peltierelement

Stopped-flow-Fluoreszenzspektrophotometer
DX.17MV

Stromquelle EPS600, EPS601

Stromquelle LKB GPS 200/400

Thermocycler MJ Mini PTC-1148
Tischzentrifuge Eppendorf 5417C, 5418, 5418R

Ultrafiltrationszelle
UFSC05001, UFSC20001 und UFSC40001 mit

passenden Ultrafiltrations-Membranscheiben

Sciences AB, Uppsala, SWE

Bruker Daltonics Inc., Billercia, MA, USA

Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, USA

NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen,
DEU

Pharmacia, GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, SWE

Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co.
KG, Weilheim, DEU

Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, DEU
Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, DEU
Leica Camera AG, Wetzlar, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Applied Photophysics Limited, Leatherhead,
GBR

Jasco Corporation, Tokyo, JPN

Applied Photophysics Limited, Leatherhead,
GBR

Amersham Pharmacia Biotech Ltd, GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE

Pharmacia, GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, SWE

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, DEU
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Ultracel PL-10, NMGG 10 kDa

UV/Vis-Spektrophotometer Cary 400 Bio Varian, Inc., Agilent Technologies, Inc., Santa

Clara, CA, USA
UV/Vis-Spektrophotometer Jasco V-550 Jasco Corporation, Tokyo, JPN

UV/Vis-Spektrophotometer NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
ND-2000 USA

Viskosimeter AMVn Anton Paar GmbH, Graz, AUT
Zellaufschlussmaschine CF Range Basic-Z E1061 Constant Systems Limited, Score Group, GBR

Zentrifuge Avanti J-25, J-26 XP, JXN-26 Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA

Zentrifuge Rotina 420R, 46R

2.1.8 Computerprogramme

Adobe Creative Suite 6 64Bit
ASTRA 5.3.4.20

BioTools 2.2

ChemBioDraw Ultra 14.0.0.117

DCDT+2.4.3

EMBOSS Needle
ExPASYy ProtParam

ImageJ 1.51j8

LabScan 6.0

Mascot 2.3

NEBuilder

OligoCalc

OriginPro 2015G 64Bit
Phylogeny.fr

PR.Stability Analysis v1.0.2.8422
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Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
DEU

Adobe Systems, San José, CA, USA

Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, USA
Bruker, Billerica, MA, USA

PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA

John Philo, Alliance Protein Laboratories,
Thousand Oaks, CA, USA

ebi.ac.uk/Tools/psa/femboss_needle/
web.expasy.org/protparam/

National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE
Matrix Science, Boston, MA, USA
nebuilder.neb.com
biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA
phylogeny.fr

NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen,
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SedFit 15.01b

Sednterp 20120828 BETA

The PyMOL Molecular Graphics System 1.3

Watershed 02.2008 plug-in for ImageJ

2.2 Methoden

2.2.1 Elektrophoretische Methoden

2.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

DEU

Peter Schuck, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA

Biomolecular Interaction Technologies Center,
University of New Hampshire, NH, USA

Schrédinger, LLC, New York, NY, USA

Biomedical Imaging Group, EPFL Lausanne,
CHE

Probenpuffer (6x) NEB Gel Loading Dye, Blue
20 mM Tris/HCI, 15 % (w/v) Ficoll-400, 70 mM EDTA, 0,1 % (w/v)
SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, pH* " 8,0

TAE-Puffer (1x) 40 mM Tris/HCI, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA, pH*' 8,0

Die analytische Trennung und praparative Reinigung von DNA-Fragmenten erfolgte durch horizontale

Gelelektrophorese. Fur DNA-Fragmente mit einer GroRe von unter 1000 bp wurden Gele mit 1,6 %

(w/v) Agarose verwendet, flr groRere Fragmente lag die Agarosekonzentration bei 1 % (w/v). Zur

Visualisierung der DNA-Fragmente unter UV-Licht nach elektrophoretischer Trennung wurde dem
Gel 0,04 %o (v/v) Serva DNA Stain G (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) zugegeben.

Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die

Auftrennung erfolgte fiir 30 min in TAE-Puffer bei einer Spannung von 6 V pro cm Elektrodenabstand

mit anschlieender Analyse unter UV-Licht (A= 302 nm).

2.2.1.2 Kontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Laemmli-Probenpuffer (5x) 300 mM Tris/HCI, 50 % (w/v) Glycerin, 10 % (w/v) SDS, 5 % (v/v)
2-Mercaptoethanol, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau, pH*" 6,8

Laemmli-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris/HCI, 2 M Glycin, 1 % (w/v) SDS, pH"" 8,8

Trenngel 15 % (w/v) Acrylamid (Stammldsung mit 19:1 (40 % wi/v),5% C
Acrylamid/ N,N’Methylenbisacrylamid), 375 mM Tris/HCI, 0,2 %
(w/v) SDS, pH¥" 8,8
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Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid (Stammlésung mit 19:1 (40 % wiv), 5% C
Acrylamid/ N,N’Methylenbisacrylamid), 125 mM Tris/HCI, 0,2 %
(w/v) SDS, pH?" 6,8

Farbeldsung (Fairbanks A) 25 % (v/v) 2-Propanol, 10 % (v/v) Eisessig, 0,05 % (w/v)

Coomassie-Brilliantblau G-250

Entfarbelosung (Fairbanks D) 10 % (v/v) Eisessig

Die kontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese erlaubt die Trennung von Proteinen nach deren
molekularer Masse durch ein Sammel- und anschlieRendes Trenngel. Die Separation der Proteine
wurde nach einem modifizierten Protokoll nach Laemmli sowie Fairbanks et al. durchgefiihrt (97,98).
Dazu wurden die Proben mit 1/4 Volumen Laemmli-Probenpuffer versetzt, 15 min im Heizblock bei
95 °C gekocht und vor dem Auftragen kurz abzentrifugiert (10 min, 20800 g, RT). Die
Gelelektrophorese erfolgte in einer Mighty Small 1l Vertikalgelelektrophoreseapparatur (Hoefer Inc.,
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) bei Raumtemperatur und einer Stromstdrke von
25 mA und 20 min Dauer fir das Sammelgel, bzw. 35 mA und 30 min Dauer fur das Trenngel. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel durch Aufkochen in Farbelésung ca. 20 min lang gefarbt und

anschlieBend nach erneutem Aufkochen in Entférbeldsung mehrere Stunden entférbt.

2.2.1.3 Limitierte Proteolyse
Messpuffer 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, pH* 7,8

Um Empfindlichkeit von Kristallinen gegentiber proteolytischem Abbau zu untersuchen, wurden
10 uM an Protein mit a-Chymotrypsin ad 4 % (w/w) in Messpuffer bei 25 °C inkubiert und zu
definierten Zeitpunkten Proben entnommen. Der enzymatische Verdau wurde durch Zugabe von
PMSF ad 2 mM gestoppt. Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte wie unter 2.2.1.2 beschrieben
mit ServaGel TG Prime 4-20 % (w/v) Fertiggelen (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU).
Die Gele wurden (ber Nacht in Quick Coomassie Stain (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
DEU) bei Raumtemperatur und 30 rpm geférbt und in deionisiertem Wasser entfarbt. Die entfarbten
Gele wurden mit einem kalibrierten ImageScanner Il Geldokumentationssystem unter Verwendung
von LabScan 6.0 bei 600 dpi dokumentiert (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE). Die
Bandenintensitdt wurde mit ImageJ 1.51j8 densitometrisch bestimmt. Die Experimente und
Datenanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fiir Biotechnologie,
Technische Universitdt Minchen, DEU) durchgefthrt.

2.2.1.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese und densitometrische Analyse

Probenpuffer 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 65 mM DTT, 2 % (w/v) CHAPS,
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Aquilibrierungspuffer

Reduktionsldsung
Alkylierungslosung

Trenngel fur 24 cm IPG-
Streifen (24 cm x 18,5 cm)

Trenngel fur 7 cm IPG-

Streifen (8 cm x 7 cm)
Laufpuffer
Agaroseldsung

Farbeldsung fur
24 cm x 18,5 cm Gele

Farbeldsung fur

8cmx 7 cm Gele

Entfarbel6sung fir
24 cm x 18,5 cm Gele

Entfarbel6sung fir

8cmx 7 cm Gele

0,2 % (v/v) Tragerampholyt

50 mM Tris/HCI, 6 M Harnstoff, 30 % (w/v) Glycerin, 2,5 % (w/v)
SDS, pH*© 8,8

65 mM DTT in Aquilibrierungspuffer
215 mM 2-lodacetamid in Aquilibrierungspuffer

15 % (w/v) Acrylamid (Stammlésung mit 37.5:1 (30 % wi/v), 2,6 %
C Acrylamid/ N,N’Methylenbisacrylamid), 375 mM Tris/HCI, 0,2 %
(w/v) SDS, pH® 8,8

ServaGel TG Prime 14 % (w/v) Fertiggele mit einer 2-D Tasche

25 mM Tris/HCI, 190 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH* * 8,8
0,5 % (w/v) Agarose in Laufpuffer, Spuren von Bromphenolblau

20 % (v/v) Methanol, 10 % (w/v) Ammoniumsulfat, 2 % (v/v)
Phosphorsdure, 0,1 % (w/v) kolloidales Coomassie Brilliantblau G-
250

Quick Coomassie Stain

20 % (v/v) Eisessig

ddH,O

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) ermdglicht es Proteine zunédchst nach deren Ladung
durch isoelektrische Fokussierung (IEF; erste Dimension) und dann nach ihrer molekularen Masse
(zweite Dimension) zu trennen. Fir die erste Dimension wurden bis zu 150 pg Protein aus den
Linsenextrakten auf 24 cm IPG-Streifen (Immobiline DryStrip, pH 3-10, 24 cm, GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, SWE) aufgetragen, mit Drystrip Cover Fluid Silikondl (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, SWE) (berschichtet und fokussiert. Als Tréagerampholyt fiir die IEF von
Linsenextrakten wurde Pharmalyte pH 3-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE) flr den
Probenpuffer verwendet und die Probe mit Probenpuffer auf 450 ul aufgefiillt. Die isoelektrische
Fokussierung erfolgte an einem Ettan IPGphor IEF-System (Amersham Biosciences, Little Chalfont,
GBR) programmiert auf 25,5 h Laufzeit bei 20 °C mit der Sequenz: 30 V/ 6 h, 60 VV/ 6 h, 200 V/ 1 h,
500 V/ 1 h, 1000 V/ 1 h, 1000 ~ 8000 V (ber 0,5 h und 8000 V/ 10 h. Fiir die zweite Dimension

wurden die IPG-Streifen nach der IEF fir je 15 min in Reduktionslésung bei Raumtemperatur
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geschdttelt (30 rpm), zweimal mit ddH,O gewaschen und erneut fir 15 min in Alkylierungslésung bei
Raumtemperatur geschittelt. Die Trennung nach molekularer Masse erfolgte mit selbstgegossenen
15%igen (w/v) SDS-Gelen (24 cm x 18,5 cm) (DALT Il 276mm #80-6467-22 GelgieRstand,
Amersham BioSciences Ltd., GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE) an einer Ettan DALT
Il Gelelektrophoreseapparatur (Amersham BioSciences Ltd., GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, SWE). Dem Trennungslauf wurde ein Vorlauf der leeren Gele bei 8 mA pro Gel fir 1 h
vorangestellt und der Laufpuffer im Anschluss gewechselt. Die IPG-Streifen wurden vor der
elektrophoretischen Trennung mit Agaroseldsung fixiert und die Proteine mit 4 mA pro Gel fir 1 h
und weiter bei 15 mA pro Gel flr etwa 16 h bei 20 °C getrennt. Die Féarbung der Gele erfolgte Uber
Nacht bei Raumtemperatur unter Schutteln (30 rpm) in Farbeldsung, die Entfarbung in Entfarbelésung

bei gleichen Parametern.

Zur 2-DE von kleineren Proteinmengen wurden bis zu 25 pg Protein auf 7 cm IPG-Streifen
(Immobiline DryStrip, pH 3-10, 24 cm, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE) aufgetragen
und fokussiert (Sequenz: 30 V/ 6 h, 60 V/ 6 h, 300 V/ 0,5 h, 300 » 1000 V Uber 0,5 h, 1000 » 5000V
uber 1,5 h, 5000 V/ 2,5 h). Das Vorgehen fir die erste Dimension erfolgte analog zu dem fir 24 cm
IPG-Streifen. Das Gesamtvolumen der Probe wurde auf 125 pl mit Probenpuffer eingestellt und
Servalyt pH 3-10 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) fir die Herstellung des
Probenpuffers eingesetzt. Die Trennung in der zweiten Dimension fand tber 14%ige (w/v) ServaGel
TG Prime Fertiggele mit einer 2-D Tasche (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) bei
10 mA pro Gel fiir 15 min und anschliefend 30 mA pro Gel fir 70 min statt Die Gele wurden (ber
Nacht bei Raumtemperatur und 30 rpm mit Quick Coomassie Stain (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, DEU) gefarbt und mit deionisiertem Wasser bei gleichen Parametern entfarbt. Alle 2-DE-
Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Bettina Richter, Chem. Ing. (Lehrstuhl fir
Biotechnologie, Technische Universitat Minchen, DEU) durchgefiihrt. Die Gele wurden mit einem
kalibrierten ImageScanner Il Geldokumentationssystem unter Verwendung von LabScan 6.0 bei
600 dpi dokumentiert (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE). Die densitometrische
Analyse der Gele erfolgte nach Natale et al. mit ImageJ 1.51j8 und dem Watershed 02.2008 Plug-In
ohne den warping-Schritt (99,100). Die Proteinspots wurden durch MALDI-TOF-MS an einem Maldi-
TOF/TOF Ultraflex Il (Bruker, Billerica, MA, USA) eindeutig und mehrfach redundant zugeordnet.
Die Messungen der Proteinspots erfolgte nach Courchesne und Patterson (101). Die resultierenden
Massenspektren wurden mit dem Programm BioTools (Bruker, Billerica, MA, USA) analysiert und
mit dem MASCOT Programm (Matrix Science, Boston, MA, USA) gegen die NCBI-Proteindatenbank
abgeglichen (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) (102). Die
Messungen wurden von Florian Ruhrn6Bl (Lehrstuhl fir Biotechnologie, Technische Universitét
Minchen, DEU) durchgefuhrt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerasekettenreaktion

Phusion HF-Reaktionspuffer ~ Zusammensetzung nicht vom Hersteller angegeben
(5x)

Q5-Reaktionspuffer (5x) Zusammensetzung nicht vom Hersteller angegeben

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Phusion- oder Q5-DNA-Polymerase verwendet.
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte in 50 pl Ansdtzen mit 32 ul ddH20O, 10 ul Phusion HF-
Reaktionspuffer oder Q5-Reaktionspuffer, 1 ul 10 mM dNTPs, je 2,5 pl 10 uM Primer, 1 pul Templat-
DNA (75 ng, entspricht ca. ca. 25 pmol) und 1 pl Phusion- oder Q5-DNA-Polymerase (2 U). Die PCR
erfolgte in einem MJ Mini PTC-1148 Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)
bei jeweils drei Hybridisierungstemperaturen. Die PCR-Sequenz wurde nach zweiminitigem
Aufheizen auf 95 °C in 35 Zyklen durchgefuhrt. Jeder Zyklus bestand aus Strangtrennung (30 s,
95 °C), Primer-Hybridisierung bei drei Temperaturen (30 s, 53, 55 und 57 °C) und Polymerisation
(1 min/ 1 kb, 72 °C). Nach Abschluss der Zyklen wurden weitere 10 min bei 72 °C inkubiert, um eine
vollstdndige Polymerisierung zu gewahrleisten. Das Ergebnis der PCR wurde wie unter 2.2.1.1

beschrieben durch Agarose-Gelelektrophorese tberprift.

2.2.2.2 Sequenz- und Ligations-unabhéngiges Klonieren

CutSmart-Puffer (10x) 200 mM Tris/Acetat, 500 mM Kaliumacetat, 100 mM
Magnesiumacetat, 1 mg/ml BSA, pH® ™ 7,9

NEBuffer 2.1 (10x) 100 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl,, 1 mg/ml BSA,
szs °C 7.9

Das Sequenz- und Ligations-unabhdngige Klonieren (SLIC) erméglicht die Integration von mehreren
DNA-Fragmenten in ein linearisiertes Vektorriickgrat durch homologe Rekombination ohne den
Einsatz von Ligationsenzymen (103). Gundlage ist die bevorzugte 3‘-5‘-Exonukleaseaktivitat der T4
DNA-Polymerase in der Abwesenheit von dNTPs, die es ermdglicht, dass Fragmente mit homologen
Uberhangen nach kurzer Inkubation in Gegenwart der T4 DNA-Polymerase rekombinieren kénnen.
Hierzu wurde das zu transferierende Zielgen wie unter 2.2.2.1 durch Einsatz der Q5 DNA-Polymerase
amplifiziert und nach anschlieBender gelelektrophoretischer Trennung aus dem Agarosegel gereinigt
(2.2.1.1). Die Primer (Tabelle S2), sowie die PCR-Parameter wurden mit Hilfe von NEBuilder
entworfen und handisch verifiziert. Die Linearisierung des Zielvektors erfolgte durch enzymatischen
Verdau. Dazu wurden 200 pl pe-SUMOpro bzw. pBAD (150 ng/ul) mit 23 pl CutSmart-Puffer, sowie
4 pl Bsal (80 U) bzw. Ncol, Xhol vermischt und bei 37 °C fiir 4 h inkubiert. Die Assemblierung des

SLIC-Konstrukts erfolgte mit einem molaren Vektor zu Fragment Verhéltnis von 1:2. Fur den SLIC-
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Ansatz wurden Vektor (ca. 100 ng, entspricht ca 0,03 pmol) und Plasmid (ca. 0,06 pmol) in einem
Volumen von je <1 pl vorgelegt, mit 2 pl CutSmart-Puffer vermischt und mit autoklaviertem ddH,O
ad 20 pl aufgefullt. AnschlieBend wurden 0,8 pl (2,4 U) T4 DNA-Polymerase zugegeben, der
Reaktionsansatz durchmischt und fur exakt 2,5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen
der Reaktion wurde der Ansatz auf Eis transferiert, fir mindestens 10 min inkubiert und nachfolgend
in chemisch kompetente E. coli DH10B, Mach1-T17 oder XL1 Blue Zellen transformiert (2.2.2.5).

2.2.2.3 Blunt-End-Mutagenese

T4 DNA-Ligase- 500 mM Tris/HCI, 100 mM MgCl,, 10 mM ATP, 100 mM DTT,
Reaktionspuffer (10x) pH®©75

Die Blunt-End-Mutagenese erlaubt es Mutationen in zirkuldre DNA einzufiihren oder ganze Bereiche
zu deletieren. Es werden gegenldufige Primer verwendet, die das gesamte Plasmid amplifizieren. Das
entstandene lineare Fragment wird anschlieRend phosphoryliert und durch Ligation zirkularisiert. Die
PCR wurde wie unter 2.2.2.1 beschrieben durchgefuhrt und die Primer-Sequenz mit OligoCalc auf
eine Schmelztemperatur von etwa 65 + 2 °C entworfen (104). Um die 5"-Enden des linearen PCR-
Produktes zu phosphorylieren, wurden zu 40 pl gereinigtem PCR-Produkt (2.2.2.4) 5 ul T4 DNA-
Ligase-Puffer (10x), 2 ul 10 mM ATP und 1 pl Polynukleotidkinase (10 U) gegeben und 1 h bei 37 °C
inkubiert. Zur Zirkularisierung des Plasmidvektors wurden dem Ansatz 1 pl 10 mM ATP und 1 pl T4
DNA-Ligase (1 U) zugefiigt und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Durch einen zehnminitigen
Hitzeschritt bei 65 °C wurde die Ligase inaktiviert. Um als Endprodukt der Mutagenese nur die
mutierte DNA, nicht jedoch die urspriingliche Matrize zu erhalten, wurde 2 h bei 37 °C mit Dpnl
verdaut. Dieses Enzym schneidet nur, wenn die GATC Erkennungssequenz eine N6-Methylierung am
Adenin aufweist, nicht jedoch in vitro synthetisierte, unmethylierte DNA. Die so erhaltenen mutierten

Plasmide konnten wie unter 2.2.2.5 beschrieben transformiert werden.
2.2.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten und Plasmidvektoren

Um DNA-Fragmente einer bestimmten Lange aus PCR-Ansdtzen zu isolieren, wurden diese zunachst
gelelektrophoretisch getrennt (2.2.1.1) und im Anschluss die gewiinschte Bande aus dem Gel unter
UV-Licht ausgeschnitten. Das Gelstuck wurde in ein ReaktionsgeféR tberfiihrt und mit dem Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega GmbH, Mannheim, DEU) gemdl den Herstellerangaben
aufgearbeitet. Die DNA-Fragmente wurden in 40 pl autoklaviertem ddH,O eluiert.

Die Préaparation von Plasmidvektoren erfolgte aus E. coli Mach1-T1R oder XL1 Blue Zellen. Dazu
wurden ca. 50 pmol (entspricht ca. 150 ng) des jeweiligen Vektors in chemisch kompetente Zellen
transformiert (2.2.2.5) und in 4 ml LB-Medium mit den passenden Selektionsantibiotika ber Nacht
bei 37 °C in einem Rotationsinkubator bei 60 rpm angezogen. Der Zielvektor wurde anschliefend mit

dem Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega GmbH, Mannheim, DEU) aus den
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Zellen extrahiert. Hierzu wurden die Zellen durch alkalische Lyse aufgeschlossen, die DNA an Silica-
Material gebunden, mehrmals gewaschen und anschlieBend in ddH,O eluiert. Fir groRere
Vektormengen wurden die transformierten E. coli-Zellen in 100 ml LB-Medium in einem
Schittelinkubator (37 °C, 120 rpm) (ber Nacht angezogen und das Wizard Plus Midipreps DNA
Purification System (Promega GmbH, Mannheim, DEU) zur Extraktion verwendet. Die Elution
erfolgte in 60 pl autoklaviertem ddH,O fir Mini-Plasmidpréparationen und 300 pl fir Midi-
Plasmidpraparationen. Die Nukleotidkonzentration nach der Elution wurde an einem Nanodrop ND-
2000 oder ND-1000 UV/Vis-Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

bestimmit.

2.2.2.5 Herstellung und Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Tfbl-Puffer 30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbClI,, 50 mM MnCl,, 2 mM CacCl,,
15 % (wi/v) Glycerin, pH 5,8, steril-filtriert

Ttb2-Puffer 10 mM MOPS/KOH, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15 % (w/v)
Glycerin, pH* 6,8, steril-filtriert

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden 4 ml LB-Medium mit einem Einzelklon
E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, DH10B, Mach1-T1R, oder XL1 Blue inokuliert und tiber Nacht
bei 37 °C in einem Rotationsinkubator bei 60 rpm angezogen. Sofern nétig wurde den LB-Medien
Antibiotikum geméaR 2.1.1, 2.1.2 zugegeben. Am Folgetag wurden 100 ml vorgewérmtes LB-Medium
mit 1 ml Ubernachtkultur (100x, ca. ODgg, 0,03 - 0,05) angeimpft und bis zu einer ODgq von ca. 0,3 -
0,4 in einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 120 rpm kultiviert (105). Sobald die Zelldichte erreicht
war, wurden die Zellen fir 15 min auf Eis abgekihlt und anschlieRend pelletiert (Rotina 420R,
10 min, 2 000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 30 ml eiskaltem Tfb1-Puffer
resuspendiert und auf Eis inkubiert (15 min fur XL1 Blue, 45 min fur BL21-CodonPlus(DE3)-RIL,
60 min fir DH10B und Mach1-T1%). Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut pelletiert (Rotina
420R, 10 min, 2 000 g, 4 °C), der Uberstand verworfen, mit 10 ml eiskaltem Tfb1-Puffer gewaschen
und weitere 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen, vorsichtig in 2 ml eiskaltem Tfb2-Puffer resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die
Zellsuspension wurde in 100 pl-Aliquots aufgeteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80 °C gelagert.

Zur Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurde 1 pl (ca. 100 ng, entspricht ca
0,03 pmol) Plasmidvektor zu 50 pl Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Zur Erhéhung der
Transformationseffizienz wurde ein Hitzeschock bei 42 °C fiur 45 s durchgefiihrt und die Zellen fir
2 min auf Eis inkubiert (106). AnschlieBend wurden die Zellen in 500 pl LB-Medium aufgenommen
und fiir 60 min in einem Heizblock bei 37 °C, 350 rpm geschlittelt. Bei Transformationen mit bereits

vorhandenem Plasmidvektor wurden 100 pl Zellen auf Nahrboden ausplattiert, bei Klonierungen
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wurden die Zellen in einer Tischzentrifuge pelletiert (1 min, 2 000 g, RT, Eppendorf 5418, Eppendorf
AG, Hamburg, DEU), in 50 pl LB-Medium resuspendiert und das gesamte Zellmaterial ausplattiert.

Die Nahrbdden enthielten die erforderlichen Selektionsantibiotika.
2.2.3 Produktion und Reinigung rekombinanter Proteine

2.2.3.1 Proteinproduktion und Zellaufschluss

Zur Produktion von Zielproteinen wurden E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen mit dem
entsprechenden Plasmidvektor transformiert, ausplattiert und ein geeignetes Volumen an
Ubernachtkultur mit einem Einzelklon in LB-Medium hergestellt. Den Néhrboden und Medien waren
dabei die entsprechenden Antibiotika zugesetzt. AnschlieBend wurde die Ubernachtkultur 100- bis
1000-fach (ODgg ca. 0,03 - 0,003) in vorgewédrmte Schikanekolben (5 1), gefiillt mit 2 | LB-Medium
und 50 pg/ml Kanamycin, verdinnt und bei 37 °C, 120 rpm bis zu einer OD600 von 0,3 - 0,8
geschuttelt. Die Proteinproduktion wurde durch Zugabe von 0,3 - 1 mM IPTG induziert (1M

Stammldsung in ddH,0). Die genauen Parameter fiir die Proteinproduktion sind in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 3: Ubersicht (iber die Parameter bei der Proteinproduktion und die berechneten molaren
dekadischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm.

Protein UniProt-ID  Plasmidvektor ~ Verdinnung  Induktion [IPTG] g5
(n-fach) (ODgoo) (mM) (M*em™)

oA-wt P24622-2 pET28 100 0,6-0,8 1 14 440
aA-V124E P24622-2 pET28 100 0,6-0,8 1 14 440
aB-wt P02511-1 pET28 100 06-08 1 13 980
oB-pCNF P02511-1 pBAD 100 Autoinduktion - 3830
BA2-wt Q9JJVv1-1 pE-SUMOpro 100 03-05 0,3 46 410
BA2-S47P Q9JJV1i-1 pET28 100 0,3-05 0,3 46 410
yD-wt P04342-1 pE-SUMOpro 1000 06-08 1 45 840
yD-V76D P04342-1 pE-SUMOpro 1000 06-08 0,3 45 840
Hsc70* P11142-1 pET28-SUMO 100 Autoinduktion - 22 350

Gelistet sind der Name des Zielproteins, sowie die dazugehdrige UniProt-ldentifikationsnummer, der
zugrundeliegende Plasmidvektor und sofern zutreffend die Zelldichte bei Induktion sowie die Endkonzentration
an IPTG nach manueller Induktion. Die Inkorporation von pCNF im Falle von aB-pCNF (aB-Kristallin mit den
Mutationen WI9TAG, W60F) erfolgte in Autoinduktionsmedium mit 0,05 % (w/v) L-(+)-Arabinose. Ebenfalls
angegeben ist der zur Konzentrationsbestimmung verwendete molare dekadische Extinktionskoeffizient bei

280 nm (e,50). Die Berechnung der £280-Werte erfolgte mit EXPASy ProtParam (107). Fir pCNF wurde ein g,go-
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Wert von 850 M*cm? verwendet (Siehe Tabelle S1 fiir eine vollstandige Liste aller verwendeten

Extinktionskoeffizienten).

Nach vierstindigem Schitteln wurden die Zellen abzentrifugiert (JA-10 Rotor, 15 min, 8670 g, 4 °C),
der Uberstand abdekantiert und das Zellmaterial in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
der Zellpellets erfolgte bei -80 °C.

Vor dem mechanischen Aufschluss wurde das Zellpellet aufgetaut, mit 20 ml des jeweiligen Puffer A,
je 2 | Proteinproduktionsvolumen, sowie Proteaseinhibitor Mix HP fur SUMO-Fusionsproteine oder
Mix G (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) flr Proteine ohne SUMO-tag versetzt. Die
Suspension wurde anschliefend mit einem SilentCrusher M Dispergiergerat (Heidolph Instruments
GmbH & CO. KG, Schwabach, DEU) auf Eis homogenisiert (5 min, 10 000 rpm) und die Zellen an
einer CF Range Basic-Z E1061 Zellaufschlussmaschine zweimal bei 2,1 kbar, 4 °C (Constant Systems
Limited, Score Group plc, GBR) aufgeschlossen. Fir die Proteinreinigung wurden Zellfragmente
durch Zentrifugation entfernt (JA-25.50, 45 min, 50 800 g, 4 °C) und der Uberstand durch einen
5,0 um-Filter filtriert.

2.2.3.2 Proteinextraktion und -reinigung

Bei den Proteinreinigungen verwendete Puffer wurden vor der Verwendung filtriert (Zelluloseacetat-
Membranfilter, 0,45 uM, 50 mm, Sartorius AG, Gottingen, DEU) und der pH-Wert lberpriift. Alle
Reinigungspuffer wurden mit ddH,O hergestellt. VVor dem Auftrag der Proteinlésungen auf die
jeweilige Saule, wurde diese mit mindestens einem Sdulenvolumen des verwendeten Puffers
aquilibiert. Sofern nicht anders angegeben fanden alle Proteinreinigungen und Dialyseschritte bei 4 °C
oder auf Eis statt. Weiterhin wurden die Fraktionen mit Zielprotein (< 50 ml) nach dem letzten
Reinigungsschritt vereinigt, auf etwa 2 - 5 ml konzentriert (Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit,
NMGG 10 kDa, 6 700 g, 4 °C) und zu 100 pl aliquotiert. Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Konzentration der Aliquots wurde an einem Jasco V-550
UV/Vis-Spektrophotometer (Jasco Corporation, Tokyo, JPN) mit einer Quarzkivette (105.201-QS,
105-201-15-40, Hellma GmbH & Co. KG, Mullheim, DEU) der Schichtdicke 1 cm bestimmt. Dazu
wurden Absorptionsspektren von 240 nm bis 350 nm mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 100
nm/min bei einer Bandbreite von 2 nm, sowie einer Auflésung von 1 nm aufgenommen. Der zur
Berechnung der Konzentration verwendete molare dekadische Extinktionskoeffizient bei 280 nm ist in

Tabelle 3 gegeben.

2.2.3.2.1 Murines wildtyp-aA-Kristallin

Puffer A 50 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA, pH* 8,5

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA, 1 M NaCl, pH* ©8,5

31



Material und Methoden

Puffer C 50 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA, 400 mM NaCl, pH* 8,5

Puffer D PBS,2 mM DTT, 2 mM EDTA, pH 7,4

Fir den ersten Reinigungsschritt wurde die Proteinldsung aus dem Zellaufschluss (2.2.3.1) auf ein
Endvolumen von 120 ml mit Puffer A verdiinnt und mit einer Flussrate von 3 ml/min auf eine
selbstgepackte XK 26/20 Q-Sepharose Fast Flow Sdule mit ca. 70 ml Bettvolumen aufgetragen. Nach
dem S&ulenauftrag wurde mit 140 ml Puffer A gewaschen und die Proteine anschlieBend mit einem
Gradienten von 0 bis 50 % (v/v) Puffer B in Puffer A (ber 600 ml eluiert. Wahrend der Elution
wurden Kkontinuierlich Fraktionen von 7 ml Volumen gesammelt. Die Zielfraktionen, in denen das
Protein enthalten war, wurden durch SDS-PAGE unter Zuhilfenahme eines Molekulargewichtsstan-
dards (#1610304, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) bestimmt und vereinigt. Die
vereinigten Fraktionen wurden auf etwa 2 - 5 ml konzentriert (Ultrafiltrationszelle Ultracel PL-10,
NMGG 10kDa, 4,5 bar, 4°C und Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit, NMGG 10 kDa,
6700 g, 4 °C) und auf eine HiLoad 26/600 Superdex 200 pg Gelfiltrationsséule aufgetragen. Die
Gelfiltration wurde mit einer Flussrate von 2 ml/min mit Puffer C durchgefiihrt und nach etwa 80 ml
Elutionsvolumen mit dem Sammeln von 2 ml Fraktionen begonnen. Die Fraktionen mit Zielprotein
(<50 ml) wurden vereinigt und uber Nacht gegen 5 | Puffer D dialysiert (Dialyseschlauch Spectra/Por
1, NMGG 6 - 8 kDa).

2.2.3.2.2 Murines aA-Kristallin V124E

Puffer A 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH*© 7,5

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 5 M Harnstoff, pH* © 7,5

Puffer C 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 5 M Harnstoff, 1 M NaCl pH* ™ 7,5
Puffer D 250 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 100 mM L-Arginin, pH* " 8,0
Puffer E PBS, 2mM DTT, 2 mM EDTA, pH 7,4

Anders als aA-wt ist die Katarakt-assoziierte V124E Variante nicht l6slich in E. coli-Zellen
produzierbar und wurde daher aus den unléslichen inclusion bodies gereinigt. Das Zellpellet wurde,
wie unter 2.2.3.1 beschrieben, aufgeschlossen und das Rohextrakt abzentrifugiert (JA-25.50, 45 min,
50 800 g, 4 °C). Allerdings wurde hier der Uberstand verworfen und das Zielprotein aus dem
unléslichen Teil gereinigt. Hierzu wurden die pelletierten inclusion bodies in 100 ml Puffer A
aufgenommen, mit einem SilentCrusher M Dispergiergerat (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, DEU) auf Eis homogenisiert (5 min, 10 000 rpm) und auf ein VVolumen von 200 ml mit
Puffer A aufgefullt. Die Suspension wurde danach erneut abzentrifugiert (JLA 16.250 Rotor, 40 min,
19 800 g, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Die inclusion bodies wurden insgesamt drei Mal

gewaschen, in dem diese jeweils in 200 ml Puffer A homogenisiert (Dispergiergerét SilentCrusher M,
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5 min, 10 000 rpm, auf Eis) und abzentrifugiert wurden (JLA 16.250 Rotor, 40 min, 19 800 g, 4 °C).
Fir den ersten Chromatographieschritt wurden die gewaschenen inclusion bodies in 120 ml Puffer B
aufgenommen, fir 60 min bei Raumtemperatur geriihrt und abzentrifugiert (JA-25.50, 45 min,
50 800 g, 4 °C). Die Proteinlésung wurde filtriert (Millex-SV 5,0 um Spritzenvorsatzfilter, 25 mm,
PVDF) und mit einer Flussrate von 3 ml/min auf eine selbstgepackte XK 26/20 Q-Sepharose Fast
Flow Sdule aufgetragen. Die Elution der Proteine mit Puffer C und Bestimmung der Zielfraktionen
erfolge wie unter 2.2.3.2.1 beschrieben. Die Riickfaltung der vereinigten Zielfraktionen wurde durch
Dialyse gegen 5 | Puffer D bei einer Konzentration von 0,1-0,5 mg/ml induziert (Dialyseschlauch
Spectra/Por 1, NMGG 6 - 8 kDa). Der Riickfaltungsansatz wurde im Anschluss auf etwa 2 - 5 ml
konzentriert (Ultrafiltrationszelle Ultracel PL-10, NMGG 10 kDa, 4,5 bar, 4 °C und Amicon Ultra-15
Zentrifugen-Filtereinheit, NMGG 10 kDa, 6 700 g, 4 °C) und auf eine HiLoad 26/600 Superdex 75 pg
Gelfiltrationsséule aufgetragen. Die Gelfiltrationschromatographie wurde mit einer Flussrate von
2 ml/ml mit Puffer E durchgefiihrt und nach etwa 80 ml Elutionsvolumen mit dem Sammeln von 2 ml

Fraktionen begonnen. Die Proteinreinigung wurde von Katrin Back durchgefihrt (108).

2.2.3.2.3 Murines wildtyp-pA2-Kristallin

Puffer A 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH* " 8,0

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 6 M GdmCl, pH~" 8,0

Puffer C 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 6 M GdmCI, 500 mM Imidazol,
pHT" 8,0

Puffer D 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 0,5 mM DTT, 200 mM L-Arginin,

5 % (w/v) Glycerin, pH* 8,0

Puffer E 50 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 0,5 mM DTT, 500 mM Imidazol,
pH* 8,0

Die Reinigung von BA2-wt erfolgte ebenfalls aus inclusion bodies. Trotz der Fusion mit dem héufig
l6slichkeitserhbhenden SUMO-tag konnte das Zielprotein nicht wasserloslich in E. coli-Zellen
produziert werden. Die Praparation der inclusion bodies erfolgte wie unter 2.2.3.2.2 beschrieben mit
Puffer A. Die geltsten inclusion bodies wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 3 ml/min an
Puffer B bei Raumtemperatur auf zwei miteinander verbundene Ni-NTA-Sdulen (je 5 ml
Saulenvolumen) aufgetragen (erste Ni-NTA-Chromatographie). Unspezifisch an das S&ulenmaterial
bindende Proteine wurden durch Waschen mit 150 ml 4 % (v/v) Puffer C verdinnt mit Puffer B
(20 mM Imidazol) entfernt. Die Elution des SUMO-Fusionsproteins erfolgte mit 50 % (v/v) Puffer C
verdunnt mit Puffer B (250 mM Imidazol). Dazu wurden die ersten 8 ml, das etwaige Totvolumen der
Séaule, verworfen und 25 ml des Eluats mit dem darin enthaltenen SUMO-Fusionsprotein gesammelt.

Die Sdule wurde nach der Elution des Zielproteins mit 200 ml Puffer C und weiteren 100 ml ddH,O
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gespult. Der Lésung mit SUMO-Fusionsprotein wurde danach ad 10 mM DTT zugegeben und die
Ruckfaltung des Eluats (25 ml) durch tropfenweises Verdiinnen mit einer Flussrate von 0,5 ml/min (P-
1 Peristaltikpumpe; Pharmacia, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE) in 500 ml eiskalten
Puffer D unter Rihren auf Eis induziert. Dem Riickfaltungsansatz (ca. 0,1 mg/ml) wurde eine
geeignete Menge an SUMO-Protease Ulpl (1 mg Protease pro 150 mg Substrat) zugegeben und tiber
Nacht gegen 5 | Puffer D dialysiert (Dialyseschlauch Spectra/Por 1, NMGG 6 - 8 kDa). Wahrend der
Dialyse wird noch vorhandenes Imidazol entfernt und der SUMO-tag durch Ulpl-Protease vom
Zielprotein abgeschnitten. Wahrend des Verdaus entstehende Aggregate wurden durch Zentrifugation
abgetrennt (JLA 16.250 Rotor, 40 min, 19 800g, 4 °C). Die zweite Ni-NTA-
Affinitatschromatographie erfolgte analog zur Ersten jedoch auf Eis mit Puffer D und E. Anders als
bei der ersten Ni-NTA-Affinitatschromatographie wurde hier der Durchfluss gesammelt. Der SUMO-
tag und Ulpl besitzen beide einen N-terminalen Hisg-tag und binden somit an die Ni-NTA-Séule,
wéhrend das Zielprotein nicht mit dem Séulenmaterial interagiert und bereits im Durchfluss eluiert.
Die Sdule wurde zur Regeneration mit 100 ml Puffer E und weiteren 100 ml ddH,O gesplilt.
AbschlieBend wurde das tag-freie Zielprotein auf 2 - 5 ml konzentriert (Amicon Ultra-15 Zentrifugen-
Filtereinheit, NMGG 10 kDa, 6 700 g, 4 °C), auf eine HilLoad 26/600 Superdex 200 pg
Gelfiltrationssdule aufgetragen und mit einer Flussrate von 2 ml/min mit Puffer D mit 1 mM DTT
chromatographiert. Nach 80 ml Elutionsvolumen wurde mit dem Sammeln von 2 ml Fraktionen

begonnen.

