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Uber 70% der Erdoberflache sind von Wasser bedeckt. Damit herrschen fiir 5 bis 10 Billionen
Tonnen der Biomasse der Erde stéandig Bedingungen mit Driicken Gber 0,1 MPa (Groombridge
und Jenkins, 2000). Der Druck nimmt dabei mit jedem Meter unter der Meeresoberflache um
10 kPa zu. Dessen ungeachtet gehort die Tiefsee mit Bedingungen von bis zu 110 MPa zu den
letzten kaum erforschten Gebieten unseres Planeten. Bis heute sind die Auswirkungen des
Druckes auf molekularer Ebene weitgehend unbekannt und die Auswirkung auf Proteine und
komplexe Strukturen ganzer Organismen nahezu unerforscht. Erste Ansatze zur Nutzung hoher
hydrostatischer Drucke dienten zur fachgebietsunabh&ngigen Aufklarung naturlicher Effekte.
Ende des 20. Jahrhunderts wurde die Methode dann vermehrt in der Lebensmittelindustrie
eingesetzt. Durch Prozessierung unter Hochdruck (HD) gelang es pathogene Keime unter
Erhalt der morphologischen und sensorischen Eigenschaften des Lebensmittels abzutéten. In
den letzten Jahren sind jedoch vermehrt gesundheitsbezogene Forschung und Medizin in den
Fokus der Anwendung gertickt (Demanzeau und Rivalain, 2011).

Mithilfe der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zur grundlegenden Aufklarung druck-
induzierter Prozesse erbracht werden. Insbesondere proteinhaltige Strukturen, welche
reprasentativ als Basis flr alle tierischen Lebensformen stehen, sollten nach Hochdruck-
inkubation auf funktionelle und strukturelle Veranderungen hin untersucht werden.

Im Arbeitskreis wurden bereits Untersuchungen zum Verhalten von Proteinen unter HD
angefertigt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Enzyme wie die mikrobielle Transglutaminase
(mTGase) eine Druckbehandlung von (ber 600 MPa unter Erhalt hoher Restaktivitat
Uberstehen (Menéndez et al., 2006). Basierend auf diesem Phanomen sollten neben dem
bereits untersuchten Molkenprotein B-Lactoglobulin und dem B-Casein (Partschefeld et al.,
2006/2007) weitere Proteine bezuglich ihres Verhaltens unter HD untersucht werden. Die Wahl
fiel dabei exemplarisch auf das kompakte, kleine und gut erforschte HihnereiweiBlysozym
(HEWL). Es liegt zu 3 bis 4% im Eiklar vor und dient dort unter anderem als antimikrobiell
wirkendes Agens gegen grampositive Mikroorganismen. Fir Lysozym ist bekannt, dass es
unter Atmospharendruck kein Substrat fir Transglutaminasen darstellt (Murthy et al., 2009).
Uber eine potentielle Oligomerisierung wahrend oder nach HD-Inkubation war vor Anfertigung
der Arbeit nichts bekannt.

Ausgehend von den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Smeller et al. (2006) wird HEWL ab
Driicken von zirka 500 MPa reversibel aufgefaltet. Fir die zur Umsetzung mit mTGase nétigen
Aminosaurereste (Lysin und Glutamin) konnte so eine verbesserte Zuganglichkeit vermutet
werden. Bei erfolgter Vernetzung sollten die beteiligten Aminosauren identifiziert werden. Von
einer strukturellen Veranderung des Proteins war nach kovalenter Verknipfung auszugehen.
Dies konnte wiederum in entsprechenden Konsequenzen fur die Funktionalitat resultieren. In
wieweit dies nach enzymatischer Oligomerisierung zutraf, war Gegenstand intensiver
Charakterisierungsanalysen. Dabei wurden neben den funktionellen Parametern, wie der
verbleibenden enzymatischen Aktivitat und der Oberflachenhydrophobitat auch strukturelle
Aspekte mittels Zirkulardichroismus und das Assoziationsverhalten im sauren Milieu
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(Fibrillierungsneigung) betrachtet. Mégliche Anwendungsaspekte lassen sich basierend auf
ausfuhrlichen Untersuchungen der grundlagenorientierten Studien ableiten.

Weiterhin wurden erste Versuche zur enzymatischen Vernetzung des evolutionsbiologisch
verwandten, strukturell ahnlichen Molkenproteins a-Lactalbumin (a-LA) durchgefihrt. Trotz
groBer Analogien beider Proteine waren unterschiedliche Vernetzungsneigungen mit/ohne HD
und/oder mTGase denkbar. Das Metallion Calcium besitzt fir a-LA einen enormen Einfluss auf
dessen Stabilitdt (Hendrix et al., 2000) und sollte daher mutmaBlich auch flr die Zugénglichkeit
des oligomerisierenden Enzyms entscheidend sein.

Neben der mTGase-induzierten Vernetzung sollte die Methode des ,Zero Length Cross-Linking®
(ZLCL) in ersten orientierenden Studien angewendet werden (Simons et al., 2002). Die auf
einer thermischen Kondensationsreaktion basierende Umsetzung von reinen Proteinen zu
nieder-vernetzten Praparaten wurde auf Produktseite mit der enzymatischen Oligomerisierung
verglichen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war somit die Aufklarung des Einflusses struktureller
Gegebenheiten ausgewahlter Proteine, HEWL, auszugsweise a-LA sowie -Casein, auf eine
Vernetzung. Untersucht werden sollten zwei verschiedene Methoden, HD bzw. thermisch
induziertes Cross-Linking unter Nieder- oder Normaldruck (ZLCL). Produkte beider
Mechanismen sind laut Literaturangaben kovalente Isopeptide zwischen Aminosdureseiten-
ketten, die ohne Einbau anderer, kleinere Molekile unter Abspaltung von Ammoniak oder
Wasser ausgebildet werden. Die ausflhrliche Charakterisierung auf funktioneller und
struktureller Ebene des HEWL-Oligomerengemisches nach enzymatischer Vernetzung mit
mTGase sollte dem Erkenntnisgewinn Uber diese neuen Reaktionsprodukte dienen.
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2.1 Lysozym

Das den Hydrolasen zuzuordnende Enzym Lysozym (EC 3.2.1.17), auch N-Acetyl-Muramidase
oder N-Acetylmuramylhydrolase, gehért zu den ersten umfassend untersuchten Proteinen. Es
wird bis heute als Modell zur Untersuchung von Enzymstrukturen und -funktionen verwendet.
Bei der Entdeckung 1922 erhielt es seinen Namen durch Sir Alexander Fleming aufgrund der
Eigenschaft grampositive Mikroorganismen lysieren zu kénnen (Fleming und Allison, 1922). Die
auf die Spaltung der Peptidoglycanschicht in den Mikroorganismen zurtckzuflihrende
Wirkungsweise als ein nattrliches Antibiotikum ist jedoch erst zirka 40 Jahre spéater von Phillips
(1966) aufgeklart worden.