2.2.3.2.4 Murines BA2-Kristallin S47P

Puffer A 50 mM Tris/HCI, 1 mM DTT, pH* 8,0

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 1 mM DTT, 6 M GdmClI, pH* " 8,0

Puffer C 50 mM Tris/HCI, 1 mM DTT, 6 M GdmCI, 1 M NaCl, pH* " 8,0
Puffer D 50 mM Tris/HCI, 500 mM L-Arginin, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,

1 mM EDTA, pH**© 7,5

Die BA2-S47P enthaltenden inclusion bodies wurden wie unter 2.2.3.2.2 beschrieben mit Puffer A
prapariert und Uber eine selbstgepackte XK 26/20 Q-Sepharose Fast-Flow Saule mit Puffer B, Puffer
C gereinigt (2.2.3.2.1). Das konzentrierte Eluat (ca. 8 ml, 270 uM) wurde 54-fach unter Ruhren
tropfenweise mit einer Flussrate von 0,5 ml/min (P-1 Peristaltikpumpe; Pharmacia, GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, SWE) zu einer Endkonzentration von 5 uM in 500 ml eiskaltem Puffer D
verdunnt und Gber Nacht gegen 5 | Puffer D dialysiert. Das Dialysat wurde danach auf 10 pM (ca.
0,2 mg/ml) konzentriert. Die AliquotgroRRe betrug 2 - 5 ml. Aufgrund der Aggregationsanfalligkeit der

BA2-SATP Variante, konnte die Proteinldsung nicht starker konzentriert werden.
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2.2.3.2.5 Murines wildtyp-yD-Kristallin

Puffer A 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 0,5 mM DTT, pH* 8,0

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 0,5 mM DTT, 500 mM Imidazol,
pH*"© 8,0

Puffer C PBS,1 mM DTT, pH 7,4

Das SUMO-Fusionsprotein wurde aus dem léslichen Uberstand nach dem Zellaufschluss gereinigt
(2.2.3.1). Die erste Ni-NTA-Chromatographie erfolgte analog zu der unter 2.2.3.2.3 Beschriebenen
mit Puffer A und Puffer B. Das Eluat wurde auf 10 ml konzentriert (Amicon Ultra-15 Zentrifugen-
Filtereinheit, NMGG 10 kDa, 6 700 g, 4 °C) und ber Nacht, unter Zugabe einer geeigneten Menge
Ulpl-Protease, gegen 5 | Puffer A mit 1 mM DTT dialysiert. Nach der zweiten Ni-NTA-
Chromatographie wurde die Proteinlosung auf 2 ml konzentriert und (ber eine HiLoad 16/600
Superdex 200 pg Gelfiltrationssaule mit Puffer A mit 1 mM DTT bei einer Flussrate von 1 ml/min
chromatographiert. Nach 30 ml Elutionsvolumen wurde mit dem Sammeln von 2 ml Fraktionen
begonnen. AbschlieBend wurde das konzentrierte Eluat der Gelfiltrationschromatographie gegen 5 |
Puffer C Uber Nacht dialysiert.

2.2.3.2.6 Murines yD-Kristallin V76D

Puffer A 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH* ™ 8,0

Puffer B 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 6 M GdmClI, pH* ™ 8,0

Puffer C 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 6 M GdmCI, 500 mM Imidazol,
pH*"© 8,0

Puffer D 50 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 0,5 mM DTT, 200 mM L-Arginin,

50 mM L-Glutamat, 5 % (w/v) Glycerin, pH* " 8,0

Puffer E 50 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 0,5 mM DTT, 500 mM Imidazol,
pH* 8,0

Die Reinigung erfolgte analog zu dem fir BA2-wt beschriebenen Protokoll (2.2.3.2.3). Die
abschlielende Gelfiltrationschromatographie wurde mit einer HiLoad 16/600 Superdex 200 pg
Gelfiltrationssdule mit einer Flussrate von 1 ml/ml mit Puffer D mit 1 mM DTT und einem

Auftragsvolumen von 1 ml durchgefiihrt.
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2.2.3.2.7 Humanes Hsc70*

Puffer A 40 mM HEPES/KOH, 150 mM KClI, 350 mM NaCl, 20 mM MgCl,,
5 % (wi/v) Glycerin, 10 mM Imidazol, 1 mM DTT, 0,5 mM ATP,

pH*© 75

Puffer B 40 mM HEPES/KOH, 150 mM KCI, 350 mM NaCl, 20 mM MgCl,,
5 % (w/v) Glycerin, 300 mM Imidazol, 1 mM DTT, 0,5 mM ATP,

pH*© 75

Puffer C 40 mM HEPES/KOH, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH*© 7,5

Die SUMO-Hsc*-Variante wurde in Autoinduktionsmedium nach Studier produziert und wie unter
2.2.3.1 beschrieben aufgeschlossen (109). Die Reinigung von Hsc* (W90,580F, 647G, 648C) erfolgte
nach dem Reinigungsprotokoll von Dr. rer. nat. Oliver Lorenz (Lehrstuhl fur Biotechnologie,
Technische Universitdt Miinchen, DEU). Die Nickel-Affinitats- und Gelfiltrationschromatographie
wurde wie fir murines yD-Kristallin beschrieben durchgefiihrt (2.2.3.2.5). Die Elution des SUMO-
Fusionsproteins geschah jedoch mit 100 % Puffer B.

2.2.4 Inkorporation von pCNF in humanes aB-Kristallin

18-Aminoséuremischung
(25x)

Spurenelemente (5000x)

Puffer M (50x)

Magnesiumsulfatlésung
(500x%)

Nicht-induzierendes Medium

Induzierendes Medium
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56 mM Ala, 24 mM Arg, 33 mM Asn, 38 mM Asp, 30 mM Glu,
34 mM GIn, 67 mM Gly, 24 mM His, 38 mM lle, 38 mM Leu,
27 mM Lys, 34 mM Met, 30 mM Phe, 43 mM Pro, 48 mM Ser,
42 mM Thr, 24 mM Trp, 43 mM Val

20 mM CaCl,, 10 mM MnCl,, 10 mM ZnSO,, 2 mM CoCl,,
2 mM CuCl,, 2 mM NiCl,, 2 mM Na,Mo0O,, 2 mM Na,SeOs,
2mM H3803, 50 mM FEC|3

1,25 M Na;HPO,, 1,25 M KH,PO,, 2,5 M NH,CI, 0,25 M Na,SO,

1 M MgSO,

0,5 % (wi/v) Glycerin, 0,05 % (w/v) D-(+)-Glukose, 2 % (v/v) Puffer
M (x50), 0,2 % (v/v) Magnesiumsulfatlésung (500x), 5 % (v/v)

375 mM Aspartatlésung pH®" 7,5, 0,4 % (v/v) 31 mM Leucinlésung
pHRT 7,5, 4 % (v/v) 18-Aminosauremischung, 0,02 % (v/v)
Spurenelemente (5000x)

Nicht-induzierendes Medium mit 0,05 % (w/v) L-(+)-Arabinose,
0,04 % (v/v) 100 mM pCNF, pH" 7,5
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Die Inkorporation der unnatirlichen Aminosaure para-Cyanophenylalanin (L-4-Cyanophenylalanin,
pCNF) erfolgte nach dem Protokoll von Hammill et al. in E. coli DH10B (110). Dafiir wurde das, fur
ein Typtophan an Position 9 in der Primarsequenz codierende, Basentriplett gegen das Amber-
Stopcodon (TAG) ausgetauscht. Weiterhin wurde das an Position 60 vorkommende Tryptophan gegen
Phenylalanin ausgetauscht. Fir die Produktion des Zielproteins aB-pCNF wurde ein mit pDule-pCNF
und pBAD-aB-pCNF transformierter E. coli DH10B-Einzelklon tber Nacht in nicht-induzierendem
Medium angezogen (mit 100 pg/ml Amp, 50 pg/ml Spc). Die Ubernachtkultur wurde 100-fach in
500 ml vorgewarmtes induzierendes Medium (mit 50 pg/ml Amp, 25 pg/ml Spc in 2I-
Schikanekolben) verdinnt und bei 37 °C, 120 rpm fir 16 h kultiviert. Die Konzentration an pCNF
betrug 4 mM. Die Zellernte und der -aufschluss erfolgte wie unter 2.2.3.1 beschrieben. Die

Proteinreinigung wurde analog dem Protokoll fir murines aA-wt durchgefiihrt (2.2.3.2.1).

2.2.5 Kovalente Modifikation von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Markierungspuffer A PBS, pH 7,4

Markierungspuffer B 100 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH<" 7,8

Markierungspuffer C 40 mM HEPES/KOH, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,1 mM ATP,
pHRT 7,2

Die unspezifische kovalente Modifikation von freien Aminogruppen in Lysozym und RCM-o-
Lactalbumin erfolgte mit dem NHS-Ester-Derivat von Atto488. Dazu wurde das jeweilige Protein mit
einem 1,1-fachen molaren Uberschuss an Atto488-NHS-Ester (Stammlésung in DMSO) versetzt und
fir 2,5 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Fur Lysozym erfolgte die Markierung in
Markierungspuffer A, fiir RCM-a-Lactalbumin in Markierungspuffer B. Die Kopplung der Farbstoffe
Atto488-Maleimid oder IAEDANS an Hsc70* erfolgte (ber freie Thiole, praferenziell an der
Thiolgruppe des eingefiigten C-terminalen Cystein 648, in Markierungspuffer C (111). Vor Zugabe
des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs wurde das Protein mit einem 10-fachen molaren Uberschuss an
TCEP fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde ein 10-facher molarer Uberschuss an
Atto488-Maleimid (geldst in DMSO) oder 25-facher molarer Uberschuss an IAEDANS (geldst in
DMF) zugegeben und der Markierungsansatz (iber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Freier
Fluoreszenzfarbstoff wurde anschlieBend dber eine Illustra NAP-5 und PD-10 Entsalzungssdule im
jeweiligen Markierungspuffer abgetrennt. Die Proteinldsung wurde konzentriert (Amicon Ultra-4
Zentrifugen-Filtereinheit, NMGG 10 kDa, 6 700 g, 4 °C), aliquotiert und bis zu Verwendung bei -
80 °C gelagert. Bei der Konzentration wurde die Absorption des Farbstoffs bei 280 nm berticksichtigt
(Tabelle 3).
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2.2.6 Herstellung von RCM-a-Lactalbumin

Reduktionspuffer 200 mM Tris/HCI, 7 M GdmCI, 2 mM EDTA, pH<" 8,7

Elutionspuffer 100 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH<" 7,8

Zur Herstellung von permanent entfaltetem aber 16slichem, reduziert carboxymethyliertem o-
Lactalbumin (UniProt-ID: B6V3I5-1), wurden 10 mg Protein in 315 pl Reduktionspuffer gelést und
ad 50 mM TCEP zugegeben. Die Lésung wurde 90 min bei Raumtemperatur inkubiert und ad 23 mM
Natriumiodacetat zugegeben. Nach 15 min Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur, wurde freies
lodacetat Uber eine Illustra NAP-5 und PD-10 Entsalzungssaule in Elutionspuffer abgetrennt. Die
Proteinlosung wurde auf 450 pM konzentriert (Amicon Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheit, NMGG
10kDa, 6 700 g, 4 °C), aliquotiert und bis zu Verwendung bei -80 °C gelagert. Als

Extinktionskoeffizient bei 280 nm (g,50) wurde 27 960 M™ cm™ verwendet.
2.2.7 Spektroskopische Methoden

Vor allen Messungen wurden die Proteinstammlésungen abzentrifugiert (10 min, 20 800 g, 4 °C) und
die Konzentration an einem NanoDrop ND-2000 oder ND-1000 UV/Vis-Spektrophotometer
nachbestimmt (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Alle Messpuffer wurden durch
0,22 um Spritzenvorsatzfilter (Millex-GS, 0,22 um, 25 mm, Zellulosemischester; Merck Millipore,
Merck KGaA, Darmstadt, DEU) filtriert und vor Verwendung mindestens 20 min entgast. Sofern nicht
im Folgenden angegeben, sind die genauen bei Messungen verwendeten Proteinkonzentrationen,

Puffer und Parameter in den jeweiligen Bildunterschriften angegeben.
2.2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Massenkonzentration von Proteinmischungen wurde nach Bradford an einem
Jasco V-550 UV/Vis-Spektrophotometer (Jasco Corporation, Tokyo, JPN) gemall den Angaben der
Serva Electrophoresis GmbH durchgefuhrt (112). Als Eichprotein wurde Serumalbumin aus Rind
(BSA; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet und eine Eichgerade zwischen
0 und 15pug (0 - 13,6 pg/ml) BSA erstellt. Dazu wurden 1000 ul Bradford-Lésung (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DEU) in Einwegplastikkiivetten vorgelegt, das bendtigte
Volumen an BSA (Stammlésung: 0,2 mg/ml in PBS) zugegeben, auf 1100 pl mit ddH,O aufgefiillt
und die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung von Proteingemischen
wurde analog vorgegangen und ein geeignetes Volumen an Proteinldsung gewahlt, deren resultierende
Extinktion zwischen 0,05 und 0,8 lag. Durch lineare Regression der Daten konnte anhand der

resultierenden Eichgerade die Massenkonzentration von Proteinmischungen bestimmt werden.
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2.2.7.2 Circulardichroismusspektroskopie
Messpuffer PBS, pH 7,4

Fern-UV-Circulardichroismus-Spektren wurden an einem Applied Photophysics Chirascan V100
(Applied Photophysics Limited, Leatherhead, GBR), Jasco J-710 oder J-715aufgenommen (Jasco
Corporation, Tokyo, JPN). Die Proteinkonzentration lag bei 10 uM in Messpuffer. Verwendet wurden
temperierbare Quarzkiivetten der Schichtdicke 0,1 cm. Die Spektren wurden von 185 bis 260 nm mit
einer Auflosung von 0,2 nm aufgenommen. Die Geschwindigkeit betrug 200 nm/min, die Bandbreite
2 nm und die D&mpfung 2 s. Die Temperatur lag bei 15 °C flr Spektren des nativen Proteins und
90 °C flr Spektren des entfalteten Proteins. Es wurden jeweils zehn Einzelspektren gemessen,
gemittelt und das Pufferspektrum subtrahiert. Die gemessene Elliptizitat wurde nach Gleichung (1) in
die molare Elliptizitat pro Aminosdurerest [0]urw Umgerechnet. Bei - und y-Kristallinen wurde dem

Messpuffer 1 mM DTT zugegeben.

C)

C-d-Np- 10 @)

[O]mrw =

[Olwrw: MessgroRe, mittlere molare Elliptizitit pro Aminosdurerest (Grad-cm?-dmol™); ©: gemessene
Elliptizitdt (Grad); d: Schichtdicke (cm); c: Proteinkonzentration der Probenlésung (M); Nas: Anzahl der

Aminosauren des Proteins

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl flr Biotechnologie,
Technische Universitdt Minchen, DEU) durchgefihrt.

2.2.7.2.1 Thermisch-induzierte Entfaltungstibergange
Messpuffer PBS, pH 7,4

Die thermische Entfaltung der Proteine wurde durch Messung der Anderung des CD-Signals an einem
Applied Photophysics Chirascan V100 (Applied Photophysics Limited, Leatherhead, GBR) verfolgt.
Die Proteinkonzentration lag bei 10 uM in Messpuffer, die Heizrate betrug 1 °C/min, die Dampfung
8 s und die Bandbreite 1 nm. Der thermische Ubergang wurde iber die Zunahme des CD-Signals bei
222 nm verfolgt. Unter der Annahme eines Zweizustandsmodells wurden die thermischen

Entfaltungstibergange nach Gleichung (2) ausgewertet (113).

y(T) = (2)
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y(T): MessgroRe, gemessene Elliptizitdt in Grad in Abhédngigkeit der Temperatur; yﬁ‘,y&: theoretische

MessgréRe fiir natives bzw. denaturiertes Protein bei 0 K; my, my: Steigung der Basislinie des nativen bzw.
denaturierten Proteins (K™); AH,4: van’t Hoff-Enthalpie der Entfaltungsreaktion (J-mol™); ACp: Anderung der
molaren Warmekapazitat (J-mol™-K™): R: allgemeine Gaskonstante (J-mol™-K™); T: Temperatur (K); Tyw:

Temperatur am Ubergangsmittelpunkt (K)

Mit den aus Gleichung (2) ermittelten Werten fiir den Ubergangsmittelpunkt T, und fiir die van’t
Hoff-Enthalpie AHp wurde nach Gleichung (3) die konformationelle Stabilitdt des Proteins berechnet
(114).

AGp(T) = AHyy (1 i %) “ACp - [TM ST+T-In (%)] @3)

AGp(T): freie Enthalpie der Entfaltung in Abhingigkeit der Temperatur (J-mol™); AH,y: van’t Hoff-Enthalpie
der Entfaltungsreaktion in (J-mol™); ACp: Anderung der molaren Warmekapazitat (J-mol™®-K™); T: Temperatur

(K); Tw: Temperatur am Ubergangsmittelpunkt (K)

Bei der thermischen Entfaltung von yD-V76D wurde ein biphasischer Ubergang beobachtet. Dies
bedeutet, dass wéhrend der Entfaltung ein beobachtbares Intermediat gebildet wird. Vermutlich ist die
Entfaltung der einzelnen Doménen des Zweidoménenproteins yD-V76D aufldsbar. Das Intermediat
wirde demnach eine entfaltete und eine noch gefaltete Doméne besitzen. Die Auswertung des
thermischen Ubergangs erfolgte daher nach dem Dreizustandsmodell unter Beriicksichtigung der
beiden Gleichgewichtskonstanten der Entfaltung K; und K, (Gleichung (4)) (115).

N=2l=U 4)
LU _ U]
Kl-m ; Kz—T] (5)

K,: Gleichgewichtskonstante des Ubergangs von N nach I; K,: Gleichgewichtskonstante des Ubergangs von |

nach U; N: natives Protein; I: Intermediat; U: entfaltetes Protein

Die Gesamtkonzentration an Protein [P] setzt sich aus der Summe der Konzentrationen an nativem
Protein [N], Intermediat [I] und denaturiertem Protein [U] zusammen (Gleichung (6)). Durch
Kombination von Gleichung (5) und (6) ergibt sich nach Umformung Gleichung (7). Hieraus kann die

Konzentration an denaturiertem Protein in Abhangigkeit der Gesamtkonzentration berechnet werden.

[P1=[N]+[I] +[U] (6)
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Ky - Ky - [P]

Ul =
[] Kl'K2+K1+1

(7)

Der apparente Anteil an denaturiertem Protein y,,, ergibt sich aus der Summe der Anteile an
denaturiertem Protein (Xy) und Intermediat (X,) (Gleichung ((8)). Die optische Ahnlichkeit des

Intermediats mit dem entfalteten Zustand wird durch den Parameter z beschrieben.

[U] _ V]

=[Xul+z [X] [XU]_[P] ?[Xl]-m

(8)

yapp

Aus der Kombination der Gleichungen (5) bis (8) ergibt sich Gleichung (9). Diese beschreibt tber die
MessgroRe y(T) die beobachtete Entfaltung in Abhangigkeit der Temperatur. Die Berechnung der
Schmelztemperatur und van't Hoff Enthalpie aus dem thermischen Ubergang von yD-V76D erfolgte

anhand von Gleichung (9) durch nicht-lineare Regression mit dem Programm OriginPro 2015G 64Bit.

1
YD =yt T = (Ko 2 [ my T (7 + m - T)) @
2K

K, :e{_ ATHZ'(T TMZ)_ACpZ [1_M+|n(TM2)]}

y(T): MessgroRe, gemessene Elliptizitat (in Grad); yn, Yu: Signal des gefalteten (N) und entfalteten (U) Proteins;
yON, y%: Werte flir yy und yy auf T = 0 K extrapoliert; my, my: Steigungen der Grundlinien des nativen und des
denaturierten Proteins; Ty.1, Tmo: Temperatur am Mittelpunkt des Ubergangs der 1. Doméne (Ty ;) bzw. des
Ubergangs der 2. Doméne (T ) (in K); AH;, AH,: van't Hoff Enthalpie der Entfaltung bei Ty, bzw. Ty, (in J
mol™); ACy1, AC,,: Differenz der molaren Warmekapazitaten des denaturierten und nativen Proteins der bei
Tm1 bzw. Ty, entfaltenden Doméne (in J mol™ K™): z: optische Ahnlichkeit des Intermediats mit dem

entfalteten Zustand; T: Temperatur (in K); R: allgemeine Gaskonstante (in J mol™ K™)

Bei B- und y-Kristallinen wurde dem Messpuffer 1 mM DTT zugegeben. Die Messungen und die
Datenauswertung wurden in Zusammenarbeit mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fur Biotechnologie,
Technische Universitdt Miinchen, DEU) durchgefiihrt.

2.2.7.3 Fluoreszenzspektroskopie

Messpuffer PBS, pH 7,4
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Fluoreszenzmessungen wurden an einem Horiba FluoroMax-4 oder Jasco FP-8500 Spektrofluorimeter
bei 37 °C in Fluoreszenzrihrkiivetten der Schichtdicke 1 cm aufgenommen. Die Proteinkonzentration
betrug 1 uM in Messpuffer. Es wurden Spektren von 290 nm bis 450 nm nach Anregung bei 280 nm
aufgenommen. Die Bandbreite der Anregungs- und Emissionswellenldnge lag jeweils bei 2,5 nm, die
Dampfung betrug 1 s, die Geschwindigkeit 120 nm/min. Bei aB-pCNF wurde bei einer Wellenlage
von 240 nm (2,5 nm Bandbreite) angeregt und das Spektrum bis 450 nm (5 nm Bandbreite) bei sonst
gleichen Parametern aufgezeichnet. Es wurden jeweils vier Proteinspektren gemittelt und um die
Pufferfluoreszenz korrigiert. Fur die Korrektur wurde das Fluoreszenzspektrum des Puffers von den

Proteinspektren abgezogen.

2.2.7.3.1 Bestimmung der Geschwindigkeit des Untereinheitenaustauschs von aB-Kristallin
Messpuffer PBS, pH 7,4

Die Bestimmung der Geschwindigkeit des Untereinheitenaustauschs von aB-pCNF geschah durch
Zugabe eines 25-fachen Uberschusses an aB-wt und anschlieBender Aufzeichnung der Abnahme der
Donorfluoreszenz. Die Messung erfolgte in Fluoreszenzriihrkiivetten in einem Gesamtvolumen von
1000 pl bei 37 °C mit Messpuffer und einer Endkonzentration von 1 uM aB-pCNF und 25 uM oB-
wt. Zunédchst wurde aB-pCNF vorgelegt und fur 10 min unter Ruhren inkubiert (350 rpm). Der
Untereinheitenaustausch wurde durch Zugabe eines geeigneten Volumens an konzentrierter oB-wt-
Stammldsung induziert und das Fluoreszenzsignal anschlieRend bei 297 nm nach konstanter Anregung
bei 240 nm in Intervallen von 1 min aufgezeichnet. Die Bandbreite der Anregungs- und
Emissionswellenlange lag bei 2,5 nm und 5 nm. Die Dampfung betrug 2 s. Neben aB-wt wurde auch
die phosphomimetische aB-3E Variante (Dr. rer. nat. Jirka Peschek, Lehrstuhl fir Biotechnologie,

Technische Universitdt Munchen, DEU) verwendet.

2.2.7.3.2 Differential-Scanning-Fluorimetrie

Messpuffer A PBS,1 mM DTT, pH 7,4

Messpuffer B 50 mM Tris/HCI, 500 mM L-Arginin, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
1 mM EDTA, pH**© 75

Zur Bestimmung des apparenten Schmelzpunktes der verwendeten Kristallin-Varianten wurden je
Probe 10 pl einer 10 uM Proteinldsung mit einer Glaskapillare aufgezogen und die intrinsische
Fluoreszenz bei 330 nm und 350 nm, sowie die Lichtstreuung an einem Prometheus NT.48 nanoDSF-
Gerét bestimmt (NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen, DEU). Die Heizrate lag bei 1 °C/min
und jede Kiristallin-Variante wurde als technisches Triplikat parallel gemessen. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde das Verhéltnis der Fluoreszenz bei 350 nm zu 330 nm verwendet und die

Schmelzkurven normiert. Die Messungen fanden mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. rer. nat.
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Franziska Tippel (NanoTemper Technologies GmbH, Miinchen, DEU) statt. Gemessen wurden die
Proteine in Messpuffer A (BA2-wt, yD-wt, yD-V76D) und Messpuffer B (BA2-wt, BA2-S47P). Bei
aA-wt, aA-V124E wurde Messpuffer A ohne DTT verwendet.

2.2.7.3.3 Stopped-flow-Fluoreszenzspektroskopie
Messpuffer PBS, pH 7,4

Schnelle Bindungskinetiken wurden an einem DX.17MV stopped-flow-Fluoreszenzspektrophotometer
bei 25 °C gemessen. Die Bindung von Substraten an 3 uM aB-Kristallin wurde durch Verdunnung des
Bindepartners zu variabler Endkonzentration initiiert. Die Fluoreszenzkinetiken wurden durch die
Anderung der integralen Fluoreszenz oberhalb von 285 nm (N-WG-280, 25,4 mm Langpassfilter, #64-
510, Edmund Optics GmbH, Mainz, DEU) nach Anregung bei 240 nm verfolgt. Die Bandbreite des
Anregungsspalts lag bei 3 nm. Die Schichtdicke der Beobachtungszelle betrug 2 mm.

2.2.7.4 Bestimmung der Chaperonaktivitat

Messpuffer PBS, pH 7,4

MDH-Dialysepuffer 40 mM HEPES/KOH, pH?T 7,5

Die Bestimmung der Chaperonaktivitit von kleinen Hitzeschockproteinen beziiglich der thermischen
Denaturierung von Substraten erfolgte mit dem Modellsubstrat MDH. Vorbereitend wurde das
Modellsubstrat zundchst gegen 5 | MDH-Dialysepuffer Uber Nacht bei 4 °C dialysiert. Die
Konzentration wurde nach dem Entfernen von Aggregaten bestimmt, das Protein aliquotiert und bis zu
Verwendung bei -21 °C gelagert. Die thermische Entfaltung erfolgte mit einer Konzentration von
4 uM MDH und variabler Konzentration an kleinem Hitzeschockprotein in einem Endvolumen von
250 pl in Messpuffer bei 42 °C in Quarzkiivetten als Triplikat. Zundchst wurde MDH vorgelegt, fir
5 min inkubiert und anschlieBend das kleine Hitzeschockprotein zugegeben. Als MaR fur die

Aggregation wurde die Lichtstreuung anhand des apparenten Extinktionssignals bei 350 nm verfolgt.
2.2.8 Quartarstruktur Analyse

2.2.8.1 Analytische Ultrazentrifugation

Messpuffer A PBS, pH 7,4

Messpuffer B 50 mM Tris/HCI, 500 mM L-Arginin, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
1 mM EDTA, pH**© 75

Alle Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe (SV-AUC) wurden an einer Beckman ProteomLab XL-I

Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) mit einem Absorptionsdetektionssystem
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durchgefuhrt. Dazu wurden bis zu 420 pl an Proteinldsung und bis zu 470 pl an Messpuffer in Epon-
Harz Standarddoppelsektorzellen der Schichtdicke 1,2 cm geladen. Die Proben wurden anschlieRend
bis zur vollstdndigen Sedimentation der Proteine bei 20 °C in einem 4- (An-60 Ti) oder 8-Loch Rotor
(An-50 Ti) zentrifugiert. Die Absorption der Proben lag zwischen 0,2 und 1,2. Die Messdaten wurden
nach dem dc/dt- oder c(s)-Modell mit DCDT+ bzw. SedFit ausgewertet (116-118). Die Dichte und
Viskositat der verwendeten Puffer wurde mit Sednterp berechnet oder empirisch an einem DMA 5000
M Dichtemessgerat bzw. AMVn Viskosimeter (Anton Paar GmbH, Graz, AUT) bestimmt (119). Bei
Messungen mit 3- und y-Kristallinen wurden dem Messpuffer A ad 1 mM DTT zugegeben.

2.2.8.2 Elektronenmikroskopie
Messpuffer PBS, pH 7,4

Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden von Dr. rer. nat. Carsten Peters (Professur flr
Elektronenmikroskopie, Technische Universitdit Minchen, DEU) durchgefihrt. Fir negativ
kontrastierte Aufnahmen wurden die Proteinproben fur mindestens 30 min bei 34 °C inkubiert und
sofern erforderlich mit Messpuffer verdiunnt. 5 pl an Proteinlésung wurden fiir 1 min auf
kohlebeschichteten Kupfergittern adsorbiert. Uberschiissige Losung wurde abpipettiert, das
Kupfergitter mit 20 ul Messpuffer abgespilt und die Proteine mit 5 pl einer 1%igen (w/v)
Uranylacetatlésung kontrastiert. Die Aufnahmen erfolgten bei 0,6 bis 0,8 um Defokussierung und
nomineller 50 000-fachen VergréRerung an einem Jeol JEM 1400 Plus Transmissionselektronen-
mikroskop mit einer Jeol Ruby CCD Kamera (Jeol Ltd., Akishima, JPN ) mit einer Pixelgréfie von
0,332 nm/px.

2.2.8.3 GroRenausschluss-Hochleistungsflussigkeitschromatographie (SEC-HPLC)

Die chromatographische Trennung von Proteinen mittels SEC-HPLC erfolgte an einem Shimadzu-
System (Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kyoto, JPN) bestehend aus einer Pumpe (LC-20AT),
einem  Probenauftragsgerat  (SIL-20AC),  Absorptionsdetektor  (SPD-20A) sowie einem
Fraktionskollektor (FRC-10A) Uber eine Superdex 200 10/300 GL S&ule bei einer Flussrate von
0,5 ml/min und 20 °C. Alle Proben wurden vor der Messung 30 min bei 34 °C inkubiert und 100 pl
Proteinlésung auf die Sdule aufgetragen. Bei SEC-HPLC-Messungen mit Linsenextrakten wurden
wéhrend des Laufs Fraktionen zu 400 ul gesammelt. Das Absorptionssignal wurde bei 230 nm und
280 nm kontinuierlich aufgezeichnet und alle Elutionsprofile normiert. Um die Vergleichbarkeit
sicherzustellen wurden vor Beginn und nach Abschluss jeder Messreihe 100 pl Gelfiltrationsstandard
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) aufgetragen und chromatographiert. Die Fallung von
Proteinen fur 2-DE erfolgte nach dem Protokoll von Knootz (120). Hierzu wurden die gewahlten
Fraktionen vereinigt, mit 1/10 (v/v) 0,15%iger (w/v) Natriumdeoxycholatlésung versetzt und fiir 10

min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Féllung der Proteine wurde 1/15 (v/v) 100%ige (w/v) TCA-

44



Material und Methoden

Losung zugegeben und fiir mindestens 45 min auf Eis inkubiert. Das Prézipitat wurde durch
Zentrifugation pelletiert (10 min, 20 800 g, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit
800 pl eiskaltem Aceton p.a. durch Aufschlammen gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde fir
mindestens 30 min bei 37 °C getrocknet. Die Proteine wurden in ddH,O oder 8 M Harnstofflésung

rekonstituiert und die Konzentration nach Bradford bestimmt (2.2.7.1).

2.2.8.4 GroRenausschlusschromatographie mit Mehrwinkellichtstreuung (SEC-MALS)
Messpuffer PBS, pH 7,4

Zur Bestimmung der apparenten molekularen Masse und der Quartdrstruktur wurden SEC-MALS-
Messungen mit den Kristallinen durchgefiihrt. Dazu wurde eine Superdex 200 Increase 10/300 GL
Séaule und ein Shimadzu-HPLC-System (Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kyoto, JPN) verwendet.
An das HPLC-System war an ein Wyatt Dawn Heleos Il Mehrwinkellichtstreuungsdetektor (Wyatt
Technology, Santa Barbara, CA, USA), RID-20A Brechungsindexdetektor und SPD-20A
Absorptionsdetektor (Shimadzu Corporation, Nakagyo-ku, Kydto, JPN) angeschlossen. Die Saule
wurde mindestens 24 h in Messpuffer &quilibriert um ein stabiles Grundsignal zu erreichen. Die
Bestimmung der Totvolumina zwischen den Gerdten und der Bandverbreiterung, sowie die
Normierung der Lichtstreuung und Instrumentenkalibrierung erfolgte mit einer 2 mg/ml BSA-L06sung
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) am gleichen Tag nach den Herstellervorgaben.
Die SEC-MALS-Messungen wurden bei einer Flussrate von 0,4 ml/min und 20 °C als Triplikat
durchgefuhrt. Es wurden jeweils 100 ul 10 puM Proteinlésung auf die Séule aufgetragen. Die
Messdaten wurden mit dem Programm ASTRA 5.3.4.20 (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA,
USA) ausgewertet. Die SEC-MALS-Messungen und Datenanalysen wurden in Zusammenarbeit mit
Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fir Biotechnologie, Technische Universitdit Minchen, DEU)
durchgefihrt.

2.2.8.5 Kleinwinkel-Réntgenstreuung (SAXS)

Messpuffer A 50 mM Tris/HCI, 3 mM DTT, 0,1 mM PMSF, pH 7,4

Messpuffer B PBS, pH 7,4

SAXS-Messungen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Madl (Gottfried Schatz
Forschungszentrum, Institut fir Molekularbiologie und Biochemie, Medizinische Universitat Graz,
AUT) durchgefiihrt. Die Streukurven wurden an einem SAXSess mc2 (Anton Paar GmbH, Graz,
AUT) ausgestattet mit einer Kratky Kamera, einer versiegelten Mikrofokus-Réntgenrdhre und einem
zweidimensionalem CCD-Detektor (Princeton Instruments PleSCX:4300 (Roper Scientific GmbH,
Planegg, DEU) gemessen. Flr Linsenextrakte wurde Messpuffer A, fir intakte Augenlinsen
Messpuffer B verwendet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchungen zur Entstehung von Katarakt

Bisherige Arbeiten zur Erforschung der Kataraktgenese mit Augenlinsenproteinen aus Gewebsextrak-
ten und rekombinant produzierten Proteinen geben ein zunehmend klareres Bild der molekularen
Vorgange bei der Linsentribung. Allerdings fand bisher noch keine tiefergehende biologische und
biochemische Vergleichsanalyse zwischen kataraktésen Linsen und rekombinanten Proteinen statt, in
denen dieselbe Katarakt-assoziierte Mutation in einer Kristallinisoform vorliegt. Um diese
Verstéandnisliicke zu fullen und die Vergleichbarkeit zwischen den beiden Forschungsansétzen
sicherzustellen, wurden sowohl Messungen mit Wildtyp-Méausen und Kataraktmutanten als auch mit
rekombinanten Katarakt-assoziierten Kristallinisoformen durchgefiihrt. In Abbildung 7 ist ein
Uberblick wber den, fur die Vergleichsanalyse zwischen der intakten Augenlinse bzw. Extrakten

daraus und rekombinantem Protein, verwendeten Arbeitsfluss dargestellt.

remm=T—
| Augenlinse |
A A
IEDEI Homogenisierung | Scheimpflugaufnahmen
7'y und Fraktionierung
l ' l
| | wasserldsliche wasserunlosliche
Fraktion Fraktion
[SEC-HPLC| | 2-DE | 2-DE
HMW- olL- in vitro Experimente
Fraktion Fraktion mit rekombinantem Protein
2-DE 2-DE CD-Spektroskopie
EM EM Fluoreszenzspektroskopie
AUZ SEC-MALS
AUZ
limitierte Proteolyse

Abbildung 7: Ubersicht tiber den Arbeitsfluss zur Charakterisierung der murinen Kristalline. Zur
Bestimmung der optischen Durchléssigkeit der Linse wurden Scheimpflugaufnahmen von lebenden Tieren
angefertigt. Ausgehend von der isolierten Augenlinse wurden SAXS-Profile gemessen. Nach der
Homogenisierung und Fraktionierung in die wasserldsliche und -unlésliche Fraktion, wurden die Proteine in den
beiden Fraktionen mittels 2-DE untersucht. Mit der wasserldslichen Fraktion fand zusétzlich eine
Charakterisierung durch SEC-HPLC statt. Die Proteine der HMW- und o.L-Fraktion wurden nachgeordnet mit 2-
DE, EM und im Falle der aL-Fraktion mit AUZ untersucht. Als komplementérer Ansatz wurden verschiedene
spektroskopische, chromatographische und gelelektrophoretische Experimente mit rekombinantem Protein (in
grau dargestellt) durchgefiihrt, um eine mdgliche Korrelation mit den in vitro Eigenschaften von Katarakt-
assoziierten Proteinvarianten und der in vivo Situation in Mausen aufzuzeigen.

Um ein besseres Verstandnis der Alterungsvorginge in der Augenlinse zu erlangen, wurden zwei
Wildtyp-Stdmme (C3HeB/FeJ, C57BI/6J) und drei Katarakt-Stdimme (Aca30, Aey4 und Aey7) in der

Proteinzusammensetzung ihrer Augenlinsen analysiert und ausgewdhlte Proteinfraktionen nach
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chromatographischer Trennung von Linsenextrakten naher untersucht. Aey4- und Aey7-Mause
basieren auf dem C3HeB/FeJ Wildtyp-Stamm, Aca30-Mause auf dem C57BI/6J Wildtyp-Stamm. Der
untersuchte Zeitraum erstreckte sich von der Geburt der Tiere bis hin zu 12 Monaten. Von allen Tieren
ab einem Alter von 3 Monaten wurden Scheimpflugaufnahmen der Augenlinse angefertigt, die eine
Aussage Uber den Tribungsgrad ermdglichten. Fur alle anderen Experimente wurden die isolierten
Augenlinsen verwendet. Mit isolierten, intakten Linsen wurden SAXS-Experimente durchgefiihrt, um
mogliche strukturelle Unterschiede in der Augenlinse von Wildtyp- und mutierten Mausen zu
erkennen. Flr die weiteren Experimente wurden die Linsen homogenisiert und die Proteine im
erhaltenen Rohextrakt in eine wasserldsliche und -unldsliche Fraktion unterteilt. Zundchst wurde die
Proteinzusammensetzung der beiden Fraktion mittels 2-DE untersucht, um mdogliche Unterschiede
zwischen den beiden Anteilen darzustellen. Die wasserldsliche Fraktion der Linsenextrakte wurde
durch SEC-HPLC weiter fraktioniert und ausgewéhlte Fraktionen (HMW- und aL-Fraktion) mittels 2-
DE, EM und AUZ untersucht. Um den in vivo beobachteten Phanotypen mit in vitro Daten, durch
Messungen mit rekombinanten Proteinen, korrelieren oder sogar voraussagen zu kdnnen, wurden drei
Katarakt-assoziierte Proteinvarianten biochemisch charakterisiert. Diese Varianten entsprechen dabei
den in den Katarakt-Stdmmen vorkommenden Proteinen und decken Katarakt-assoziierte Mutationen
in allen drei Kristallinfamilien (o.-, B- und y-Kristalline, Abbildung 3) ab. Diese Mutationen sind: aA-
V124E (Aey7-Mause), BA2-S47P (Aca30-Mduse) und yD-V76D (Aey4-Mause).

3.1.1 Biochemische Charakterisierung des Proteoms von Wildtyp-Mausen

Um pleiotrope Effekte, die durch den unterschiedlichen genetischen Hintergrund der Kataraktmutan-
ten zustande kommen konnten auszuschlieffen, wurden zunéchst die zugrundeliegenden Wildtyp-
Stamme C3HeB/FeJ und C57BI/6J vergleichend untersucht. Die Wildtyp-Stdmme unterscheiden sich
zwar in ihrem Koérpergewicht (Tabelle S3), zeigen aber ein dhnliches Linsenfeuchtgewicht und eine
ahnliche Menge an extrahierbarem Gesamtprotein. Die Zunahme des Linsenfeuchtgewichts korreliert
mit der Zunahme des Kérpergewichts bei heranwachsenden Méausen und liegt zwischen etwa 5 mg fiir
neugeborene Méuse (0 mo.) und etwa 20 mg fiir gealterte Méause (12 mo.) (Abbildung 8a). Auch ist
der Anteil an wasserloslichem bzw. -unléslichem Protein an der extrahierten Proteinmenge
vergleichbar (Abbildung 8b). Aus den Linsen sind circa 0,3 mg bis 7 mg Protein extrahierbar, wobei
die extrahierbare Proteinmenge in mg pro mg Linsenfeuchtgewicht in der wasserlgslichen und -
unldslichen Fraktion sehr gut zwischen den Wildtyp-Stdmmen vergleichbar ist (Abbildung S1).
Allerdings erhoht sich der relative Mengenanteil in der wasserunlgslichen Fraktion mit dem Alter
deutlich. Liegt dieser bei bis zu 4 % (w/w) erhoht er sich um das etwa 6-fache auf 23 % (w/w) in
gealterten Linsen. Bezogen auf das Linsenfeuchtgewicht, macht der Proteinanteil in der Augenlinse
etwa 30-35 % (w/w) aus (Abbildung 8b). Der Proteinanteil in den Linsen der Wildtyp-Stamme liegt
damit in dem fur Sadugetiere in der Literatur beschriebenen Bereich von 30-40 % des

Linsenfeuchtgewichts. Der Anteil an wasserldslichem und -unléslichem Protein stimmt ebenfalls gut
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mit der Literatur Gberein (121). Nachdem grundlegende Parameter wie das Linsenfeuchtgewicht, die
extrahierbare Proteinmenge sowie der Anteil der wasserldslichen und -unl@slichen Fraktion fir die
beiden Wildtyp-Stamme vergleichbar waren, wurde das Proteom der Linse genauer analysiert
(Abbildung 9).
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Abbildung 8: Linsenfeuchtgewicht und Menge an extrahierbarem Protein in C3HeB/FeJ und C57BI/6J
Wildtyp-Mausen. Das paarweise Linsenfeuchtgewicht der Wildtyp-Stdmme C3HeB/FeJ (—) und C57BI/6J (==)
wurde nach Isolation der Linsen an einer Feinwaage bestimmt. Die Bestimmung des Gesamtproteins in der
wasserldslichen und -unldslichen Fraktion erfolgte nach Bradford. Die Gesamtmenge an Protein in der Linse von
C3HeB/FeJ (glatte Balken) und C57BI/6J (schraffierte Balken) Wildtyp-Mé&usen setzt sich aus dem
wasserldslichen (grau) und -unléslichen (griin) Anteil zusammen.

In Abbildung 9 sind die 2D-Karten der wasserldslichen und Fraktion aus Linsenextrakten von 0
(neugeborenen) und 12 Monate alten Wildtyp-Linsen gezeigt. In der Linse von neugeborenen
Wildtyp-Mausen sind alle 18 Kristallinisoformen detektierbar (Isoformen: siehe Abbildung 3) und
mittels MALDI-TOF-MS eindeutig zuordenbar. Die Zuordnung der Proteinspots erfolgte mehrfach
redundant und stimmte sehr gut mit der in der Literatur fiir C57BI/6J beschriebenen tberein (18). Eine
exemplarische Ubersicht tber die 2D-Karten der wasserloslichen und -unldslichen Fraktion aller
verwendeten Mausstdmme ist in Abbildung S2 gezeigt.

Wiéhrend oA-Kristallin einen isoelektrischen Punkt bei einem leicht sauren pH von etwa 6 zeigt,
fokussiert aB-Kristallin bei einem basischeren pH von etwa 7, wie es auch fir aB-Kristallin aus
anderen Vertebraten beschrieben ist (122). Die y-Kristalline laufen gruppiert um einem pH von etwa
7,5. Die Isoformen yB- und yC-, sowie yE- und yF-Kristallin kénnen mittels 2-DE nicht getrennt
werden und wurden daher zusammengefasst. Die B-Kristalline hingegen zeigen die typische
Aufteilung in eine saure (BAL, BA2, BA3, und BA4) und basische (BB1, B2, und BB3) Gruppe.
Dieses Laufverhalten der Proteine ist fiir beide Wildtyp-Stdmme beobachtbar (Abbildung 9a,b).
Wahrend des Alterns kommt es zu einer zunehmenden Modifikation der Kristalline in der Augenlinse
(Abbildung 9c,d). In den 2D-Karten der wasserldslichen Fraktion von Linsenextrakten ist eine
deutliche Modifikation der a-Kristalline (alA- und aB-Kristallin) zu erkennen, die ein verdndertes
Laufverhalten der Proteine bei der 2-DE im Vergleich zum unmodifizierten Volll&ngenprotein
verursacht. Dabei ist ein gehduftes Vorkommen der modifizierten o-Kristalline in der

wasserunldslichen Fraktion mit zunehmendem Alter zu beobachten (Abbildung S4). Als auftretende
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Modifikationen sind Deamidierung, Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Carbamylierung,
Racemisierung, Oxidation, Glykosylierung, Glykierung und Trunkierungen beschrieben (15,123).
Neben den a-Kristallinen, werden auch die B-Kristalline stark wéhrend des Alterns modifiziert. Davon
sind insbesondere BA1-, BA4- und BB3-Kristallin betroffen. Solche Modifikationen der B-Kristalline
wurde bereits fur andere Wildtyp-Mé&use und den Menschen beschrieben (124,125). Wahrend des
Alterns finden zudem noch andere Anderungen im murinen Proteom statt. So nimmt der relative
Anteil von BB2-Kristallin nach der Geburt sehr stark zu, wéhrend es durch den Alterungsprozess zu
einem fast vollstandigen Abbau von yA- und einer Reduktion des relativen Anteils von yE/F- kommt.
Der Anteil an yB/C-KTristallin hingegen nimmt deutlich weniger stark ab. Insgesamt sinkt der relative
Anteil an y-Kristallinen wahrend des Alterns am meisten (siehe auch Abbildung S3). Solche
proteolytischen Prozesse, wie der (un-) vollstandige Abbau von Proteinen in der Augenlinse und die

Akkumulation von Fragmenten kénnten auch an der Kataraktgenese beteiligt sein (126,127).
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Abbildung 9: 2D-Karten der wasserldslichen Fraktion von Linsenextrakten aus neugeborenen und
12 Monate alten Wildtyp-Mausen. Gezeigt ist die niedermolekulare Kristallinregion der wasserléslichen
Fraktion von Linsenextrakten aus neugeborenen und 12 Monate alten C3HeB/FeJ (a, ¢) bzw. C57BI1/6J (b, d)
Mausen. Wahrend des Alterns kommt es insbesondere zu einer Modifikation der a- und B-Kristalline. Die
Modifikation von oA- und aB-Kristallin,. aber auch BAl-, BA4- und BB3-Kristallin, zeigt sich durch ein
geadndertes Laufverhalten des Proteins bei der 2-DE verglichen mit dem unmodifizierten Volllangenprotein
(siehe c) und d)). Zu den beschriebenen Modifikationen z&hlen Deamidierung, Phosphorylierung, Methylierung,
Acetylierung, Carbamylierung, Racemisierung, Oxidation und Trunkierungen. Dabei kommt es einer Haufung
von modifizierten o-Kristallinen in der wasserunléslichen Fraktion im Alter. Bei yA-Kristallin hingegen findet
ein fast vollstandiger proteolytischer Abbau wahrend des Alterns statt. Flr die 2-DE wurden bis zu 150 pg
Protein aufgetragen.
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3.1.1.1 Die Plastizitat des Proteoms in der Augenlinse von Wildtyp-M&usen

Um einen besseren, zeitlich aufgelosten Uberblick (iber die Plastizitat des Augenlinsenproteoms von
Wildtyp-Mdusen zu erlangen, wurden die 2D-Karten densitometrisch analysiert. Dazu wurde die
wasserlosliche und -unldsliche Fraktion von Linsenextrakten der beiden Wildtyp-Stdmme vom
neugeborenen (0 mo.) bis 12 Monate alten Zustand herangezogen. Ein Alter von 12 Monaten bei
Méusen entspricht dabei einem menschlichen Alter von etwa 38-47 Jahren (128). Zur Auftragung des
zeitlichen Verlaufs von Verdnderungen im Proteom der murinen Augenlinse, wurde die
Farbungsintensitat aller Proteinspots im niedermolekularen Kristallinbereich nach der 2-DE bestimmt.
Das Signal der Kristalline machte dabei mehr als 90% der Gesamtsignals in den Extrakten aus
(Abbildung S2). Die Signale der einzelnen Isoformen wurden den drei Kristallinfamilien o-, -, und y-
Kristalline zugeordnet. Fir die densitometrische Analyse der 2D-Karten von Linsenextrakte, wurde
daher nur das Féarbungssignal der Kristalline nach der 2-DE ber(cksichtigt und auf 1 respektive 100 %
normiert. Bei neugeborenen Mausen liegen etwa 15-20 % o-Kristallin, 25-30 % p-Kristallin und 50-

60 % y-Kristallin vor (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der relativen Kristallinanteile in der alternden Augenlinse von Wildtyp-
Mausen. Aufgetragen sind die relativen Anteile der drei Kristallinfamilien (a- (grau), p- (orange), und vy-
Kristalline (blau)). Die einzelnen Isoformen wurden im entsprechenden, gefarbten 2D-Gel nach
densitometrischer Analyse der jeweiligen Kristallinfamilie zugeordnet und auf das Gesamtsignal normiert.
Ermittelt wurden die Anteile in der wasserléslichen (glatte Balken) und -unléslichen Fraktion (schraffierte
Balken) von Linsenextrakten aus C3HeB/Fel (a) und C57BI/6J (b) Wildtyp-Mausen. Die densitometrische
Analyse der 2D-Karten wurde mit dem Programm ImageJ durchgefiihrt. Die Identifizierung der Proteinspots
erfolgte durch MALDI-TOF-MS und Abgleich der Spektren mit der NCBI-Proteindatenbank. Die 2-DE-
Analysen wurden als unabhangiges biologisches Duplikat durchgefiihrt.

Allerdings andern sich die Anteile mit dem Alter der Méuse. So fallt insbesondere die Abnahme der -
Kristalline bei beiden Wildtyp-Stdmmen ins Auge. Liegt der relative Anteil der y-Kristalline bei der
Geburt bei 50-60 %, nimmt dieser bis auf 25-30 % in den Linsen von 12 Monate alten Mausen ab.
Ersichtlich wird dies auch in Abbildung S3. Hier sind die relativen Anteile aller 18 Isoformen an der
Gesamtheit der Kristalline zeitlich aufgeldst dargestellt und die Summe der Einzelanteile auf 1
normiert. Verursacht wird die Abnahme der y-Kristalline wéhrend der Alterns hauptsachlich durch den
nahezu vollstandigen Abbau von yA-Kristallin, sowie dem teilweisen Abbau von yE/F- und yB/C-

Kristallin. Bei pB2-Kristallin hingegen ist eine deutliche Zunahme des relativen Anteils in den ersten
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Monaten nach der Geburt der M&use zu erkennen. Die zeitlichen VVerédnderungen des Anteils der drei
Kristallinfamilien, sowie der einzelnen Isoformen, sind in sehr guter Ubereinstimmung mit den von
Ueda et al. fur C57BI1/6J Wildtyp-Ma&use beschriebenen Beobachtungen (18). Diese alterungsbedingen
Verdnderungen im Proteom der murinen Augenlinse finden in beiden Wildtyp-Stimmen
gleichermaRen statt. Die Ubereinstimmung der Kristallinanteile mit Literaturdaten und vergleichbaren
anteiligen Verlaufe wéhrend des Alterns von C3HeB/FeJ und C57BI/6J Wildtyp-M&usen, bestatigten

die Validitat der densitometrischen Analyse und Vergleichbarkeit der beiden Stamme.

Als komplementédrer Ansatz zur Darstellung der Plastizitdt des Augenlinsenproteoms wurden SEC-
HPLC Lé&ufe mit der wasserldslichen Fraktion von Linsenextrakte aus beiden Wildtyp-Stdmmen
durchgefihrt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: SEC-HPLC-Profile der wasserl6slichen Fraktion von Linsenextrakten aus Wildtyp-
Mausen. Gezeigt sind die normierten Elutionsprofile der wasserldslichen Fraktion zu verschiedenen Zeitpunkten
von Linsenextrakten aus den Wildtyp-Stammen C3HeB/FeJ (a) und C57BIl/6J (b). Die chromatographische
Trennung der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min in PBS und 20 °C (ber eine Superdex 200
10/300 GL Séule mit bis zu 2 mg an aufgetragenem Gesamtprotein in je 100 pl Auftragsvolumen. Das
Absorptionssignal wurde kontinuierlich bei 280 nm aufgezeichnet. Alle Laufe wurden als biologische Duplikate
durchgefiihrt (Lauf 1: = Lauf 2: ==). Zur leichteren Vergleichbarkeit des Anteils der einzelnen Fraktionen
(HMW- (weiB), aL-Fraktion (grau), B- (orange) und y-Kristalline (blau)), wurde das normierte Flachenintegral
fur die SEC-HPLC-Profile aufgetragen (c, d). Die Bh- und B-Kristallin Fraktion wurde zusammengefasst. Das
Absorptionssignal der DNA wurde nicht mit in die Auftragung einbezogen.

Die Zeitpunkte wurden dabei analog denen der 2-DE-Analyse gewahlt. Zu sehen ist ein fir
Linsenextrake aus Vertebraten typisches Elutionsprofil mit mehreren Fraktionen (129-132). Dieses

unterteilt sich in eine hochmolekulare HMW- (engl. high molecular weight fraction) und eine alL-
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Fraktion (einer Mischung aus aA, oA, und aB), sowie die Bh-, B- und y-Kristallinfraktion. Bei den
SEC-HPLC-Profilen von Linsenextrakten aus jungen Mausen (0O und 1 mo.) ist zudem noch etwas
residuale DNA zu erkennen. Diese bedingt das Absorptionssignal bei etwa 20 ml Elutionsvolumen
und wird vermutlich durch den noch andauernden Abbau der Zellkerne in den Linsenfaserzellen
verursacht. Die FragmentgroRe der DNA liegt dabei deutlich tber 25 kbp (Abbildung S5).

Die Anderungen in den Kristallinanteilen sind sehr gut mit den Ergebnissen der 2-DE-Analyse der
wasserldslichen Fraktion vergleichbar, bieten allerdings eine noch detailliertere Auflésung (Abbildung
11c,d). So sind neben der B- und y-Kristallinfraktion noch zwei weitere Fraktionen, die HMW- und
aL-Fraktion, zu erkennen (Abbildung 11a,b). Die beiden Fraktionen bestehen groRtenteils aus o-
Kristallinen (Abbildung 13). Von der alL-Fraktion (einer Mischung aus aA, aAirs und aB-Kristallin)
wird angenommen, dass sie als Chaperonreservoir dient und wéhrend des Alterns allméhlich zu Neige
geht. Allerdings bleibt der Anteil der aL-Fraktion im wasserldslichen Teil der Linsenextrakte aus den
Wildtyp-Stdmmen Uber die Zeit in etwa gleich zwischen 15-20 %. In den SEC-HPLC-Profilen ist auch
eine leichte Verschiebung der alL-Fraktion zu kleineren Elutionsvolumen mit zunehmendem Alter zu
erkennen, was auf eine Zunahme der Oligomergréfie hindeutet. Verursacht werden konnte dies durch
Modifikationen in den Kristallinen wéhrend des Alterungsprozesses. Die genaue Ursache konnte aber
nicht im Rahmen dieser Arbeit geklart werden. Ein mdglicher Ansatzpunkt wére die
massenspektrometrische Analyse der modifizierten Proteine nach Extraktion aus dem 2D-Gel.

Nach derzeitigem Wissensstand binden (teil-) gefaltete, aggregationsanféllige 3- und y-Kristalline an
oL-Kristallin und bilden dadurch die HMW-Fraktion aus (133). Von der HMW-Fraktion (ca. 8 ml
Elutionsvolumen) wird angenommen, dass der Anteil wahrend des Alterns zunimmt und diese
Zunahme an der Kataraktbildung beteiligt sein kdnnte (89-92). In den Wildtyp-Stammen ist die
anteilige Zunahme der HMW-Fraktion auch gut erkennbar, allerdings tritt wahrend des
Beobachtungszeitraums von 12 Monaten kein Katarakt auf. Dies konnte darauf hindeuten, dass das
intrinsische Chaperonreservoir an oL-Kristallinen (ca. 10 ml Elutionsvolumen) wéhrend des
Beobachtungszeitraumes nicht erschopft wird. Die B-Kristallinfraktion unterteilt sich in die ph- und B-
Kristalline. Wahrend die B-Kristallinfraktion aus Homo- und Heterodimeren besteht (ca. 16,5 ml
Elutionsvolumen), sind in der Bh-Fraktion Tetramere und mdoglicherweise auch noch hohere
Oligomere (bis zu Oktameren) vorhanden (ca. 13-15,5 ml Elutionsvolumen) (121,134). Wie auch bei
der 2-DE-Auswertung der Linsenextrakte, ist vor allem die Abnahme der y-Kristalline wéhrend des
Alterns flir beide Wildtyp-Stimme kennzeichnend. Die relativen Verdnderungen in den

Kristallinanteilen sind dabei fur beide Wildtyp-Stamme sehr gut vergleichbar.
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Um die in den SEC-HPLC-Experimenten beobachtete Zunahme der Oligomergréfie in der al-
Fraktion zu bestatigen, wurden Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe an einer analytischen
Ultrazentrifuge durchgefiihrt (Abbildung 12).

a) C3HeB/FeJ b) CS57Bl/6J
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Abbildung 12: Sedimentationskoeffizientenverteilung der alL-Fraktion aus Linsenextrakten von
C3HeB/FeJ und C57BI/6J Mé&usen. Nach der Fraktionierung des wasserloslichen Teils von Linsenextrakten
mittels SEC-HPLC, wurde die alL-Fraktion von C3HeB/FeJ (a) und C57BI/6J (b) Wildtyp-Mausen durch
Ultrazentrifugation analysiert. Die Proben wurden auf eine Absorption bei 230 nm von < 1,5 in PBS eingestellt
und bei 13 000 rpm, 20 °C bis zur vollstdndigen Sedimentation zentrifugiert. Die Absorption in Abhangigkeit
der Radialposition wurde kontinuierlich bei 230 nm gemessen. Die Messungen erfolgten als unabh&ngiges
biologisches Duplikat (Lauf 1: ==, Lauf 2: =) und wurden nach dem g(s*)-Modell mit dem Programm DCDT+
ausgewertet.

Mit AUZ konnte die apparente GrolRenzunahme der oL-Fraktion mit zunehmendem Alter ebenfalls
bestatigt werden. Liegt der auf Wasser und 20 °C normierte Sedimentationskoeffizient (Sy) fur die
oL-Fraktion in Linsenextrakten aus neugeborenen Mdausen (0 mo.) bei etwa 17,5 S, nimmt er auf etwa
22,5 S in gealterten Mausen (12 mo.) zu. Diese GréRenzunahme kénnte durch Oxidationsprozesse der
a-Kristalline verursacht werden. So kommt es beispielsweise bei der unspezifischen Oxidation von
oA- und aB-Kristallin aus Ratten mit Wasserstoffperoxid zu einer Zunahme der OligomergriRe,
Veranderungen in der sekundar Struktur und Abnahme der Chaperonaktivitit (135). Ahnliche Effekte
konnten auch fur humanes oA-Kristallin beobachtet werden. Humanes oA-Kristallin besitzt zwei
Cysteine. Werden diese gezielt mit Glutathion oxidiert, kann eine intramolekulare Disulfidbriicke
entstehen. Das resultierende oxidierte aA-Kristallin bildet signifikant gréRere Oligomere und zeigt
einen deutlich hoheren Sedimentationskoeffizienten als reduziertes aA-Kristallin (unverdffentlichte
Daten Philipp Schmid und Dr. rer. nat Christoph Kaiser, Professur fir Elektronenmikroskopie,
Technische Universitit Minchen, DEU).

Zusammengenommen zeigen die Experimente eine hohe Plastizitat der murinen Augenlinse. Wahrend
des Alterungsprozess kommt es in beiden Wildtyp-Stammen zu sehr gut vergleichbaren Anderungen
im Proteom der Linse. Wahrend der relative Anteil an y-Kristallinen stark abnimmt, nimmt der der -

Kristalline, insbesondere von BB2-Kristallin zu. Kennzeichnend fir alterungsbedinge Vorgénge bei
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den o-Kristallinen ist deren anteilige Zunahme in der HMW-Fraktion, sowie eine apparente

Steigerung der PartikelgroRe und Trunkierungen, insbesondere bei aA-Kristallin.
3.1.1.2 Gelelektrophoretische Analyse der HMW- und aL-Fraktion von Wildtyp-M&usen

Als letzter Punkt der Charakterisierung von Linsenextrakten aus Wildtyp-Mé&usen erfolgte die 2-DE-
und EM-Analyse der HMW- und aL-Fraktion (Abbildung 13).
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Abbildung 13: 2-DE- und EM-Analyse der HMW- und aL-Fraktion von Wildtyp-Ma&usen. Nach der
chromatographischen Trennung des wasserl6slichen Teils von Linsenextrakten aus C3HeB/FeJ (a) und C57BI/6J
(b) Wildtyp-Mausen mittels SEC-HPLC, wurde die HMW- (glatte Balken) und olL-Fraktion (schraffierte
Balken) mit 2-DE und EM (Malstabsskala: 50 nm) untersucht. Zur leichteren Vergleichbarkeit wurde eine
densitometrische Analyse der 2D-Karten mit dem Programm ImageJ durchgefiihrt und das Kristallinsignal auf 1
normiert (aA-Kristallin (weil), oB-Kristallin (grau), B-Kristalline (orange) und y-Kristalline (blau). Die
Identifizierung der Proteinspots erfolgte durch MALDI-TOF-MS und Abgleich der Spektren mit der NCBI-
Proteindatenbank. Die beiden Kristallinisoformen aA- und aAj-Kristallin wurden zusammengefasst. Fir die
gezeigten 2D-Gele, der HMW- und oL-Fraktionen aus Extrakten von 6 Monate alten M&usen, wurden bis zu
25 ug an Gesamtprotein aufgetragen.

Die HMW-Fraktion war von besonderem Interesse, da die anteilige Zunahme dieser Fraktion in der
Augenlinse an der Entstehung von Katarakt beteiligt sein konnte. Wéhrend des Alterns kommt es zu
einer Abnahme des, in Form der oL-Fraktion, verfligbaren Chaperonreservoirs und damit verbunden
zu einer Zunahme von Partikeln in der HMW-Fraktion. Nach dem Literaturverstandnis bestehen die
Partikel in der HMW-Fraktion aus o-Kristallinen und daran gebundenen, aggregationsanfalligen f3-
und y-Kristallinen. Ist das Chaperonreservoir der aL-Fraktion alterungsbedingt oder durch Umweltein-

fltisse erschopft und das der HMW-Fraktion gesattigt, kommt es zu einer unkontrollierten Aggregation
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und letztendlich Linsentriibung. Uberraschenderweise stellen die o-Kristalline sowohl in der HMW-
als auch oL-Fraktion mit etwa 90 % den GroRteil der darin vorhandenen Proteine. Das Verhaltnis von
oA- zu oB-Kristallin stimmte sehr gut mit dem in der Literatur fir Vertebraten beschriebenen
Verhaltnis von 3 zu 1 0berein und unterstreicht die Validitat der densitometrischen Auswertung
(28,45,136). Zwar konnten in den 2D-Gelen B- und y-Kristalline, insbesondere pB2- und yD-
Kristallin, detektiert werden, dennoch machen diese sowohl fir C57BI/6J als auch C3HeB/FeJ Mause
in beiden Fraktionen nur 5 bis 20 % aus (Abbildung 13a,b). Auch was die Zusammensetzung der
HMW- und aL-Fraktion Uber die Zeit betrifft, findet kaum eine Veranderung statt. Ursache flr den
geringen relativen Anteil an B- und y-Kristallinen und die invariante Zusammensetzung konnte die
Abwesenheit von Katarakt in beiden Wildtyp-Stammen wahrend des Beobachtungszeitraumes von 12
Monaten sein. Interessanterweise sind die HMW- und olL-Fraktion der beiden Mausstamme fast
identisch in ihrer Proteinzusammensetzung, unterscheiden sich aber stark was die PartikelgroRe
betrifft. Wahrend die Proteinkomplexe in der HMW-Fraktion eine Grofie von mehr als 50 nm zeigen,
liegt die GroRe bei den Partikeln in der alL-Fraktion bei 15 nm. Die Partikelform und -gréfRe passt gut
zu Beobachtungen mit Linsenextrakten aus Rind (44). Die alL-Fraktion ist dabei jedoch groRer als die
Homooligomere von humanem oA- und aB-Kristallin (aA-Kristallin, reduziert: 13,5nm, oA-
Kristallin, oxidiert 17,7 nm (unverdffentlichte Daten, Dr. rer. nat. Carsten Peters, Professur fir
Elektronenmikroskopie, Technische Universitdt Miinchen, DEU) und aB-Kristallin 13,5 nm (23). Der
Grund fur den apparenten GrofRenunterschied bleibt unklar. Eventuell kénnten Modifikationen eine
Rolle spielen, die sich nicht unmittelbar durch 2-DE detektieren lassen, wie etwa Racemisierung,
Glykosylierung oder Glykierung (137-140). Nicht-enzymatische Glykierung uber die e-Aminogruppe
von Lysinen, die mit steigendem Alter zunimmt, wurde bereits 1981 von Chiou et al. in bovinen
Linsenextrakten gezeigt (141). Besonders die o-Kristalline in der HMW-Fraktion waren von
Glykierung betroffen. Die in Abbildung 13 gezeigten 2D-Karten der HMW- und alL-Fraktion zeigen
zwar zu allen Zeitpunkten dhnliche Zusammensetzung, mit leicht erhthtem Vorkommen von
Modifikationen der o-Kristalline in der HMW-Fraktion, allerdings wéren die oben genannten
Modifikationen nicht unmittelbar durch 2-DE detektierbar (Abbildung S7). Zur Klarung welche
Faktoren den Unterschied in der PartikelgroRe der beiden Fraktionen bedingen, kénnten LC-MS/MS-
Messungen mit den Fraktionen nach chromatographischer Trennung oder Extraktion der Proteine aus
den 2D-Gelen in Frage kommen. Als Kontrolle wurde auch die Zusammensetzung der gh, - und y-
Kristallinfraktion von beiden Wildtyp-Stdmme zu ausgewahlten Zeitpunkten mittels 2-DE untersucht
(Abbildung S7). Die 2D-Karten zeigten das zu erwarten Vorkommen an - und y-Kristallinen in der
jeweiligen Fraktion. Der fast vollstdndige Abbau von yA-Kristallin konnte auch hier bestétigt werden.
Liegt der relative Anteil an yA-KTristallin bei etwa 15 % in Linsenextraken aus neugeborenen Mdusen,
fallt er innerhalb von 12 Monaten auf unter 1 %. Ebenfalls gut zu erkennen ist die starke Zunahme des

relativen Anteils von BB2-Kristallin von unter 1 % auf circa 10 %. Wie auch die HMW- und olL-
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Fraktion, sind sich die Bh- und B-Kristallinfraktion sehr &hnlich in den 2D-Karten. Ein Grund fiir das
unterschiedliche Trennverhalten bei SEC-HPLC-Experimenten konnten ebenfalls nicht mit 2-DE

detektierbare Modifikationen sein.
3.1.2 Die in vitro Eigenschaften von Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten

Einer der vermuteten Grinde fur die Entstehung von Proteinaggregaten in der Linse bei erblichem
Katarakt ist die thermodynamische Destabilisierung und dadurch erhdhte Aggregationsanfalligkeit des
betreffenden Proteins. Dadurch kommt es zu einer schnelleren Entleerung des verfugbaren
Chaperonreservoirs in der Linse und zu frih einsetzendem Katarakt. Um dieser Vermutung
nachzugehen und um mdglicherweise den beobachteten Katarakt-Phanotyp durch die in vitro
Eigenschaften von rekombinanten Kristallinen voraussagen zu koénnen, wurden drei Katarakt-
assoziierte Kristallinvarianten untersucht: aA-V124E, BA2-S47P und yD-V76D. Die V124E-Mutation
von oA-Kristallin liegt in der zentralen AKD, die S47P-Mutation von BA2- bzw. V76D-Mutation von
yD-Kristallin liegt in der N-terminalen Doméne des jeweiligen Proteins. Die Kristallinvarianten tragen
die gleichen Punktmutationen, wie sie in den mutanten Mauslinien Aey7 (aA-V124E), Aca30 (BA2-
S47P) und Aey4 (yD-V76D) vorkommen. Allen drei Mausmutanten entwickeln dominanten, erblichen
Katarakt und es liegt eine sehr detaillierte genetische sowie phénotypische Beschreibung dieser Méuse
vor. Diese Mausstdmme eigneten sich daher gut als Referenz fir einen in vivo-in vitro-Vergleich (93-
95).

3.1.2.1 Thermodynamische Stabilitat von Wildtyp-Kristallinen und Varianten

Zwar konnten alle drei Kristallinvarianten und die zugehérigen Wildtyp-Proteine mit akzeptabler
Ausbeute (1-10 mg Protein pro Liter Kulturmedium) in E. coli produziert werden, lagen aber nach
dem Zellaufschluss, bis auf aA-wt und yD-wt, in der unldslichen Fraktion vor. Alle anderen
Kristalline (aA-V124E, BA2-wt, BA2-S47P, yD-V76D) wurden durch Riickfaltung gereinigt. Dafir
wurde jeweils ein eigenes Reinigungsprotokoll fir die 6 untersuchten Kristalline etabliert (siehe
2.2.3.2). Um das Vorhandensein von Sekunddrstrukturelementen, die einen Hinweis auf den
Faltungszustand geben konnen, zu untersuchen, wurden zundchst CD-Spektren aller Proteine aufer
BA2-SA7P aufgenommen (Abbildung 14). Die BA2-S47P-Variante war nur in L-Arginin-haltigem
Puffer l6slich, sodass eine Aufnahme von CD-Spektren nicht mdglich war. Diese Variante war in
Phosphatpuffer nahezu unléslich und konnte nur in Tris-Puffer unter Zusatz von 500 mM L-Arginin in
Losung gehalten werden (siehe 2.2.3.2.4 flir genaue Pufferzusammensetzung). Im Folgenden wurden
Messungen mit den beiden B-Kristallinen (BA2-wt und BA2-S47P) immer in L-Arginin-haltigem
Puffer durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden die Messungen zusétzlich mit BA2-wt in PBS Puffer
durchgefuhrt. Die geringe Loslichkeit von aA-V124E, BA2-S47P und yD-V76D, bei rekombinanter
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Produktion in E. coli, gab einen ersten Hinweis auf die thermodynamische Destabilisierung der
Proteine durch die jeweilige Punktmutation.
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Abbildung 14: Sekundarstruktur von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten. Die
Spektren (aA-wt (=), aA-V124E (=) (a); BA2-wt (=) (b), sowie yD-wt (=), yD-V76D (=) (c)) wurden bei
20 °C mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 20 nm/min, Bandbreite von 1 nm und Ddmpfung von 1 s in einer
Quarzkivette mit 0,1 cm Schichtdicke gemessen. Die Proteinkonzentration lag bei je 10 uM in PBS. Bei - und
v-Kristallinen wurde 1 mM DTT zugesetzt. Die Messungen und Datenauswertungen wurden in Zusammenarbeit
mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fir Biotechnologie, Technische Universitdt Miinchen, DEU) durchgefihrt.

Die CD-Spektren von aA-wt und aA-V124E zeigen ein flr -Faltblattstrukturen typisches Minimum
im Bereich von 210-215 nm und sind vergleichbar zu CD-Spektren von humanem aA-wt (142). Das
CD-Signal wird dabei hauptséachlich von den B-Faltblattstrukturen der zentralen AKD verursacht. Der
Nulldurchgang des CD-Spektrums von aA-V124E kann nicht vollstandig aufgeldst werden, scheint
aber zu kleineren Wellenlangen verschoben zu sein. Dies kdnnte auf einen hoheren Anteil von
unstrukturierten Elementen hindeuten. Bei BA2-wt wird das CD-Signal hauptséchlich von den (-
Faltblattstrukturen der griechischen Schliisselmotive bedingt und zeigt ein Minimum um 215 nm. Die
qualitative Form des Spektrum stimmt dabei gut mit dem von murinem und bovinem BB2-Kfristallin
Uberein (143,144). Von BA2-S47P konnte kein CD-Spektrum aufgenommen werden. Diese Variante
war nur in L-Arginin-haltigem Puffer Idslich, der fur CD-Messungen nicht geeignet ist. Das CD-
Spektrum von yD-wt und yD-V76D zeigt ein Minimum im Bereich zwischen 215-220 nm und stimmt
sehr gut mit dem CD-Spektrum der humanen Varianten tberein (145).

Zur Bestimmung der thermodynamischen Stabilitdt wurde die thermisch-induzierte Entfaltung der
Kristalline mittels CD-Spektroskopie und nanoDSF bestimmt (Abbildung 15). Dazu wurde bei der
CD-Spektroskopie jeweils die Temperatur bei der halbmaximalen Signaldnderung des ersten und
gegebenenfalls zweiten Ubergangs bestimmt (Tabelle 4). Da die Denaturierung der Kristalline nicht
vollstandig reversibel verlduft, kann nur die Temperatur am apparenten Ubergangsmittelpunkt (Ty,)
angegeben werden. Ersichtlich wird die unvollstdndige Reversibilitdt auch durch die gemessene
Lichtstreuung wahrend der nanoDSF-Messungen, die ein Mal} fiir die Proteinaggregation ist
(Abbildung 16). Sowohl bei aA-Kristallin als auch bei yD-Kristallin ist eine deutliche Verschiebung

des apparenten Ubergangsmittelpunkts zu niedrigeren Temperaturen bei den Katarakt-assoziierten
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Varianten im Vergleich zum Wildtyp-Protein zu beobachten. Diese Verschiebung des Ty belegt die

stark destabilisierende Wirkung der jeweiligen Punktmutation.

a) aA-Kristallin b) BA2-Kristallin c) yD-Kristallin
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Abbildung 15: Thermisch-induzierte Entfaltungsiibergange von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-
assoziierten Varianten. Die thermisch-induzierte, konformationelle Entfaltung der Kristalline wurde mittels
CD-Spektroskopie (a-c) und nanoDSF (d-f) verfolgt. Aufgetragen ist die Anderung des CD-Signals fir oA-wt
(m), 0 A-V124E (m) bei 205 nm (a); BA2-wt (m) bei 217 nm (b) sowie yD-wt (m), yD-V76D (m) bei 217 nm (c).
Aufgrund der geringen Ldslichkeit in Phosphatpuffer, war fiir BA2-S47P keine Messung mdglich. Die
Ubergange wurden bei einer Proteinkonzentration von 10 uM, Heizrate von 1 °C/min und Dampfung von 8 s in
Quarzkiivetten mit 0,1 cm Schichtdicke gemessen und normiert. Die nanoDSF-Messungen wurden fiir alle
Kristalline bei einer Konzentration von 10 pM und Heizrate von 1 °C/min in hochlichtdurchlassigen
Glaskapillaren durchgefiihrt. Aufgetragen ist das normierte Verhaltnis der intrinsischen Fluoreszenz bei 350 nm
und 330 nm. Alle CD- und nanoDSF-Messungen mit aA- und yD-Kristallin, sowie pA2-wt wurden in PBS
durchgefiihrt. Bei - und y-Kristallinen wurde 1 mM DTT zugesetzt. Fir BA2-wt und BA2-S47P erfolgten die
nanoDSF-Messungen in L-Arginin-haltigem Puffer (o A-wt (m), aA-V124E (m) (d); BA2-wt in PBS (m), BA2-wt
in L-Arginin-haltigem Puffer (m), BA2-S47P in L-Arginin-haltigem Puffer (m) (e), sowie yD-wt (m), yD-V76D
(m)(f)). Alle Experimente wurden mindestens als Triplikate gemessen. Die CD-Messungen wurden in
Zusammenarbeit mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fur Biotechnologie, Technische Universitat Minchen, DEU)
durchgefhrt.

Fir aA-V12E liegen nach aktuellem Wissensstand keine Vergleichsdaten Uber die thermodynamische
Stabilitdt von Wildtyp-Protein und Katarakt-assoziierter Variante vor. Eine Verschiebung des Ty um
etwa 10 °C zeigt die starke destabilisierende Wirkung dieser Punktmutation. Mdglicherweise stort die
V124E-Mutation die Integritit der pB-sandwich-Faltung der zentralen AKD (Abbildung 4). In der
Primarstruktur von oA aus Rind befindet sich an Position 124 ebenfalls ein Valin. Die
Primérstrukturen von oA aus Maus (UniProt-1D: P24622-2) und Rind (UniProt-1D: P02470-1) sind zu
96 % identisch. In der Kristallstruktur einer trunkierten, bovinen aA-Variante (PDB-ID: 3L1F)
befindet sich das Valin an Position 124 in einer Schleifenstruktur, die die zwei antiparallel

angeordneten Schichten aus B-Faltblattern in der AKD verbindet (146). Durch das Einbringen einer
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negativen Ladung konnte moglicherweise die Packung der AKD und damit die Faltung des zentralen,
strukturgebenden Elements gestort werden. Dies wirde auch den hdheren Anteil an unstrukturierten

Bereichen erkldren, wie er aus den CD-Spektren ersichtlich ist.

Tabelle 4: Thermische Stabilitat von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten

CD-Spektroskopie nanoDSF

Twa (°C) Twz (°C) Twa (°C) Twz (°C)
oA-wt 54,6 0,6 - 31,9+14 57,5+2,1
0A-VI124E 45,0+ 32 - 33,6 +0,3 68,9+ 1,8
BA2-wt 51,2+ 1,0 - 50,6 + 0,1 -
BA2-wt' n.b. n.b. 47,703 -
BA2-547P" n.b. n.b. 21,5+0,4 -
yD-wt 71,7402 - 70,2+0,3 -
yD-V76D 46,3+35 62,1+07 42,9+04 59,2+ 0,1

Aufgetragen ist Temperatur bei halomaximaler Signaldnderung der thermisch-induzierten Entfaltungsiibergange
beim ersten und gegebenenfalls zweiten Ubergang. Die Werte wurden durch nicht-lineare Angleichung an die
Messdaten der CD-Spektroskopie bestimmt. Im Falle der nanoDSF-Messungen wurden die Werte mit dem
Programm PR.Stability Analysis ermittelt. (n.b.: nicht bestimmbar; -: nicht beobachtbar; ': Messung in L-
Arginin-haltigem Puffer)

Der Ty von murinem BA2-wt liegt mit circa 51 °C in dem Bereich wie er fiir bovines und humanes
BB2-wt (ca. 60-65 °C) beschrieben wurde (144). Allerdings besteht nur eine geringe Sequenzidentitat
zwischen BA2- und BB2-Kristallin. Im Falle von murinem BA2- und BB2-Kristallin (UniProt-1D:
Q9JIV1-1 und P62696-1) liegt die Identitat bei 35 % und die Ahnlichkeit bei 54 %.

Fur die humane Variante von yD-V76D wurde eine Destabilisierung durch diese Punktmutation
bereits beschrieben (145,147). Die V76D Punktmutation liegt ebenfalls in einer Schleifenstruktur in
der N-terminalen Doméne von yD-Kristallin. Anderes als bei murinem yD-wt ist bei der V76D-
Variante ein biphasischer Ubergang zu beobachten. Im Falle der CD-Messungen mit einem ersten
Ubergang bei circa 46,3 °C und zweiten Ubergang bei etwa 62,1 °C. Die Wandlung von einem
monophasischem zu einem biphasischem Ubergang wurde auch fiir humanes yD-V76D beobachtet
(145). Verursacht wird dies vermutlich durch die destabilisierende Wirkung der V76D-Punktmutation
auf die N-terminale Doméne (Abbildung 5). Von dieser thermodynamischen Destabilisierung wird
auch vermutet, dass sie die Aggregation der Katarakt-assoziierten V76D-Variante begiinstigen konnte.
Eine entfaltete N-terminale Doméane konnte als Nukleationskeim fur unspezifische und unkontrollierte
Aggregation dienen (147). Aufgrund der geringen Loslichkeit von BA2-S47P in Phosphatpuffer waren
keine CD-Messungen moglich. Da die BA2-S47P-Variante nur in L-Arginin-haltigem Puffer 16slich
war, wurden zur Abschédtzung des Ty von BA2-S47P und der anderen Kristalline nanoDSF-

Messungen durchgefuhrt. Bei den nanoDSF-Messungen erfolgte die Bestimmung des Ty durch die
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Ermittlung der Maxima der ersten Ableitung der gemessenen Fluoreszenzverlaufe mit dem Programm
PR.Stability Analysis. Das Fluoreszenzsignal wurde bei den Messungen anhand des Verhéltnisses der
intrinsischen Fluoreszenz bei 350 nm und 330 nm (Fssonm/Fazonm) Verfolgt. Zwar ist generell die
intrinsische Fluoreszenz, wie auch in diesem speziellen Fall der pH-Wert des L-Arginin-haltigen
Puffers temperaturabhéngig, dennoch konnten die vergleichenden nanoDSF-Messungen als
néherungsweise Abschédtzung des Ty herangezogen werden. Bei den o-Kristallinen ist ein wenig
kooperativer Ubergang zu beobachten. Grund dafir konnte die komplexe Oligomerstruktur des
Proteins und Veranderungen darin wahrend der thermisch-induzierten Entfaltung sein. Daher wurden
die Fluoreszenzverlaufe und ermittelten Wendepunkte (Ty) nur aus Grinden der Vollstandigkeit
angegeben, aber nicht in die weitere Interpretation der Daten einbezogen. Fir die B- und y-Kristalline
stimmt die Temperatur am Ubergansmittelpunkt gut mit den Werten der CD-Spektroskopie tiberein.
Auch hier ist eine deutliche Destabilisierung der Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten zu
beobachten. Am drastischen fallt die Verschiebung fur BA2-S47P (UniProt-1D: Q9JJV1-1) aus. Zwar
kann die Basislinie des nativen Proteins, durch eine Limitierung der Starttemperatur auf 15 °C, nicht
vollstandig aufgeltst, der Ty aber dennoch auf 21,5 °C abgeschatzt werden. Dies bedeutet
Erniedrigung des Ty um etwa 26 °C im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Grund hierfur kénnte
ebenfalls eine Storung der Faltung sein. In der zu 54 % identischen und 71 % &hnlichen Sequenz von
humanem BA4-Kristallin (UniProt-1D: P53673-1) befindet sich an Position 46 ebenfalls ein Serin
(Abbildung 5). Dieses Serin befindet sich kurz vor dem dritten p-Faltblatte im ersten griechischen
Schlusselmotiv der N-terminalen Domane. Zwar kommen Proline durchaus in der flankierenden
Region von B-Faltblattern vor, sind aber bei Vorkommen im Inneren des Faltblattes sehr stark
destabilisierend (148). Trotz der hohen Ahnlichkeit der Sequenz von murinem und humanem BA4,
kénnte der Grund fir die sehr stark destabilisierende Wirkung dieser Punktmutation ein Vorkommen
des Prolins im Inneren des -Faltblatts sein.