Lysozyme sind weit verbreitete Enzyme, die in einigen Vertebraten und Invertebraten gefunden
werden. Auch in Bakterien, Phagen und Pflanzen wurden Lysozyme festgestellt (Jolles, 1996).
Im Allgemeinen ist bei der Rede von Lysozym das klassische HuihnereiweiB3lysozym (engl. hen
egg white lysozyme, HEWL) gemeint. Zur besseren Kategorisierung ist eine Unterteilung der
verschiedenen Lysozyme in Familien oder Typen tblich. HihnereiweiBlysozym (HEWL) liegt mit
etwa 3 - 4% nicht nur in hohen Gehalten im Hihner- und Vogeleiwei3 vor (Mine, 1995). Es
gehort ferner zur Superfamilie des c-Typs (chicken-Type oder conventional-Type), welcher auch
in  menschlichen Tranen (2,6 mg/ml), Speichel (0,13 mg/ml) und der Muttermilch
(0,2 - 0,4 mg/ml) vorkommt (Grossowiecz und Ariel, 1983). Trotz mitunter abweichender
struktureller und physikochemischer Eigenschaften ist allen Lysozymen die Fahigkeit zur
spezifischen B-glykosidischen Spaltung der Peptidoglykanschicht gemein.

HEWL ist ein globulares Polypeptid mit 129 Aminosauren, einer molaren Masse von 14,3 kDa
und einem fir Proteine ungewdéhnlich basischem isoelektrischen Punkt (pl) von 10,7 (Jolles,
1969, www.brenda-enzymes.info, Zugriff am 09.01.2012). Die Abmessungen des Monomers
betragen 30 x 30 x 45 A. Es besitzt eine ellipsoide Form (Blake et al., 1965) und die an der
enzymatischen Reaktion beteiligten Aminosaurereste Glutamin-35 (Gluss) und Asparagin-52
(Aspsz) sind in einem Spalt lokalisiert (Abbildung 2-1).

Die Aufklarung der Primérstruktur erfolgte unabhangig voneinander durch Canfield (1963) und
Jolles (1969). HEWL ist damit das zweite Protein und erste Enzym, dessen
Aminosauresequenz vollstdndig aufgeklart wurde. Es enthalt 20 der 22 proteinogenen
Aminosauren. Die acht enthaltenen Cysteinreste sind in vier Disulfidbriicken an den Positionen
6/127, 30/115, 76/94 und 64/80 verknipft. Die dreidimensionale Struktur des Enzyms ist bereits
drei Jahre nach der Aminosauresequenz mittels Rdntgenstrukturanalyse aufgeklart worden
(Phillips 1966). Demnach kann HEWL strukturell in zwei Domanen eingeteilt werden. Die a-
Doméne enthélt die a-Helices 5-15, 24-34, 88-96, 97-101, 119-125 und die p-Domane wird
durch den B-Faltblattbereich 41-54, die a-Helix 80-85 sowie eine groBe Schleife 61-78 geformt
(Strynadka und James,1996; Imoto et al., 1996, Belitz et al., 2001). Zwischen den beiden
Doménen sind die an der enzymatischen Reaktion beteiligten Aminosauren enthalten
(Abbildung 2-2).
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Reaktiver Spalt

l

Abbildung 2-1: Dreidimensionale Darstellung der Sekundérstruktur des HEWL, rot: a-Helix, tirkis:
B-Faltblatt, griin: Schleifen, grau: ungeordnete Bereiche, vier Disulfidbriicken auf atomarer Ebene orange
eingezeichnet (Discovery Studio Visualizer, v2.5, Accelrys Software Inc., San Diego, CA: pdb-File 1e8I)

1 KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESN
56 FNTQATNRNTDGSTDY IN WCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASV
111 NCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNR TDVQAW CRL LYSC_CHICK

Abbildung 2-2: Darstellung der Priméarstruktur im Vergleich mit der Sekundéarstruktur (Abbildung 2-1) von
Lysozym (LYSC_CHICK, pdb-File: 1e8l, rot: a-Helix, tlrkis: B-Faltblatt, grin: Schleifen, schwarz:
ungeordnete Bereiche, graue Schrift: Signalpeptid)

Insgesamt befinden sich 49% der Aminosaurereste in regularen Strukturen. Aufgrund dieser
kompakten Struktur ist das Protein mit einer Denaturierungstemperatur von 72 - 75°C relativ
hitzestabil und Uber einen weiten pH-Bereich von 4 bis 9 aktiv, wobei das Optimum etwa bei pH
5 liegt (Davies et al., 1969). Zudem konnte in Untersuchungen von Gross und Jaenicke (1994)
sowie Akasaka (1997) eine hohe Druckstabilitdt nachgewiesen werden.

2.1.1 Wirkmechanismen des Lysozyms

Erste Untersuchungen zur Wirkungsweise von Lysozym wurden im Arbeitskreis um Phillips
(1966) in den 60er Jahren durchgefihrt. Er konnte zeigen, dass die antibakterielle Wirkung auf
der Lyse der Peptidoglykan- oder Mureinschicht in den Mikroorganismen beruht.

Ein Peptidoglykannetzwerk wird bei grampositiven und -negativen Bakterien ausgebildet, es
entspricht zirka 90 bzw. 10% der Zellwand und verdeutlicht den architektonischen Unterschied
beider Untergruppen (Masschalk und Michiels, 2003). Die Zellwande grampositiver Bakterien
bestehen aus bis zu 40 Schichten des Netzwerkes, wohingegen gramnegative nur ein bis zwei
Schichten besitzen, jedoch zusatzlich eine asymmetrische &uBere Membran aufweisen
(Abbildung 2-3). Bei grampositiven Bakterien besteht die Peptidoglykanschicht aus
alternierenden N-Acetylmuraminséaure- (NAM) und N-Acetylglukosamin-Einheiten (NAG). Diese

4



2 Theoretische Grundlagen

Zuckerbausteine sind durch eine B-(1,4)-glykosidische Bindung zwischen dem C1-Atom von
NAM und dem C4-Atom des NAG miteinander verknlpft. An diese Glykanketten sind
Tetrapeptide aus D- und L-Aminosauren, welche ebenfalls untereinander verknlpft sein
kénnen, kovalent gebunden. (Héltje et al., 1996).