Ersichtlich wird die destabilisierende Wirkung der Punktmutationen auch durch die Lichtstreuung
wéhrend der thermisch-induzierten Entfaltung mittels nanoDSF (Abbildung 16). Bei den -
Kristallinen tritt wéhrend des Aufheizvorgangs nahezu keine Aggregation ein und die Lichtstreuung
bleibt bis etwa 70 °C nahe zu konstant. Im Bereich zwischen 70 °C und 95 °C ist ein geringer Anstieg
des Signals zu sehen. Diese Beobachtung stimmt mit denen bei humanem aA-Kristallin tberein
(personliche Kommunikation, Dr. rer. nat Christoph Kaiser, Professur fur Elektronenmikroskopie,
Technische Universitdt Minchen, DEU). Begrindet sein konnte dies durch die Funktion der a-
Kristalline als molekulare Chaperone unter Stressbedingungen, die auch Hitzestress mit einschlielRen.
Im Falle der B-Kristalline ist bei BA2-S47P ein starker Anstieg der Lichtstreuung bei Temperaturen
Uber 30 °C erkennbar, wéhrend BA-wt in beiden getesteten Puffern erst ab etwa 45-50 °C aggregiert.
Das Abfallen des Lichtstreuungssignals bei Temperaturen tber 60 °C wird vermutlich durch die
Sedimentation der lichtstreuenden Aggregate in der Glaskapillare verursacht. Interessanterweise folgt

das Lichtstreuungssignal von yD-V76D dem Fluoreszenzsignal bei der thermischen Denaturierung und
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zeigt ebenfalls die drastische Verschiebung des Ty im Vergleich zum Wildtyp-Protein und

biphasischen Signalverlauf.

a) aA-Kristallin b) BA2-Kristallin c) yD-Kristallin
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Abbildung 16: Lichtstreuung der Kristallinproben wahrend thermisch-induzierter Entfaltung und
Chaperonaktivitdt von aA-Kristallin. Bei der thermisch-induzierten Entfaltung wéhrend der nanoDSF-
Messungen wurde neben der intrinsischen Fluoreszenz auch die Lichtstreuung der Proben gemessen (a-c). Die
Bestimmung der Chaperonaktivitdt von aA-Kristallin (a, Einsatz, a A-wt m, aA-V124E m) erfolgte bei 42 °C mit
dem Modellsubstrat MDH (4 uM) mit der angegebenen Konzentration an kleinem Hitzeschockprotein. Alle
Messungen mit aA- und yD-Kristallin, sowie fA2-wt wurden in PBS durchgefihrt. Bei - und y-Kristallinen
wurde 1 mM DTT zugesetzt. Flir BA2-wt und BA2-S47P erfolgten die nanoDSF-Messungen in L-Arginin-
haltigem Puffer (cA-wt (m), aA-V124E (m) (a); BA2-wt in PBS (m), BA2-wt in L-Arginin-haltigem Puffer (m),
BA2-S47P in L-Arginin-haltigem Puffer (m) (b), sowie yD-wt (m), yD-V76D (m)(c)). Die Messungen wurden
mindestens als Triplikate durchgefihrt.

Insgesamt stimmen die Ergebnisse der Untersuchungen zur thermodynamischen Stabilitdt von
Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten sehr gut mit dem derzeitigen
Modellverstandnis (berein. Dieses Modell geht von einer erhdhten Aggregationsanfélligkeit der
Proteine aufgrund niedrigerer Stabilitdt aus. Die aggregationsanfalligen - und y-Kristalline werden
von den a-Kristallinen sequestriert und die Aggregation somit verhindert. Da mit der Mutation V124E
in aA-Kristallin aber auch ein molekulares Chaperon betroffen ist, wurde die Chaperonaktivitat des
Wildtyp-Proteins und der V124E-Variante untersucht (Abbildung 16a, Einsatz). Dazu wurde das
Modellsubstrat MDH verwendet. Dieses Protein aggregiert bei einer Temperatur von 42 °C und bildet
groRe, lichtstreuende Aggregate, die eine Anderung des relativen Absorptionssignals der Losung bei
350 nm durch Lichtstreuung hervorrufen. Wahrend durch oA-wt bereits bei einem
substdchiometrischen Verhéltnis von 1:2 (aA-wt:MDH, jeweils bezogen auf die Konzentration des
Monomers) eine nahezu komplette Unterdriickung der Aggregation von MDH stattfindet, ist oA-
V124E deutlich weniger chaperonaktiv. Hier ist ein dquimolares Verhdltnis notwendig um einen
ahnlichen Effekt zu erzielen. In der Kataraktmutante Aey7 (aA-V124E) kdnnte es durch die geringere
Chaperonaktivitit der V124E-Variante zu einem vorzeitigen Verbrauch des Chaperonreservoir und so

zu einer frihzeitigen Triibung der Linse kommen.
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3.1.2.2 Quartéarstrukturanalyse von Wildtyp-Kristallinen und Varianten

Neben der thermodynamischen Stabilitat, wurde auch die apparente Quartarstruktur der Kristalline
untersucht. Dazu wurden analytische Ultrazentrifugation und SEC-MALS- bzw. SEC-HPLC-
Messungen durchgefiihrt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Quartarstrukturanalyse von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten. In
Teilabbildung a-c) ist die g(s*)-Auftragung von Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe mit murinen Kristallinen
(cA-wt (m), aA-V124E (m) (a); BPA2-wt (m), BA2-S47P (m) (b), sowie yD-wt (m), yD-V76D (m) (c)) gezeigt. Die
Kristalline wurden bei einer Konzentration von 10 uM bei 22 000 rpm fir o-Kristalline und 42 000 rpm fir -
und vy-Kristalline bei 20 °C zentrifugiert. Die Absorption der Proben bei 230 nm wurde kontinuierlich in
Abhangigkeit der Radialposition gemessen. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm DCDT+. In
Teilabbildung d-f) ist die chromatographische Analyse der Kristallinvarianten gezeigt. Fiir SEC-MALS-Laufe
wurden 100 pl an 10 uM Kristallinldsung auf eine aquilibrierte Superdex 200 Increase 10/300 GL geladen und
mit 0,4 ml/min chromatographiert. Wegen der geringen Loslichkeit von BA2-S47P konnten SEC-MALS-
Messungen nur fiir BA2-wt durchgeflhrt werden (e, Einsatz). Daher wurden mit B-Kristallinen SEC-HPLC-
Laufe in L-Arginin-haltigem Puffer durchgefiihrt (e). Hierzu wurde eine Supderdex 200 10/300 GL Séule bei
0,5 ml/min und gleichem Ladebedingungen verwendet. (aA-wt (—), aA-V124E (=) (d); BA2-wt (—) in PBS,
BA2-wt (—), BA2-S47P (=) (e), sowie yD-wt (=), yD-V76D (=) (f). Die Messungen erfolgten in PBS fir oA-
Kristalline, PBS 1 mM DTT fir BA2-wt, yD-Kristalline und L-Arginin-haltigem Puffer fur BA2-Kristalline. Alle
Messungen wurden als Triplikate durchgefiihrt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Datensatz.

Die a-Kiristalline zeigen eine sehr breite, heterogene Verteilung und sedimentieren bei etwa 13,9 S fur
o A-wt und 25,0 S fiir aA-V124E. Dies entspricht etwa einem 28-mer fiir clA-wt und circa 60-mer fiir
oA-V124E. Der Sedimentationskoeffizient von a/A-wt ist &hnlich dem von humanem oA- und aB-wit.
Fir humanes aA-wt liegt der spow-Wert bei 14,3 S (unverdffentlichte Daten Philipp Schmid und Dr.
rer. nat Christoph Kaiser, Professur fiir Elektronenmikroskopie, Technische Universitdt Minchen,
DEU). Der apparente Sedimentationskoeffizient fir humanes aB-wt wurde zu 16,2 S bestimmt (65).
Die gemessenen Sedimentationskoeffizienten liegen dennoch deutlich unter den fur murines olL-

Kristallin gemessenen S-Werten von etwa 20-25 S (Abbildung 12). Mdgliche Ursache konnte die
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Abwesenheit von Modifikationen sein. Dem hohen Sedimentationskoeffizienten entsprechend,
eluieren die a-Kristalline auch bei geringem Elutionsvolumen (Abbildung 17d). Im Falle von oA-
V124E liegt das Elutionsvolumen im Ausschlussvolumen der Superdex 200 10/300 GL Sé&ule von
8,5 ml (149,150). Die durch Mehrwinkellichtstreuung berechnete molekulare Masse entspricht einem
18-21-mer fir aA-wt, sowie circa 56-mer fir aA-V124E und liegt damit in der gleichen
GroRenordnung der mittels AUZ bestimmten Werte (Tabelle 5). Fir BA2-Kristallin konnte nur die
molekulare Masse bzw. die Quartarstruktur des Wildtyp-Proteins bestimmt werden. Aufgrund der
starken Destabilisierung durch die S47P-Mutation, entfaltet das Protein vermutlich wéhrend des Laufs.
Wie im SEC-HPLC-Profil sind bei BA2-S47P mutmalilich unspezifische héhermolekulare Aggregate
zu erkennen. In guter Ubereinstimmung zwischen den zwei Messmethoden, liegt das Wildtyp-Protein
von BA2 in Losung als Dimer vor. Fir yD-wt und yD-V76D wurde die molekulare Masse zu 22 kDa

bestimmt und das Protein liegt entsprechend als Monomer in Lésung vor.

Tabelle 5: Quartérstrukturanalyse von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten.

SEC-MALS AUZ
berechnete apparente Sc2ow) (S) berechnete apparente
MM (kDa) Quartarstruktur MM (kDa) Quartarstruktur
o A-wt 399 +28 18-21-mer 139+0,1 - -
14,8+0,1" 555 + 14 28-mer'
aA-V124E 1110+ 13 56-mer 25,0+0,1 - -
275+ 15" 1207 + 138" 60-mer'
BA2-wt 42+1 Dimer 39+0,1 37+2 Dimer
BA2-S47 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
yD-wt 22+1 Monomer 24+0,1 22+1 Monomer
yD-V76D 22+1 Monomer 23+0,1 21+1 Monomer

Gelistet ist die aus SEC-MALS- bzw. analytischen Ultrazentrifugationsldufen berechnete molekulare Masse
(MM in kDa) und die daraus abgeleitete Quartérstruktur (n-mer). Die Sedimentationskoeffizienten (Sow)) und
molekularen Massen wurden mit dem Programm DCDT+ bestimmt. Aufgrund der geringen thermodynamischen
Stabilitdt von BA2-S47P konnten keine Werte bestimmt werden. Im Falle der a-Kristalline erfolgte die
Berechnung des spow-Werts, dem MW und der Quartdrstruktur wegen der starken Heterogenitat der
Proteinlésung mit dem Programm SedFit. (n.b.: nicht bestimmbar; : mit SedFit berechnet; -: nicht berechnet).

3.1.2.3 Proteolytische Stabilitat von Wildtyp-Kristallinen und Varianten

Ein weiterer diskutierter Grund fiir die Entstehung von Katarakt ist die Akkumulation von
Kristallinfragmenten, die durch unspezifischen proteolytischen Abbau der Proteine entstehen. Um zu
bestimmen, ob und welche Unterschiede zwischen Wildtyp-Kristallinen und den katarakt-assoziierten
Varianten bestehen, wurde limitierte Proteolyse durchgefiihrt. Dazu wurden die Kristalline mit o-

Chymotrypsin verdaut und die enzymatische Reaktion zu bestimmten Zeitpunkten gestoppt. Nach der
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gelelektrophoretischen Trennung der Ansatze, wurde die verbleibende Menge an unverdautem
Volllangenprotein densitometrisch ermittelt und gegen die Zeit aufgetragen. Aus dieser Auftragung
konnte die Stabilitdt der Kristalline gegenuber dem enzymatischen Abbau durch die Protease
abgeschatzt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Limitierte Proteolyse von Wildtyp-Kristallinen und Katarakt-assoziierten Varianten. Zur
Bestimmung der Empfindlichkeit gegeniiber proteolytischem Abbau wurden zu 10 uM Kristallinlésung ad 0,4 %
(w/w) a-Chymotrypsin gegeben und die Reaktion bei 25 °C zu definierten Zeitpunkten mit ad 2 mM PMSF
gestoppt (aA-wt (m), aA-V124E (m) (a); BA2-wt (m) in L-Arginin-freiem Puffer, BA2-wt (m) und BA2-S47P (m)
in L-Arginin-haltigem Puffer (b), sowie yD-wt (m), yD-V76D (m) (c). Der Grad an proteolytischem Verdau des
Volllangenproteins wurde durch densitometrische Auswertung der Gele mit dem Programm ImageJ bestimmt.
Die Intensitat der Bande des Volllangenproteins wurde gegen die Inkubationszeit aufgetragen. Die Experimente
wurden in Zusammenarbeit mit Nicole Lim, Ph.D. (Lehrstuhl fiir Biotechnologie, Technische Universitat
Minchen, DEU) durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich, dass alle drei Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten deutlich empfindlicher
gegenuber proteolytischem Abbau waren als die Wildtyp-Proteine. Wahrend bei aA-wt das Signal
nach etwa 30 min auf die Halfte abnimmt, ist dies dieser Signalabfall bei aA-V124E bereits nach
weniger als 5 min beobachtbar. Fir Experimente mit BA2-S47P wurde dem Messpuffer 500 mM L-
Arginin zugegeben und fir BA2-wt eine Kontrolle mit und ohne Zusatz von L-Arginin durchgefihrt.
Auch hier ist ein deutlich schnellerer Abbau der Kristallinvariante im Vergleich zum Wildtyp-Protein
zu erkennen. Wahrend bei BA2-wt das Signal nach etwa 60 min um die Halfte abnimmt, ist dies bei
BA2-S47P bereits zwischen 5-10 min der Fall. Allerdings bleibt der Grund flr das konstante Signal
bei BA2-S47P nach 20 min Inkubationszeit unklar. Ein méglicher Grund kénnte die hohe L-Arginin-
Konzentration von 500 mM sein, da bei der Kontrolle mit fA2-wt in Puffer ohne zugesetztes L-
Arginin ein fast vollstandiger Abbau des Gesamtproteins innerhalb von 90 min stattfindet. Im
Gegensatz zu den aA- und BA2-Kristallinen wird yD-wt kaum wahrend der Inkubationsdauer durch
a-Chymotrypsin abgebaut. So nimmt das Signal auch nach 90 min Inkubationszeit kaum ab, wéhrend

es im Falle von gD-V76D nach 45 min um etwa die Halfte abfallt.

Die durchgefuhrten Experimente mit den murinen Kiristallinen zur Bestimmung der
thermodynamischen  Stabilitdt, = Aggregationsanfélligkeit und  Empfindlichkeit  gegeniiber
proteolytischem Verdau, fligen sich sehr gut in die derzeitige Modellvorstellung der Kataraktentste-

hung ein. Diese geht von einer erhOhten Aggregationsanfalligkeit der thermodynamisch
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destabilisierten, Katarakt-assoziierten Varianten aus, die das Chaperonreservoir friihzeitig aufbrauchen
und letztendlich das System uberlasten. Durch die unkontrollierte Aggregation dieser destabilisierten
Spezies kommt es zur Bildung von lichtstreuenden Aggregaten in der Linse.

Alle drei Katarakt-assoziierten Varianten (aA-V124E, BA2-S47P und yD-V76D) zeigen einen
deutlich zu niedrigeren Temperaturen verschobenen Ubergangsmittelpunkt (Ty) bei der thermisch-
induzierten Entfaltung. Wahrend die Verschiebung des Ty von aA-Kristallin nur etwa 10 °C zwischen
Wildtyp-Protein und Variante betrégt, féallt diese fir yD-Kristallin deutlich stirker aus (Tabelle 4).
Neben der Herabsetzung des Ty, ist zudem noch eine Verénderung im Entfaltungsverlauf zu erkennen.
Wahrend yD-wt einen monophasischen Verlauf bei CD- und nanoDSF-Messungen zeigt, ist bei yD-
V76D ein biphasischer Ubergang erkennbar. Diese Anderung des Entfaltungsverlaufs wurde auch fiir
humanes yD-V76D beschrieben und lasst sich auf ein stabiles Entfaltungsintermediat zuriickfihren
(145,151). Das Faltungsintermediat von humanem yD-V76D kann bei einer Harnstoffkonzentration
von 4,2 M detektiert werden. Wahrend die C-terminale Domane noch gefaltet ist, liegt die N-terminale
Domdne mit der darin enthaltenen V76D-Mutation komplett entfaltet vor (147). Dieser lange,
vollstandig entfaltete und frei l6sungsmittelzugangliche Abschnitt konnte den Ausgangpunkt flr
amorphe Aggregation bilden. Interessanterweise reduziert die kunstliche Erhéhung der
Ubiquitinierung von yD-V76D, durch Kotransfektion einer Ubiquitinligase (CHIP) und eines
Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (Ubcb), die Proteinaggregation in humanen Linsenepithelzellen
(152). Sowohl die Linsenepithel- als auch Linsenfaserzellen besitzen einen funktionalen Ubiquitin-
Proteasom-Weg (153,154). So kdnnte neben der Aggregation per se, ein zu langsamer Abbau von
aggregationsanfélligen Spezies an der Kataraktentstehung beteiligt sein.

Am auffallendsten sind die Verénderungen im Vergleich zum Wildtyp-Protein fiir BA2-S47P. Das
Protein ist ohne den Zusatz von stabilisierenden bzw. aggregationsunterdriickenden Agenzien wie L-
Arginin nicht in Puffer 16slich. Um eine Loslichkeit von maximal 10 uM Protein zu erreichen, ist die
Zugabe mindestens 500 mM L-Arginin notigt. Unter diesen Bedingungen zeigt BA2-S47P ein SEC-
HPLC-Profil ahnlich dem des Wildtyp-Proteins. Dies lasst auf eine wildtyp-dhnliche Quartarstruktur
schlieen, nach der die S47P-Variante ebenfalls Dimere in Lésung ausbildet (Abbildung 17¢). Bei
Ultrazentrifugationsexperimenten zeigt das BA2-S47P Protein jedoch einen deutlich niedrigeren
Sedimentationskoeffizienten als das Wildtyp-Protein (Abbildung 17b). Dies koénnte an der
metastabilen Struktur des Proteins und daraus resultierende Entfaltung wahrend des mehrstiindigen
Sedimentationsgeschwindigkeitslaufes liegen. Bestarkt wird die Annahme der Metastabilitdt auch
durch die drastische Herabsetzung des Ty um mehr als 26 °C. Der Entfaltungsvorgang der S47P-
Variante konnte trotz der geringen Starttemperatur von 15 °C bei den nanoDSF-Messungen nicht
vollstdndig aufgelost werden. Basierend auf den Verldufen der nanoDSF-Messungen liegt BA2-S47P
oberhalb von 30 °C vollstandig entfaltet vor.

Neben der thermodynamischen Stabilitat wird bei aA-Kristallin zusétzlich auch die Quartérstruktur

und Chaperonaktivitat durch die Mutation beeinflusst. Zwar scheint die V124E-Variante kaum bei der
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thermisch-induzierten Entfaltung zu aggregieren (Abbildung 16a), unterscheidet sich jedoch deutlich
in der durchschnittlichen PartikelgréRe und den Chaperoneigenschaften vom Wildtyp-Protein. Die
Katarakt-assoziierte Variante aA-V124E bildet in Lésung deutlich gréfRere Oligomere (Abbildung
17a,d) und ist weniger chaperonaktiv (Abbildung 16a, Einsatz). Nach derzeitigem Verstdndnis der
kleinen Hitzeschockproteine, wird davon ausgegangen, dass hochmolekulare Oligomerspezies eine
wenig chaperonaktive Speicherform der a-Kristalline darstellen. Auf einen aktivierenden Stimulus
hin, zerfallen die groen Oligomere in kleinere Spezies mit hoher Chaperonaktivitat und unterdriicken
so die Aggregation von Substratproteinen (56,65). In Einklang mit dieser Annahme stehen auch die
Beobachtungen fir oA-V124E. Im Vergleich zum Wildtyp-Protein ist eine deutlich geringere
Chaperonaktivitdt gegeniber dem Modellsubstrat MDH bei der Katarakt-assoziierten Variante
beobachtbar. In der in vivo Situation konnte diese geringere Chaperonaktivitit eine schnellere
Erschopfung des Chaperonreservoirs bedingen und zum frihzeitigen Auftreten von lichtstreuenden
Aggregaten flihren.

Eine weitere Gemeinsamkeit aller Varianten ist die hohere Empfindlichkeit gegeniber
proteolytischem Abbau (Abbildung 18). So zeigen alle untersuchten Katarakt-assoziierten Varianten
einen schnelleren Abbau durch a-Chymotrypsin als das jeweilige Wildtyp-Protein. Ahnliche Effekte
wurden bereits fur die humanen Katarakt-assoziierten Varianten BB1-S129R und yD-WA42R
beschrieben (155,156). In beiden Fallen ist die Katarakt-assoziierte Variante sehr empfindlich
gegenuber Proteasen. Bei BB1-Kristallin war die Trypsin-verdaute S129R-Variante zudem deutlich
aggregationsanfalliger bei Hitzestress als das gleich behandelte Wildtyp-Protein. So kdnnte neben dem
Chaperonnetzwerk auch das Proteasenetzwerk in der Linse durch die Akkumulation von
Proteolysefragmenten Uberlastet werden. Resultat dieser Uberlastung ware eine sehr friih einsetzende
Linsentribung durch die Aggregation der Katarakt-assoziierten Kristalline oder von trunkierten

Varianten.
3.1.3 Biochemische Charakterisierung des Proteoms von Kataraktmutanten

Zur Analyse des Einflusses der mutierten Kristalline auf die Augenlinse, wurden die entsprechenden
Mausmutanten untersucht. Dazu wurden die Stamme Aey7 (aA-V124E), Aca30 (BA2-S47P) und
Aey4 (yD-V76D) verwendet. Diese tragen die Katarakt-assoziierte Mutation jeweils homozygot und
entwickeln alle in jungem Alter Katarakt (93-95). Die Katarakt-assoziierte Mutation V124E in aA-
Kristallin befindet sich in der zentralen AKD des Proteins. Die Mutationen S47P in BA2-S47P, sowie
V76D in yD-Kristallin liegen jeweils in der N-Terminalen Doméne des Proteins. Die Wildtyp-Stamme
(C3HeB/FeJ und C57BI/6J) bilden dabei den genetischen Hintergrund der verwendeten
Kataraktmutanten (C3HeB/FeJ bei Aey4, Aey7 und C57BI/6J bei Aca30). Die beiden Wildtyp-
Stdémme sind in den biologischen, biochemischen Eigenschaften der Linse, sowie der Plastizitat des
Proteoms sehr gut untereinander vergleichbar (siehe Punkt 3.1.1). In Abbildung 19 sind exemplarisch

Scheimpflugaufnahmen der Kataraktmutanten und den dazugehdrigen Wildtyp-Stdmmen gezeigt.
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Durch Scheimpflugaufnahmen lasst sich die mittlere Linsendichte bestimmen, die als Mal} fur die
Lichtdurchldssigkeit der Linse bei 475 nm dient. Eine mittlere Linsendichte von 0 % bedeutet eine
komplett Klare, lichtdurchldssige Linse, wahrend eine mittlere Linsendichte von 100 % eine

vollstandig triibe, lichtundurchléssige Linse beschreibt (157).
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Abbildung 19: Scheimpflugaufnahmen von Kataraktmutanten und den dazugehérigen Wildtyp-Mausen.
Die nicht-invasiven Scheimpflugaufnahmen wurden wvon allen Stdmmen zu verschiedenen Zeitpunkten
aufgenommen und so die mittlere Linsendichte bestimmt. Diese dient als Mal fir die Lichtdurchlassigkeit (a).
Der zeitliche Verlauf der optischen Dichte der Augenlinse in Abhangigkeit des Alters ist flir C3HeB/FeJ (=),
Aey7 (aA-V124E, =), Aey4 (yD-V76D, ==) in b) und in ¢) fir C57BI/6J (=), Aca30 (BA2-S47P, =) dargestelit.
Der Pupillenreflex wurde mit 5% (w/v) wassriger Atropinlésung unterdrickt. (C: Cornea, L: Linse, \: schwache
anteriore Linsentriibung) Die Daten wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jochen Graw
(Institut fur Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum, Miinchen, DEU) zur Verfligung gestellt.

Wahrend bei allen drei Mutantenlinien eine nahezu vollstandige Tribung der Linse im Alter von 6
Monaten zu beobachten war, bleiben die Linsen der beiden Wildtyp-Stdimme wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums klar. Eine mittlere Linsendichte von 100 % entspricht dabei einer komplett
lichtundurchléssigen Linse. Der zeitliche Verlauf bis zu einer vollstandigen Tribung der Augenlinse
unterscheidet sich stark zwischen den Kataraktmutanten. Wahrend die Linsen der Aca30-Mutante in
einem Alter von 3 Monaten noch weitestgehend klar sind, liegt in den Linsen von Aey7-Méausen schon
eine nahezu vollstandige Triibung vor. Schon beim Offnen der Augen, etwa zwei Wochen nach der
Geburt, ist bei den Linsen von Aey7- und Aey4-Méausen eine Trubung zu erkennen, wahrend die
Aca30-Linsen noch klar sind (persénliche Kommunikation, Prof. Dr. Jochen Graw, Institut fir
Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum, Miinchen, DEU).

Das Gewicht der Kataraktmutanten und die aus den Linsen extrahierbare Proteinmenge waren fiir die

Kataraktmutanten im Vergleich zu Wildtyp-Méausen signifikant geringer (Tabelle S3, Abbildung 20).
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Lag das Linsenfeuchtgewicht von Aey4-Mausen noch nahe bei dem der Wildtyp-Mause, war es in

Aca30-Mausen um etwa ein Drittel reduziert.
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Abbildung 20: Linsenfeuchtgewicht und Menge an extrahierbarem Proteinmenge aus den Linsen von
alternden Wildtyp-Mdausen und Kataraktmutanten. Das paarweise Linsenfeuchtgewicht der Wildtyp-
Stdmme C3HeB/FeJ (=, a) und C57BI/6J (=, b) sowie der Kataraktmutanten (Aey7 (==), Aey4 (=) a) und
Aca30 (==) b), wurde nach Isolation der Linsen an einer Feinwaage bestimmt. Die Bestimmung des
Gesamtproteins in der wasserlslichen und -unldslichen Fraktion erfolgte nach Bradford. Die Gesamtmenge an
Protein in der Linse von C3HeB/FeJ (glatte Balken), Aey7 (schraffierte Balken) und Aey4 (dicht schraffierte
Balken) (c), sowie C57BI/6J (glatte Balken) und Aca30 (schraffierte Balken) (d) setzt sich aus dem
wasserldslichen (grau) und -unléslichen (griin) Anteil zusammen.

Bei neugeborenen Mdusen ist die extrahierbare Menge an Protein in der Linse zwischen dem Wildtyp
und der jeweiligen Mutante vergleichbar, nimmt aber insbesondere fir Aey7- und Aca30-Mausen in
alteren Linsen drastisch ab. Wéhrend in den Wildtyp-Stdmmen aus 12 Monate alten Linsen noch bis
zu 7 mg aus C3HeB/Fel- bzw. 6 mg aus C57BI/6J-Mé&usen extrahierbar sind, liegt die Menge bei
Aey7- und Aca30-Mausen mit je etwa 1 mg deutlich darunter. Bei Aca30-Mausen korreliert die
Abnahme an extrahierbarem Protein zudem mit der Zunahme der mittleren Linsendichte nach
3 Monaten Lebenszeit. Die Aey4-Mutante liegt mit etwa 4,5mg aus 12 Monate alten Linsen
extrahierbarem Protein zwischen dem Wildtyp und der Aca30-Mutante. Wéhrend die extrahierbare
Menge an wasserlslichem bzw. -unléslichem Protein pro mg Linsenfeuchtgewicht bei Aey4-Mausen
uber das Alter in etwa gleich bleibt, &ndert sich diese bei Aey7- und Aca30-Mdausen (Abbildung S1).
Insbesondere nimmt die Menge an extrahierbarem Protein in der wasserldslichen Fraktion ab, wéhrend
sie in der wasserunldslichen Fraktion konstant bleibt. Dies lasst auf eine Zunahme des Wasseranteils

in der Augenlinse von gealterten Mausen schlieBen.

Neben der Abnahme an extrahierbarem Protein fallt auch die unterschiedlich starke Verschiebung der

Anteile von wasserldslicher und -unloslicher Fraktion auf (Abbildung 21).

68



Ergebnisse und Diskussion

CS57Bl/6J, Aca30

C3HeB/FelJ, Aey4

1,0-$\ 100 1,0-$
N
E 0.6k . -1 L E 0,6 E 0,6} *J \§
= =< = g
Soar | T _ g o4 2 04 ) * _____ o i
S S S ; & S R ot ST S
02} ; ? ¥ 02} 0,2 ,«i e §
NI e
01 3 6 9 12 01 3 6 9 12
Alter (mo.) Alter (mo.) Alter (mo.)

Abbildung 21: Relative Anteile der wasserléslichen und -unldslichen Fraktion in Linsenextrakten aus
alternden Wildtyp-Mausen und Kataraktmutanten. Aufgetragen ist der relative Anteil der wasserldslichen
(=) und -unlslichen Fraktion (==) am Gesamtprotein in Linsenextrakten zu verschiedenen Zeitpunkten
(2):C3HeB/FeJ (m), Aey7 (aA-V124E, m) sowie b): C57BI/6J (m), Aca30 (BA2-S47P, m) und c): C3HeB/FeJ

(m), Aey7 (yD-V76D, m). Die Berechnung der Anteile erfolgte ausgehend von den in Abbildung 20 gezeigten
Werten.

Sowohl bei neugeborenen Wildtyp-Méausen als auch bei Kataraktmutanten machen die Proteine in der
wasserloslichen Fraktion nahezu die Gesamtmenge an extrahierbarem Protein aus. Wahrend des
Alterns treten jedoch deutliche Unterschiede im anteiligen Verlauf der zwei Fraktionen auf. Bei beiden
Wildtyp-Stdmmen (C3HeB/FeJ und C57BI/6J) bleibt der Anteil an wasserléslichem Protein ab einem
Alter von 3 Monaten nahezu konstant bei etwa 80 %. Der wasserunlgsliche Anteil steigt von unter 5 %
auf etwa 20 % in gealterten Wildtyp-Mé&usen. Bei Aey7-Mé&usen jedoch, liegt schon nach nur einem
Monat etwa die Halfte an extrahierbarem Protein in der wasserunldslichen Fraktion vor und steigt auf
tber 60 % in gealterten Mausen an (Abbildung 21a). Noch starker ist die Zunahme des
wasserunléslichen Anteiles im Alter bei Aca30-Méausen ausgepragt (Abbildung 21b). Hier ist das
Verhaltnis nach 12 Monaten Lebensdauer im Vergleich zu Wildtyp-Mausen invertiert und es liegen
etwa 80 % der extrahierbaren Proteine im wasserunloslichen Teil des Rohextrakts nach
Homogenisierung der Linse vor. Interessanterweise liegen die Anteile der wasserldslichen und
-unloslichen Fraktion bei Aey4-Mé&usen zu allen untersuchten Zeitpunkten etwa in dem Bereich der
C3HeB/FeJ Wildtyp-Mause. Eine direkte Korrelation zwischen dem Auftreten von Katarakt ab einem
bestimmten Verhéltnis von wasserldslicher zu -unldslicher Fraktion war aus den Messdaten nicht

ersichtlich.
3.1.3.1 Die Plastizitat des Proteoms in der Augenlinse von Kataraktmutanten

Nach der heutigen Vorstellung der Kataraktgenese, kommt es durch die thermodynamische
Destabilisierung von Katarakt-Varianten (hier: aA-V124E (Aey7), BA2-S47P (Aca30) und yD-V76D
(Aey4)) zur Aggregation der Proteine in der Linse und damit zu einer Uberwaltigung des
Chaperonnetzwerks (88,144,158).

friihzeitige Linsentribung und Verschiebung im Verhaltnis der wasserloslichen und -unléslichen

Solche beschleunigten Aggregationsprozesse konnten die

Fraktion bedingen. Um der Vermutung nachzugehen, dass die Katarakt-assoziierten Varianten in der
Linse aggregieren, wurden Linsenextrakte aus den drei Kataraktmutanten mittels 2-DE untersucht
(Abbildung 22). Die Proteinspots wurden auch hier mehrfach redundant und eindeutig mittels
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MALDI-TOF-MS identifiziert und der jeweiligen Isoform zugeordnet. Wie auch in den Wildtyp-

Stdmmen konnten alle 18 Isoformen in den 2D-Gelen der Kataraktmutanten nachgewiesen werden,

mit der Ausnahme von BA2-S47P in Aca30-Mdausen.
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Abbildung 22: 2D-Karten der wasserl6slichen Fraktion von Linsenextrakten aus neugeborenen
Kataraktmutanten. Gezeigt ist die niedermolekulare Kiristallinregion der wasserl6slichen Fraktion von
Linsenextrakten aus neugeborenen Aey7- (a), Aca30- (b) und Aey4-Méusen (c). Im Falle von Aey7- und Aey4-
Mausen war der Anteil des mutierten Kristallins deutlich gegeniiber der Wildtyp-Situation reduziert. Die BA2-
S47P-Variante in Aca30-Mé&usen konnte nicht mittels MALDI-TOF-MS detektiert werden. Fur die 2-DE wurden
bis zu 150 pg Protein aufgetragen.

Der Anteil
Kataraktmauslinien deutlich gegenliber den Wildtyp-Stdmmen reduziert (Abbildung S3). Liegt der

der Katarakt-assoziierte Variante war in den Linsenextrakten von allen drei
Anteil von aA-Kristallin in den Linsenextrakten aus neugeborenen Wildtyp-Mausen bei etwa 18 %, ist
er in den Linsenextrakten aus Aey7-Mausen auf circa 2 % reduziert. Ahnliches ist fur yD-V76D zu
beobachten. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ist der Anteil auf yD-Kristallin von 12 % auf 5 % in
den Linsenextrakten aus neugeborenen Maéausen reduziert. Auch fokussiert die mutante Isoform
aufgrund der Aminosauresubstitution bei niedrigerem pl (etwa -0,5 pH-Einheiten verglichen mit dem
wildtyp Protein). Die starke Reduktion der y-Kristalline, insbesondere durch den stark verminderten
Anteil an yD-Kristallin V76D stimmt sehr gut mit friilheren Beobachtungen Uberein (159). Im Falle
von neugeborenen Aca30-Méausen konnte die BA2-Kristallinvariante S47P zu keinem Zeitpunkt
mittels MALDI-TOF-MS in der wasserloslichen Fraktion detektiert werden. In C57BI/6J Wildtyp-
Méusen hingegen betragt der Anteil an BA2-Kristallin 2,5 % (Abbildung S3). Nach dem derzeitigen
Modell

Aggregationsanfalligkeit entweder in der HMW-Fraktion im wasserloslichen Teil, aber auch der

der Kataraktentstehung konnte die Katarakt-assoziierte Variante aufgrund ihrer
wasserunléslichen Fraktion vorkommen. Um diese Annahme zu (berprifen, wurde neben der
wasserloslichen Fraktion auch immer der wasserunlésliche Teil der Linsenextrakte mittels 2-DE
untersucht. Die Zeitpunkte entsprachen dabei denen, wie sie fur die Wildtyp-Stamme gewéhlt wurden.
Aufgrund des niedrigen Anteils an Protein in der wasserunldslichen Fraktion von neugeborenen
Mausen sind in Abbildung 23 zur besseren Veranschaulichung die Gele der wasserldslichen und -
unléslichen Fraktion von Linsenextrakten aus 1 Monat alten Linsen aller Kataraktmutanten gezeigt.
Auch hier war der Anteil an Katarakt-assoziierter Variante im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp-
Stamm deutlich reduziert und im Falle von BA2-S47P, war das Protein weder in 1 Monat alten noch

zu einem anderen Alter mittels Massenspektrometrie in der wasserldslichen oder -unldslichen Fraktion
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detektierbar. Ein Grund dafuir konnte moglicherweise der sehr geringe Anteil von BA2-Kristallin von
2,5 % am Linsenproteom sein (Abbildung S3) und die hohe Empfindlichkeit gegentiber Proteasen
sein. Entsprechend ware das Protein durch den sofortigen proteolytischen Abbau nicht detektierbar.
Allerdings zeigen die aA-V124E und yD-V76D-Variante eine ahnlich hohe Empfindlichkeit
gegenuber proteolytischem Abbau wie A2-S47P (Abbildung 18). Auffallend ist jedoch, dass auch in
der wasserunldslichen Fraktion keine Akkumulation der Katarakt-assoziierten Varianten aA-V12E

(Aey7) oder yD-V76D (Aey4) zu beobachten ist.
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Abbildung 23: 2D-Karten der wasserldslichen und -unléslichen Fraktion von Linsenextrakten aus
1 Monat alten Kataraktmutanten. Gezeigt ist die niedermolekulare Kristallinregion der wasserléslichen und
-unléslichen Fraktion von Linsenextrakten aus 1 Monat alten Aey7- (a,d), Aca30- (b,e) und Aey4-Méusen (c,f).
Im Falle von Aey7- und Aey4-Mdausen war der Anteil an Katarakt-assoziiertem Kristallin deutlich gegentiber
dem in Wildtyp-Mé&usen reduziert. Die BA2-S47P-Variante in Aca30-Mausen konnte nicht mittels MALDI-
TOF-MS detektiert werden, wahrend der relative Anteil von BB2-Kristallin in Aey7- und Aey4-Mausen stark
nach der Geburt zunimmt. Bei den Kataraktmutanten findet eine starke Modifizierung der Kristalline,
insbesondere der a-Kristalline, bereits im jungen Alter statt. Durch die Modifikationen andert sich das
Laufverhalten bei der 2-DE im Vergleich zum unmodifizierten Volllangenprotein. Zu den beschriebenen
Modifikationen zahlen Deamidierung, Phosphorylierung, Methylierung, Acetylierung, Carbamylierung,
Racemisierung, Oxidation und Trunkierungen. Dabei kommt es einer Haufung von modifizierten a-Kristallinen
und BB2-Kristallin in der wasserunldslichen Fraktion im Alter. Fir die 2-DE wurden bis zu 150 pg Protein
aufgetragen.

Ebenfalls gut zu erkennen ist die starke Zunahme von BB2-Kristallin in der wasserléslichen Fraktion
von Linsenextrakten aus allen drei Mausstdmmen nach der Geburt. Bei allen drei Kataraktmutanten
tritt zudem bei aA- und aB-Kristallin bereits in jungem Alter eine starke Zunahme von
Modifikationen in der wasserloslichen und -unl6éslichen Fraktion auf. Die beobachteten
Proteinmodifikationen wurden in der Literatur mit der Entstehung von Katarakt in Verbindung
gebracht, da diese die thermodynamische Stabilitat und Loslichkeit der Proteine beeinflussen kdnnen
(160,161). Wie unter 3.1.1 beschrieben, sind als auftretende Modifikationen Deamidierung,

Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Carbamylierung, Racemisierung, Oxidation,
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Glykosylierung, Glykierung und Trunkierungen in der Literatur zu finden (15,123). Wie auch in den
Linsenextrakten aus Wildtyp-Mdausen, kommt es zu einer Akkumulation der modifizierten o-
Kristalline in der wasserunldslichen Fraktion (Abbildung S4). Davon ist insbesondere aB-Kristallin
betroffen und der Anteil von modifiziertem aB-KTristallin ist, verglichen mit der Wildtyp-Situation,
bei den Kataraktmutanten erhéht. Bei Aey7 findet zudem eine starke Modifikation von BB2-Kristallin
statt, das vermehrt in der wasserunldslichen Fraktion zu finden ist.

Um die globalen Verdnderungen im Anteil der Kristalline besser darstellen zu kénnen, wurden die 2D-
Gele, wie fur die Wildtyp-Stdmme erfolgt, densitometrisch analysiert. Der zeitliche Verlauf der

Kristallinanteile ist in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der relativen Kristallinanteile in der alternden Augenlinse von
Mausmutanten. Aufgetragen sind die relativen Anteile der drei Kristallinfamilien (o.- (grau), B- (orange), und y-
Kristalline (blau)). Die einzelnen Isoformen wurden im entsprechenden, gefarbten 2D-Gel nach
densitometrischer Analyse der jeweiligen Kristallinfamilie zugeordnet und auf das Gesamtsignal normiert.
Ermittelt wurden die Anteile in der wasserléslichen (glatte Balken) und -unldslichen Fraktion (schraffierte
Balken) von Linsenextrakten aus Aey7- (a), Aca30- (b) und Aey4-Méausen (c). Die densitometrische Analyse der
2D-Karten wurde mit dem Programm ImageJ durchgefiihrt. Die Identifizierung der Proteinspots erfolgte durch
MALDI-TOF-MS und Abgleich der Spektren mit der NCBI-Proteindatenbank. Die 2-DE-Analysen wurden als
unabhéngiges biologisches Duplikat durchgefiihrt.

Anders als die Wildtyp-Stamme zeigen die Kataraktmutanten deutliche Unterschiede, was die
Zusammensetzung der Linsenextrakte bei der Geburt und den anteiligen Verlauf der Kristalline
wéhrend des Alterns betrifft. Wie auch aus den 2D-Gelen ersichtlich (Abbildung 23, Abbildung 24),
zeigt die Aey7-Mutante einen deutlich niedrigeren Gehalt an a-Kristallin als die C3HeB/FeJ Wildtyp-
Méuse (Abbildung 10). Dies ist insbesondere auf die starke Reduktion des Anteils von aA-Kristallin
zuriickzuflhren, dass in Form von aA-V124E signifikant im Vergleich zur Situation in den Wildtyp-
Méusen reduziert ist. Ebenso fallt eine sehr starke Abnahme der y-Kristalline wéhrend des Alterns auf.
Bei Aey7 liegt der Anteil an y-Kristallinen, wie auch bei Wildtyp-Mé&usen bei etwa 50-60 %. Nimmt
der Anteil an y-Kristallinen bei Wildtyp-Mausen nach 12 Monaten auf etwa 25-30 % ab, sinkt dieser
bei Aey7-Méusen auf etwa 15 %. Durch das geringere Vorkommen der aA-V124E-Variante ist zudem
der relative Anteil an B-Kristallinen erhéht. Dies gilt insbesondere bei gealterten M&usen, bei denen
der Abbau der y-Kristalline weit vorangeschritten ist. Bei Aca30-Mé&usen zeigen die Linsen von

neugeborenen Méausen ebenfalls eine mit dem Wildtyp vergleichbare Zusammensetzung. Allerdings
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nimmt der Anteil der y-Kristalline in 12 Monate alten Linsen auf etwa 10 % ab, mit einer apparenten
Zunahme der a-Kristalline. Besonders drastisch fallt der Abbau der y-Kristalline nach 6 Monaten
Lebenszeit aus. Bei der Aey4-Mutante ist bereits bei der Geburt der Anteil an y-Kristallinen reduziert.
Dies wird primar durch den niedrigeren Anteil an yD-KTristallin, hier die yD-V76D-Variante, bedingt
(siehe auch Abbildung S3). Interessanterweise ist wie auch bei den beiden Wildtyp-Stdmmen
(Abbildung 10) die Zusammensetzung des wasserldslichen und -unléslichen Teils der Linsenextrakte
sehr &hnlich bis identisch. Die erwartete Akkumulation der Katarakt-assoziierten Varianten in der
wasserunltslichen Fraktion konnte nicht beobachtet werden.

Als nachster Schritt wurde die Plastizitat des Proteoms der Kataraktmutanten mittels SEC-HPLC der
wasserloslichen Fraktion von Linsenextrakten untersucht (Abbildung 25). Auch hier ist die Plastizitat
des Proteoms in der murinen Augenlinse gut zu erkennen und stimmt qualitativ sehr gut mit den
Ergebnissen der 2-DE-Analyse (iberein. Bei Aey7-Mdusen ist die alL-Fraktion in den SEC-HPLC-
Profilen der wasserloslichen Fraktion nicht zu erkennen. Grund dafur konnte die verdnderte
Quartarstruktur der aA-V124E-Variante sein. Diese bildet in Losung deutlich groRere Oligomere als
das Wildtyp-Protein Abbildung 17, Tabelle 5). Aufféllig ist auch der im Alter abnehmende Anteil der
Bh-Kristallinfraktion. Wie auch in den SEC-HPLC-Profilen von Linsenextrakten aus Wildtyp-Mé&usen,
ist diese Fraktion noch gut im SEC-HPLC-Profil von Linsenextrakten aus neugeborenen Aey7-
Madusen zu erkennen. Anders als in Wildtyp-Mdusen nimmt der Anteil der Bh-Kristallinfraktion
jedoch in alternden Aey7-Mé&usen tendenziell ab. Gut zu erkennen ist ebenfalls der starke Abbau der y-
Kristalline wahrend des Alterns, der in seinem Verlauf sehr gut mit den Ergebnissen der 2-DE-
Analyse (bereinstimmt. Anders als bei den SEC-HPLC-Profilen von Linsenextrakten aus Wildtyp-
M@dusen, ist in den Extrakten aus Aey7-Mausen immer ein Absorptionssignal von residualer DNA
erkennbar (Abbildung S5). Das Vorhandensein von DNA ist auch, etwas weniger ausgepragt, in den
Linsenextrakten von Aca30- und Aey4-Mé&usen zu erkennen. Selbst bei einem Alter 12 Monaten ist
noch residuale DNA in den Linsenextrakten enthalten. Mdglicherweise kdnnte das Vorkommen von
DNA durch fehlerhaften Abbau des Zellkerns wie bei OP/OP- oder Aey2-Mausen bedingt werden
(162,163). Allerdings sind solche Beobachtungen nicht flir die drei untersuchten Katarakt-Stamme
beschrieben. Im Gegensatz zu den Linsenextrake aus Aey7-Mausen, ist bei denen aus Aca30- und
Aey4-Mausen die chromatographische Trennung der HMW- und olL-Fraktion mittels SEC-HPLC
madglich. Wie auch in den Linsenextrakten aus Wildtyp-M&usen verschiebt sich die Elution der alL-
Fraktion mit dem Alter zu kleineren VVolumen, was auf eine Zunahme der OligomergroRe hindeutet.
Uberraschenderweise nimmt die HMW-Fraktion der beiden Kataraktmutanten im gleichen MaRe wie
bei den Wildtyp-Stdmmen Uber die Zeit zu. Der Anteil der HMW-Fraktion in den Kataraktmutanten
Aca30 und Aey4 ist auch noch bei fast vollstdndiger Lichtundurchldssigkeit der Linse ab einem Alter
von 6 Monaten mit dem Anteil in Wildtyp-Méusen vergleichbar (siehe Abbildung 11, Abbildung 25).
Weiterhin ist auch bei diesen beiden Mausmutanten, wie bei Aey7-Mausen, eine anteilige Abnahme

der Bh-Kristallinfraktion wéhrend des Alterungsprozesses beobachtbar.
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Abbildung 25: SEC-HPLC-Profile der wasserléslichen Fraktion von Linsenextrakten aus
Kataraktmutanten. Gezeigt sind die normierten Elutionsprofile der wasserloslichen Fraktion zu verschiedenen
Zeitpunkten von Linsenextrakten aus den Katarakt-Stdimmen Aey7 (aA-V1214E, a), Aca30 (BA2-S47P, b) und
Aey4 (yD-V76D, c). Die chromatographische Trennung der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
in PBS und 20 °C uber eine Superdex 200 10/300 GL Sdule mit bis zu 2 mg an aufgetragenem Gesamtprotein in
je 100 ul Auftragsvolumen. Das Absorptionssignal wurde kontinuierlich bei 280 nm aufgezeichnet. Alle Laufe
wurden als biologische Duplikate durchgefiihrt (Lauf 1: == Lauf 2: ==). Zur leichteren Vergleichbarkeit des
Anteils der einzelnen Fraktionen (HMW- (weil3), alL-Fraktion (grau), B- (orange) und y-Kristalline (blau)),
wurde das normierte Flachenintegral fur die SEC-HPLC-Profile aufgetragen (d,e,f). Die Bh- und B-Kristallin
Fraktion wurde zusammengefasst. Die HMW- und oL-Fraktion in Extrakten aus Aey7-Mdusen waren
chromatographisch nicht trennbar und wurden ebenfalls zusammengefasst. Das Absorptionssignal der DNA
wurde nicht mit in die Auftragung einbezogen.

Verglichen mit den Wildtyp-Mé&usen ist auch hier die starke Abnahme der y-Kristalline wahrend des
Alterns pragend. Die Abnahme stimmt sehr gut mit der Uberein, wie sie durch die 2-DE-Experimente
bestimmt wurde. Der Abbau von y-Kristallinen ist insbesondere bei der Aca30-Mutante sichtbar
(Abbildung 24). Liegt der Anteil der y-Kristalline bei Aca30-M&usen in einem Alter von 6 Monaten
noch bei etwa 50 %, so féllt er innerhalb von 3 Monaten auf 15 %. Die Abnahme der y-Kristalline ist,
wie auch bei den Wildtyp-Méausen, auf den nahezu vollstandigen Abbau von yA-Kristallin, sowie dem
teilweisen Abbau von yE/F- und yB/C-Kristallin zuriickzufihren (Abbildung S3). Im Falle von
Linsenextrakten aus Aey4-Mé&usen ist bereits bei der Geburt weniger y-Kristallin vorhanden.
Verursacht wird die Diskrepanz im Vergleich zu Wildtyp-M&usen durch das niedrige Vorkommen der

Katarakt-assoziierten yD-V76D-Variante.

Um die in den SEC-HPLC-Experimenten beobachtete apparente Groenzunahme der aL-Fraktion in

den Linsenextrakten der Kataraktmutanten zu bestdtigen, wurden Sedimentationsgeschwindigkeits-

74



Ergebnisse und Diskussion

ldufe in einer analytischen Ultrazentrifuge durchgefuhrt. Die Laufe erfolgten dabei nur fiir die al-
Fraktion von Aca30- und Aey4-Mausen, da keine chromatographische Trennung der HMW- und alL-

Fraktion in den Linsenextrakten aus Aey7-Mausen moglich war (Abbildung 26).

a) BA2-S47P b) yD-V76D
Aca30 Aey4
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Abbildung 26: Sedimentationskoeffizientenverteilung der alL-Fraktion aus Linsenextrakten von Aca30-
und Aey4-Ma&usen. Nach der Fraktionierung des wasserléslichen Teils von Linsenextrakten mittels SEC-HPLC,
wurde die alL-Fraktion von Aca30- (a) und Aey4-Méausen (b) durch Ultrazentrifugation analysiert. Die Proben
wurden auf eine Absorption bei 230 nm von < 1,5 in PBS eingestellt und bei 13 000 rpm, 20 °C bis zur
vollstdndigen Sedimentation zentrifugiert. Die Absorption in Abhéngigkeit der Radialposition wurde
kontinuierlich bei 230 nm gemessen. Die Messungen erfolgten als unabhéngiges biologisches Duplikat (Lauf 1:
== Lauf 2: ==) und wurden nach dem g(s*)-Modell mit dem Programm DCDT+ ausgewertet.

Wie auch in der alL-Fraktion aus den Linsenextrakten von Wildtyp-Madusen, verschiebt sich der
apparente Sedimentationskoeffizient nach der Geburt zu etwas gréReren Werten. Die beobachtete
GroRenzunahme konnte neben SEC-HPLC und AUZ auch mittels EM-Aufnahmen gezeigt werden
(Abbildung S6). Der Grund fur die apparente GroRenzunahme konnte, wie auch fur die aL-Fraktion

der Wildtyp-Stdmme vermutete, Modifikation der a-Kristalline sein.

Zusammenfassend ergibt sich aus der Charakterisierung der Linsenextrakte eine erhéhte Plastizitat des
Proteoms in der Augenlinse von Kataraktmutanten und Verschiebung in der Kristallinzusammenset-
zung. So war der Abbau an y-Kristallinen in allen drei Mutantenlinien gegenitiber dem jeweiligen
Wildtyp-Stamm ab einem Alter von etwa 6 Monaten beschleunigt. Der Anteil an y-Kristallinen lag
dabei in gealterten, 12 Monate alten Linsen um etwa die Halfte niedriger als in gleichaltrigen Wildtyp-
Mausen. Ebenso war ein erhdhtes Vorkommen von modifizierten o-Kristallinen, insbesondere bei aA-
Kristallin, zu beobachten. Am auffélligsten war jedoch die starke Reduktion im Anteil des mutierten
Proteins bei allen drei Kataraktmutanten. Im Falle von BA2-S47P war das Protein zu keinem
Zeitpunkt mittels Massenspektrometrie in den 2D-Gelen detektierbar. Weiterhin war in allen
Mutantenlinien der Anteil der HMW- und oL-Fraktion im wasserléslichen Anteil mit dem in
Linsenextrakten aus Wildtyp-Mausen vergleichbar. Dies kénnte nach dem ,,Damage and Titration*-

Modell auf ein immer noch intaktes und ungesattigtes Chaperonnetzwerk hindeuten.
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3.1.3.2 Gelelektrophoretische Analyse der HMW- und aL-Fraktion von Kataraktmutanten

Nach der derzeitigen Modellvorstellung befinden sich in der HMW-Fraktion aggregationsanfallige
Proteine, die durch Bindung an aL-Kristallin in Lésung gehalten werden. Dementsprechend sollte in
der HMW-Fraktion der Kataraktmutanten eine Haufung der Katarakt-assoziierten Varianten zu
beobachten sein. Diese Haufung sorgt fiir eine schnellere Entleerung des Chaperonreservoirs an al-
Kristallin. Dadurch kommt es wahrend des Alterns schneller zu einer Ubersittigung der Augenlinse
mit aggregationsanfélligen Spezies, was letztendlich durch die unkontrollierte Aggregation zu einer
Tribung der Linse fiihrt. Aus der Untersuchung der Linsenextrakte von Kataraktmutanten mittels 2-
DE und SEC-HPLC ergaben sich aber Hinweise, dass das Chaperonnetzwerk in der Linse nicht durch
die Aggregation der Katarakt-assoziierten Varianten (iberlastet war. Aber dennoch ist Katarakt bei
allen Mausmutanten beobachtbar, insbesondere bei Aca30-Mé&usen. In dieser Kataraktmutante war die
Katarakt-assoziierte PA2-S47P-Variante in allen mittels 2-DE untersuchten Linsenextrakten
massenspektrometrisch nicht detektierbar. Um ein besseres Verstandnis tber den moglichen Verbleib
der Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten zu entwickeln, wurde die HMW- und oL-Fraktion aller
Kataraktmutanten mittels 2-DE untersucht (Abbildung 27). Unerwarteterweise war in keiner der
untersuchten HMW-Fraktionen aller Kataraktmutanten zu keinem Zeitpunkt eine signifikante
Anreicherung an Katarakt-assoziierte Variante zu beobachten. Auch konnte kein geh&uftes
Vorkommen an anderen - oder y-Kristallinen detektiert werden. Zwar konnten - (BA1, BB1, B2,
BB3) und y-Kristalline (yB/C, yD, yE/F, yS) sowie andere Proteine, wie G-Aktin oder Hsp-27,
detektiert werden, diese zeigten aber keine starke Haufung in der HMW-Fraktion. Vielmehr waren die
HMW- und alL-Fraktion relativ dhnlich in ihrer Zusammensetzung. In der HMW-Fraktion war ein
etwas hoherer Anteil an B-Kristallinen beobachtbar. Allerdings stellten in beiden Fraktionen die a-
Kristalline (aAis, oA, aB) mit 80-100 % den Grofteil der detektierbaren Proteine zu jedem der
untersuchten Zeitpunkte. Erstaunlicherweise auch nachdem die Mause bereits eine fast vollstandige
Tribung der Linse ab einem Alter von 6 Monaten entwickelt hatten (Abbildung 19). Trotz der
ahnlichen Proteinzusammensetzung der HMW- und oL-Fraktion zeigen sich aber deutliche
Unterschiede zwischen den Kataraktmutanten hinsichtlich der PartikelgroRe in den EM-Aufnahmen
(Abbildung 27). In den Linsenextrakten aus Aey4-Mausen war die alL-Fraktion nicht mittels SEC-
HPLC von der HMW-Fraktion trennbar. Die EM-Aufnahmen dieser Fraktion zeigen eine Mischung
aus kleineren aL-Kristallin-Partikeln von etwa 15 nm Grol3e und groRen Aggregat-ahnlichen Partikeln
mit bis zu 50 nm GroRe. Ahnlich groRe Partikel sind auch in der HMW-Fraktion von Linsenextrakten
aus Aca30-Mdausen sichtbar. In der al-Fraktion sind hauptsachlich Kkleinere olL-Kristallin-Partikel
sichtbar. In der HMW-Fraktion von Linsenextrakten aus Aey4-Mausen hingegen, sind trotz der
Trennbarkeit von HMW- und aL-Fraktion auch kleinere Partikel in der HMW-Fraktion sichtbar. Die
oL-Fraktion in den Extrakten aus Aey4-Mé&usen besteht ebenfalls aus Partikeln von circa 15 nm GroRe

und passt in der Partikelform und -gréRRe zu Beobachtungen mit Extrakten aus gesunden Rindern (44).
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Abbildung 27: 2-DE- und EM-Analyse der HMW- und aL-Fraktion von Kataraktmutanten. Nach der
chromatographischen Trennung der wasserldslichen Teils von Linsenextrakten aus Aey7- (a), Aca30- (b) und
Aey4-Mdausen (c) mittels SEC-HPLC, wurde die HMW- (glatte Balken) und oL-Fraktion (schraffierte Balken)
mit 2-DE und EM (MaBstabsskala: 50 nm) untersucht. Zur leichteren Vergleichbarkeit wurde eine
densitometrische Analyse der 2D-Karten mit dem Programm ImageJ durchgefiihrt und das Kristallinsignal auf 1
normiert (aA-Kristallin (weil), oB-Kristallin (grau), B-Kristalline (orange) und y-Kristalline (blau). Die
Identifizierung der Proteinspots erfolgte durch MALDI-TOF-MS und Abgleich der Spektren mit der NCBI-
Proteindatenbank. Die beiden Kristallinisoformen aA- und aAjs-Kristallin wurden zusammengefasst. Im Falle
von Linsenextrakten aus Aey7-Méausen war die oL-Fraktion nicht von der HMW-Fraktion trennbar. Fir die
gezeigten 2D-Gele, der HMW- und aL-Fraktionen aus Extrakten von 6 Monate alten Mausen wurden bis zu
25 ug an Gesamtprotein aufgetragen.

3.1.4 Kleinwinkel-Rontgenstreuung von murinen Linsen und Linsenextrakten

Um die rdumliche Packung der murinen Kristalline in Linsenextrakten und der intakten Augenlinse zu
untersuchen, wurden Kleinwinkel-Réntgenstreuungsexperimente (SAXS-Experimente) durchgefiihrt.
Die Experimente erfolgten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Madl
(Gottfried Schatz Forschungszentrum, Institut fir Molekularbiologie und Biochemie, Medizinische
Universitat Graz, AUT). Zum Zeitpunkt der schriftlichen Abfassung dieser Arbeit, lag noch keine
endgiltige Auswertung der Daten vor, sodass im Folgenden die bislang vorliegenden Ergebnisse
zusammengefasst sind (personliche Kommunikation, Tobias Madl).

Eine Charakterisierung der Linsenextrakte aus Mausen mittels SAXS war moglich. In den
Linsenextrakten nimmt die Grolle der Kristallinoligomere mit dem Lebensalter in den Wildtyp-
Stdmmen zu. Liegt der Gyrationsradius bzw. die Partikelgrofie bei etwa 6,9 nm und 480 kDa in den
Linsenextrakten aus 1 Monate alten Mausen, steigen beide GrofRen auf etwa 7,8 nm und 790 kDa in
den Extrakten aus 9 Monate alten Tieren. Weiterhin dissoziieren die grofen Oligomere in den

Linsenextrakten nicht bei Verdinnung. Die Zunahme der PartikelgroRe dabei stimmt gut mit den
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Beobachtungen aus den SEC-HPLC-, AUZ- und EM-Messungen tiberein. In den Experimenten konnte
eine apparente GroRenzunahme der alL-Kristalline im Alter sowohl fur Wildtyp-Mause als auch fiir
die Kataraktmutanten gezeigt werden (3.1.1.1, 3.1.3.1). Diese bedingt vermutlich auch die in den

SAXS-Experimenten beobachtete Zunahme der Oligomergrole.
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Abbildung 28:SAXS-Streukurve von Linsenextrakten und intakten Linsen aus C57BI1/6J Wildtyp-M&usen
und Aca30 Kataraktmutanten. Die Streukurven wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tobias Madl
(Gottfried Schatz Forschungszentrum, Institut fir Molekularbiologie und Biochemie, Medizinische Universitat
Graz, AUT) aufgenommen. Es wurden sowohl Linsenextrakte (==) als auch intakte Linsen (=) aus C57BI/6J
Wildtyp-Mé&usen (schwarz) als auch einer Kataraktmutante (Aca30, BA2-S47P, rot) untersucht. Das
charakteristische Kristallinsignal bei 70 A und der Bragg-Abstand bei 160 A sind mit einem Pfeil (—) markiert.

Mit isolierten, intakten Augenlinsen konnten erstmals SAXS-Messungen mit einer intakten
Augenlinse durchgefiihrt werden. Die intakte Augenlinse aus C57BI/6J Wildtyp-Mdusen zeigt zwei
relevante Signale bei 70 A und 160 A (Abbildung 28). Das Signal bei 70 A ist kennzeichnend fiir
Kristalline. Die Auflosung der Streukurven mit intakten Linsen war dabei deutlich besser als mit den,
bisher in der Literatur verwendeten, Linsenextrakten. Die weitreichende Anordnung der Kristalline in
den Wildtyp-Linsen entspricht einem Bragg-Abstand von etwa 160 A und spiegelt die raumliche
Packung der Kristalline durch langreichweitige Wechselwirkungen in der Linse wieder. Im Vergleich
zwischen den Wildtyp-Mé&usen zeigen die Kristalline in der 9 Monate alten Linse von C3HeB/FeJ-
M@ausen eine etwas weniger starke Ordnung der Packung als die Kristalline in der Linse von C57BI/6J-
Mausen. In den Linsen von Aca30-Méusen ist ebenfalls ein fur Kristalline charakteristisches Signal
bei 60 A zu sehen (Abbildung 28). Allerdings scheint die Struktur der Kristalline in der intakten Linse
mit 150 A etwas kompakter zu sein. Die apparente Kompaktierung der Proteine in der Linse ist
insofern interessant, da bei Aca30-M&usen mit BA2-KTristallin ein -Kristallin mit nur geringem Anteil
in der Augenlinse betroffen ist. Wahrend der Anteil von BA2 bei 2,5 % in den Wildtyp-Mausen liegt,
ist die Katarakt-assoziierte Mutation BA2-S47P in Aca30-Mé&usen nicht detektierbar. Offensichtlich
reichen bereits geringen Stérungen in der Zusammensetzung der Kristalline in der Augenlinse aus, um
zusammen mit natdrlichen, alterungsbedingen Vorgéngen friih einsetzenden Katarakt zu verursachen.
Die Empfindlichkeit gegentber Anderungen in der Kristallinzusammensetzung der Augenlinse,
konnte einen Ansatz bieten, die mitunter sehr unterschiedlichen Beobachtungen in den
Kataraktmutanten zu erklaren. Um diese Annahme zu bestétigen werden noch SAXS-Messungen mit
den Augenlinsen von Aey7- (aA-V124E) und Aey4-Mé&usen (yD-V76D) durchgefihrt.
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3.2 Inkorporation von pCNF in humanes aB-Kristallin als FRET-Sonde

Humanes aB-Kristallin gehért zur Superfamilie der kleinen Hitzeschockproteine (sHsp) und dient als
Schutz gegen Proteinaggregation unter Stressbedingungen. Diese Aufgabe erfullt es, in dem es an
aggregationsanfallige (teil-) entfaltete Proteine bindet und so die Aggregation verhindert. In Ldsung
bildet das 20 kDa groRe Protein hochmolekulare Oligomere von bis zu 48 Untereinheiten mit einer
molekularen Masse von etwa 960 kDa. Die am stérksten populierte Spezies ist das 24-mer mit einer
entsprechenden molekularen Masse von etwa 480 kDa. Diese hochmolekularen Spezies werden als
Speicherform mit geringer Chaperonaktivitat gesehen (56). Auf einen aktivierenden Stimulus hin, wie
etwa Hitzestress, zerfallen die hochmolekularen Spezies in Kkleinere, chaperonaktive Oligomere (65).
Die kleineren Oligomere, hauptsachlich 12- und 6-mere, halten die aggregationsanfélligen
Substratproteine in Lésung und bilden dabei wiederum hochmolekulare Komplexe. Anders als ATP-
abhangige Chaperone, wie Hsp70 und Hsp90, besitzen die kleinen Hitzeschockproteine keine
Riickfaltungsaktivitat. Fur die Rickfaltung von Proteinen sind sie daher auf die ATP-abhédngigen
Chaperonsysteme angewiesen (164). Eine Zusammenarbeit zwischen den sHsps und den ATP-
abhangigen Chaperonsystemen bei der Riickfaltung von Proteinen konnte bereits gezeigt werden
(64,65). Allerdings sind die mikroskopischen Ratenkonstanten des Zerfalls in kleinere Oligomere auf
einen Stimulus hin, der Bindung von Substraten und der Substratweitergabe an das Hsc70/40-System
von humanem aB-Kristallin bisher noch unbekannt.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein FRET-System erarbeitet, das es
ermdglichen konnte, die Bindung von Substraten an humanes aB-Kristallin und die Weitergabe des
Substrats an das ATP-abhéngige Hsc70/40-System zu verfolgen. Durch den gewdahlten Ansatz kann
auch die Dissoziationsrate von aB-Kristallin bei Zugabe von Substrat bestimmt werden. Grundlage

des Systems war der Einbau der unnaturlichen Aminoséure pCNF in humanes aB-Kristallin.
3.2.1 Die unnaturliche Aminosadure pCNF als Grundlage eines Tripel-FRET-Systems

Fur die Etablierung eines Tripel-FRET-Systems zur Untersuchung der Substratbindung, der
Substratweitergabe und auch der Oligomerdissoziation von aB-Kristallin wurden die FRET-Paare:
pCNF-Trp und Trp-AEDANS genutzt. Bei pCNF handelt es sich um ein Phenylalanin-Analog mit
einer Nitrilgruppe in para-Position, das durch die Erweiterung des genetischen Codes (Genetic Code
Expansion) von E. coli in aB-Kristallin eingebaut wurde (Abbildung 29). Fur die Erweiterung des
genetischen Codes von E. coli wird ein orthogonales tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paar aus
Methanococcus jannaschii genutzt. Dabei wird das tRNA™/Tyrosyl-tRNA-Synthetase-Paar (TyrRS)
durch gerichtete Evolution zum spezifischen Einbau einer unnatlrlichen Aminosaure evolviert (165-
167). Als Erkennungssequenz flr den Einbau der unnatirlichen Aminosdure in die Polypeptidkette
durch das bakterielle Ribosom dient das selten verwendete Amber-Stopcodon (TAG). Durch den

Einbau von pCNF in das Protein fluoresziert oB-Kristallin nach Anregung bei 240 nm im
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Wellenlangenbereich um 297 nm. Die strahlenlose Energietibertragung zwischen pCNF und Trp bei
raumlicher Nahe der beiden FRET-Partner kann in der Folge genutzt werden um Bindungsereignisse
zu detektieren (Ro(2/3) 16 A, (168)). Die Oligomerdissoziation von aB-Kristallin bei Zugabe eines
Trp-freien Substrat kann durch Mischung von aB-wt und aB-pCNF mit nachfolgender Substratzugabe
Uber die Fluoreszenzanderung verfolgt werden. So kdnnen neben der Ratenkonstanten der
Substratbindung, auch die mikroskopischen Ratenkonstanten der Oligomerdissoziation von oB-
Kristallin in Gegenwart von Substrat mit dem FRET-Paar pCNF-Trp bestimmt werden. Die
Weitergabe von Trp-haltigen Substraten von aB-pCNF an Hsc70 kann durch den FRET-Ubertrag von
Trp zu AEDANS verfolgt werden (Ry(2/3) 22 A, (169)). Die kovalente Modifikation mit IAEDANS
erfolgt dabei Uber die Thiolgruppe des in Hsc70* hinzugefiigten C-terminalen Cysteins durch
nukleophile Substitution (Sy1-Mechanismus) mit I" als Abgangsgruppe. Das Cystein wurde durch
Verlangerung des C-Terminus einer Trp-freien Hsc70-Variante (W90,580F) um zwei Aminosauren
(Gly-Cys) (Hsc70 W90,580F, 647G, 648C, abgekdrzt als Hsc70*) eingebracht.

a) L-pCNF b) L-Trp ) IAEDANS

(0]
‘l)l NH
_ve
I
o
A, ~240 nm, A ~297 nm A, ~280 nm,7A ~336 nm A, ~336 nm, A ~490 nm

Abbildung 29: Strukturformeln der eingesetzten Fluorophore. Die fluoreszierende Aminosaure L-pCNF (a)
tragt eine Nitrilgruppe in der para-Position des aromatischen Rings. Das Anregungsmaximum liegt bei etwa
240 nm, das Emissionsmaximum bei 297 nm. L-Trp (b) kommt natiirlicherweise in Proteinen vor und zeigt ein
Anregungsmaximum bei 280 nm bzw. Emissionsmaximum bei circa 336 nm. IAEDANS (c) kann Uber die
Thiolgruppe von Cysteinen in Proteinen kovalent gekoppelt werden und absorbiert maximal bei etwa 336 nm.
Das Emissionsmaximum liegt bei 490 nm. Die drei Verbindungen bilden ein dreifaches FRET-Paar und kdnnen
eingesetzt werden um die Bindung von Substraten an oB-Kristallin, sowie die Weitergabe des Substrats an
Hsc70 zu verfolgen. Der Forsterradius fiir das FRET-Paar pCNF-Trp betrégt 16 A und 22 A fiir das FRET-Paar
Trp-AEDANS. Die Strukturformeln wurde mit dem Programm ChemBioDraw Ultra 14.0.0.117 erstellt.

Fir den Einbau von pCNF mittels Genetic Code Expansion musste zunéchst eine geeignete Position in
einer Trp-freien aB-Kristallin Variante gefunden werden. aB-Kristallin besitzt zwei nattrlich
vorkommende Tryptophane an Position 9 und 60 in der Primarstruktur. Die beiden Tryptophane
mussten als zwingende Grundvoraussetzung fur das Funktionieren des geplanten FRET-Systems
entfernt werden und eigneten sich daher als mdgliche Positionen fir den Einbau von pCNF. Der
Vorteil von pCNF liegt auch darin, dass es als Substituent sowohl in einer hydrophilen als auch

hydrophoben Umgebung genutzt werden kann (170-172). Als Substituent fur das zweite Trp wurde
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Phe gewahlt. Nach den Skala von Rose et al. und Eisenberg et al. unterscheiden sich Trp und Phe
kaum in ihrer Hydrophobizitat (173,174). Daher fihrt die Verwendung von pCNF als Substituent fiir
Trp bzw. von Phe fir Trp zu einer geringen Auswirkung auf die Eigenschaften der flexiblen N-
terminalen Region (NTR) von aB-Kristallin. Die NTR (Abbildung 4) ist von besonderer Wichtigkeit
fiir die Ausbildung von héhergeordneten Oligomeren und flr die Bindung von amorph aggregierenden
Aggregaten, wie Lysozym. Wird die NTR entfernt, kann aB-Kristallin die amorphe Aggregation von

Lysozym nicht mehr unterdriicken (58).
3.2.2 Einbau von pCNF in humanes aB-Kristallin durch Genetic Code Expansion

Um eine pCNF-haltige Variante von aB-Kristallin zu erhalten, wurde die Einbaueffizienz der
unnatdrlichen Aminoséure durch Genetic Code Expansion in E. coli an den Positionen 9 und 60 in der
Primarsequenz untersucht. Bislang ist die Inkorporationseffizienz von unnatiirlichen Aminoséuren bei
Genetic Code Expansion nicht vorhersagbar (175,176). Fir aB-Kristallin erwies sich der Einbau an
Position 9 durch Tausch des fir Trp codierenden Triplets gegen das Amber-Stopcodon (TAG) am
effizientesten. Bei einem Tausch des Triplets an Position 60 in der Primadrsequenz von oB-Kristallin
war kaum Einbau von pCNF beobachtbar (Abbildung 30).

a) aB-WIpCNF, W60F b) aB-WIF, W60pCNF
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Abbildung 30: Inkorporation von pCNF in aB-Kristallin an Position 9 und 60 durch Genetic Code
Expansion von E. coli. Gezeigt ist der Einbau der unnatirlichen Aminoséure pCNF in humanes oB-Kristallin
an verschiedenen Positionen (Position 9 und 60) durch Genetic Code Expansion von E. coli. Wahrend der
Produktion des rekombinanten Proteins wurde in zeitlichen Abstdnden Zellsuspension aus dem Kulturmedium
entnommen und das Rohextrakt mittels 15%iger (w/v) SDS-PAGE analysiert. Die Produktion der aB-
Kristallinvarianten erfolgte nach dem Protokoll von Hammill et al. mit variabler Konzentration an pCNF im
Medium (0-5 mM Endkonzentration) bei 37 °C (siehe 2.2.4) (110). Bereits 4 h nach Animpfen des
Kulturmediums ist eine deutliche Zunahme an rekombinantem aB-pCNF zu erkennen (). Die Autoinduktion
erfolgte durch Zusatz von 0,05 % (w/v) L-(+)-Arabinose. Als Referenz wurde oB-wt unter gleichen
Bedingungen ohne Zusatz von pCNF produziert. Die Proteinproduktion fand im 25 ml-Mafstab statt.

Hinsichtlich der Inkorporationseffizienz von pCNF an Position 60 war keine Steigerung bei héherer
pCNF-Konzentration im Kulturmedium beobachtbar (Abbildung 30b). An Position 9 hingegen, war
bereits bei einer Endkonzentration von 2 mM pCNF der Einbau in aB-KTristallin gut sichtbar. Durch
weitere Steigerung der pCNF-Konzentration im Kulturmedium konnte die Inkorporationseffizienz

weiter erhoht werden (Abbildung 30a). Fir die Produktion in gréRerem Malistab wurde die
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Endkonzentration von pCNF auf 4 mM festgelegt und das Konstrukt aB-Kristallin W9TAG, W60F
verwendet (aB-pCNF). Die Proteinproduktion in gréferen Volumina (500 ml Medium) erfolgte in
Autoinduktionsmedium mit 0,05 % (w/v) L-(+)-Arabinose nach Hammill et al. (110). Die Expression
des Zielgens wird durch Aufnahme von L-(+)-Arabinose, nach Verbrauch der D-(+)-Glukose, in die E.
coli-Zellen durch den L-(+)-Arabinose-induzierbaren Promoter (araB) induziert. In Abbildung 31 ist
die Produktionskinetik des rekombinanten Proteins gezeigt. Das Vorkommen von aB-pCNF im
Rohextrakt ist nach 5 h erstmals beobachtbar und erreicht nach etwa 14-18 h einen konstanten Wert.

Die Ausbeute an aB-pCNF nach Reinigung lag dabei bei etwa 2 mg Protein pro Liter Kulturmedium.
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Abbildung 31: Inkorporation von pCNF in aB-Kristallin durch Genetic Code Expansion von E. coli.
Gezeigt ist der Einbau der unnaturlichen Aminosdure pCNF in humanes oB-Kristallin W9TAG, W60F durch
Genetic Code Expansion von E. coli. Wéhrend der Produktion des rekombinanten Proteins wurde in zeitlichen
Abstanden Zellsuspension aus dem Kulturmedium entnommen und das Rohextrakt mittels 15%iger (w/v) SDS-
PAGE analysiert. Die Produktion von aB-pCNF erfolgte nach dem Protokoll von Hammill et al. bei 37 °C
(siehe 2.2.4) (110). Etwa 5 h nach Animpfen des Kulturmediums ist eine deutliche Zunahme an rekombinantem
0oB-pCNF zu erkennen (). Die Autoinduktion erfolgte durch Zusatz von 0,05 % (w/v) L-(+)-Arabinose. Die
Proteinproduktion fand im 500 ml-MaRstab statt.

Nach der erfolgreichen Produktion des rekombinanten Proteins in E. coli wurde aB-pCNF wie unter
2.2.4 beschrieben gereinigt. In Abbildung 32a ist die gelelektrophoretische Analyse des gereinigten
oB-pCNF gezeigt. Die berechnete molekulare Masse von aB-pCNF betragt ca. 20 kDa, jedoch zeigt
diese Variante, wie auch das Wildtyp-Protein, ein apparentes Laufverhalten von ca. 23 kDa. Die
Identitdt des Proteins konnte jedoch mittels MALDI-TOF-MS und Abgleich gegen die NCBI-
Proteindatenbank mehrfach redundant bestatigt werden (Trefferwert: 185, signifikant ab > 65, p <
0,05). Als Kontrolle wurde zusétzlich das Fluoreszenzspektrum von Wildtyp-aB-Kristallin bei
gleicher Anregungswellenldnge aufgezeichnet (Abbildung 32b). Wird das Protein bei 240 nm
angeregt, fluoresziert es mit einem Maximum bei etwa 297 nm. Das Emissionsmaximum von oB-
pPCNF entspricht dabei dem, wie es auch fiir andere Proteine mit inkorporierten pCNF beobachtet
wurde (170). Fir aB-wt ist nach Anregung bei 240 nm nur ein geringes Fluoreszenzsignal im Bereich
von 340 nm detektierbar, das vermutlich durch Anregung der zwei natirlich vorkommenden

Tryptophane (W9 und W60) verursacht wird.

82



Ergebnisse und Diskussion

a) b)
kDa '1 2
: 300+
4 8
S
31- ’ § 200 -
=]
— =
21,5-|@ = 00t
14,4-@ T T
LT 350 400 450
Wellenliinge (nm)

Abbildung 32: SDS-PAGE und Fluoreszenzspektrum von aB-pCNF. Gezeigt ist die gelelektrophoretische
Analyse von gereinigtem aB-pCNF nach der abschlieBenden GréfRenausschlusschromatographie. Die Trennung
erfolgte durch 15%ige (w/v) SDS-PAGE nach Laemmli (a, Bahn 1: Molekulargewichtsstandard, Bahn 2: aB-
PCNF). Um den Einbau der Aminoséure zu verifizieren, wurde ein Fluoreszenzspektrum von oB-pCNF (=)
aufgezeichnet (b). Als Kontrolle diente aB-wt (—). Die Spektren wurden bei einer Proteinkonzentration von je
1 uM in Quarzkivetten der Schichtdicke 1 cm aufgenommen. Alle Messungen wurden in PBS bei 37 °C
durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte bei 240 nm. Die Spaltbreiten von Anregung und Emission betrugen 2,5 nm
und 5 nm, bei einer Messgeschwindigkeit von 200 nm/min und Ddmpfung von 2 s.

3.2.3 Biochemische Charakterisierung von aB-pCNF

Nachdem der Einbau von pCNF in humanes aB-Kristallin durch Genetic Code Expansion erfolgreich
war, wurde die Integritat der aB-Kristallinvariante vergleichend zum Wildtyp-Protein untersucht.
Dazu wurden neben der Chaperonaktivitat, die Oligomergrél3e mittels analytischer Ultrazentrifugation
und die Geschwindigkeit des Untereinheitenaustauschs bestimmt.

Kleine Hitzeschockproteine konnen die Aggregation von Proteinen unterdriicken, indem sie an (teil-)
entfaltete Proteine binden und diese so in Ldsung halten. Ist dies nicht moglich, kann es durch die
Aggregation des Substratproteins zur Bildung von grof3en, lichtstreuenden Aggregaten kommen. Diese
Aggregate sind durch die Anderung der relativen Absorption bei 350 nm durch Lichtstreuung
detektierbar und bilden das Messprinzip zum Test der Chaperonaktivitat. Als Substrat diente die
mitochondriale L-Malatdehydrogenase aus Schweineherz (MDH), die bei einer Temperatur von 42 °C
denaturiert und amorphe Aggregate bildet. Um eventuelle Auswirkungen der Inkorporation von pCNF
in aB-Kristallin zu Gberprifen, wurde die Chaperonaktivitat von aB-pCNF und oB-wt gegenuber
dem Modellsubstrat MDH bestimmt (Abbildung 33). Ohne Chaperon kommt es zur Aggregation von
thermisch denaturierter MDH und der Bildung von amorphen Aggregaten. Diese bedingen den
Signalanstieg auf 0,7 innerhalb von etwa 40 min. Wird Chaperon zugegeben, so verschiebt sich zum
einen die Zeit bis erste Aggregate detektierbar sind und der Endwert des gemessenen Signals. Die
relative Aggregation korreliert dabei mit der Konzentration an aB-Kristallin. Bei einem dquimolaren
Verhaltnis von Chaperon zu Substrat, verhindert aB-Kristallin die Aggregation von MDH nahezu
vollstdndig (Abbildung 33a). Verglichen mit dem Wildtyp-Protein ist die pCNF-Variante von oB-
Kristallin hinsichtlich der Chaperonaktivitdt gegeniber MDH nahezu identisch (Abbildung 33b).
Beide Proteinvarianten unterdriicken die relative Aggregation von MDH um etwa die Hélfte bereits
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bei einem substdchiometrischen Verhéltnis von circa 1:8 und nahezu vollstandig bei dquimolarer

Konzentration von aA-Kristallin:MDH (jeweils bezogen auf die Konzentration des Monomers).
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Abbildung 33: Chaperonaktivitét von aB-pCNF und aB-wt gegenliber dem Modellsubstrat MDH. a) Zur
Bestimmung der Chaperonaktivitat von oB-pCNF wurde die Entfaltung von 4 uM MDH in PBS bei 42 °C
thermisch induziert und die Aggregation durch die Anderung der relativen Absorption bei 340 nm mit steigender
Konzentration an aB-pCNF in Triplikaten verfolgt. In Teilabbildung a) sind die Aggregationskinetiken von aB-
pCNF gezeigt (O (M), 0,25 (W), 05 (@), 1 (A) und 4 pM (V) aB-pCNF). b) Als Vergleich wurden die
Experimente auch mit aB-wt durchgefiihrt und die relative Chaperonaktivitat gegen die Konzentration an oB-
Kristallin aufgetragen (oB-pCNF (H), oB-wt (H)). Die relative Aggregation wurde dabei auf
Kontrollmessungen mit MDH (4 uM) ohne zusétzliches Chaperon normiert.