Lipopolysaccharide ——>

AuBere Membran —>
(8 nm)

Peptidoglykanschicht
<—(20-80nm) (2nm)—> |

) ‘ Periplasmatischer Raum —

Cytoplasmatische Membran

g%gg é < (8 nm) —>

grampositiv gramnegativ

= |==:¢
= =

—

Abbildung 2-3: schematischer Querschnitt Gber den duBeren Abgrenzungsbereich grampositiver (links)
und gramnegativer Mikroorganismen (rechts) (Ibrahim et al., 2002)

Allgemein wird neben dem von Phillips (1966) postulierten Mechanismus ein zweiter
Reaktionsweg von Koshland (1953) diskutiert. Dabei wird dem langlebigen Oxo-Carbeniumion-
Intermediat von Phillips (Abbildung 2-4 B) ein kovalentes Glykosyl-Enzym-Intermediat
gegenlber gestellt Abbildung 2-4 A). Die theoretische Arbeit von Bottoni et al. bestatigte 2005
die zwei méglichen Bildungswege des Intermediats flir den Reaktionsmechanismus.

Das aktive Zentrum des HEWL besteht aus sechs Untergruppen und ist in der Lage sechs der
alternierenden NAG-NAM-Zucker zu binden. Die Gruppen befinden sich entlang des Spaltes
zwischen der a- und B-Domaéane (mit den katalytischen Aminosaureresten Gluss und Asps,). Das
in einer hydrophoben Umgebung liegende Gluss wirkt als Protonendonator und Ubertragt ein
Proton auf das Sauerstoffatom der glykosidischen Bindung, die dadurch gespalten wird. Das
dabei entstehende Carbeniumion am NAM wird durch die negative Ladung des dissoziierten
Asps, stabilisiert, bis es von einem Hydroxidion aus dem umgebenden Wasser abgesattigt wird.
Ein Proton, ebenfalls aus dem Wasser, ersetzt das zuvor von Gluss abgespaltene
Wasserstoffion. SchlieBlich wird die Verknipfungsstelle zwischen der vierten und flnften
Zuckerposition der NAM und der NAG gespalten (Abbildung 2-4). Die Zerstdérung der
Polyglykanschicht fohrt zur Auflosung des Exoskelettes der Mikroorganismen und damit zu
einer Zelllyse (Masschalck und Michiels, 2003). Darstellungen der Bindungstasche des
Lysozyms zeigen Maenaka et al. (1994). Zur Aufkldrung des Enzym-Substrat-Komplexes
konnten Srynadka und James (1996) beitragen.
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‘RO

“NAG

‘RO

Abbildung 2-4: mdgliche katalytische Reaktionsmechanismen fir HEWL, A: Koshland-Mechanismus, B:
Phillips-Mechanismus, R: Oligosaccharidkette; R’: Peptidseitenkette (Vocadlo et al., 2001)

Neben dem bereits dargestellten enzymatischen Mechanismus wird seit Gber 25 Jahren auch
ein nicht-lytischer Prozess diskutiert. So weist selbst Lysozym, welches mittels Dithiotreithol
(DTT) (Laible und Germaine, 1985) oder Hitze (lbrahim et al., 1996) denaturiert wurde, noch
antibakterielles Potential auf. Postuliert wird unter anderem eine intrinsische, strukturell
stimulierte Autolyse oder gestérte Membranfunktion der Bakterien in Gegenwart des Proteins
(lbrahim et al., 2001). Ferner sind einige grampositive Bakterien bekannt, die aufgrund von
Modifikationen der Peptidoglykanschicht nicht inaktiviert werden kdénnen (Masschalck und
Michiels, 2003).

Wie in Abbildung 2-3 dargestellt sind gramnegative Bakterien von einer &uBeren hydrophoben
Membran umgeben, welche fir das polare HEWL nicht durchlassig ist. Trotzdem besitzt das
Enzym gegen einige dieser Mikroorganismen antibakterielle Wirksamkeit (lacono et al., 1985).
Es wird angenommen, dass die positive Ladung des Lysozyms in pH-neutraler Lésung dabei
eine Rolle spielt. Pellegrini et al. (1997) und Didring et al. (1999) flhren hingegen die
Inaktivierung auf einen Peptidstrang aus der HEWL-Sequenz zuriick. Neben der Wirkung auf
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unterschiedliche Bakterien besitzt das Enzym auch die Fahigkeit glykosidische Bindungen im
Chitin zu spalten. Vor allem Lysozyme aus Pflanzen besitzen hohe Chitinaseaktivitdten und
kénnen durch Abbau des Biopolymers als Pathogene gegen Pilze eingesetzt werden
(Scheltinga et al., 1994).

2.1.2 Anwendungsmaoglichkeiten von Lysozym

Aufgrund der oben dargestellten Eigenschaft des Lysozyms, der Inhibierung verschiedener
Bakterienstdmme und der technologisch realisierbaren Gewinnung aus HihnereiweiB, wird
HEWL in der Lebensmittelindustrie eingesetzt. In Form von Lysozymchlorid dient es als
natUrliches Konservierungsmittel und wird nach Zusatzstoff-Zulassungsverordnung (ZZulV) als
Lebensmittelzusatzstoff E1105 gemaB dem Quantum-satis-Prinzip bei der Konservierung von
Fleisch, Fisch, Milchprodukten, sowie Obst und Gemdise eingesetzt (Cunningham F.E. et al.,
1991 und Cegielska-Radziejewska et al., 2003). Ebenso kann Uber Beimengung des Enzyms
der Saureabbau im Wein reguliert werden (Calleweart et al., 2010). Dabei kann es den Einsatz
von SO, jedoch nicht ersetzten, da HEWL nicht gegen gramnegative Bakterien wie Acetobacter
und Gluconobacter wirkt und seine antimikrobielle Wirkung in einheimischen Weinen nur 4 - 6
Wochen anhélt. Die fur die Garung notwendigen Hefen beeinflusst HEWL nicht und ist in
Konzentrationen bis zu 500 mg/| eingesetzbar (Sigler, 2004; Gerbaux et al., 1997). Mithilfe von
Lysozym wird weiterhin die bei der Kaseherstellung durch Clostridium tyrobutyricum
verursachte Spatblahung vermieden. Kijowski et al. (2005) wiesen nach, dass bei mit Lysozym
behandelten Huhnchenkeulen mit Haut eine Wachstumshemmung aerober Bakterien
beobachtet werden konnte. Folglich stellt Lysozym auch ein geeignetes Mittel zur
Haltbarkeitsverlangerung dar.