Neben der Funktion bei der Bindung von amorph-aggregierenden Substraten, ist die N-terminale
Region in oB-Kristallin von grofler Bedeutung fur die apparente Oligomergrofie (65). Um zu
untersuchen, ob die fur den Einbau der unnatirlichen Aminosdure notwendigen Mutationen (W9TAG,
WG60F) die Oligomerstruktur von aB-Kristallin stéren, wurde analytische Ultrazentrifugation
durchgefiihrt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Sedimentationskoeffizientenverteilung von aB-Kristallin-Varianten. Aufgetragen ist die
Sedimentationskoeffizientenverteilung von aB-pCNF (=) und aB-wt (==). Zur Bestimmung der Verteilung
wurden 10 M Protein in PBS bei 34 000 rpm und 20 °C in Triplikaten bis zur vollstdndigen Sedimentation in
der analytischen Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Absorption der Proben bei 230 nm wurde kontinuierlich in
Abhéngigkeit der Radialposition gemessen. Die Datenauswertung erfolgte nach dem g(s*)-Modell mit dem
Programm DCDT+ (a) und dem c(s)-Modell mit dem Programm SedFit (b). Der resultierende mittlere
Sedimentationskoeffizient (Seow)) von aB-pCNF stimmte zwischen den Modellen und mit dem Wildtyp-Protein
sehr gut Gberein. Gezeigt ist jeweils eine reprasentative Sedimentationskoeffizientenverteilung.

Die Sedimentationskoeffizientenverteilung fur aB-pCNF und aB-wt sind sehr gut vergleichbar mit
einem mittleren Sedimentationskoeffizienten (Spow): Normiert auf Wasser und 20 °C) von 14,3 S fir

oB-pCNF und 14,6 S fur oB-wt bei der Datenanalyse mit dem Programm DCDT+. Bei Auswertung
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der Sedimentationsprofile mit dem Programm SedFit liegt der spow-Wert fur beide oB-
Kristallinvarianten bei 14,4 S und stimmt sehr gut mit dem berechneten Literaturwert fiir das 24-mer
von 145 S iberein (23). Beide Programme nutzen die gemessenen Sedimentationsprofile fir die
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten, verwenden aber unterschiedliche mathematische
Modelle zur numerischen Lésung der Lamm-Gleichung (116,117,177). Bei dem c(s)-Modell wird die
Ruckdiffusion der Proteinmolekiile durch einen Zusatzterm bei Verwendung der Lamm-Gleichung
korrigiert. Daher erscheint die c(s)-Verteilung schmaler, als die nicht-diffusionskorrigierte g(s*)-
Verteilung. Jedoch sind beide Auswertemodelle gleichermafen valide (178).

Als letzter Punkt zum Vergleich der Eigenschaften zwischen Wildtyp-Protein und aB-pCNF wurde
der Untereinheitenaustausch zwischen den oB-Kristallinoligomeren untersucht. Das kleine
Hitzeschockprotein aB-Kristallin bildet zwar grof3e, oligomere Komplexe, allerdings sind diese
Komplexe nicht statisch sondern unterliegen einem standigen Austausch von Protomeren (24,65,179).
Neutronenstreuungs- und massenspektrometrische Experimente deuten darauf hin, dass der Austausch

uber monomeres aB-Kristallin erfolgt (180).
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Abbildung 35:Untereinheitenaustausch von aB-pCNF mit aB-Kristallinvarianten. Der Untereinheitenaus-
tausch von oB-pCNF (1 pM) mit einem 25-fachen molaren Uberschuss an aB-wt (a) und einer
phosphomimetischen oB-3E-Variante (b) wurde uber die Abnahme des Fluoreszenzsignals bei 297 nm (H) nach
Anregung bei 240 nm verfolgt. Die Messungen erfolgten in einer Fluoreszenzrihrkivette mit 1 cm Schichtdicke
bei 37 °C in PBS mit einer Anregungs- und Emissionsspaltbreite von 2,5 nm und 5 nm mit einer Dampfung von
2 s. Die Ratenkonstante des Untereinheitenaustauschs wurde durch nicht-linearen Angleich an die Messdaten mit
einer Exponentialfunktion erster Ordnung ermittelt und der Fluoreszenzverlauf normiert.

In Abbildung 35 ist der Verlauf des Fluoreszenzsignals von aB-pCNF nach Zugabe eines 25-fachen
molaren Uberschusses an oB-wt und einer phosphomimetischen Variante oB-3E (S19,45,59E)
gezeigt. Die phosphomimetische aB-3E-Variante ist dabei deutlich kleiner, sowie chaperonaktiver als
das Wildtyp-Protein und zeigt einen schnelleren Untereinheitenaustausch (65). Die
Fluoreszenzverldufe zeigen einen deutlichen Unterschied in der Austauschrate von aB-pCNF mit dem
Wildtyp-Protein und der aktivierten, phosphomimetischen aB-3E-Variante. Die Austauschrate von
aB-pCNF mit aB-wt bzw. aB-3E wurde zu 0,064 min™ und 0,306 min™ bestimmt. Die Werte
stimmen sehr gut mit den Literaturwerten fir aB-wt (0,053 min™) und aB-3E (0,369 min™) tiberein
(65). Hinsichtlich der Chaperonaktivitat, Quartarstruktur und Dynamik des Oligomeraustausches ist

oB-pCNF sehr gut mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar. Es zeigte eine gleiche Chaperonaktivitat
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gegenliber MDH und konnte die Aggregation des Modellsubstrates bereits bei substdchiometrischen
Konzentrationen deutlich verringern. Die Sedimentationskoeffizientenverteilung von aB-pCNF und
dem Wildtyp-Protein stand ebenfalls in guter Ubereinstimmung und zeigte die typische breite
Verteilung an verschieden grofRen Oligomeren. Weiterhin stdrte der Einbau der unnatirlichen
Aminosdure an Position 9, sowie die gleichzeitige Mutation WG60F die Dynamik des
Untereinheitenaustausches nicht. Die Variante aB-pCNF (W9TAG, W60F) war in allen untersuchten
Eigenschaften mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar. Demnach war aB-pCNF als Basis des Tripel-
FRET-Systems zur Untersuchung der Substratbindung und Weitergabe an Hsc70, sowie der Dynamik

des Untereinheitenaustausches in Gegenwart von Trp-freien Substraten geeignet.
3.2.4 Bindung von Proteinsubstraten an aB-pCNF

Bislang konnte die Bindung von aB-Kristallin an Substrate noch nicht kinetisch verfolgt werden. Eine
detaillierte  Beschreibung der Ratenkonstanten bei der Substratbindung und bei der
Oligomerdissoziation, kdnnte helfen, die molekularen VVorgénge bei der Substraterkennung und -
bindung besser zu verstehen, insbesondere welche Rolle die N-terminale Region von aB-Kristallin
dabei spielt. Um diese Wissenslucke zu schlielen, wurde die Bindung von Proteinsubstraten an oB-
PCNF photometrisch untersucht. Als Proof of Concept flr die Anwendbarkeit des pCNF-Trp-FRET-
Systems zur Untersuchung der Substratbindung des kleinen Hitzeschockproteins, wurden zunéchst
oB-pCNF und Lysozym inkubiert. Um die Bindung von aB-pCNF an Lysozym zu induzieren, wurde
der Proteinlésung ad 1 mM Reduktionsmittel (TCEP) zugegeben. Lysozym aus Huhnereiweis
(UniProt-ID: P00698-1) besitzt insgesamt 6 Trp-Reste und 4 strukturelle Disulfidbriicken, die bei
Reduktion eine Entfaltung und Aggregation des Proteins verursachen. Die Bindung von Lysozym an

aB-pCNF wurde durch den FRET-Ubertrag auf die Trp-Reste in Lysozym verfolgt.
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Abbildung 36: Bindung von entfaltendem Lysozym an aB-pCNF. Um die Bindung von (teil-) entfalteten
Proteinen an aB-pCNF zu untersuchen, wurde die Entfaltung des Modellsubstrats Lysozym durch Zugabe von
Reduktionsmittel (1 mM TCEP) induziert und die Anderung des Fluoreszenzsignals (H) bei 295 nm verfolgt.
Die Grundlage ist der FRET-Ubertrag zwischen pCNF in aB-Kristallin und den Trp-Resten in Lysozym. Die
Messung erfolgte mit 4 uM aB-pCNF und 1 pM Lysozym in PBS in einer Fluoreszenzriihrkiivette der
Schichtdicke 1 cm bei 37 °C. Die Anregungswellenlange lag bei 240 nm, die Emissionswellenlédnge bei 295 nm.
Die Spaltbreite der Anregung betrug 2,5 nm, die der Emission 5 nm. Die Ddmpfung lag bei 2 s.
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In Abbildung 36 ist die Anderung der Donorfluoreszenz bei 297 nm bei Zugabe von Reduktionsmittel,
nach vorheriger Inkubation der Proteinlésung, gezeigt. Bereits wenige Minuten nach Zugabe von
TCEP ist ein deutlicher Abfall der Donorfluoreszenz zu beobachten, was auf eine Bindung von
Lysozym an aB-pCNF und FRET-Ubertrag zwischen pCNF und den Tryptophanen in Lysozym
schlieen lasst. Allerdings ist eine quantitative Auswertung der Daten nicht mdglich, da sich
mindestens zwei Prozesse (berlagern: Die Bindung von denaturiertem Lysozym an aB-pCNF und die

gleichzeitig stattfindende, durch Reduktion induzierte, konformationelle Entfaltung von Lysozym.

Um gezielt die Bindung von Substrat an aB-pCNF zu verfolgen, wurden Handmischexperimente mit
vollstandig reduziertem und in 8 M Harnstoff denaturiertem Lysozym durchgefiihrt. Dazu wurde o.B-
pCNF vorgelegt und die Abnahme der Donorfluoreszenz bei 295 nm nach Zugabe von denaturiertem

Lysozym verfolgt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Bindung von denaturiertem Lysozym an aB-pCNF. Um die Bindung von vollstandig
entfalteten Proteinen an oB-Kristallin spektroskopisch zu verfolgen, wurde aB-pCNF vorgelegt und
verschiedene Konzentrationen an reduziertem, in 8 M Harnstoff geléstem, Lysozym zugegeben. Die Bindung
wurde Uber die Abnahme der Donorfluoreszenz von aB-pCNF bei 297 nm verfolgt. Die Endkonzentration von
oB-pCNF lag jeweils bei 1 uM mit steigender Konzentration an Lysozym (a, 0,25 (=), 0,5 (—), 1 (—), 2 (—), 10
(==) und 20 uM (==) Lysozym). Aus der Auftragung der Amplituden (H) nach Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen an Lysozym konnte eine Dissoziationskonstante von 0,4 uM abgeschatzt werden (b). Aufgrund
der geringen Loslichkeit von denaturiertem Lysozym musste die Harnstoffkonzentration (M) kontinuierlich bis
auf 1,6 M erhoht werden. Die Messungen erfolgten in PBS bei 37 °C in einer Fluoreszenzriihrkiivette der
Schichtdicke 1 cm. Die Fluoreszenzénderung wurde bei 297 nm nach Anregung bei 240 nm gemessen. Die
Spaltbreiten der Anregung und Emission betrugen 3 nm und 5 nm. Die D&mpfung lag bei 2 s.

In Abbildung 37a sind die Fluoreszenzverlaufe nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an
denaturiertem Lysozym gezeigt. Die Bindung von Lysozym an aB-pCNF kann (ber die Abnahme der
Donorfluoreszenz bei 297 nm verfolgt werden. Aus der konzentrationsabhéngigen Zunahme der
Fluoreszenzamplitude bei Zugabe von denaturiertem Lysozym zu oB-pCNF, lasst sich die
Dissoziationskonstante bestimmen. Aufgrund der geringen Loslichkeit von denaturiertem Lysozym
musste jedoch die Harnstoffkonzentration auf bis zu 1,6 M erhoht werden, um die Aggregation des
Proteins zu verhindern. Daher konnte die Dissoziationskonstante nur néherungsweise auf 0,4 UM
abgeschatzt werden. Dennoch geben die Experimente mit dem Modellsubstrat Lysozym einen Hinweis

auf die Funktionalitdt des FRET-Systems zwischen pCNF in aB-Kristallin und Tryptophanen in
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Bindepartnern und die Anwendbarkeit zur Untersuchung der Dynamik bei der Substratbindung durch

kleine Hitzeschockproteine.

Um die GroRe und Stabilitdt der gebildeten sHsp-Substratkomplexe zwischen aB-pCNF und
denaturiertem, Lysozym zu charakterisieren, wurde analytische Ultrazentrifugation durchgefthrt
(Abbildung 38). Dazu wurde Lysozym kovalent mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto488 markiert und
durch Reduktion denaturiert. Die Kopplung des Farbstoffes erfolgte mittels eines Amin-reaktiven
Atto488 Derivates (Atto488-NHS-Ester) an freie Aminogruppen des Proteins. Anders als bei den
bisherigen fluoreszenzspektroskopischen Experimenten wird zwar ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet,
jedoch dient dieser nicht als FRET-Partner. Bei der analytischen Ultrazentrifugation ist neben der
Absorptions- auch eine Fluoreszenzdetektion moglich. Als Signalgeber dient in diesem Fall kovalent

an Lysozym gekoppeltes Atto488, das selektiv detektiert werden kann.
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Abbildung 38: Bindung von Lysozym-Atto488 an aB-Kristallin. Um die Grolie der sHsp-Substratkomplexe
aus Lysozym und oB-pCNF zu untersuchen, wurde analytische Ultrazentrifugation durchgefuhrt. Dazu wurde
Lysozym mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto488 Amin-markiert, reduziert und in 8 M Harnstoff denaturiert. Zu
1 uM Atto488-markiertem Lysozym wurden verschiedene Konzentrationen an aB-pCNF zugegeben (0 (=), 5
(=), 10 (=) und 40 pM (=) aB-pCNF) und Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe durchgefiihrt. Die Proteine
wurden in PBS bei 20 °C und 35 000 rpm bis zu vollstandigen Sedimentation zentrifugiert. Wahrend des Laufs
wurde die integrale Fluoreszenz bei 505-565 nm nach Anregung bei 488 nm in Abhangigkeit der radialen
Position kontinuierlich detektiert. Die Auswertung erfolgte nach dem c(s)-Modell mit dem Programm SedFit.
Die Abschatzung der Oligomergrée von aB-Kristallin anhand des Sedimentationskoeffizienten erfolgte nach
den von Braun et al. und Peschek et al. berechneten Werten (23,65).

In den Sedimentationskoeffizientenverteilungen bei konstanter Konzentration an Lysozym-Atto488
und variabler Konzentration an aB-pCNF lassen sich mehrere Spezies identifizieren. Wird kein oB-
pCNF zugegeben, sedimentiert Atto488-markiertes Lysozym als entfaltetes Protein mit etwa 2,5 S.
Aufgrund der Aggregationsanfalligkeit, selbst bei einer geringen Konzentration von 1 pM, kann nur
ein geringes Signal detektiert werden. Mit steigender Konzentration an aB-pCNF sind verschiedene
groBRere Spezies zu beobachten, diese entsprechen in etwa einem aB-pCNF Dimer (2,8 S), einem
Tetramer (6,0 S), einem 24-mer (14,4 S), 26-mer (15,2 S) und etwa 30- bis 36-mer (17,2 S bis 19,5 S)
(23,65). Allerdings kann die genaue GroRe der Komplexe nicht bestimmt werden, da die Anzahl an
Bindeplatzen fir Substrate von aB-Kristallin noch unbekannt ist. Des Weiteren verwendet das
Programm SedFit einen fir alle Spezies gemitteltes Reibungsverhéltnis (f/f;) zur Berechnung der

molekularen Masse. Dies limitiert insbesondere bei sehr heterogenen Verteilungen, wie sie in
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Abbildung 38 gezeigt ist, die Interpretation der GroRenverteilung und berechneten molekularen
Massen. Die Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugation zeigen dennoch deutlich die
Polydispersitat von a.B-Kristallin, die insbesondere fur die Chaperonfunktion wichtig ist (146). Durch
die Verwendung des Modellsubstrats Lysozym konnte die grundlegende Funktionalitat von pCNF als
FRET-Donor in oB-Kristallin bei der Bindung von Trp-haltigen Substraten gezeigt werden.
Allerdings waren bei den Messungen, aufgrund der geringen Loslichkeit von denaturiertem Lysozym,
keine quantitativen Bestimmungen moglich. Um moglicherweise die Substratbindung von aB-
Kristallin quantitativ beschreiben zu kénnen, wurden Messungen mit a-Lactalbumin durchgefihrt. o-
Lactalbumin aus Rind (UniProt-ID: PO0711-1, MW: 14 kDa) besitzt wie auch Lysozym 4 strukturelle
Disulfidbriicken, kann aber nach Reduktion und Carboxymethylierung der Thiolgruppen der 8
Cysteine in Losung gehalten werden. Die Carboxymethylierung erfolgt mit lodacetat in reduziertem,
denaturiertem Zustand des Proteins in Guanidiniumchlorid-haltigem Puffer. Das so erhaltene
reduzierte, carboxymethylierte o-Lactalboumin (RCM- a-Lactalbumin) bildet ein permanent
entfaltetes, aber dennoch l6sliches Substrat (181). Um die Bindung von RCM- a-Lactalbumin an oB-
pCNF aber auch an Hsc70* zu untersuchen, wurden stopped-flow-Messungen und eine
Gleichgewichtstitration durchgefiihrt (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Bindung von RCM-a-Lactalbumin an aB-pCNF und Hsc70*. Die Bindung des permanent
entfalteten Substrats RCM-a-Lactalbumin an aB-pCNF und Hsc70* wurde durch stopped-flow-Messungen (a)
und Gleichgewichtstitration (b) untersucht. Die stopped-flow-Messungen wurden mit einer Endkonzentration
von 3 UM aB-pCNF bei 25 °C in PBS durchgefiihrt. In Teilabbildung a) sind beispielhafte Fluoreszenzkinetiken
bei Zugabe von 11 uM (=) und 33 uM (=) RCM-a-Lactalbumin gezeigt. Die Anregung erfolgte bei 240 nm,
die Detektion der Emission oberhalb von 285 nm. Die Spaltbreite der Anregung lag bei 3 nm. Teilabbildung b)
zeigt die Bindung von RCM-a-Lactalbumin an Hsc70*-AEDANS (H). Zu 1 pM RCM-a-Lactalbumin wurden
AEDANS-markiertes Hsc70* titriert und die Fluoreszenz bei 470 nm nach Anregung bei 280 nm gegen die
Konzentration an Hsc70*-AEDANS aufgetragen. Das AEDANS-markierte Hsc70* konnte aus dem Chaperon-
Substratkomplex mit unmarkiertem Hsc70* (M) verdrangt werden. Die Messungen erfolgten bei 37 °C in
20 mM HEPES/KOH, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH*" *© 7,2. Die Spaltbreite der Anregung und Emission lag
bei 3 und 5 nm. Die Dampfung betrug 2 s.

Die Bindung von RCM-a-Lactalbumin an oB-pCNF konnte, anders als die von denaturiertem
Lysozym, zeitlich nicht mit Handmischexperimenten aufgeldst werden, da die Signaldnderung
innerhalb der Totzeit des Experiments erfolgte. Die geringe Totzeit von wenigen Millisekunden des
stopped-flow-Fluoreszenzspektrophotometers, erlaubte es jedoch die Abnahme der Donorfluoreszenz

nach Anregung von aB-pCNF und Zugabe von Substrat zu verfolgen. In Abbildung 39a sind die
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Fluoreszenzkinetiken bei Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an RCM-a-Lactalbumin zu oB-
PCNF gezeigt. Bei beiden gewéhlten Endkonzentrationen von 11 puM und 33 pM RCM-a-
Lactalbumin ist eine deutliche und konzentrationsabhangige Abnahme der Donorfluoreszenz zu
beobachten. Die grofite Signalanderung erfolgt dabei innerhalb der ersten 500 ms, was auf eine sehr
schnelle Erkennung und Bindung von RCM-a-Lactalbumin als Substrat fir aB-pCNF hindeutet.
Neben der Bindung von RCM-a-Lactalbumin an aB-pCNF wurde auch die Erkennung des Substrats
durch Hsc70* konzeptionell untersucht. RCM-a-Lactalbumin als Substrat fir ATP-abhangige
Chaperone wurde bereits 1995 von Freeman et al. fiir Studien zur Regulation der Hsp70 Funktion
durch das EEVD-Motiv verwendet (182). Bei Zugabe von RCM-a-Lactalbumin zu Hsp70 bilden sich
stabile Komplexe aus, die chromatographisch und gelelektrophoretisch trennbar sind. Um die Bindung
der Isoform Hsc70* an RCM-a-Lactalbumin zu beschreiben, wurde das Substrat vorgelegt und die
Konzentration an Hsc70*-AEDANS schrittweise erhéht. Durch Anregung der Tryptophane in RCM-
a-Lactalbumin konnte die Bindung an das Chaperon durch den FRET-Ubertrag auf AEDANS-
markiertes Hsc70* spektroskopisch verfolgt werden. In Abbildung 39b ist die Zunahme der
Akzeptorfluoreszenz von AEDANS gegen die Konzentration an Chaperon aufgetragen. Bei Zugabe
von Hsc70*-AEDANS zu RCM-a-Lactalbumin ist ein deutlicher Anstieg des Fluoreszenzsignals bei
470 nm zu beobachten. Dieser konzentrationsabhdngige Anstieg deutet auf eine Bindung und den
FRET-Ubertrag zwischen den Tryptophanen in RCM-a-Lactalbumin und AEDANS in Hsc70* hin.
Auch kann die Hsc70*-AEDANS-Variante durch Zugabe von unmarkiertem Hsc70* aus dem
Chaperon-Substratkomplex verdrangt werden. Dementsprechend nimmt die AEDANS-Fluoreszenz
bei Zugabe von unmarkiertem Hsc70* ab.

Neben der Dynamik und Affinitat der Substratbindung von aB-pCNF und Hsc70* wurde auch die
GroRe der Substratkomplexe bei Zugabe von RCM-a-Lactalbumin mittels analytischer Ultrazent-
rifugation untersucht (Abbildung 40). Ohne Zugabe von oB-Kristallin bzw. Hsc70* sedimentiert
Atto488-markiertes RCM-a-Lactalbumin mit 1,5 S. Nach Zugabe von aB-Kristallin sind selbst bei
einem 50-fachen Uberschuss an kleinem Hitzeschockprotein keine sedimentierenden Spezies mit
einem Sedimentationskoeffizienten unter 25 S erkennbar (Abbildung 40a,b). Mdglicherweise
sedimentieren sHsp-Substratkomplexe aus RCM-a-Lactalbumin und aB-Kristallin schon vollstandig
vor Erreichen der finalen Umdrehungszahl von 35 000 rpm. Einen Hinweis darauf gibt die Abnahme
des Fluoreszenzintegrals zwischen 0,75 S und 2,5 S. Das Fluoreszenzintegral ist dabei ein MaR fiir das
Signal aller sedimentierenden Spezies in der analysierten Proteinldsung bei gegebener Konzentration
(183). Bei Zugabe von aB-Kristallin nimmt das Fluoreszenzintegral konzentrationsabhéngig ab, was
darauf hindeuten konnte, dass der gebildete sHsp-Substratkomplex aus aB-Kristallin und RCM-a.-
Lactalbumin-Atto488 bereits vor dem Erreichen der eingestellten Umdrehungszahl den Zellenboden
erreicht hat und so nicht mehr detektiert werden kann. Hinweise darauf ergeben sich auch aus der

PartikelgroRe der a-Kristalline in der HMW-Fraktion von Linsenextrakten aus M&usen (Abbildung 13
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und Abbildung 27). Hier sind Partikel von tber 25 nm Gréi3e erkennbar, die in etwa der GroRe des
80 S Ribosom aus Eukaryoten entsprechen (184). Partikel dieser Grof3e wirden bereits vor dem Start

der Messung bei 35 000 rpm sedimentieren.
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Abbildung 40: Charakterisierung der Substratkomplexe von RCM-a-Lactalbumin mit aB-Kristallin und
Hsc70*. Nach Inkubation des permanent entfalteten Modellsubstrats RCM-a-Lactalbumin-Atto488 mit a.B-
Kristallin (a,b) und Hsc70* (c), wurde die Proteinlésung mittels analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Die
Konzentration an RCM-a-Lactalbumin-Atto488 lag jeweils bei 1 uM, die von aB-pCNF (a) bzw. aB-wt (b) bei
0 (=), 10 (=), 50 uM (=) in PBS. Fur Hsc70* wurden 0 (=), 1 (—), 5 (=), 10 (=), 20 (=), und 30 pM (=)
Protein in 20 mM HEPES/KOH, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH? " 7,2 eingesetzt. In a) und b) ist als Einsatz
die Anderung des Fluoreszenzintegrals (M) zwischen 0,75 S und 2,5 S gezeigt. Als Einsatz in ¢) ist die
Sedimentationskoeffizientenverteilung von 1 uM Hsc70*-Atto488 (==) abgebildet. Die Proteinldsungen wurden
bei 35 000 rpm fir aB-Kristallin und 42 000 rpm fiir Hsc70* bei 20 °C bis zur vollstandigen Sedimentation
zentrifugiert. Wéhrend des Laufs wurde die integrale Fluoreszenz bei 505-565 nm nach Anregung bei 488 nm in
Abhangigkeit der radialen Position kontinuierlich detektiert. Die kovalente Modifikation von freien Aminen in
RCM-a-Lactalbumin mit Atto488 erfolgte mit dem NHS-Ester Derivat. Die Auswertung wurde nach dem c(s)-
Modell mit dem Programm SedFit durchgefhrt.

Bei Zugabe von Hsc70* zu RCM-a-Lactalbumin-Atto488 hingegen, treten bei steigender
Konzentration an Chaperon verschiedene groRe terndre Komplexe bei etwa 4,2 S und 6,2 S auf
(Abbildung 40c). Diese entsprechen einem Hsc70*-Mono- und Dimer mit gebundenem RCM-a-
Lactalbumin-Atto488. Ungebundenes RCM-a-Lactalbumin-Atto488 sedimentiert wie auch in den
Experimenten mit aB-Kristallin beschrieben mit 1,5 S. Wird Hsc70*-Atto488 als Kontrolle alleine
zentrifugiert, zeigt es einen Sedimentationskoeffizienten von 4,0 S fiir das Monomer, 6,0 S fir das
Dimer, sowie 8,0 S fur das Trimer. Der Sedimentationskoeffizienten von Hsc70*-Atto488 und die
Verteilung der Oligomerspezies stehen in sehr guter Ubereinstimmung mit den fiir Hsp70 aus Hefe
und fiir die humane, endoplasmatische Isoform BiP beschriebenen Beobachtungen (185,186). Die
verwendeten oB-Kristallin- und Hsc70-Varianten kdnnen daher als Grundlage fur ein Tripel-FRET-
System dienen.

Durch den Einbau von pCNF an Aminosdureposition 9 in eine Tryptophan-freie aB-Kristallinvariante
durch die Erweiterung des genetischen Codes von E. coli konnte eine spezifische Fluoreszenzsonde in
der N-terminalen Region geschaffen werden. Die verwendete aB-pCNF-Variante war dabei in ihren
physikochemischen Eigenschaften sehr gut mit dem Wildtyp-Protein vergleichbar. Weder die
Chaperonaktivitét, die Oligomergroe, noch der Untereinheitenaustausch zwischen den Oligomeren

waren von den Mutationen messbar beeinflusst. Der Einsatz von pCNF als positionsspezifische
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Fluoreszenzsonde ermdglichte die Untersuchung der mikroskopischen Ratenkonstanten der Bindung
von (teil-) entfalteten, Tryptophan-haltigen Substraten, wie Lysozym oder RCM-a-Lactalbumin an
humanes aB-Kristallin. Durch Reduktion und Carboxymethylierung liegt RCM-a-Lactalbumin als
permanent entfaltetes aber dennoch I6sliches Protein vor (181). Diese Eigenschaft ermdglichten es das
Protein als Modellsubstrat zur Untersuchung der Bindung an aB-Kristallin zu verwenden. Die
Bindung von Substraten an aB-Kristallin konnte durch Handmisch- und stopped-flow-Experimente
spektroskopisch verfolgt werden. Durch Verwendung eines Trp-freien Substrates, kann mit diesem
System prinzipiell auch die Dynamik des Untereinheitenaustausches von aB-Kristallin bei Zugabe
von Bindepartnern untersucht werden. Wird zu einer Mischung aus aB-pCNF und aB-wt ein
Tryptophan-freies Substrat gegeben, kdnnen potentiell dynamische Vorgénge im Oligomergleichge-
wicht spektroskopisch verfolgt werden. Grundlage bildet dabei das FRET-Paar pCNF in aB-pCNF
und Trp in aB-wt. Um die Bricke zwischen den kleinen Hitzeschockproteinen und dem ATP-
abhéangigen Hsp70/40-Chaperonsystem zu schlagen, wurde Hsc70* als dritte Komponente des Tripel-
FRET-System etabliert. Hsc70* tragt die Mutationen W90,580F, 647G, 648C und bildet stabile
Chaperon-Substratkomplexe mit dem permanent entfalteten Modellsubstrat RCM-a.-Lactalbumin aus.
Die Bindung von Hsc70* an RCM-a-Lactalbumin konnte durch Gleichgewichtstitration, sowie
analytische Ultrazentrifugation bestatigt werden und stimmt sehr gut mit der Literatur Gberein. Nach
Sicherstellung, dass die in Hsc70* eingefiihrten Mutationen nicht die ATPase-Aktivitat und andere
Proteinparameter beeinflussen, kann das vorgestellte Tripel-FRET-System die Grundlage zur
Untersuchung der Kooperation von kleinen Hitzeschockproteinen mit dem Hsp70/40-System bei der

Rickfaltung von Substraten bilden.
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4 Zusammenfassende Diskussion

4.1 Molekulare Determinanten der Kataraktentstehung

Eine Besonderheit der Augenlinse von Vertebraten ist, neben der sehr hohen Proteinkonzentration in
den Linsenfaserzellen von bis zu 450 mg/ml (13), die Abwesenheit einer de-novo-Proteinsynthese. Die
Kristalline in der Augenlinse von Vertebraten sind so alt wie der Organismus selbst und werden nicht
wéhrend des Alterns erneuert (187). Das bisherige Modell der Kataraktentstehung geht davon aus,
dass die Kristalline in der Augenlinse mit dem Alter zunehmend modifiziert werden. Diese
Modifikationen  schlieRen  Deamidierung, Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Carbamylierung, Racemisierung, Oxidation, Glykosylierung, Glykierung und Trunkierungen ein
(15,123). Unabhangig vom genauen Typ wird davon ausgegangen, dass diese Modifikationen zu
aggregationsanfalligen, destabilisierten Spezies fiihren. Als Schutz gegen die Proteinaggregation in der
Linse dienen nach aktuellem Wissenstand die a-Kristalline (aL-Fraktion), die an modifizierte - und
y-Kristalline binden. Dabei sollen groRe sHsp-Substratkomplexe (HMW-Fraktion) entstehen und die
Aggregation von modifizierten - und y-Kristallinen wird verhindert. Allerdings kommt es wahrend
des Alterns dadurch zu einer Verringerung des Chaperonreservoirs in Form der a-Kristalline und
infolgedessen zum Auftreten von senilem Katarakt. Bei erblichem Katarakt hingegen wird davon
ausgegangen, dass Mutationen im Erbgut eine thermodynamische Destabilisierung der Kristalline
verursachen. Das mutierte Kristallin ist aggregationsanfalliger als das Wildtyp-Protein und belastet das
Chaperonsystem zusétzlich. In beiden Fallen kommt es jedoch nach einer Uberlastung des

Chaperonreservoirs zur Bildung von lichtstreuenden Proteinaggregaten.
4.1.1 Das Proteom in der Augenlinse von Wildtyp-Mausen andert sich mit dem Alter

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das derzeitige Modell der Kataraktentstehung tberpriift werden. Dazu
wurden Experimente mit genetisch verdnderten Tieren und den dabei mutierten Kristallinen
durchgefuhrt. Um zunéchst normale Alterungsvorgange in den Linsen zu untersuchen, wurden zwei
Wildtyp-Stamme (C3HeB/FeJ und C57BI/6J) verwendet. Bei beiden Wildtyp-Stdmmen waren
Veranderungen im Proteom wéahrend des Alterns zu beobachten. So kam es zu der in der Literatur
beschriebenen Zunahme von Modifikationen der Kristalline und Veranderungen der relativen Anteile
in der Linse. Am ausgepragtesten war die Abnahme des relativen Anteils der y-Kristalline, wie er auch
von Ueda et al. fir C57BI1/6J Wildtyp-Mause beschrieben wurde (18). Linsenepithelzellen und die sich
daraus entwickelnden Linsenfaserzellen besitzen zwar ein funktionierendes Ubiquitin-Proteasom-
System, allerdings ist dieses primar wahrend der Zelldifferenzierung und dem dabei stattfindenden
Abbau der Zellorganellen aktiv (153,154). Derzeit ist es aber noch unklar, welche Proteasen in den
ausdifferenzierten Zellen aktiv sind und den Abbau von y-Kristallinen, insbesondere von yA-Kristallin,

bedingen kdnnten. Neben den y-Kristallinen waren auch die a-Kristalline von enzymatischem Verdau
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betroffen. Speziell bei aA-Kristallin fanden Trunkierungen statt, wie sie bereits beschrieben sind
(188). Die trunkierten aA-Varianten zeigten ein erhéhtes Vorkommen in der wasserunldslichen
Fraktion, was auf eine geringere Stabilitdt bzw. Loslichkeit des Proteins hindeutet. Bei aB-Kristallin
hingegen waren neben Trunkierungen vermehrt Modifikationen zu beobachten, die eine Anderung des
isoelektrischen Punkts hin zu niedrigerem pK, verursachten. Mdgliche Ursachen hierfiir kdnnten die
mittels MALDI-TOF-MS detektierbaren Phosphorylierungen oder Acetylierungen sein. Wie auch bei
trunkiertem oA-Kristallin, war ein gehduftes Vorkommen von trunkiertem, modifiziertem oB-
Kristallin in der wasserunloslichen Fraktion zu beobachten. Von den mit zunehmendem Alter stérker
modifizierten Kristallinen wird angenommen, dass diese thermodynamisch destabilisiert und
dementsprechend aggregationsanfélliger sind.

Derzeit wird in der Literatur davon ausgegangen, dass die Funktion der a-Kristalline darin besteht, die
Aggregation von Proteinen durch die Bildung von hochmolekularen Komplexen (HMW-Fraktion) aus
den a-Kristallinen und aggregationsanfélligen - und y-Kristallinen zu verhindern. Die Zunahme der
HMW-Fraktion verursacht aber gleichzeitig auch eine relative Abnahme der alL-Fraktion, dem
Chaperonreservoir der Linse. Allerdings konnte in der HMW-Fraktion der Wildtyp-Mé&use zu keinem
Zeitpunkt eine relative Haufung von - oder y-Kristallinen beobachtet werden. Vielmehr war die
Zusammensetzung der HMW-Fraktion und der alL-Fraktion, nach Trennung der Proteine in den
Fraktionen durch 2-DE, nahezu identisch. Jedoch unterschieden sich die beiden Fraktionen stark in
ihrer PartikelgroRe. Wahrend in der HMW-Fraktion Proteinkomplexe von bis zu 50 nm vorkamen,
waren die Proteine in der alL-Fraktion mit 15 nm GroRe deutlich kleiner. Der deutliche
GroRenunterschied der Proteinkomplexe in den beiden Fraktionen war auch bei SEC-HPLC-
Experimenten zu beobachten. Wahrend die die HMW-Fraktion im Ausschlussvolumen der Saule von
8,5 ml eluiert, erstreckt sich das Elutionsvolumen der oalL-Fraktion Uber einen breiten Bereich von
etwa 9-11 ml. Ein mdglicher Grund koénnten Modifikationen sein, die sich mittels 2-DE nicht
detektieren lassen, wie etwa Racemisierung oder Glykierung. Insgesamt zeigte sich eine hohe
Plastizitat des murinen Linsenproteoms wiahrend des Alterns. Neben Anderungen im relativen Anteil

der Kristalline in der Linse fanden auch zunehmend Modifikationen aller Kristalline statt.
4.1.2 Katarakt-assoziierte Kristallinvarianten sind thermodynamisch destabilisiert

Die geringere thermodynamische Stabilitat von Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten ist eine der
zentralen Annahmen des ,,Damage and Titration“-Modells (86). In sehr guter Ubereinstimmung mit
dem Modell waren alle untersuchten Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten thermodynamisch
destabilisiert. Die analysierten Kristallinvarianten: aA-V124E, BA2-S47P und yD-V76D umfassten
dabei Vertreter aus allen drei Kristallinfamilien. Ein erster Hinweis auf die geringere Stabilitat der
Proteinvarianten ergab sich bereits bei der Produktion der Kristalline in E. coli. So befanden sich die

Kristallinvarianten stets in der wasserunléslichen Fraktion des bakteriellen Rohextrakts. Selbst der

94



Zusammenfassende Diskussion

I0slichkeitserhdhende SUMO-tag hatte keinen Einfluss auf die Loslichkeit der rekombinanten
Kristallinvarianten bei der Produktion in E. coli. Auch aus der CD-Spektroskopie, nach Riickfaltung
der Kristallinvarianten, ergaben sich Hinweise auf strukturelle Veranderungen im Vergleich zum
Wildtyp-Protein. So war der Nulldurchgang des CD-Spektrums von aA-V124E im Fern-UV zu
kleineren Wellenlangen verschoben, was auf einen héheren Anteil an unstrukturierten Bereichen
hindeutet. Bei yD-VV76D ist zwar das Signal bei kleinen Wellenlangen um 200-220 nm sehr gut mit
dem Wildtyp-Protein vergleichbar, unterscheidet sich aber bei groieren Wellenldngen. Bei BA2-S47P
war die destabilisierende Wirkung der Punktmutation so stark, dass die Proteinvariante nur unter
Zusatz von 500 mM L-Arginin bei einer Konzentration von maximal 10 pM léslich war. Die
Aminosdure L-Arginin wirkt l6slichkeitsernéhend in dem es die Aggregation von Proteinen,
vermutlich durch die Verlangsamung von Protein-Protein-Interaktionen, verhindert (189). Allerdings
absorbiert L-Arginin stark im Fern-UV, sodass eine Analyse von BA2-S47P mittels CD-Spektroskopie
nicht moglich war. Deutlich sichtbarer, als bei der Sekundarstrukturanalyse, war der Einfluss der
jeweiligen Punktmutation auf die thermische Stabilitat der Kristallinvarianten. Verglichen mit dem
Wildtyp-Protein war bei allen untersuchten Varianten eine signifikante Verschiebung der Temperatur
des apparenten Ubergangsmittelpunktes (Ty) zu kleineren Werten zu erkennen. Wihrend die
Verschiebung des Ty bei aA-V124E etwa 10 °C betragt, steigt die Differenz von yD-V76D zu BA2-
S47P weiter an. Die thermodynamische Destabilisierung der mutierten Kristalline fligt sich gut in die
Literatur ein. Die humanen Katarakt-assoziierten aA-Kristallin-Punktmutanten G98R und R49C sind
beide ebenfalls deutlich empfindlicher gegeniiber thermisch-induzierter Entfaltung (190,191). Die
Variante o A-G98R zeigt zudem eine drastisch geringere Chaperonaktivitat und koaggregiert mit dem
Substrat. Bei der Mutante aA-R116C war, wie auch bei aA-V124E, die molekulare Masse des
Oligomers, verglichen mit dem Wildtyp-Protein, um mindestens den Faktor 3 erhéht und die
Chaperonaktivitat stark reduziert (192). Mdglicherweise kann aA-Kristallin aufgrund der, durch die
Punktmutationen R116C bzw. V124E bedingten, veradnderten Oligomergrofie und Chaperonaktivitat
nicht mehr die Funktion in der Linse erfiillen aggregationsanfallige Proteine zu sequestrieren.

Bei der Katarakt-assoziierten yD-V76D-Variante andert sich neben dem Ty zudem die Form des
Signalverlaufs bei der thermisch-induzierten Entfaltung unabhéngig von der verwendeten Methode.
Sowohl bei der Untersuchung durch CD-Spektroskopie als auch mittels nanoDSF ist bei yD-V76D ein
biphasischer Verlauf zu beobachten, wéhrend beim Wildtyp-Protein ein monophasischer
Entfaltungsiibergang auftritt. Die Ubergangsmittelpunkte der yD-V76D-Variante sind dabei um 25 °C
bzw. 10 °C gegeniiber dem Ty, des Wildtyp-Proteins verschoben. Ein méglicher Grund dafur ist die
destabilisierende Wirkung der Punktmutation in der N-terminalen Doméne des Zweidomanenproteins,
die sich offenbar auch auf die Stabilitat der C-terminalen Domane auswirkt. Dadurch konnen die
Entfaltungsubergénge der zwei Domanen von yD-Kristallin V76D getrennt voneinander aufgeldst
werden und sind zudem deutlich im Ty zu niedrigeren Werten verschoben. Eine Verschiebung des Ty,

zu niedrigeren Temperaturen und Anderung des Entfaltungsverlaufs von einem monophasischem zu
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einem biphasischem Verlauf tritt auch bei humanem yD-V76D auf (145). Interessanterweise zeigen
die o-Kristalline in vitro eine sehr geringe Affinitdt gegeniber der Katarakt-assoziierten vy-
Kristallinvariante V76D (145), was darauf hindeutet, dass die in vitro Eigenschaften nicht
zwangslaufig direkt auf die Augenlinse anwendbar sind. Am drastischsten féllt der Einfluss der
Katarakt-assoziierten Mutation bei BA2-Kristalline aus. Diese Variante BA2-S47P ist bereits bei einer
Temperatur oberhalb von 30 °C vollstandig entfaltet. Unterhalb dieser Temperatur nimmt das Protein
vermutlich einen metastabilen Zustand mit einer Wildtyp-&hnlichen Quartérstruktur ein. Bei SEC-
HPLC-Experimenten eluieren sowohl BA2-S47P als auch BA2-wt mit einer Retentionszeit von etwa
32 min als Dimer, wahrend BA2-S47P im Laufe von mehrstiindigen AUZ-Experimenten vollstdndig
entfaltet. Metastabile Zustdnde von Proteinen wurden in der Literatur bereits mit pathogenen
Vorgangen in Verbindung gebracht (193). Bei humanem PB2-Kristallin kann ein teilgefaltetes
Intermediat populiert werden, das in Abwesenheit von a-Kristallin aggregiert. Wird jedoch Chaperon
zugegeben, findet keine Aggregation statt und es werden stabile sHsp-Substratkomplexe gebildet
(144). Eine &hnliche Situation konnte auch bei der BA2-S47P Variante vorliegen. Durch die Bindung
der Katarakt-assoziierten Variante an o-Kristallin  kommt es zu einer Belastung des
Chaperonreservoirs die, durch die Akkumulation von weiteren aggregationsanfalligen Kristallinen,
letztendlich zu einer Uberlastung des Chaperonsystems und Katarakt fiihrt.