In kosmetischen Formulierungen wie Haarfarbemitteln wird Lysozym gleichermaBen als
Konservierungsstoff eingesetzt (Nakanishi und Ando, 1990). Eingebracht in Zahnpasta reduziert
es das Kariesrisiko durch Abtétung der Bakterien im Mundraum (Sava, 1996). AuBerdem wird
es kunstlichem Speichel zur Behandlung von Xerostomie (Mundtrockenheit) zugesetzt. Auch ist
HEWL Gegenstand zahlreicher Forschungen im Bereich der Zahnmedizin (Hannig et al., 2009).
In der Pharmaindustrie ist Lysozym als effektiver immunologischer Wirkstoff bekannt. Es findet
zur Behandlung von bakteriellen und viralen Infektionen, zum Beispiel Herpes simplex, in der
Humantherapie Anwendung (Kovacs-Nolan et al., 2005). Weiteres Interesse erfahrt es im
Hinblick auf seine schmerzstillenden Eigenschaften. Diese werden in Halsschmerztabletten und
die Potenzierungswirkung in der Antibiotikatherapie angewandt. AuBerdem wird Lysozym zur
Prophylaxe und Therapie eines Mangels an Leukozyten (Leukopenie) eingesetzt, zu der es im
Rahmen einer Krebstherapie kommt. Zusammen mit Cortison verabreicht, wirkt es auf der Haut
antiphlogistisch zum Beispiel bei Multipler Sklerose (Sava, 1996).

Beim Einsatz von Lysozym sind mdogliche allergene Reaktionen bei HUhnereiweiB-Allergikern
zu bericksichtigen. Diese fallen jedoch deutlich schwacher aus als bei anderen
Lebensmittelproteinen, wie zum Beispiel Ovalbumin und Albumin (Bianchi et al., 1982).
Daneben bestehen aufgrund von in-vitro-Tests Hinweise auf eine toxische Wirkung in
Fibroblastenkulturen (Kiczka, 1995). Diese als schwach eingestuften Effekte stellen nach
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Einschatzung der Weltgesundheits-Organisation (WHO 2012, International Programme of
Chemical Safty - IPCS) bei Aufnahme geringer Mengen Lysozym, beispielsweise Uber Kase
kein Risiko flr die menschliche Gesundheit dar.

2.1.3 Modifizierung des Lysozyms

Ziele der klassischen Modifizierung sind zum einen ein besseres Verstandnis Uber den Aufbau
und die Funktionsweise des Proteins zu erlangen und andererseits die Mdglichkeit das Enzym
mithilfe dieses Wissens in seinen Eigenschaften zu verandern. So schrankt die Wirksamkeit des
HEWL auf grampositive Mikroorganismen das Anwendungsspektrum ein. Zur Gewahrleistung
einer sicheren Konservierung von Lebensmitteln und Kosmetika ist daher eine Kombination mit
anderen, kinstlichen Konservierungsmitteln nétig. Es besteht folglich schon lange ein Interesse,
das hydrophile Enzym so zu modifizieren, dass neben anderen Eigenschaften eine erweiterte,
idealerweise Breitbandwirkung gegendber Bakterien resultiert. Bereits zur Modifikation
angewandte Methoden lassen sich in physikalische (Tabelle 2-1) und chemische Prozesse
(Tabelle 2-2) unterteilen.

In Tabelle 2-1 ist ein Auszug einiger physikalischer Veranderungen an HEWL dargestellt.
Allgemein werden vor allem ungeordnete und zufédllige Modifikationsmethoden eingesetzt,
welche dann mit zunehmendem Wissensstand auch gerichtet und an speziellen Seitengruppen
durchgefiihrt werden kénnen. Hierflr werden oft chemische Reaktionen (siehe Tabelle 2-2) und
genetische Mutationen (Muraki et al., 1987/1991) angewandt.

Tabelle 2-1: Modifikationen des HuhnereiweiBlysozyms (HEWL) Uber ausgewahlte physikalische
Prozesse

Physikalischer Parameter Publikation/Autor Ergebnis/Auswirkung
pH-Wert Jollés et al. 1996 digestive Funktion bei niedrigem pH, Verlust der
bakteriostatischen Wirkung
Ito et al. 1993 digestive Funktion in Kuh- und Schafméagen
Lésungsmittel Abe et al., 2010 DMSO und PEG als Aggregationsinhibitoren
Hydrostatischer Druck Maeno et al., 2009 Ubergang von gefalteten zu entfalteten HEWL-
Strukturen
Smeller et al., 2006 aggregationsfreie Auf- und Rickfaltung

Masschalck et al., 2001  antibakterielle Wirkung bei simultaner Inkubation
von Bakterien und HEWL

Temperatureinwirkung Lesnierowski et al., Spriihtrocknung unter Aktivitatserhalt
2001
Cegielska-Radziejewska mithife von  H,O, Polymerisierung und
et al., 2009; 2010 Veranderung des Wirkspektrums
Ibrahim et al., 1996 Reduktion der Aktivitat, Wirksamkeit gegentber

ausgewahlten gramnegativen Bakterien
Dimerisierung, aktives Zentrum zerstort

UV-Strahlung Xie et al., 2011 Auffaltung unter Exposition von hydrophoben
Gruppen und  Thiolresten, anschlieBende
Aggregation
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Tabelle 2-2: Modifikationen verschiedener Lysozyme (v.a. HihnereiweiB- (HEWL) aber auch
Pferdelysozym) mittels chemischer Parameter

Zusatz Publikation/Autor Ergebnis/Auswirkung

Salze; EDTA Shelef und Seiter, 1993  Verkniipfung detergierender Salze und HEWL

Trinatriumphosphat
Olséure

Palmitinsaure

Kaffee- und Zimtsaure

Carvacrol, Thymol
Milchsaure

Dextran, Galactomanan

Branen, 2004
Meloet al., 1998

Morozova-Roche, 2007
Mossberg et al., 2010b
Ibrahim et al., 1991
Ibrahim et al., 1993

Valenta et al., 1998
Bernkop-Schniirch et
al., 1998

Helander et al., 1998

Alakomi et al., 2000
Ellison und Giehl, 1991
Nakamura et al.,
1991/1993

Kombination verstérkt antimikrobielle Wirkung
des HEWL

Kombination verstérkt antimikrobielle Wirkung
des HEWL

Bildung des ELOA-Komplexes mit tumorizider
Wirkung aus Pferdelysozym

mit zwei Palmitinresten beste Wirksamkeit
(HEWL)

Acetylierung mit verschiedenen Kohlen-
wasserstoffen, Anstieg der Hydrophobitét des
HEWL

antibakterielle  Wirkung in verschiedenen
Zahnpastaformulierungen mit HEWL
Kombination ermdglicht antimikrobielle
Wirkung des HEWL
Membranpermeabilitédtsbeeinflussung gg. MO
Kombination fiir gramnegative Bakterien
Absenken der Aktivitdt und Anstieg der
Emulgierféahigkeit des HEWL, Wirkung gg.
gramnegative Mikroorganismen (MO)

Phenyl- und Imoto et al., 1987 antimikrobielle Wirkung des HEWL

Zuckerderivate

Polyethylenglycol Freitas, 2010 77% Restaktivitit des HEWL, protolytisch
stabil

Hydrophobes Ibrahim et al., 1992 80% Restaktivitdt des HEWL und teilweise

Pentapeptid wirksam gegen E.coli

Aufgrund der kompakten Struktur des globuldaren HEWL sind die benétigten harschen,
chemischen Modifikationen nahezu ausschlieBlich nicht-enzymatischer Natur. Enzymatische
Untersuchungen mittels Hydrolasen flihren zur Spaltung des Proteins in seine Peptidbausteine
(Yeboah et al., 2004). Die Umsetzung beispielsweise mit einer Transferase fuhrt hingegen zu
keiner Veranderung (Murthy et al., 2009).

2.1.3.1 Fibrillen und amyloide Strukturen von HEWL

Neben den klassischen physikalischen und chemischen Modifikationen besteht die Mbglichkeit,
die Eigenschaften des Proteins tUber Konformationsédnderungen zu beeinflussen. Dabei spielen
Fibrillen und amyloide Anordnungen eine wichtige Rolle. Der Begriff Fibrille ist die abgeleitete
Verkleinerungsform von Faser (engl. fiber), welcher eine kleine, dinne Faser mit lang
gestreckter, stark geordneter Struktur beschreibt. Sie sind sowohl in der Flora
(Gerustsubstanzen in Pflanzenzellen) als auch der Fauna (Muskelgewebe) aufzufinden.
Amyloid hingegen ist ein Kunstwort, welches am ehesten mit ,starkeahnlich“ Ubersetzt werden
kann und erstmals 1838 von dem Botaniker Schleiden zur Beschreibung von Strukturen in
Pflanzenstangeln verwendet wurde (Schwartz, 1970). Die Medizin Gbernahm den Begriff 1984
um Ablagerungen in Geweben zu beschreiben, hinter denen stérkeartige Geflge vermutet
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wurden, da sich diese mit Jod und Schwefelsdure blauféarben lieBen (Virchow, 1854).
Heutzutage ist bekannt, dass es sich hierbei um eiweiBhaltige Substanzen handelt, die nach
Konformationsénderungen und Fehlfaltung nicht mehr in den nativen Zustand GUberfuhrbar sind
und somit vom Organismus nicht mehr oder kaum abgebaut werden kénnen. Intensiv erforscht
wurden sie mit dem Aufkommen neuronaler Erkrankungen (BSE, bovine spongiforme
Enzephalopathie) und aberranter Prionen (1997 Nobelpreis der Medizin fir S.B. Prusiner),
welche als Indikator sogenannter Plaques (Ablagerungen) im Hirn genutzt werden. Bisher sind
24 Proteine bekannt die zu Fibrillen aggregieren kdnnen (Récken, 2008). Diese Proteine
werden flr verschiedene degenerative Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson, Chorea Huntington, die Creutzfeldt-Jacob-Krankheit oder Diabetes Mellitus Typ Il
verantwortlich gemacht. Die Eigenschaft Fibrillen bilden zu kénnen, muss allerdings nicht mit
dem Krankheitsbild der Amyloidose korrelieren. Auch nicht krankheitsassoziierte Proteine sind
dazu in der Lage (Dobson, 2003).

Mit einem Durchmesser von 5 bis 13 nm kdénnen Fibrillen elektronenmikroskopisch als
ausgedehnte, unverzweigte und starre B-Faltblatt-Strukturen dargestellt werden (Abbildung
2-5). Die Aminosaurereste in amyloiden B-Faltblattern sind alternierend auf gegentiberliegenden
Seiten einer Achse angeordnet. Der Abstand zweier auf einer Seite liegender Reste betragt
6,5 - 6,95 A und wird von der GréBe der Aminoséure beeinflusst. Die B-Strénge sind senkrecht
und Wasserstoffbriickenbindungen parallel zur Fibrillachse ausgerichtet. Eine Bildung kann
sowohl von aufgefalteten als auch globularen Proteinen ausgehen. Es treten dabei partiell
strukturierte Konformationen sowie oligomere Protofibrillen als Ubergangsprodukte auf. Obwohl
es unerwarteter Weise keine Homologien der Aminosauresequenzen der fibrillbildenden
Proteine oder Proteinfragmente gibt (Rochet und Lansbury, 2000), kann der Austausch
einzelner Aminosauren die Fibrillierungseigenschaften verandern oder sogar unterdriicken. Fur
das humane Lysozym werden vier genetische Varianten mit Amyloidosen in Verbindung
gebracht, wahrend eine in der britischen Bevdlkerung verbreitete Variante nicht zur Fibrillierung
neigt (Merlini und Bellotti, 2005).