Eine weitere Gemeinsamkeit aller untersuchten Katarakt-assoziierten Kristallinvarianten ist die
erhéhte Empfindlichkeit flr proteolytischen Abbau. Sowohl bei aA-V124E als auch BA2-S47P ist die
Zeit bis zum proteolytischen Abbau der Halfte des Volllangenproteins um etwa den Faktor 6 bzw. 20
im Vergleich zum Wildtyp-Protein verkirzt. Bei yD-Kristallin ist das Wildtyp-Protein sehr resistent
gegen den proteolytischen Abbau durch a-Chymotrypsin und es findet auch nach 90 min kaum
Proteolyse statt, wéhrend bei yD-V76D die Halfte des Vollldéngenproteins nach 30 min verdaut wird.
Eine Akkumulation von proteolytischen Fragmenten wird bereits seit einiger Zeit als einer der
moglichen Griinde fiir die Entstehung von Katarakt diskutiert. Auch hier wird angenommen, dass die
Akkumulation und folgende Aggregation der Proteinfragmente zu lichtstreuenden Aggregaten fiihrt
(126,127). In gealterten humanen Linsen konnte das Auftreten von trunkierten Kiristallinen,
insbesondere aB- und PBA1/3-Kristallinfragmenten, bestdtigt werden (194). Interessanterweise
induzieren die Peptidfragmente von BAL/3-Kristallin eine 5,6-fache GroRenzunahme des aB-
Kristallinoligomers und teilweise Prazipitation, was auf die Bildung von hochmolekularen sHsp-
Substratkomplexen hindeutet, wie sie nach dem ,,Damage and Titration“-Modell in der HMW-
Fraktion vorkommen sollen. Eine Akkumulation von trunkierten Kristallinen war dementsprechend in

den 2D-Gelen der wasserunloslichen Fraktion von Linsenextrakten zu beobachten.
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4.1.3 Das Proteom in der Augenlinse von Kataraktmausen zeigt eine signifikant héhere
Plastizitat im Vergleich zu Wildtyp-M&usen

Um die Auswirkung von Katarakt-assoziierten Mutationen in den Kristallinen auch in vivo
beschreiben zu kénnen, wurde das Linsenproteom von drei Kataraktmutanten. Neben Aey7-Mdusen
(aA-V124E), wurden Aca30- (BA2-S47P) und Aey4-Méuse (yD-V76D) fir die Experimente
verwendet. Bei den verschiedenen Kataraktstdmmen war zwar eine unterschiedliche Progression und
Art des Kataraktes zu beobachten, dennoch stellte sich in der Augenlinse der Tiere eine nahezu
vollstdndige Tribung nach der Halfte des Beobachtungszeitraumes ein. Eine der auffalligsten
Beobachtungen war die starke Verringerung des relativen Anteils des mutierten Kristallins im
Linsenproteom der jeweiligen Kataraktmutante. Verglichen mit dem Vorkommen der jeweiligen
nicht-mutierten, analogen Isoform in neugeborenen Wildtyp-Mé&usen, war der relative Anteil von yD-
V76D von 12 % auf 5% etwa halbiert, wahrend der relative Anteil von aA-V124E bei nur einem
Neuntel lag (18 % zu 2 %). Die mutierte Isoform BA2-S47P konnte zu keinem Zeitpunkt in den
Linsen detektiert werden, wohingegen BA2-Kristallin 2,5 % am Linsenproteom von Wildtyp-Mé&usen
ausmacht. Der anteilige Wert der mutierten Isoform war dabei zu allen Zeitpunkten in der
wasserloslichen, -unldslichen Fraktion deutlich reduziert und es fand keine Akkumulation der
mutierten Kristalline in der wasserunldslichen Fraktion statt. Eine beobachtbare Tendenz in der
Progression des Katarakts war die, dass je groRer die Differenz des relativen Anteils des Kristallins in
Wildtyp-Mausen und dem relativen Anteil der mutierten Kristallins war, desto friiher kam es zu einer
signifikanten Tribung der Linse Uber 50% der mittleren Linsendichte in der jeweiligen
Kataraktmutante. Dementsprechend sind die Linsen von Aey7 schon bei der Geburt sichtbar triib,
wahrend die Aca30-Linsen auch mit 3 Monaten noch klar und erst ab 6 Monaten lichtundurchléssig
sind. Bei Aey4 stellt sich die Trubung Uber 50 % der mittleren Linsendichte zeitlich zwischen den
zwei anderen Kataraktmutanten ein. Ein moglicher Grund fiir die drastische Reduzierung des Anteils
an mutiertem Kiristallin in den Kataraktstammen konnte der rasche proteolytische Abbau durch
zellulére Proteasen wahrend der Ausdifferenzierung der Linsenfaser- aus den Linsenepithelzellen sein.
Hinsichtlich der Plastizitdt des Linsenproteoms ergaben sich in den Kataraktmutanten starke
Unterschiede zu Wildtyp-M4ausen, aber auch Differenzen zwischen den Kataraktmutanten. Verglichen
mit der Wildtyp-Situation waren die untersuchten Isoformen (aA-, aB- und BB2-Kristallin) alle
starker modifiziert und traten gehduft in der wasserunltslichen Fraktion auf. Im Vergleich zwischen
den Kataraktmutanten war bei Aey7-Mé&usen BB2-Kristallin am stérksten modifiziert, wahrend in
Aey4-Mausen insbesondere oA- und aB-Kristallin modifiziert war. Bei Aca30-Mausen lag der
Modifikationsgrad der a-Kristalline nochmals (ber dem von Aey4-Mé&usen. Eine Gemeinsamkeit
hingegen war die sehr starke Abnahme der y-Kristalline wéahrend des Alterns, wie sie durch 2-DE und
SEC-HPLC gezeigt werden konnte. Zwar nimmt der relative Anteil der y-Kristalline auch in Wildtyp-

Mausen ab, die anteilige Abnahme in den Kataraktmutanten Uberstieg diese aber deutlich um den
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Faktor 2. Liegt der Anteil an y-Kristallin in den Linsen drei Kataraktmutanten im neugeborenen Alter
bei 50-60 %, nimmt er in 12 Monate alten Mausen auf etwa 15 % ab.

Die Uberraschendste Beobachtung war allerdings die, dass weder eine Akkumulation der mutierten
Kristalline in der wasserunltslichen Fraktion, noch in der HMW-Fraktion im wasserltslichen Teil
stattfand. Vielmehr war die HMW-Fraktion in den Kataraktmutanten, wie auch bei Wildtyp-Mausen,
in der Proteinzusammensetzung sehr ahnlich zur oL-Fraktion und es trat weder eine Haufung der
Katarakt-assoziierten Variante noch anderer - oder y-Kristalline auf. Die HMW-Fraktion von Aey4-
und Aca30-Mdusen bestand zu jedem Alter zu mindestens 80 % aus a-Kristallinen. Einzig in der
PartikelgroRe bestanden Unterschiede. So waren in EM-Aufnahmen die Proteinkomplexe in der
HMW- um mindestens den Faktor 3 groRer als in der aL-Fraktion. Die Partikelgrof3e in der jeweiligen
Fraktion war jedoch sehr gut mit der Wildtyp-Situation vergleichbar. Eine Ausnahme bildeten
Linsenextrakte aus Aey7-Mausen. Hier waren die HMW- und alL-Fraktion, durch die hohere
Oligomergrofle von aA-V124E, chromatographisch nicht trennbar und eluierten als eine Fraktion im
Ausschlussvolumen der Sdule. Dennoch bestand auch diese Fraktion zu tiber 80 % aus a-Kristallinen
und enthielt, ausgehend von EM-Aufnahmen, eine Mischung von HMW- und oL-Partikeln. Die
GroRenverhaltnisse waren dabei mit der Wildtyp-Situation bzw. der Situation in den beiden anderen

Kataraktmutanten vergleichbar.

4.2 Die thermodynamische Destabilisierung und Aggregation von mutierten

Kristallinen ist nicht der Grund fir erblichen Katarakt

Nach dem derzeitigen ,,Damage and Titration“-Modell misste es in den Kataraktmutanten zu einer
Akkumulation des mutierten Kristallins in der HMW-Fraktion oder dem wasserunldslichen Teil
kommen. Allerdings erbrachte die Untersuchung des Linsenproteoms der Mausmutanten Ergebnisse,
die nicht mit dem Modell vereinbar sind. Erstens war der relative Anteil des mutierten Kristallins am
Gesamtprotein sowohl in der wasserloslichen als auch -unléslichen Fraktion von Linsenextrakten aus
der jeweiligen Mutantenlinie drastisch reduziert bzw. nicht detektierbar. Zweitens war keine
Akkumulation des mutierten Proteins in der HMW-Fraktion beobachtbar. Vielmehr entsprach die
Proteinzusammensetzung der, wie sie auch in der HMW-Fraktion von Wildtyp-Mausen vorkommt.
Um diese Widerspriiche zum ,,Damage and Titration“-Modell zu erkléaren, werden im Folgenden kurz
zwei weitere, bereits existierende, Erklarungsansatze fur die Kataraktentstehung vorgestellt und ein
neues, globales Modell zur Kataraktgenese vorgeschlagen. Das vorgeschlagene Modell erlaubt es alle
erhaltenen experimentellen Befunde einzubeziehen, was mit den bisherigen Modellen nicht méglich
ist, und kann zudem auf alle Kataraktarten angewandt werden.

Eine grundlegende Voraussetzung fur die Transparenz der Linse ist die glasartige kurzreichweitige
Ordnung der Proteine in den Linsenfaserzellen (6). Neben der Ordnung der Kristalline per se ist auch
die PartikelgréRe und gleichméaRige Verteilung der Proteindichte entscheidend um eine méglichst hohe
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Lichtdurchlassigkeit zu erreichen (195). Werden diese Parameter gestort, kann es zu einer Triibung der
Augenlinse durch die Akkumulation von Kristallinen in der wasserunléslichen Fraktion kommen. Es
ist bislang aber noch unklar welche Struktur die entstehenden wasserunléslichen Kristalline besitzen.
Derzeit werden Aggregations- oder Phasentrennungsprozesse als Ursache fiir den Ubergang der
Proteine in die wasserunl6sliche Fraktion diskutiert (88,196). Wahrend das ,,Damage and Titration*-
Modell von einer unspezifischen Aggregation ausgeht, nehmen die aufeinander aufbauenden Modelle
von Slingsby et al. und Tardieu et al. eine Phasentrennung als Ursache der Kataraktgenese an.

In dem von Slingsby et al. vorgeschlagenen Modell dienen die a-Kristalline ebenfalls als Chaperone
und verhindern die Proteinaggregation (197). Durch die Bindung von destabilisierten B- und v-
Kristallinen bleibt die Linse Kklar, aber nur solange die GroR3e der sHsp-Substratkomplexe unter einer
bestimmten Grenze liegt. Die Grenzgrofie von Proteinkomplexen tber der Lichtstreuung auftritt, liegt
bei etwa 50 MDa (80). Sind die Partikel gréRer, wird das einfallende Licht gestreut und die Linse
erscheint triib. Gleichzeitig dienen die polydispersen a-Kristalline aber auch dazu, eine Balance in den
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Kristalline einzustellen um eine lokale
Phasentrennung zu verhindern (197). Die Modellvorstellung von Slingshy et al. begriindet sich in
diesem Punkt aus den Vorschldgen von Tardieu et al. (198). Hier wird von einer anziehenden
Wechselwirkung zwischen den vy-Kristallinen und einer abstoenden Interaktion zwischen -
Kristallinen ausgegangen (33). Nach der Vorstellung von Tardieu et al. sind die polydispersen a-
Kristalline dafiir wichtig, die Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Kristallinen zu modulieren
und so eine gleichmaBige Verteilung der Proteindichte und PartikelgroBe fiir eine optimale
Transparenz zu gewahrleisten (27). Insbesondere die vy-Kristalline zeigen stark anziehende
Wechselwirkungen zwischen einander und kénnten durch lokale Phasentrennung eine Tribung der
Linse hervorrufen (33,198). Eine schwache anziehende Wechselwirkung zwischen a- und y-
Kristallinen wurde, in Ubereinstimmung mit der vorgeschlagenen modulierenden Funktion der o-
Kristalline, bereits gezeigt und nimmt im Alter ab (36). Nach dem Modell von Tardieu et al. sind nicht
groRe, lichtstreuende Aggregate, sondern raumliche nicht-uniforme Anderungen in der Proteindichte
und -packung fiir die Entstehung von Katarakt verantwortlich. Diese Verdnderungen bedingen
wiederum einen nicht-uniformen Brechungsindex und damit eine Linsentribung (195). Allerdings
wird die Rolle der B-Kristalline von beiden Modellen nur unzureichend adressiert. Fiir Mischungen
aus BB1- und yD-Kristallin wurden zwar bereits theoretische und experimentelle Arbeiten zur
Phasentrennung durchgefthrt (199,200). So nimmt die Phasentrennungstemperatur fur yD-Kristallin
signifikant bei Zugabe von BB1-Kristallin ab und eine starke Entmischung der Proteine tritt auf.
Jedoch fehlen bisher noch Analysen zur Phasentrennung einer Mischung von a-, - und y-Kristallinen,
obwohl diese bereits 2010 von Drosaz et al. in ihrer Wichtigkeit hervorgehoben wurde (201). Die
experimentellen Beobachtungen aus 3.1.3 und 3.1.4 deuten aber darauf hin, dass die Mischung aller

Kristalline entscheidend fur die Linsentransparenz bzw. die Entstehung von Katarakt ist.
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Gleichgewichtsmodell

L

Klare Augenlinse

Anderungen durch Proteolyse

und Modikationen der Kristalline

Ungleichgewicht der Kristallin-Interaktionen
Aggregation oder

Phasentrennung

fiithrt zur Linsentriibung

Triibe Augenlinse

Legende: /)aA-Kristallin foB-Kristallin 'B-Kristalline

® Modifikation =8 Proteolyse O Trunkierung

Abbildung 41: Alternatives Modell zur Entstehung von Katarakt. Das vorgeschlagene ,,Gleichgewichtsmo-
dell* geht davon aus, dass in der Augenlinse die intermolekularen Wechselwirkungen in einem Gleichgewicht
stehen. Aufgrund von alterungsbedingten Anderungen im Proteom durch Proteolyse und Modifikationen der
Kristalline, wie etwa durch Deamidierung, Phosphorylierung, Methylierung, Acetylierung, Carbamylierung,
Racemisierung, Oxidation oder Trunkierungen, kommt es zu einer thermodynamischen Destabilisierung der
Proteine (*) und Stérungen in den ausgeglichenen Wechselwirkungen zwischen den Kristallinen. Am stérksten
von Proteolyse sind die y-Kristalline betroffen, wahrend es nur zu geringem proteolytischen Abbau der B-
Kristalline kommt. Bei den o-Kristallinen treten vor allem Trunkierungen auf. Wegen der extrem hohen
Proteinkonzentration in der Augenlinse fihrt das Ungleichgewicht in den Kristallin-Interaktionen zur
Phasentrennung oder Proteinaggregation. Die genauen Mechanismen der Bildung und die Struktur der
lichtstreuenden Proteinkomplexe sind allerdings noch unbekannt. Bei senilem Katarakt entwickelt sich das
Ungleichgewicht (ber einen langeren Zeitraum als bei erblichem Katarakt. Bei erblichem Katarakt ist das
Proteom bereits bei der Geburt gestért und Verdnderungen im Proteom sowie Modifikationen finden vermehrt
statt.
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Das Gleichgewichtsmodell versucht diese Licken zu schlielen, indem es die Linse gesamtheitlich
betrachtet (Abbildung 41). Grundannahme ist, dass die Kristalline in einem Gleichgewicht von
Protein-Protein-Interaktionen bei sehr hoher Konzentration in der Augenlinse vorliegen. Durch die
natirlich vorkommen Mischung der Kristalline entsteht eine ausgewogene Wechselwirkung zwischen
allen Isoformen. Alterungsbedingt kommt es, in Abwesenheit einer de-novo-Proteinsynthese in den
Linsenfaserzellen, zu Modifikationen der Kristalline, die eine Destabilisierung der Proteine und eine
Anderung in den Wechselwirkungen innerhalb des geschlossenen Systems verursachen kénnen.
Neben der Modifikation der Kristalline tritt wéhrend des Alterns auch der proteolytische Abbau von y-
Kristallinen und weniger stark von p-Kristallinen auf. Zusammen mit der destabilisierenden Wirkung
der alterungsbedingten Modifikationen und dem Abbau der pB/y-Kristalline stellt sich ein
Ungleichgewicht in den Kristallin-Interaktionen ein. Ist das Gleichgewicht (iber ein gewisses Mal3
hinaus gestort, kommt es zur Akkumulation der Kristalline in der wasserunléslichen Fraktion und
Entstehung von Katarakt. Bei senilem Katarakt findet die Einstellung des Ungleichgewichts Uber
einen langeren Zeitraum als bei erblichem Katarakt statt. Bei erblichem Katarakt ist das Gleichgewicht
bereits bei der Geburt verandert und die, experimentell beobachtete, starkere Modifikation der
Kristalline beschleunigt die Einstellung des Ungleichgewichts. Gestlitzt wird diese Annahme durch die
Beobachtung, dass, wie unter 4.1.3 erwéhnt, die Zeit bis zur Tribung der Linse auch davon abhéngt
um welchen Anteil das mutierte Kristallin im Vergleich zur Wildtyp-Situation verringert ist. Je groRer
die Differenz, desto eher tritt Katarakt auf.

Anders als beim ,,Damage and Titration“-Modell ist die Rolle von a-Kristallin als molekulares
Chaperon im ,,Gleichgewichtsmodell* weniger wichtig. Nach dem ,,Damage and Titration“-Modell
agieren die o-Kristalline als Chaperone und binden modifizierte, aggregationsanfallige p- und y-
Kristalline unter Ausbildung hochmolekularer Komplexe (HMW-Fraktion). Jedoch konnte das
vermehrte Auftreten von - und y-Kristallinen in der HMW-Fraktion weder in Wildtyp-M&usen noch
den Kataraktmutanten bestatigt werden (4.1.1 und 4.1.3). Experimentelle Hinweise auf die
Anwendbarkeit der Annahme, dass die Chaperonfunktion der a-Kristalline weniger wichtig ist als
gedacht, finden sich bereits in der Literatur. So sind die a-Kristalline, die als Chaperone dienen sollen,
die am wenigsten thermodynamisch stabilen Kristalline. Humanes aB-Kristallin besitzt eine freie
Enthalpie (AG, Gibbs-Energie) von 21 kJ/mol, fB2-Kristallin hingegen ein AG von 49 kJ/mol und yS-
Kristallin ein AG von sogar 84 kJ/mol (14). Wird das Steroid Lanosterol zu oB-Kristallin R120G
gegeben, wird die mutante Isoform zwar thermodynamisch destabilisiert, jedoch zeigt das Protein eine
geringere Neigung amyloide Fibrillen zu bilden. Lanosterol kann die Proteinaggregation in vitro sogar
umkehren und verbesserte die Linsentransparenz von Kataraktméusen in vivo (202). In Zellkultur-
experimenten konnte Lanosterol die Aggregation von Katarakt-assoziierten Kiristallinvarianten
reduzieren und verringerte die Schwere des Katarakts in Hunden (203). All diese Beobachtungen
stehen in starkem Widerspruch zum ,,Damage and Titration“-Modell fligen sich aber sehr gut in das

vorgestellte ,,Gleichgewichtsmodell* ein, in dem Anderungen der Kristallin-Kristallin-Interaktionen
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durch Modifikationen im Mittelpunkt der Kataraktentwicklung stehen. Zwar kann aus den
vorliegenden Daten und auch aufgrund der Komplexitat des Systems, mit 18 Kristallinisoformen und
einer Vielzahl von beobachteten Modifikationen, keine Aussage dartiber gemacht werden, ab welchem
Punkt ein Ungleichgewicht in den intermolekularen Kraften zwischen Kristallinen zu Katarakt fuhrt.
Dennoch ist das ,,Gleichgewichtsmodell* auf alle Kataraktarten anwendbar. Neben dem senilen und
erblichen Katarakt ist auch der diabetische Katarakt erklarbar. Bei diabetischem Katarakt werden die
Kristalline stark durch Glykierung modifiziert (204). Vermutlich wird dadurch ebenfalls das
Interaktionsgleichgewicht der Kristalline gestort und flihrt zu einer Linsentribung. Das
,»Gleichgewichtsmodell* bietet hier einen Ansatz zur Behandlung von diabetischem aber auch senilem
oder erblichem Katarakt. Werden die Wechselwirkungen der Proteine in der Linse besser verstanden,
kénnten diese durch Therapeutika gezielt moduliert und so das Auftreten von Katarakt verhindert

werden.
4.3 Die Dynamik der Substratbindung von aB-Kristallin

Zwar konnen a-Kristalline, wie auch andere kleine Hitzeschockproteine (sHsps), die Aggregation von
Proteinen verhindern, diese aber nicht zuriickfalten und werden daher als Holdasen bezeichnet (63).
Die vorgeschlagene Funktion von sHsps ist es Substratproteine durch ihre Holdase-Aktivitét in einem
I6slichen riickfaltungskompetenten Zustand zu halten. Fiir die eigentliche Riickfaltung von Substraten
sind die sHsps auf die Zusammenarbeit mit den ATP-abhdngigen Foldasen, wie dem Hsp70/40-
System, angewiesen. Fir humanes aB-Kristallin und Hsc70/40, sowie die homologen E. coli Proteine
IbpAB und DnaK/DnaJ, konnte eine Zusammenarbeit zwischen den Holdasen und Foldasen bereits
qualitativ gezeigt werden (64,65). In beiden Fallen konnen die sHsps die Aggregation eines
Proteinsubstrates verhindern und bilden hochmolekulare aber l6sliche sHsp-Substratkomplexe aus.
Wird im Anschluss eine Foldase zugegeben, findet eine Herauslésung des Substrates aus dem sHsp-
Substratkomplex und nachfolgende Rickfaltung durch die Foldase statt. Allerdings ist es noch unklar
mit welchen Ratenkonstanten die Bindung von Substraten an aB-Kristallin und die Substratweitergabe

an das Hsc70/40-System erfolgt.

4.3.1 Die unnatirliche Aminosaure pCNF dient als positionsspezifische FRET-Sonde in

aB-Kristallin

Um die Zusammenarbeit zwischen den Holdasen und Foldasen auch quantitativ kinetisch beschreiben
zu konnen, wurde die unnatlrliche L-Aminosdure para-Cyanophenylalanin als positionsspezifische
FRET-Sonde in aB-Kristallin durch Erweiterung des genetischen Codes (Genetic Code Expansion)
von E. coli eingebaut. Der Einbau erfolgte an Position 9 in der N-terminalen Region (NTR) des
Proteins. Die NTR war von besonderem Interesse, da diese als wichtiges Element von oB-Kristallin

sowohl fir die Regulation der Oligomergrofie als auch fiir die Bindung von amorph-aggregierenden
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Substraten beschrieben wurde (58,65). Der Einbau von pCNF in aB-Kristallin beeinflusste dabei
weder die die Chaperonaktivitdt, noch die Oligomerverteilung oder die Geschwindigkeit des
Untereinheitenaustausch zwischen den Oligomeren im Vergleich zum Wildtyp-Protein.

Die Inkorporation der unnattrlichen Aminoséure in aB-pCNF (aB-W9TAG, W60F) ermdglichte es
erstmals die Bindung von Substraten kinetisch zu Verfolgen. Der Aufbau des Systems erlaubt zudem
eine flexible Wahl des Substrats. Grundlage fir die Verfolgung der Substratbindung an a.B-Kristallin
ist der strahlungslose Energieubertrag zwischen pCNF in aB-pCNF und Trp in Modellsubstraten. So
konnte im Rahmen dieser Arbeit die Bindung der Modellsubstrate Lysozym und RCM-a.-Lactalbumin
an aB-pCNF fluoreszenzspektroskopisch verfolgt werden. Wahrend die Bindung von reduziertem,
denaturiertem Lysozym an aB-pCNF mit Handmischexperimenten aufgeldst werden kann, findet die
Signalanderung bei Einsatz von RCM-a-Lactalbumin in der experimentellen Totzeit statt. Die
Bindung von RCM-a-Lactalbumin an oB-pCNF war jedoch durch stopped-flow-Fluoreszenz-
spektroskopie verfolgbar. Die sich stark unterscheidenden Geschwindigkeit der Substratbindung
kénnte auf eine selektive Erkennung von Substraten oder unterschiedliche Affinitdt der Proteine zu
oB-Kristallin hindeuten. Die resultierenden sHsp-Substratkomplexe aus aB-pCNF und Lysozym
konnten durch analytische Ultrazentrifugation dargestellt werden und zeigten die Polydispersitét des
kleinen Hitzeschockproteins bei Anwesenheit von Substrat. So lag eine breite Verteilung von aB-
Kristallin vom 2- bis zum 36-mer in Gegenwart von reduziertem, denaturiertem Lysozym vor. Mit
RCM-a-Lactalbumin waren allerdings keine sHsp-Substratkomplexe mit oB-pCNF detektierbar.
Vermutlich  sedimentierten  die  Proteinkomplexe  bereits vor dem  Erreichen  der
Zentrifugationsgeschwindigkeit. Jedoch erwies sich RCM-a-Lactalbumin als geeignetes Substrat fiir
die humane Foldase Hsc70*. So bildet, die in dieser Arbeit erarbeitete Variante, Hsc70* (Hsc70
W90,580F, 647G, 648C) Komplexe mit RCM-a-Lactalbumin aus. In Abwesenheit von ATP bildet
Hsc70* stabile Chaperon-Substratkomplexe mit einer Mono-, Di- und Trimer-Verteilung der Foldase,
mit je einem daran gebundenen Substratprotein. Liegt kein ATP vor, kann Hsc70* zwar Substrate
binden, aber nicht seinen Funktionszyklus durchlaufen und bleibt im substratgebundenen Zustand
gefangen (205). Durch Markierung eines eingefligten C-terminalen Cystein mit dem
Fluoreszenzfarbstoff AEDANS wurde ein System entwickelt, das es erlaubt die Bindung von Trp-
haltigen Substraten an Hsc70*-AEDANS zu verfolgen. Zusammen mit dem FRET-Paar pCNF-Trp,
dient das FRET-Paar Trp-AEDANS als Grundlage eines Tripel-FRET-Systems um die Bindung von
Substraten an aB-Kristallin und die Weitergabe des Substrats an Hsc70 zu untersuchen. Dadurch ist
ein flexibler Einsatz von Modellsubstraten mdglich, solange diese mindestens ein (natirlich
vorkommendes) Tryptophan besitzen. Durch die Wahl der FRET-Paare des Systems, besteht
prinzipiell auch Madglichkeit mit Atto488 eine vierte Fluoreszenzsonde einzufiihren. Das
Emissionsmaximum von AEDANS liegt bei etwa 490 nm und stimmt exakt mit dem

Absorptionsmaximum von Atto488 uUberein. Das vorgestellt FRET-System kann somit auch als
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Gundlage dienen das Hsp90-Chaperonsystem mit einzubeziehen. Eine Kooperation des Hsp70- mit
dem Hsp90-System ist fur bestimmte Substrate bereits bekannt (205). Dahingehend eignet sich das
erarbeitete FRET-System als Basis fiir eine umfangreiche und detaillierte Beschreibung der

Substratbindung der Holdasen, Foldasen sowie deren Kooperation untereinander.

4.3.2 Anwendbarkeit des Systems zur Untersuchung der Substratbindung von aB-

Kristallin mit verschiedenen permanent entfalteten Substraten

Mit den Modellsubstraten Lysozym und RCM-a-Lactalbumin konnte die prinzipielle Anwendbarkeit
des (Tripel-) FRET-Systems gezeigt werden. Allerdings ergaben sich aus der Verwendung der zwei
Modellsubstrate auch Nachteile, die die Interpretation der Messdaten limitieren. Im Falle von
Lysozym musste dem Messpuffer bis zu 1,6 M Harnstoff zugesetzt werden um die Aggregation des
Proteins bei einem stochiometrischen Unterschuss von aB-pCNF zu verhindern. Zwar verhindert
Harnstoff als chaotrope Verbindung die Aggregation von entfaltetem, reduziertem Lysozym, hat aber
auch Einfluss auf die Oligomergrofie von o-Kristallinen und damit auf die Affinitat zu Substraten.
Humanes aA-Kristallin zeigt im reduzierten Zustand einen Sedimentationskoeffizienten (Sow)) von
14,3 S. Wird die Harnstoffkonzentration auf 1,5 M erhoht, sedimentiert das Protein mit 10,7 S und
liegt ab einer Konzentration von 5 M Harnstoff vollstdndig entfaltet vor (unvertffentlichte Daten
Philipp Schmid und Dr. rer. nat Christoph Kaiser, Professur fiir Elektronenmikroskopie, Technische
Universitdt Minchen, DEU). Ein Einfluss von Harnstoff auf die Oligomergrofie und
Substratbindeeigenschaften von aB-pCNF kann daher nicht ausgeschlossen werden. Bei RCM-a-
Lactalbumin konnte die Substratbindung zwar fluoreszenzspektroskopisch verfolgt werden, allerdings
waren keine sHsp-Substratkomplexe mittels AUZ darstellbar. Ein moglicher Grund dafiir kdnnte, wie
unter 4.3.1 diskutiert, die GroRe der entstehenden Komplexe sein. Um die sHsp-Substratkomplexe aus
oB-pCNF und RCM-a-Lactalbumin darstellen zu kénnen, kommen neben der Verringerung der
Umdrehungsgeschwindigkeit bei der AUZ auch SEC-MALS-Messungen in Frage. Mit dieser
Messtechnik  konnen  Proteinkomplexe von mehreren hundert kDa molekularer Masse
chromatographisch mittels Absorptions- und Fluoreszenzdetektion bzw. Lichtstreuung untersucht
werden.

Auch bieten sich, neben anderen Messmethoden, andere Substrate fir aB-pCNF bzw. Hsc70* an. Die
Carboxymethylierung der Thiolgruppen von Cysteinen ist nicht nur fur Lactalbumin sondern auch fiir
eine Reihe anderer Proteine mdglich, um ein (teil-) entfaltetes aber l6sliches Substrat zu erhalten. So
wurde RCM-Lysozym erstmals 1963 von Canfield und Anfinsen beschrieben (206). Lysozym ist eines
der im Allgemeinen, aber auch als Substrat fiir kleine Hitzeschockproteine, am besten
charakterisiertesten Proteine (207). Als alternative Substrate eigneten sich auch RCM-BSA oder
RCM-B-Lactoglobulin. Die beiden Proteine wurden bereits von Mifflin und Cohen in Experimenten
zur Induktion der sHsp-Expression bei der Stressantwort in Xenopus laevis Oocyten eingesetzt (208).
Um  Ladungseffekte  durch  die  Carboxymethylierung  auszuschlieBen, lieBen  sich
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carboxyaminomethylierte Proteine einsetzen. Ein geeignetes Substrat fir die Untersuchung der
Oligomerdissoziation von aB-pCNF in Anwesenheit von Substrat ware RCM-RNase A. Pankreatische
RNase A aus Rind besitzt kein Tryptophan und kann wie auch RNase T1 nach Carboxymethylierung
der freien Thiole bei moderater Salzkonzentration in Lésung gehalten werden (209,210). RNase T1
nimmt dabei eine dem nativen Zustand ahnliche Faltung ein und kdnnte so als destabilisiertes Substrat
fur oB-Kristallin verwendet werden. Alternativ dazu kann auch Histon H1 eingesetzt werden.
Humanes Histon H1 (UniProt-1D: P07305-1) besitzt ebenfalls keine Tryptophane und ist intrinsisch
unstrukturiert (211). Wird eines der vorgeschlagenen Trp-freien Substrate zu einer Mischung aus o.B-
wt (W9,60) und aB-pCNF (W9TAG,W60F) zugegeben, kann die Oligomerdissoziation durch die
Anderung des FRET-Signals spektroskopisch verfolgt werden. Durch Einfiigen eines Tryptophans in
das Proteinsubstrat mittels Mutation, kann das System zur Untersuchung der Substratbindung von oB-
PCNF verwendet werden. Die hohe Zahl an mdglichen Substraten unterstreicht die Flexibilitat und
Vielféltigkeit des vorgestellten FRET-Systems aus pCNF in aB-Kristallin und Trp in Substraten fiir

die Untersuchung des Substratbindemechanismus des kleinen Hitzeschockproteins.
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5 Zusammenfassung

Grauer Star (Katarakt) ist die weltweit haufigste Ursache fir Erblindung. Wahrend die Behandlung
von Katarakt, durch Austausch der natirlichen Linse mit einer Kinstlichen, ein Routineeingriff ist,
sind die molekularen Ursachen der Kataraktentstehung nur lickenhaft verstanden. Um die zur
Tribung der Augenlinse fihrenden Vorgénge besser zu beschreiben, wurden im Rahmen dieser Arbeit
biochemische Analysen des Linsenproteoms von Wildtyp-Mé&usen und Mausmutanten, sowie
Experimente mit rekombinanten Katarakt-assoziierten Proteinen durchgefuhrt.

Das Proteom von Linsenfaserzellen in M&usen besteht zu uber 90 % aus Kristallinen, die sich in die
drei Proteinfamilien a-, B- und y-Kristalline mit insgesamt 18 Isoformen unterteilen und maRgeblich
die optischen Eigenschaften der Linse bedingen. Die a-Kristalline gehéren zu den kleinen
Hitzeschockproteinen (sHsps), die B- und y-Kristalline zur B/y-Kristallinsuperfamilie. Da in der
Augenlinse keine de-novo-Proteinsynthese stattfindet, unterliegen die Kristalline altersbedingten
Modifikationen, die die thermodynamische Stabilitdt und Loslichkeit beeinflussen. Diese
Modifikationen schlieBen die enzymatische und nicht-enzymatische kovalente Verknupfung von
Molekilen, Trunkierungen aber auch Proteolyse mit ein. Nach dem derzeitigen ,,Damage and
Titration“-Modell zur Kataraktentstehung dienen die polydispersen a-Kristalline als Chaperone und
verhindern die Aggregation von modifizierten, destabilisierten §- und y-Kristallinen. Bei der Bindung
entstehen hochmolekulare sHsp-Substratkomplexe (HMW-Fraktion) durch die, die Proteine in Losung
gehalten werden. Aufgrund dieser Vorgange kommt es aber gleichzeitig zu einer Beanspruchung des
Chaperonreservoirs an o-Kristallinen. Ist das Reservoir im Alter erschopft, kann die Aggregation von
Proteinen nicht mehr verhindert werden und es bilden sich grof3e, lichtstreuende Aggregate, die eine
Tribung der Linse (seniler Katarakt) hervorrufen. Dementsprechend nimmt in der Augenlinse der
Proteinanteil in der wasserloslichen Fraktion ab und im gleichen Male in der wasserunldslichen
Fraktion zu.

Die a-Kristalline aus Linsenextrakten werden haufig auch als alL-Fraktion bezeichnet und bestehen
aus einer heterooligomeren Mischung der Isoformen aA- und aB-Kristallin. Um die Bindung von
Substraten an aB-Kristallin zu untersuchen, wurde in einem Teil dieser Arbeit ein FRET-System
erarbeitet, das auf der Inkorporation der fluoreszierenden unnatlrlichen Aminoséure para-
Cyanophenylalanin (pCNF) durch Genetic Code Expansion von E. coli basiert. Anders als aA-
Kristallin, kommt oB-Kristallin auch auBerhalb der Augenlinse vor und bindet auch hier
aggregationsanfallige Proteine. Durch die Inkorporation von pCNF war es mdglich die Bindung von
Substraten an a.B-Kristallin erstmals spektroskopisch zu verfolgen. Die Bindung von Modellsubstraten
erfolgt im Milli- bis Sekundenbereich und kann durch den FRET-Ubertrag zwischen pCNF in oB-
Kristallin und Trp-Resten im Binderpartner detektiert werden. Die Bindung induziert dabei die
Bildung stabiler, hochmolekularer sHsp-Substratkomplexe. Neben den groBen sHsp-Substratkom-

plexen sind bei einem stochiometrischen Uberschuss an aB-Kristallin auch kleinere Spezies des
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Proteins mittels analytischer Ultrazentrifugation darstellbar. Die niedermolekularen Spezies von oB-
Kristallin, im Bereich eines Dimers bis 6-mers, gelten als chaperonaktive Form, die nach Bindung von
Substrat zu den hochmolekularen sHsp-Substratkomplexen assemblieren. Durch den Aufbau des
FRET-Systems konnte auch die Foldase Hsc70 miteinbezogen werden. Die sHsps (Holdasen) kénnten
aggregationsanfallige Proteine in Losung halten, besitzen aber keine Ruckfaltungsaktivitit und sind
daher fir die Renaturierung von Substraten auf die ATP-abhangigen Foldasen angewiesen. Die
eingesetzte Hsc70*-Variante ist Trp-frei und besitzt ein eingefiigtes C-terminales Cystein, an das der
Fluoreszenzfarbstoff AEDANS kovalent gekoppelt werden kann. Hsc70* bildet in der Abwesenheit
von ATP ebenfalls stabile Komplexe mit Modellsubstraten. Die etablierten FRET-Paare pCNF-Trp
und Trp-AEDANS kénnen somit die Basis fur eine detaillierte Beschreibung der Substratbindung der
Holdasen und Foldasen, sowie deren Kooperation bilden. Neben der Substratbindung von oB-
Kristallin, wurden zum besseren Verstandnis der Kataraktgenese natiirlich auftretende
Alterungsvorgange im Proteom von Wildtyp-Mdusen sowie Kataraktmutanten mittels
gelelektrophoretischer und chromatographischer Methoden untersucht. Im Alter kommt es zu einer
Modifikation von allen Kristallinisoformen. Insbesondere die a-Kristalline werden modifiziert und
treten vermehrt in der wasserunloslichen Fraktion auf. Allerdings sind die wasserlgsliche und
-unlésliche Fraktion sehr dhnlich in ihrer Proteinzusammensetzung wenn nur die Identitat der
Proteine, ohne eventuelle Modifikationen, betrachtet wird. Neben Modifikationen der Kristalline
kommt es insbesondere zu einem vollstdndigen proteolytischen Abbau der y-Kristalline, vor allem der
Isoform yA-Kristallin. Anders als vom ,,Damage and Titration“-Modell vorhergesagt, konnte keine
Akkumulation von - und y-Kristallinen in der HMW-Fraktion beobachtet werden. Zwar bestand ein
Unterschied in der apparenten PartikelgroRe von Proteinen in der HMW- und alL-Fraktion, jedoch
setzten sich beide Fraktionen fast nur aus a-Kristallinen zusammen. Da Wildtyp-Méuse aber keine
klinisch signifikante Linsentriibung entwickeln, wurden Kataraktmutanten untersucht bei denen eine
vollstandige Tribung der Linse innerhalb weniger Lebensmonate auftritt. Die untersuchten
Mutationen betrafen dabei die Gene von Isoformen aus allen drei Kristallinfamilien. Anders als bei
senilem Katarakt, geht das ,Damage and Titration“-Modell bei erblichem Katarakt von einer
Uberlastung des Chaperonsystems durch die Aggregation des mutierten Kristallins in jungem Alter
aus. Um den beobachten Phanotyp mdglicherweise durch die in vitro Eigenschaften der Katarakt-
assoziierten Kristallinvarianten voraussagen zu konnen, wurden zundchst Experimente mit
rekombinanten Proteinen durchgefiihrt. Bei der Charakterisierung der Katarakt-assoziierten Varianten
aA-V124E, BA2-S47P und yD-V76D zeigte sich in Ubereinstimmung mit dem ,Damage and
Titration“-Modell, dass alle Proteine drastisch in ihrer Stabilitat durch die Punktmutation beeinflusst
waren. Neben einem deutlich geringeren Schmelzpunkt, waren die Katarakt-assoziierten Varianten
auch empfindlicher gegeniiber dem enzymatischen Abbau durch Proteasen. Bei aA-V124E war zudem
die apparente molekulare Masse des Oligomers deutlich erhdht und das sHsp zeigte eine signifikant
niedrigere Chaperonaktivitat als das Wildtyp-Protein. Bei der Untersuchung des Proteoms der

107



Zusammenfassung

Kataraktmutanten waren ebenfalls Modifikationen aller Kristalline zu beobachten. Anders als in
Wildtyp-Mausen traten diese jedoch hdufiger auf und es fand ein starkerer proteolytischer Abbau der
v-Kristalline wéhrend des Alterns statt. Anders als erwartet ergaben sich bei den Untersuchungen des
Proteoms von Kataraktmutanten Ergebnisse, die nicht mit der derzeitigen Modellvorstellung vereinbar
sind. So war der Anteil an mutiertem Kiristallin in allen drei charakterisierten Kataraktmauslinien:
Aey7 (aA-V124E), Aca30 (BA2-S47P) und Aey4 (yD-V76D) signifikant gegenuber den nicht-
mutierten, analogen Proteinen in Wildtyp-Mdusen reduziert und lag im Falle von BA2-S47P unterhalb
der Detektionsgrenze von 2-DE. Der Anteil des mutierten Kristallins war sowohl in der
wasserloslichen, als auch in der wasserunloslichen Fraktion in jedem Alter reduziert bzw. nicht
detektierbar. Auch konnte keine Haufung des mutierten Kristallins in der HMW-Fraktion beobachtet
werden. Unerwarteterweise, waren die HMW- und oL-Fraktion, wie auch in Wildtyp-M&usen, in ihrer
Proteinzusammensetzung vergleichbar. Bei den Kataraktmutanten ware nach dem ,,Damage and
Titration“-Modell jedoch eine Akkumulation des mutierten Kristallins zu erwarten gewesen. Vielmehr
fuhrten die Mutationen zu einer starkeren Modifikation der Kristalline und zu einem apparenten
Ungleichgewicht im Linsenproteom der Kataraktmutanten. Auf Grundlage der experimentellen Daten
wurde ein neues Modell zur Entstehung von Katarakt erarbeitet, das sich klar gegen das ,,Damage and
Titration“-Modell und andere existierende Alternativen abgrenzt. In dem in dieser Arbeit
vorgeschlagenen ,,Gleichgewichtsmodell* bilden die Kristalline in der Augenlinse ein Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk. Neben langweitreichenden Wechselwirkungen spielen in der Augenlinse,
aufgrund der sehr hohen Proteinkonzentration, auch kurzweitreichende Kréfte eine Rolle fiir den
korrekten Brechungsindex. Durch alterungsbedingte Modifikationen und den proteolytischen Abbau
von Kristallinen kommt es zu verdnderten Wechselwirkungen, die bis zu einem bestimmten Punkt
jedoch noch toleriert werden kénnen. Ist dies im weiteren Verlauf des Alterungsprozesses nicht mehr
der Fall, gehen die Kristalline in die wasserunldsliche Fraktion tber und seniler Katarakt tritt auf. Bei
genetischem Katarakt ist das Gleichgewicht bereits bei der Geburt gestort und es verkurzt sich die Zeit
bis zur Einstellung des Ungleichgewichts. Offenbar reichen schon geringe Stérungen im Proteom aus,
um einen Einfluss auf die Wechselwirkungen zwischen den Kristallinen zunehmen. Fehlen wie im
Falle von Aca30 nur etwa 2 % eines Kristallins wirkt sich dies bereits auf das Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk aus und induziert eine Kompaktierung in der raumlichen Packung der Kristalline
in der intakten Linse. Sofern es mdglich ist die Wechselwirkungen zwischen den Kristallinen besser
zu beschreiben, kénnten diese gezielt durch Therapeutika moduliert werden um das Gleichgewicht
beizubehalten und so die Bildung von Katarakt zu verhindern. Zwar konnte im Rahmen dieser Arbeit
aufgrund der Komplexitat des Systems nicht endgtiltig gekléart werden, welche zwischenmolekularen
Krafte ab welchem Ungleichgewichtsgrad die Kataraktgenese begunstigen, dennoch ist es mit dem
,»Gleichgewichtsmodell* mdglich alle bekannten Kataraktarten zu beschreiben und die Vielzahl an
Katarakt-assoziierten Mutationen und Modifikationen auf den kleinsten gemeinsamen Nenner zu

reduzieren: die Destabilisierung des Protein-Protein-Interaktionsnetzwerks in der Augenlinse.
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6 Summary

Cataract is the clouding of the eye lens and the leading cause of blindness worldwide. While the
treatment of cataract, by replacing the natural lens with an artificial one, is surgical routine, the
molecular determinants of cataract are still not fully understood. To improve our understanding, the
processes involved in cataract formation on a molecular level and the lens proteome of wild-type and
cataract mice was studied. Together with data from biochemical experiments with recombinant
protein, new insights could be gained on the driving factor behind cataractogenesis.