Abbildung 2-5: Mikroskopische Darstellung in vitro erzeugter Fibrillen des HEWL (0,5 mg/ml), saure
Inkubationsbedingungen (Wang et al., 2009a) nach 96 h, pH 2,0
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Es existieren vier Modelle, welche die Bildung amyloider Fibrillen beschreiben (Kelly, 2000). In
allen Theorien ist trotz variierender Verlaufe der Prozess der Keimbildung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Von Rochet und Lansbury (2000) wird die Zeit bis zur
Keimbildung als lag-Phase (Abbildung 2-6) bezeichnet und eine Mindestmenge des teilweise
denaturierten Proteins ist Voraussetzung sowohl fir den initialen Keimbildungsschritt als auch
fir Wachstum und Verlangerung der Lysozymfibrillen (Johnson et al., 2005). Durch Zusatz von
,oeeds* (fibrillierte Keime, Merlini und Bellotti 2003) und durch Erhéhung der
Proteinkonzentration vor Inkubation (Arnaudov und de Vries, 2005) kann dieser Abschnitt
verklrzt werden. Das Wachstum der Fibrillen erfolgt dann sehr schnell nach der Keimbildung
(Abbildung 2-6, Rochet und Lansbury, 2000). Nach Untersuchungen an Disulfid-freien
Varianten des Lysozyms unter Hochdruck von Niraula et al. (2004) bilden sich reversible
Ubergansformationen (U) aus nativem Protein. Diese kdénnen mit anderen aufgefalteten
Proteinen einen weiteren Uberganszustand (U‘) einnehmen, der immer noch zur Riickfaltung in
der Lage ist, sich aber irreversibel zu Fibrillen umsetzten kann und damit das Gleichgewicht
Richtung Fibrillierung verschiebt. Die Plateauphase ist erreicht, wenn das in Lésung befindliche
Protein nahezu vollstédndig in seiner fibrillierten Form (umgefaltet) vorliegt.

c Plateau
Q
5
L
S Wachstum
S
qc) Keimbildung
= | lag-Phase
Zeit —

Abbildung 2-6: Kinetik der Fibrillierung analog einer sigmoidalen Kurve (Nielsen et al., 2001)

FlOr das Lysozym des HuhnereiweiBes wurde erstmals von Krebs et al. (2000) die Bildung
fibrillarer Strukturen bestétigt. Das zu 60% in der Aminosauresequenz konforme, humane
Lysozym (Trexler und Nilsson, 2007) konnte im Vergleich dazu bereits sieben Jahre zuvor als
Ausléser einer Amyloidose verifiziert werden (Pepys et al., 1993). Cao et al. (2004) sowie
Niraula et al. (2004) zeigten, dass HEWL ohne die vier Disulfidbriicken (nach Reduktion, bzw.
als genetische Variante) einfacher amyloide Fibrillen ausbildet. Diese drastische
Destabilisierung des Molekiils erleichtert scheinbar den flr die Keimbildung nétigen Schritt der
Auffaltung des Proteins. Die erste Generation von Fibrillen aus intaktem HEWL wurde bei
niedrigem pH-Wert durch starkes Erhitzen auf 100°C, anschlieBendes Einfrieren in fllissigem
Stickstoff und nochmaliges Erhitzen auf 37°C gebildet (Krebs et al., 2000). Mittlerweile werden
auch weniger drastische Bedingungen publiziert. Von verschiedenen Autoren wird oftmals ein
niedriger pH-Wert (1,6 - 2,2) kombiniert mit einer erhéhten Temperatur (55 - 100°C) eingesetzt.
Eine Ubersicht ausgewahlter Bedingungen zeigt Tabelle 2-3, wobei der Einsatz von
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denaturierenden Reagenzien, wie beispielsweise Guanidinhydrochlorid, Ethanol oder
Trifluorethanol bei moderatem pH-Wert und Temperatur ebenso gebrauchlich ist.

Tabelle 2-3: Bedingungen und Charakteristika der Fibrillierung von HEWL, (nach Trexler und Nilsson,
2007)

Literatur Inkubationsbedingungen Durchmesser [nm] Lange [nm]

Krebs et al., 2000 pH 2,0; 100°C, dann fl. N, und 74+05 >1000
37°C

Arnaudov und de Vries, 2005 pH 2,0;57°C 4,0+0,7 >5000

Wang et al. 2009a pH 2,0; 55°C ~10* 1000*

Frare et al., 2004 pH 2,0; 65°C ~10* >600*

Cao et al., 2004 pH 4,5; Raumtemperatur; 2-5 1000 - 2000
red. HEWL, 90% Ethanol

Goda et al., 2000 90% Ethanol, 10 mM NaCl, ~7 1000 - 2000
25°C

* abgeschatzt anhand von TEM-Aufnahmen

Der Tabelle 2-3 ist zu entnehmen, dass die gewahlten Bedingungen einen auffallenden Einfluss
auf die Abmessungen der resultierenden Fibrillen haben. Es werden Durchmesser von 2 (Cao
et al., 2004) bis 10 nm (Wang et al., 2009a) und Langen von 600 (Frare et al., 2004) bis
5000 nm (Arnaudov und de Vries, 2005) erreicht. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich bei
héheren Werten um mehrere, geblndelte Filamente handelt.

Eine Abhangigkeit der Fibrillbildung vor allem vom pH-Wert und weniger von der Temperatur
wiesen Arnaudov und de Vries (2005) nach. HEWL bildete bei pH 2,0 und 57°C nach 2 Tagen
Fibrillen aus, eine Erhéhung des pH-Wertes auf 3,0 fhrte zu einer lag-Phasen-Verlangerung
auf 11 Tage. Bei pH 4,0 kdnnen selbst nach 42 Tagen keine Fibrillen nachgewiesen werden.
Unter diesen Bedingungen liegt das Protein nicht mehr sduredenaturiert, sondern praktisch
nativ vor. Eine Steigerung der Temperatur auf 80°C flihrt bei pH 2,0 zu spharischen Aggregaten
als Nebenprodukt, eine Fibrillbildung bei pH 4,0 fand auch hier nicht statt. Die Ursache der
beobachteten Unterschiede liegt vermutlich in der abweichenden Protonierung bestimmter
Glutamyl- und Aspartylreste, so dass sich die Auffaltungsmechanismen bei pH 2,0 und 4,0 stark
unterscheiden. Ein weiterer, entscheidender Parameter ist die Bewegung der Proteinlésung bei
der Inkubation. Humblet-Hua et al. (2008) konnten zeigen, dass hdhere Scherraten bzw.
RUhrgeschwindigkeiten zu einem gréBeren Umsatz und zu klrzeren, stdbchenartigen Fibrillen
fihren. Die GréBenverteilung ist aufgrund turbulenter Strébmung sehr inhomogen und die
Fibrillen variierten stark in ihrer L&nge. Der signifikante Einfluss verschiedener Parameter auf
die Eigenschaften der Fibrillen kann genutzt werden, um bei Bedarf Strukturen bestimmter
Funktionalitat zu erzeugen.