Crystallins, which constitute about 90 % of proteome in murine lens fiber cells and are mainly
responsible for the refractive index of the eye lens. These proteins are divided into three protein
families: o-, B- and y-crystallins and subdivided into a total of 18 isoforms. While the a-crystallins
belong to the small heat shock proteins (sHsps), the B- and y-crystallins are members of the B/y-
crystallin superfamily. Due to the lack of any de novo protein synthesis, the crystallins are as old as the
organism and subject to modifications during aging. These modifications include a variety of
processes, such as non-specific and specific covalent addition of molecules and truncations but are all
known to thermodynamically destabilize and reduce the solubility of the proteins. According to the
current ‘damage and titration’ model on cataract formation, the polydisperse a-crystallins serve as
chaperones and prevent the aggregation of modified, destabilized - and y-crystallins. The substrate
binding by the a-crystallins leads to the formation of large high molecular sHsp-substrate complexes
(HMW fraction), which keep the proteins in solution. As a consequence of these processes, there is a
concurrent depletion of the available a-crystallin chaperone reservoir. The a-crystallins from lens
extracts are also referred to as aL fraction and consist of a heterooligomeric mixture of aA- and oB-
crystallin. Once the chaperone reservoir is exhausted at old age, large light-scattering aggregates form
and cause the clouding of the eye lens, commonly known as senile cataract. Accordingly, the water-
soluble protein fraction in the eye lens decreases as the water-insoluble part increases inversely during
aging.

To study the substrate binding of aB-crystallin, a FRET system, which is based on the incorporation
of the fluorescent amino acid para-cyanophenylalanine (0CNF) by genetic code expansion of E. coli,
was developed. Other than aA-crystallin, a.B-crystallin can be found ubiquitously outside the eye lens
and as there well binds aggregation-prone proteins. Through the incorporation of pCNF, it was
possible for the first time to spectroscopically follow the binding of substrates to aB-crystallin.
Substrate binding occurs on a milliseconds to seconds scale and can be visualized by the FRET
between pCNF in aB-crystallin and Trp residues in binding partners. Upon binding stable high
molecular sHsp-substrate complexes are formed. At a stoichiometric excess of aB-crystallin, smaller
species are detectable besides the large sHsp-substrate complexes by analytical ultracentrifugation.
The lower molecular species of aB-crystallin, in the range of a dimer to 6-mer, are considered to be

chaperone active form and in a substrate-bound state assemble to the larger sHsp-substrate complexes.
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Based on the design of the FRET system, the foldase Hsc70 could be included. Unlike the foldases,
the sHsps (holdases) do not possess refolding activity and thus rely on ATP-dependent chaperones for
the renaturation of substrates. The used Hsc70* variant is Trp free and contains a C-terminally
introduced Cystein, which allows the covalent coupling of the fluorescent dye AEDANS. Like oB-
crystallin, Hsc70* forms stable substrate complexes with model substrates in the absence of ATP. The
established FRET pairs pCNF-Trp and Trp-AEDANS may serve as the basis for an in-depth
description of the substrate binding of holdases and foldases, as well as their cooperation.

Besides the substrate binding of aB-crystallin, naturally occurring aging processes in the proteome of
wild-type and cataract mice were studied by electrophoretic and chromatographic means to improve
our understanding of cataract formation. During aging all crystallin isoforms, but especially the o-
crystallins, become modified and show an increased abundance in the water-insoluble fraction.
However, the protein composition of the water-soluble and -insoluble fraction is very similar, if only
the identity of the proteins, but not possible modifications are considered. Besides modifications, a full
proteolytic degradation of y-crystallins, particularly yA-crystallin was observed. Unlike predicted by
the ‘damage and titration’ model there was no observable accumulation of - or y-crystallins in the
HMW fraction. Despite differences in the apparent particle size of proteins in the two fractions, they
consisted almost exclusively of a-crystallins. Since wild-type mice do not develop a clinically
significant opacity of the eye lens, cataract mice were used. These mice show an almost complete lens
opacification after a few months. Mutations in these mice include the genes of isoforms from all three
crystallin families. For hereditary cataract the ‘damage and titration’ model assumes an overload of the
chaperone system due to the aggregation of the mutated protein already at young age. To potentially
predict the phenotype by the in vitro properties of cataract-associated protein variants, experiments
with recombinant crystallins were carried out. In good agreement with the current model, all cataract-
associated variants aA-V124E, BA2-S47P and yD-V76D were strongly destabilized by the point
mutation. The stability against thermal denaturation was decreased and the protein variants were more
susceptible to protease degradation. For aA-V124E the apparent molecular mass of the oligomer was
increased and the chaperone activity decreased, as compared to the wild-type protein.

Comparable to lens extracts from wild-type mice, an increase in modified crystallins at older age could
be observed. However, the modifications showed a higher abundancy and were accompanied by a
more quantitative degradation of y-crystallins in mutant mice. Unexpectedly, not all data was
compatible with the current model of cataractogenesis. The proportion of mutant protein was
significantly reduced in all three used cataract mouse strains Aey7 (aA-V124E), Aca30 (BA2-S47P)
and Aey4 (yD-V76D), when compared to the wild-type situation. In the case of Aca30 mice, no BA2-
S47P was detectable by 2-DE. These observations were true for the water-soluble and -insoluble
fraction at all ages. Moreover, there was no accumulation of the mutant crystallin in the HMW
fraction. Surprisingly, as observed with wild-type mice, the HMW and oL fraction were in fact very

similar in their protein composition. According to the current ‘damage and titration’ model an
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accumulation of the mutant crystallin would have been expected. Rather, the mutations led to an
increase in crystallin modifications and caused an apparent imbalance in the eye lens proteome of the
cataract mice.

To account for these observations, a new model for cataract is proposed. The ‘balance model’ is
distinct from the ‘damage and titration’ model and other alternative models of cataractogenesis. In this
model the crystallins in the eye lens constitute a protein-protein interaction network, which is key to
lens transparency. Besides long-range interactions, short-range forces are also important at the high
protein concentration found in the eye lens and responsible for the refractive index. Due to age-related
modifications and the proteolytic degradation interactions between the crystallins are altered to a
certain extent. If these alterations cannot be tolerated any more at old age, senile cataract occurs and
the proteins accumulate in the insoluble fraction. In the case of hereditary cataract, the balance is
already perturbed at birth and the timespan until an imbalance is reached decreases. Obviously, a
marginal lack of 2 % of a crystallin is already enough to impact the protein-protein interaction
network. In Aca30 this was sufficient to change the long-range order of the crystallins to a tighter
packing even in the still clear mutant eye lens. However, caused on the complexity of the interaction
network, it remains unclear which intermolecular forces at which degree of imbalance promote
cataractogenesis. If the interactions between the crystallins in the eye lens can be better described, it
will open up new therapeutical avenues to modulate protein-protein interactions in order to keep the
balance in the eye lens and thus prevent cataract formation. Nonetheless, the herein proposed ‘balance
model’ offers a unifying framework to describe all known types of cataract and reduce the plethora of
cataract-associated mutations as well as observed modifications to the least common denominator: the

destabilization of the protein-protein interaction network in the eye lens.
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7 Abkirzungsverzeichnis

2-DE zweidimensionale Gelelektrophorese
aA-V124E murines aA-Kristallin mit der Substitution V124E
oA-wt murines Wildtyp-aA-Kristallin mit natirlich vorkommender

Aminosduresequenz

aB-3E humanes aB-Kristallin mit der Substitution $S19,45,59E
aB-pCNF humanes aB-Kristallin mit der Substitution W9TAG, W60F
oB-wt murines Wildtyp-aB-Kristallin mit nattirlich vorkommender

Aminosduresequenz

AS Aminosaure

AUZ analytische Ultrazentrifugation

BA2-SATP murines BA2-Kristallin mit der Substitution S47P

BA2-wt murines Wildtyp-BA2-Kristallin mit nattirlich vorkommender

Aminosduresequenz

BSA bovines Serumalbumin

Cam Chlorampenicol

ddH,0 doppelt destilliertes H,O (Leitfahigkeit < 0,1 pS/cm)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSF Differential-Scanning-Fluorimetrie

EM Elektronenmikroskopie

€nm molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei gegebener Wellenlange (nm)
FRET Forster-Resonanzenergietransfer

FRET Forster-Resonanz-Energie-Transfer

GdmCl Guanidiniumchlorid

yD-V76D murines yD-Kristallin mit der Substitution V76D

yD-wt murines Wildtyp-yD-Kristallin mit naturlich vorkommender

Aminosduresequenz

HMW hochmolekulare Fraktion von Linsenextrakten
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Hsc70*
Hsc70-wt
IEF
IPG
Kan

Kb
MDH
mo.

NT
ODgno
PBS
PCNF

PCR

PMSF
RCM-a-Lactalbumin

SAXS

SDS-PAGE

SEC-HPLC

SEC-MALS

sHsp(s)

SLIC

Snl

(high molecular weight fraction)

humanes Hsc70 mit der Substitution W90,580F, 647G, 648C
humanes Wildtyp-Hsc70 mit naturlich vorkommender Aminosauresequenz
isoelektrische Fokussierung

immobilisierter pH-Gradient

Kanamycin

Dissoziationskonostante

Mitochondriale L-Malatdehydrogenase aus Schweineherz
Monat

Nukleotid

optische Dichte bei 600 nm

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (212)
para-Cyanophenylalanin

Polymerasekettenreaktion

(polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulfonylfluorid
reduziert, carboxymethyliertes a-Lactalbumin

Kleinwinkel-Réntgenstreuung

(small-angle X-ray scattering)

kontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

GroRenausschluss-Hochleistungsflissigkeitschromatographie

(size-exclusion high-performance liquid chromatography)

GroRenausschlusschromatographie gekoppelt mit Mehrwinkellichtstreuung

(size-exclusion chromatography with multi-angle light scattering)

kleine Hitzeschockprotein(e)

(small heat shock protein(s))

Sequenz- und Ligations-unabhéangiges Klonieren

(Sequence- and ligation-independent cloning)

bimolekulare nukleophile Substitutionsreaktion nach dem Sy1-Mechanismus
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Spc
Str
SUMO
Tet

Tw

Ulpl
viv
wiv

WT

ACp

AG

Spectinomycin

Streptomycin

small ubiquitin like modifier

Tetracyclin

Mittelpunkt des thermischen Entfaltungstibergangs

Unit (Enzymmenge, die unter Standardbedingungen einen Umsatz von

1 umol Substrat pro min erzeugt)
Ubiquitin-like-specific protease 1 aus S. cerevisiae
Volumen / Volumen

Gewicht / Volumen

Wildtyp (Protein mit unveranderter Aminosauresequenz oder Mausstamm

ohne Mutation in einem Kristallingen)

Warmekapazitatsdnderung wahrend der Entfaltung eines Proteins bei

konstantem Druck

Gibbs-Energie, freie Enthalpie der Faltung

Aminosauren wurden mit dem gebrduchlichen Ein- oder Drei-Buchstabencode abgekiirzt.
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10.1 Anhang - Tabellen

Tabelle S1: Vollstandige Liste aller Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine und Verbindungen

Protein UniProt-1D €nm (M cm™)
aA-V124E P24622-2 £250 14 440
aA-wt P24622-2 €80 14 440
oB-3E P02511-1 €280 13 980
aB-pCNF P02511-1 €280 3 830
oB-wt P02511-1 €280 13 980
o-Lactalbumin B6V3I5-1 €280 27 960
BA2-S47P Q9JJVv1i-1 €280 46 410
BA2-wt Q9JIV1-1 €250 46 410
yD-V76D P04342-1 €280 45 840
yD-wt P04342-1 €28045 840
Hsc70* P11142-1 €28022 350
Lysozym P00698-1 €280 37 470
MDH P00346-1 €80 7 450
Verbindung &nm (Mt cm™)
pCNF €280 850 (171)
Atto488-Maleimid/ -NHS-Ester €280 90 000

IAEDANS

€500 8 100 (atto-tec.com)

€280 880
€336 5 700 (213)

Angegeben ist die Bezeichnung des jeweiligen Proteins bzw. der jeweiligen Verbindung sowie der molare

dekadische Extinktionskoeffizient bei der jeweiligen Wellenldnge in nm. Fir Proteine ist zudem die UniProt

Identifikationsnummer gelistet. Die Berechnung der £280-Werte erfolgte mit EXPASy ProtParam anhand der

UniProt-1D (107).
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Tabelle S2: Liste der verwendeten Oligo- und Polydesoxyribonukleotide.

Oligodesoxyribonukleotide zur Mutagenese von murinen Kristallinen

Konstrukt Sequenz Verwendung

araBp (+) ATG CCA TAG CAT TTT TAT CC Sequenzierung

Hsc70-Seq GGT CGG GGC TGA AAG G Sequenzierung

T7 (+) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG Sequenzierung

T7(-) CTA GTT ATT GCT CAG CGG T Sequenzierung

aB-TAA (+) GCC CCC AAG AAA TAA CTC GAG ATC Anderung
Stopcodon

aB-TAA (-) TGC GGT GAC AGC AGG CTT CTC

aB-WITAG (+) CAC CAC CCC TAG ATC CGC C Punktmutagenese
WOITAG

aB-WITAG (-) GAT GGC GAT GTC CAT ACC TCC

oB-W60F (+) CAT GAA GCA CTT TCC CTT CAT GGT G Punktmutagenese
WG60F

aB-W60F (-) TCA GAC TGA ACA ACA GCA TCA TCG

pBAD-aB-pCNF GCT AAC AGG AGG AAT TAA CCA TGG GTC ATC ACC Subklonierung in

+) ATC ATC pBAD

pBAD-a.B-pCNF TAC CAG CTG CAG ATC TCG AGC TAT TTC TTG GGG

() GCT GC

BA2-wt-His6 (+) CAT ATG AGC AGC GCA CCG G Entfernen von
N-terminalem
His-Tag

BA2-wt-His6 (-) ATA TCT CCT TCT TAA AGT TAA ACA AAA TTA TTT

BA2-S47P (+) GTC GTG TTC GTC CGG TTA AAG TTG Punktmutagenese
S47P

BA2-S47P (-) GCA GTG CAC CAC GTT CAC AAA CAT

SUMO-BA2-wt (+)  CGA ACA GAT TGG AGG TA TGA GCA GCG CAC CGG CA Subklonierung in
pE-SUMOpro

SUMO-BA2-wt (-) GAA TTC GGA TCC TCT AG TTA ATG CTG CAC ACG

ACG

yD-V76D (+) AGC GAT AGC GAT CGT AGC TG Punktmutagenese

V76D
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yD-V76D (-) CTG CAT GCG GAA TCA GAC GA
SUMO-yD-wt (+) CGA ACA GAT TGG AGG TA TGG GGA AAA TCA CCT Subklonierung in
TTT ATG pE-SUMOpro
SUMO-yD-wt (-) GAA TTC GGA TCC TCT AGT TAA TAG AAA TCC ATA
ACG CG
Hsc70-Ser (+) ATG TCC AAG GGA CCT GCA GTT G Entfernen von
artifiziellem Serin
in Position -1
Hsc70
Hsc70-Ser (-) TCC ACC AAT CTG TTC TCT GTG AGC
Hsc70-W90F (+) CAT GAA GCA CTT TCC CTT CAT GGT G Punktmutagenese
WOIO0F
Hsc70-W90F (-) TCA GAC TGA ACA ACA GCA TCA TCG
Hsc70-W580F (+) GAA ATC ATC AAT TTT CTG GAT AAG AAC CAG Punktmutagenese
W580F
Hsc70-W580F (-) GTT GCA CTT GTC AAG AAT CTT CTG TTT G
Hsc70-647G,648C GAG GTT GAT GGC TGC TAA CTC GAG Hinzufiigen von
(+) 647G, 648C
Hsc70-647G,648C TTC AAT GGT GGG CCC TGA AGA AGC
¢)
Polydesoxyribonukleotide zur Klonierung von murinen Kristallinen
Konstrukt Sequenz
BA2-wt ATG AGC AGC GCA CCG GCA CCG GGT AGT GCA CCG GTT TGT CTG ACC
CTG TGG GAT GAA GAA GAT TTT CAG GGT CGT CGT TGT CGT CTG CTG
AGC GAT TGT GCA AAT GTT TGT GAA CGT GGT GCA CTG CGT CGT GTT
CGT AGC GTT AAA GTT GAA AAT GGT GCA TGG GTT GCA TTT GAG TAT
CCG GAT TTC CAG GGT CAG CAG TTT ATT CTG GAA AAA GGT GAT TAT
CCG TGT TGG AGC GCA TGG TCA GGT AGC AGC GGT CAT CAT AGC AAT
CAG CTG CTG AGC TTT CGT CCG GTT CTG TGT GCA AAT CAT AGC GAT
AGC CGT GTT ACC CTG TTT GAA GGT GAA AAC TTT CAG GGC TGT AAA
TTT GAA CTG AGC GAC GAT TAT CCG AGC CTG CCG AGT ATG GGT TGG
ACC AGC AAA GAT GTT GGT AGC CTG AAA GTG AGC AGC GGT GCC TGG
GTA GCC TAT CAG TAT CCG GGT TAT CGT GGT TAT CAG TAT GTT CTG
GAA CGT GAT CGT CAT AGC GGT GAA TTT CGT ACC TAT AGC GAT TTT
GGT ACA CAG GCA CAT ACC GGT CAG CTG CAG AGT ATT CGT CGT GTG
CAG CAT TAA
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yD-wit

Hsc70*

ATG
CAT
AGC
TAT
GGT
GTG
CGT
ACC
ATC
ATG
TAT
AGC

ATG
TCA

GAG
ATG
AGA
GAA
GAA
CTT
GTG
TAT
AAG
AAA
GAC
CCC
CCT
GCA
GTG
GCT
CCA
GCT
GAT
TCA
CGA
AAG
GCC
AGT
TCC
CGT

GGG
TAT
CGT
GAA
GAT
CGT
CTG
GAA
TAC
ACC
CGT
CTG

GGC
GAA
CCT
ATC
GAA
TTC
GAT
CAG
GGC
GAA
GTT
AAT
CGT
ATG
AAG
GAG
GAA
CCA
GGA
ACT
GAA
GTG
ACA
ATG
GAC
TGT
ATT
ATT
GGC

AAA
GAA
TGT
CAG
TAT
AGC
TAT
GAT
AGC
AAT
CGT
CGT

AGC
GTC
GAG
TTC
GCG
TTG
TTG
ATT
ACC
ATA
GCT
CAG
CTG
AAG
GTC
GAA
GCT
GCT
ACT
GCT
AGG
TCA
GCT
GTC
ATC
GAG
GAG
ACC
ACA

ATC
TGT
AAT
CCG
CCT
TGT
GAG
TGT
CTG
TAT
TAT
CGC

CAT
AAT
ACT
TTC
TTC
TAC
GAC
GGT
ACC
ATT
TTC
GTT
ATC
CAC
CAA
GTG
TAC
TAC
ATT
GCT
AAT
ATC
GGA
AAC
AGT
CGG
ATT
CGT
CTG

ACC
AGC
AGC
AAT
GAT
CGT
CGT
CCG
AAT
CGC
CAT
GTT

CAC
CAA
CAC
AAG
GCT
GAC
ATG
GGA
TAC
GCC
ACC
GCA
GGA
TTT
GTC
TCT
CTT
TTC
GCT
GCT
GTG
CTC
GAC
CAT
GAG
GCC
GAT
GCT
GAC

TTT
ACC
GTT
TTT
TAT
CTG
GAA
AGC
GTG
GGT
GAT
ATG

CAT
GAA
ATC
ATC
AAA
GGT
GAG
ATG
TCC
AAT
GAC
ATG
CGT
CccC
GAA
TCA
GGA
AAT
GGC
ATT
CTC
ACT
ACC
TTC
AAC
AAG
TCT
CGA
CCT

TAT
GAT
CGT
ACC
CAG
ATT
GAA
CTG
CTG
CGT
TGG
GAT

CAC
GCT
AAT
AAA
AGA
ATT
GAT
TCC
TGT
GAC
ACA
AAC
AGG
TTC
TAC
ATG
AAG
GAC
CTC
GCC
ATT
ATC
CAC
ATT
AAG
CGC
CTC
TTT
GTA

GAA
CAT
GTT
GGT
CAG
CCG
TAT
CAG
GAA
CAG
GGT
TTC

CAT
AAG
TTA
AAG
CAG
AGA
AAC
AAG
GTG
CAG
GAA
CccC
TTC
ATG
AAA
GTT
ACT
TCT
AAC
TAT
TTT
GAG
TTG
GCT
AGA
ACC
TAT
GAG
GAG

GAT
AGC
GAT
TGC
TGG
CAT
CGT
GAT
GGT
TAT
GCA
TAT

CAC
CCA
AAG
ACC
GGT
ATT
GAT
GGA
GGT
GGT
CGA
ACC
GAT
GTG
GGG
CTG
GTT
CAG
GTA
GGC
GAC
GAT
GGC
GAG
GCT
CTC
GAG
GAG
AAG

CGT
AAT
AGC
CAG
ATG
GCA
GGT
CGT
TGC
CTG
ATG
TAA

TCT
GAG
GTG
ACT
AAG
CAA
ATT
CCT
GTC
AAC
TTA
AAC
GAT
GTG
GAG
ACA
ACC
CGA
CTT
TTA
TTG
GGA
GGA
TTT
GTC
TCC
GGA
TTG
GCC

GGT
CTG
GGT
TAT
GGT
GGT
CAG
TTT
TGG
CTG
AAT

TCT
GTC
TCC
CCT
GAA
GCT
ATT
GCA
TTC
CGC
ATT
ACA
GCT
AAC
ACA
AAA
AAT
CAG
CGA
GAT
GGA
ATT
GAA
AAG
AGG
TCC
ATT
AAT
CTT

TTT
CAG
TGT
TTT
TTT
AGC
ATG
CAT
GTT
CGT
GCA

GGC
AAG
GAT
TTA
ATG
GAT
GAG
GTT
CAG
ACC
GGG
GTT
GTT
GAT

ATG
GCC
GCA
ATT
AAG
GGT
TTT
GAC
CGA
CGT
AGC
GAC
GCT
CGA

CAG
CCG
TGG
CTG
AGC
CAT
ATC
TTT
CTG
CCG
CGT

ATG
CCA
GGA
AGA
GAC
CAG
GCT
GGT
CAT
ACG
GAT
TTT
GTT
GCA
AGT
AAG
GTG
ACA
ATC
AAG
GGC
GAA
TTT
AAG
CTC
ACC
TTC
GAC
GAT

GGT
TAT
ATG
CGT
GAT
CGT
GAA
AAT
TAT
GGT
GTT

TCG
GAA
TCT
AGG
TCC
ACC
CAC
ATT
GGA
CCG
GCG
GAT
CAG
GGC
TTC
GAA
GTC
AAA
AAT
GTC
ACT
GTC
GAC
CAC
CGC
CAG
TAC
CTG
GCC

CGT
TTT
CTG
CGT
AGC
ATT
TTT
GAA
GAT
GAA
GGT

GAC
GTC
TCA
CTG
TTA
CCT
AGA
GAT
AAG
AGC
GCC
GCC
TCT
AGG
TAT
ATT
ACC
GAT
GAG
GGG
TTT

AAC
AAG
ACT
GCC
ACC
TTC
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CTA GAC AAG TCA CAG ATC CAT GAT ATT GTC CTG GTG GGT GGT TCT
ACC AGA ATC CCC AAG ATC CAG AAA CTT CTG CAA GAC TTC TTC AAT
GGA AAA GAG CTG AAT AAG AGC ATT AAC CCC GAT GAA GCT GTT GCC
TAT GGT GCA GCT GTC CAG GCA GCC ATT CTA TCT GGA GAC AAG TCT
GAG AAT GTT CAG GAT TTG CTG CTC TTG GAT GTC ACT CCT CTT TCC
CTT GGG ATT GAA ACT GCT GGT GGA GTC ATG ACT GTC CTC ATC AAG
CGC AAT ACC ACC ATT CCC ACC AAG CAG ACC CAG ACT TTC ACC ACC
TAC TCT GAC AAC CAG CCA GGT GTA CTC ATC CAG GTG TAT GAA GGT
GAA AGG GCC ATG ACC AAG GAC AAC AAC CTG CTT GGG AAG TTT GAG
CTC ACA GGC ATA CCT CCA GCA CCC CGT GGG GTT CCT CAG ATT GAG
GTT ACT TTT GAC ATT GAT GCC AAT GGC ATC CTC AAT GTT TCT GCT
GTA GAT AAG AGC ACA GGA AAG GAG AAC AAG ATC ACC ATC ACC AAT
GAC AAG GGC CGC TTG AGT AAG GAG GAT ATT GAG CGC ATG GTC CAA
GAA GCT GAG AAG TAC AAA GCT GAG GAT GAG AAG CAG AGA GAT AAG
GTT TCC TCT AAG AAC TCG CTG GAG TCT TAT GCT TTC AAC ATG AAA
GCA ACT GTT GAA GAT GAG AAA CTT CAA GGC AAG ATC AAT GAT GAA
GAC AAA CAG AAG ATT CTT GAC AAG TGC AAC GAA ATC ATC AAT TTT
CTG GAT AAG AAC CAG ACT GCG GAG AAG GAA GAA TTT GAG CAT CAG
CAG AAA GAA CTG GAG AAG GTC TGC AAC CCT ATC ATC ACC AAG CTG
TAC CAG AGT GCT GGT GGC ATG CCT GGA GGA ATG CCT GGT GGC TTC
CCT GGT GGA GGA GCT CCT CCA TCT GGT GGT GCT TCT TCA GGG CCC
ACC ATT GAA GAG GTT GAT GGC TGC TAA

Die Nukleotidsequenz ist in 5 — 3° Richtung angegeben. Die Richtung der Primer ist mit (+) fir die
strangabwarts und mit (-) fur die strangaufwérts abgekurzt. Die Basensequenz der Polydesoxyribonukleotide
wurden von GeneArt (Geneart AG, Thermo Fisher Scientific Inc., Walthanm, MA, USA) fir E. coli Codon
optimiert, synthetisiert und in pET28 (Kan") kloniert. Als Ausgangssequenz diente die bei UniProt annotierte
Aminoséuresequenz. (BA2-wt: Q9JJV1-1, yD-wt: P04342-1). Als Restriktionsschnittstellen wurden Ndel und
Notl fur Wildtyp-BA2, sowie Ncol und Notl fir Wildtyp-yD verwendet. Der klonierungsbedingte artifizielle
Hise-Tag bei BA2-wt wurde mittels Blunt-End-Mutagenese entfernt. Zur Subklonierung von BA2 und yD wurde
Bsal verdauter pE-SUMOpro Plasmidvektor verwendet. Die Subklonierung von humanem a.B-pCNF erfolgte in
mit Ncol, Xhol verdautem pBAD Plasmidvektor. Fiir Hsc70* wurde ausgehend von dem vorhandenen
Plasmidvektor pET28-SUMO-Hsc70-wt (Dr. rer. nat. Oliver Lorenz, Lehrstuhl flr Biotechnologie, Technische
Universitdt Minchen, DEU) die natirlich vorkommenden Tryptophane und das Klonierungsbedinge Serin an
Position -1 von Hsc70 entfernt. AnschlieSend wurden die Aminosauren 647G, 648C hinzugefiigt.
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Tabelle S3: Ubersicht tiber das Kérper- und Linsenfeuchtgewicht der verwendeten Mausstamme.

C3HeB/Fel Aey7
(0A-V124E)
Alter Kdrpergewicht Paarweises Korpergewicht Paarweises
(mo.) (9) Linsenfeuchtgewicht (mg) (9) Linsenfeuchtgewicht (mg)
0 n.b. 6,3+0,6 (2) n.b. 3,1+12(4)
1 n.b. 98+2,7(3) n.b. 57+£10(4)
3 325+14(6) 16,7+1,2(3) 30,5+1,9(6) 6,8+0,5(4)
6 40,0 + 3,6 (6) 22,0+19 (2) 34,7 + 3,8 (6) 7,6 +1,3(4)
9 40,7 £ 4,0 (6) 221+£12(3) 41,0+ 2,2 (6) 93+0,9(4)
12 39,8+4,1(4) 195+18 (2 41,3+2,2 (6) 84+09(4)
(yD-V76D)
Alter Kdrpergewicht Paarweises
(mo.) (9) Linsenfeuchtgewicht (mg)
0 n.b. 2,8+0,2(2)
1 n.b. 8,2+ 1,6 (3)
3 30,0+ 13 (6) 122+1,7(3)
6 36,8 + 2,6 (5) 159 +1,3(3)
9 36,0 + 1,9 (6) 15,6 +1,3 (3)
12 32,7+12(3) 17,1+ 1,4 (2)
C57Bl/6J Aca30
(BA2-S47P)
Alter Korpergewicht Paarweises Kdrpergewicht Paarweises
(mo.) (9) Linsenfeuchtgewicht (mg) (9) Linsenfeuchtgewicht (mg)
0 n.b. 44+15(2) n.b. 43+29(4)
1 n.b. 9,9+0,4 (3) n.b. 8,4+0,7 (4)
3 28,0 + 1,6 (6) 16,5+ 2,2 (3) 28,3+ 0,4 (4) 9,2+23(4)
6 31,2+138(6) 19,8+ 0,8 (2 38,3+0,9(3) 123+14(3)
9 40,7 + 4,0 (6) 221+12(3) 38,7+12(3) 12,716 (4)
12 39,8 + 4,1 (4) 195+138(2) 33,8+ 0,8 (4) 15,4 2.1 (3)

Angegeben ist das Alter (mo.) und Koérpergewicht (g) der Méause, sowie das paarweise Linsenfeuchtgewicht
(mg). Das Feuchtgewicht wurde nach Préparation der Linsen an einer Feinwaage bestimmt. In Klammern ist die
Anzahl an biologischen Replikaten gegeben (n.b.: nicht bestimmt). Die Daten wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jochen Graw (Institut fur Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum, Miinchen,

DEU) zur Verfligung gestellt.
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10.2 Anhang - Abbildungen
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Abbildung S1: Mengenanteil an wasserldslichem und -unldslichem Protein in der Augenlinse der
untersuchten Mausstdmme. Aufgetragen ist die Menge an extrahierbarem Protein (mg) aus der wasserldslichen
(a,b) bzw. -unldslichen Fraktion (c,d) pro mg Linsenfeuchtgewicht fir die Wildtyp-Stamme C3HeB/FeJ (=) und
C57BI/6J (=) sowie der Kataraktmutanten (Aey4 (==), Aey7 () und Aca30 (==). Die Proteinkonzentration in
den Fraktionen wurde nach Bradford bestimmt. Die Abnahme der extrahierbaren Proteinmenge in der
wasserldslichen Fraktion pro mg Linsenfeuchtgewicht, bei gleichbleibendem Wert in der wasserunldslichen
Fraktion, deutet auf eine Zunahme des Wassergehalts in den Linsen von Aey7- und Aca30-Mausen hin.
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Abbildung S2: Exemplarische 2D-Karten der wasserléslichen und -unléslichen Fraktion von
Linsenextrakten der untersuchten Mausstamme. Gezeigt ist die wasserlésliche (a,c,e,g,i) und -unlésliche
(b,d,f,h,j) Fraktion der Linsenextrakte von neugeborenen und 12 Monate alten M&usen von pH 3-10. Die
densitometrische Auswertung der niedermolekularen Kristallinregion erfolgte mit dem Programm ImageJ nach
Natale et al. (99). Bei der wasserunl@slichen Fraktion aus Linsen von neugeborenen C3HeB/Fel, Aey4, Aey7

und C57BI/6J (b,d,f,h) Mausen lag die Auftragsmenge aufgrund des sehr geringen wasserunléslichen Anteils
unter 150 pg. Far alle anderen Gele wurden mindestens 150 pg aufgetragen.
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Abbildung S3: Zeitlicher Verlauf des Anteils aller Isoformen an der Gesamtheit der Kristalline in der
alternden Augenlinse von Mausen. Gezeigt ist der relative Anteil der Kristallinisoformen am Gesamtsignal in
der wasserldslichen und -unléslichen Fraktion von Linsenextrakten im zeitlichen Verlauf. Aufgetragen sind
jeweils der Wildtyp- bzw. Katarakt-Stamm C3HeB/FeJ (m), Aey4 (yD-V76D, m) und Aey7 (aA-V124E, m) (a)
sowie C57BI/6J (m), Aca30 (BA2-S47P, m) (b). Die Isoformen yB/C und yE/F wurden zusammengefasst, da
diese nicht elektrophoretisch getrennt werden konnten. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem
Programm ImageJ. Die Anteile aller Isoformen wurden auf das Gesamtsignal der Kristalline im jeweiligen Gel
normiert und ergeben in Summe 1.
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a) C3HeB/FeJ, Aey4 (yD-V76D), Aey7 (A-V124E) b) C57Bl/6J, Aca30 (BA2-S47P)
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Abbildung S4: Zeitlicher Verlauf des Anteils von drei modifizierten Isoformen an der Gesamtheit der
Kristalline in der alternden Augenlinse von Mausen. Gezeigt ist der relative Anteil der modifizierten
Kristallinisoformen aAneq- (8,0)-, aBmog- (€,d) und BB2,04-Kristallin (e,f) am Gesamtsignal aller Kristalline (o.-,
B- und y-Kristalline) in der wasserltslichen und -unléslichen Fraktion von Linsenextrakten im zeitlichen Verlauf.
Aufgetragen sind jeweils der Wildtyp- bzw. Katarakt-Stamm C3HeB/FeJ (m), Aey4 (yD-V76D, m) und Aey7
(0A-V124E, m) sowie C57BI/6J (m), Aca30 (BA2-S47P,m) Als ,modifiziert wurden alle Kristalline
klassifiziert, die bei der 2-DE ein gedndertes Laufverhalten im Vergleich zum unmodifizierten
Volllangenkristallin (aA-, aB- und BB2-Kristallin) zeigten. Die Isoformen oA- und oAis-Kristallin wurden
zusammengefasst. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem Programm ImageJ.
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aA-V124E
Aey7

Abbildung S5: Gelelektrophorese der DNA-haltigen Fraktion von Linsenextrakten. In den Linsenextrakten
aus Kataraktmutanten war zu allen untersuchten Zeitpunkten DNA detektierbar. Beispielhaft ist das Agarosegel
der DNA-Fraktion aus dem Linsenextrakt von neugeborenen Aey7-Mausen gezeigt. Die Fraktion wurde durch
GroRenausschlusschromatographie des Linsenextrakts erhalten. Die elektrophoretische Trennung der DNA
erfolgte durch ein 0,5 % (w/v) Agarosegel versetzt mit 0,04 %o (v/v) Serva DNA Stain G. Die DNA-Fragmente
waren deutlich groRRer als 25 000 Bp und konnten nicht mittels horizontaler Gelelektrophorese getrennt werden.

C3HeB/FeJ Aeyd C57Bl/6J Aca30
yD-V76D BA2-S47P
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Abbildung S6: EM-Aufnahmen der alL-Fraktion aus Linsenextrakten der untersuchten Mausstamme.
Nach Fraktionierung der Linsenextrake mittels SEC-HPLC wurden die Proteine der olL-Fraktion durch EM-
Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht (MaRstabsskala: 50 nm).
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Abbildung S7: Ubersicht Uber die 2D-Karten der Kristallinfraktionen im wasserldslichen Teil von
Linsenextrakten. Gezeigt sind die 2D-Karten nach der Fraktionierung des wasserldslichen Teils von
Linsenextrakten mittels SEC-HPLC. Fir alle Mausstamme (C3HeB/FelJ, Aey4 und Aey7, sowie C57BI/6J und
Aca30) wurde die HMW- (a) und aL-Fraktion (b) von 0 bis 12 Monaten analysiert. Fur die gh- (c), B- (d) und y-
Kristalline (e) erfolgte die 2-DE mit den Fraktionen aus 1 und 9 Monate alten Linsen. Das zunachst verwendete
Tragerampholyt (Pharmalyte) zeigte Farbungsartefakte nach Abschluss der 2-DE, beeinflusste aber nicht das
Laufverhalten der Proteine (f). Durch den Austausch gegen Servalyt konnten diese Effekte vermieden werden.
Fur die densitometrische Auswertung der 2D-Gele der HMW- und a.L-Fraktion wurde das Hintergrundsignal mit
der rolling ball-Funktion des Programms ImageJ bei einem Radius von 50,0 Pixeln ermittelt und abgezogen. Fiir
die HWM- und oL-Fraktion wurden bis zu 25 pg Protein aufgetragen. Im Falle der Bh-, B- und y-
Kristallinfraktion wurden bis zu 13 pg Protein eingesetzt.
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