Unter den gewahlten Bedingungen tritt zudem teilweise eine Saure-induzierte Hydrolyse von
HEWL auf. Einzelne Bruchstiicke bei einer Spaltung vor und nach Asparaginsdure (Asp),
werden bevorzugt bei pH 2,0 und 65°C gebildet und zum Teil durch Disulfidbriicken
zusammengehalten (Frare et al., 2004). Diese befinden sich ausschlieBlich im fibrillaren
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Aggregat, das Filtrat ist hingegen frei von Fibrillen und beinhaltet andere, |6sliche Bruchstilcke.
Neben Frare et al. (2004) identifizierten Krebs et al. (2000) die B-Faltblatt-Region als Promotor
der Aggregation zu Fibrillen. Die C-Helix, welche die geringste Neigung aller a-Helices besitzt
ihre Struktur zu erhalten, tréagt ebenso zur Ausbildung amyloider Fibrillen bei (Frare et al.,
2004).

Methoden zum Nachweis von Fibrillen

Es existieren verschiedene Methoden zum Nachweis amyloider Fibrillen. Fir diagnostische
Befunde werden klassisch Gewebeschnitte angefertigt, ex vivo mit Kongorot gefarbt und unter
polarisiertem Licht analysiert. Die Anlagerung eines Reagenz an Fibrillstrukturen ist auch Basis
multipler Analysenverfahren bei denen sich die zu untersuchenden Proteine in L&sung
befinden, wobei es sich oftmals um UV-aktive oder fluoreszierende Agenzien handelt. So
verschiebt sich das Absorptionsmaximum von Kongorot als UV-aktive Substanz in Gegenwart
von Fibrillen in vitro um wenige nm (Klunk et al., 1989 und Krebs et al., 2000). Als
Fluoreszenzfarbstoff  eignet sich  sowohl  8-Anilino-1-Naphthalinsulfonsaure  (ANS,
Scheuermann, 2003; Wang et al., 2009a/2009b) als auch Thioflavin T (ThT, Frare et al., 2004
und Krebs et al., 2005) und Nilrot (Mishra et al., 2011).

Die Anwesenheit gréBerer Aggregate wiesen Arnaudov und de Vries (2005) durch
Lichtbrechung nach. Mithilfe moderner, hochauflésender Mikroskopietechniken wie der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM, Humblet-Hua et al., 2008; Wang et al.,
2009a/2009b) wurden die Ablagerungen genauer untersucht. Mittels Rasterkraftmikroskopie
(AFM) wurde die Oberflachenstruktur der Fibrillen analysiert (Arnaudov und de Vries, 2004;
Rochet und Lansbury, 2000). Die Zirkular-Dichroism-Spektroskopie (CD) liefert Informationen
Uber die Proteinkonformation und damit Gber die fir Fibrillen typische Zunahme von
B-Faltblattstrukturen (Frare et al., 2004; Wang et al., 2009a/2009b).

2.1.3.2 Neue biologische Funktionen durch Konformationséanderung

Theoretisch besitzt ein Protein nahezu unendlich viele Moglichkeiten einer dreidimensionalen
Anordnung. Doch innerhalb weniger Sekunden faltet es sich zu einer thermodynamisch
gunstigen bzw. energiearmen Konformation (Anfinsen, 1973). Dabei wird das Minimum der
Gibbsschen freien Energie (freien Enthalphie) angestrebt, bei welcher die native,
dreidimensionale Struktur und die biologische Funktion des Proteins klar definiert sind. Die
tatsachliche, raumliche Form wird unter anderem von der Aminosduresequenz beeinflusst.
Veranschaulichen lasst sich dieses Modell mithilfe eines Trichters. Bei der Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur durchlaufen partiell gefaltete bzw. ungefaltete Proteine
verschiedene Ubergangszustande und kénnen in lokale Energieminima fallen (Smeller et al.,
2006; Dobson, 2003). Nur wenige Proteine sind hierbei in der Lage metastabile, gefaltete
Intermediate zu bilden, welche noch seltener eigene Funktionen aufweisen (Pettersson-
Kastberg et al., 2009).

Basierend auf diesem Wissen werden in den letzten Jahren neben den negativen

Begleiterscheinungen der Fibrillierung (Amyloidose) auch positive Auswirkungen der
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Konformationsénderung untersucht. Die prominentesten Vertreter mit therapeutischer Wirkung
sind vor allem das HAMLET (human a-Lactaloumin made lethal to tumor cells), BAMLET
(bovine a-Lactalbumin made lethal to tumor cells) und ELOA (equine lyzozyme oleic acid). Die
hier genannten drei partiell aufgefalteten Proteine bilden unter Abgabe des Kalziumions mit
Olsaure einen stabilen Komplex, der zytotoxisch auf Tumorzellen wirkt, gesunde, differenzierte
Zellen jedoch nicht beeintrachtigt (Mossberg et al., 2010b, Rammer et al., 2010). Die tumorizide
Wirkung konnte zudem in vivo an verschiedenen Tiermodellen (Mossberg et al., 2010a und
Fischer et al., 2004), sowie klinischen Studien mittels Placebo kontrollierter Doppelblindstudie
(Gustafsson et al., 2005) bestatigt werden und lasst auf neue Mdéglichkeiten der Krebstherapie
hoffen. HAMLET wird im Gegensatz zu nativem a-Lactalbumin von Tumorzellen in hohem
MaBe von gesunden Zellen jedoch nicht aufgenommen. Der Komplex akkumuliert im Zellkern
und aktiviert verschiedene Wege der Apoptose, welche nach wie vor nicht vollstandig aufgeklart
sind (Svensson, 2003), aber vermutlich mit einer Schadigung der DNA einhergehen. Im
Gegensatz dazu fuhrt BAMLET zu einer lysosomalen Membran-Permeabilisierung (Rammer et
al., 2010). ELOA interagiert verstarkt mit der Zellmembran, kann aber, aufgrund seiner Tendenz
Oligomere zu bilden, nicht in die Zelle aufgenommen werden (Mossberg et al., 2010b).

2.1.4 Evolutionare Entwicklung und Verwandtschaft zu a-Lactalbumin

HEWL gehdrt, wie zu Beginn der Arbeit erlautert, zur Superfamilie des conventional-Typs
(c-Typ). Vor etwa 500 Millionen Jahren, initiert durch genetische Duplikation und
Weiterentwicklung der Wirbeltiere, entstand aus dieser Familie unter anderem die Unterfamilie
der kalziumbindenden c-Lysozyme. Mit Entwicklung der Milchdriisen in Sdugern vor etwa 200
Millionen Jahren spalteten sich die a-Lactalbumine von der Abstammungslinie der
kalziumbindenden c-Lysozyme ab (Jolles, 1996) und verloren ihre antimikrobielle Aktivitat nach
Substitution des Glutamins (Gluss) durch Histidin. Brew et al. schlugen 71967 nach
vergleichenden Untersuchung mit Lysozym erstmals eine Aminosauresequenz fir
a-Lactalbumin vor (siehe auch McKenzie, 1996).

Erste Indizien fir die Existenz des Molkenproteins gab es bereits seit 1885, isoliert wurde
a-Lactalbumin (a-LA) allerdings 7939 von Sarensen und Serensen. Doch erst 27 Jahre spater
wurde seine Funktion als Untereinheit B der Lactosesynthase zusammen mit der
Galactosyltransferase (Untereinheit A) zur katalytischen Synthese von Lactose aufgeklart
(Ebner et al., 1966). Die Synthese von Lactose selbst findet nur wahrend der Lactationsperiode
in den Milchdriisen der Sauger statt, so dass das Protein nur in der Milch (Gesamtanteil 0,1%)
und im Colostrum zu finden ist. HEWL dagegen ist sehr weit verbreitet (Kapitel 2.1). Die
Molmasse des a-LA ist mit 14,2 kDa und 123 Aminosauren vergleichbar, der Isoelektrische
Punkt liegt hingegen im Sauren bei 4,2 - 4,5 (Belitz et al., 2001). Die Denaturierungstemperatur
betragt etwa 70 - 80°C und strukturell aufgebaut ist a-LA aus einer a- und einer f-Domaéne. Ein
Vergleich der allgemeinen Fakten von HEWL und a-LA ist in Tabelle 2-4 und der primare,
strukturelle Aufbau in Abbildung 2-7 dargestellt.
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Tabelle 2-4: Vergleich von HEWL und bovinem a-Lactalbumin

HEWL a-LA
GroBe, Abmesssung [kDa] 14,3 14,2
Gesamtaminosauren 129 123
Disulfidbricken 4 4
Lysinreste 6 11
Glutaminreste 3 7

Die Tertiarstruktur des Albumins wird ebenso wie beim HEWL durch vier Disulfidbrlicken, hier
zwischen den Cysteinresten an den Positionen 6/120, 28/111, 61/77 und 73/91, stabilisiert.
Zudem besitzt es ein Calciumion im Zentrum (holo-Form, Permyakova und Berliner, 2000). Wird
dem a-LA das Calcium entzogen (apo-Form), so wird dessen Stabilitét stark verringert (Hendrix
et al., 2000). Beim Vergleich der Aminosauresequenzen der genannten Proteine sind 34,5% der
Aminosauren absolut identisch (entspricht 51 Aminosauren) und 47 Aminosauren (32,0%) sind
einander &hnlich, besitzen folglich vergleichbare physikalisch-chemische Eigenschaften.

1 EQLTKCEVFRE--LKDLKGYGGVSLPEWVCTTEHT
1 KVEGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFE

53 SGYDTQAIVON-NDSTEYGLFQINNKIWCKDDONPHSSNICNISCDKFLDDDLT
54 SNENTQATNRNTDGSTDYGILQOINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDIT

106 DDIMCVKKIL-DKVGINYWLAHKALCSEK-LDOWLCEKL- LALBA_BOVIN
108 ASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVOAWIRGCRL LYSC_CHICK

Abbildung 2-7: Vergleich der Primarstrukturen von HEWL (LYSC_CHICK) mit bovinem a-Lactalbumin
(a-LA, LALBA_BOVIN); graue Schrift - Signalpeptid, grau unterlegt sind Aminos&uren mit &hnlichen
Eigenschaften und identische Aminosauren sind fett hervorgehoben (www.uniprot.org/align)

2.2 Die enzymatische Vernetzung

Eine der beiden Hauptkategorien bei der chemischen Modifizierung von Proteinen stellt die
enzymatische Umsetzung dar. Dabei kénnen verschiedene Enzyme aus unterschiedlichen
Enzymklassen (EC) eingesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer vernetzenden
mikrobiellen Transferase gearbeitet.

2.2.1 Mikrobielle Transglutaminase

Die Transglutaminase (TGase, EC 2.3.2.13, Protein-Glutamin-Amin-y-glutamyltransferase)
gehdrt zur Enzymklasse der Transferasen, diese Enzyme sind in der Lage Gruppen zu
Ubertragen. Erste Hinweise auf die Existenz von Transglutaminasen lieferten Studien an einem
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Leberextrakt flr den das Einbinden von Aminogruppen in Proteine beobachtet wurde (Sarkar,
1957). Kurze Zeit spater wurde von Clarke et al. (1959) die erste TGase beschrieben.

Ahnlich wie beim Lysozym kann auch fiir die TGasen eine ubiquitdre Verbreitung verzeichnet
werden. Sie kommen sowohl in Mikroorganismen, Pflanzen als auch in tierischem Gewebe, z.B.
Fisch und Kérperflissigkeiten vor (Ando et al., 1989; Falcone et al., 1993; Siepaio und Meunier,
1999; Lilley et al., 1998; Yasueda et al., 1995; Folk, 1980). Besonders hervorzuheben sei an
dieser Stelle die aus dem Mikroorganismus Streptoverticillium sp. S-8112 isolierte mikrobielle
Transglutaminase (mTGase). Sie ist technologisch leicht zu gewinnen, da der Organismus das
Enzym sezerniert. Die mTGase zeichnet sich auBerdem durch eine geringe Substratspezifitat
aus (de Jong et al., 2001 und Shimba et al., 2002), was ihren zunehmenden Einsatz in der
Forschung und die Anwendung speziell in der Lebensmittelindustrie seit dem Ende der 1980er
Jahre ermdglicht hat.

Mit einer molaren Masse von 37,9 kDa und 331 Aminosauren gehdrt die mikrobielle TGase zu
den Einzelstrangpolypeptiden (Kanaji et al., 1993). Sie ist im Gegensatz zu vielen TGasen Ca**-
unabhéngig (Nonaka et al., 1996). Der isoelektrische Punkt liegt bei pH 9 und das Optimum bei
5 bis 8, aber auch bei pH-Werten von 4 bis 9 ist mTGase noch aktiv. Beschrieben ist weiterhin
ein breites Temperaturoptimum im Bereich von 40 - 60°C (Ando et al., 1989; Yokoyama et al.,
2004), wobei Untersuchungen bei wesentlich geringeren Temperaturen noch Restaktivitaten
zeigen konnten. Die GroBe des globuldren Proteins betragt 41 x 59 x 65 A und es besitzt eine
flache, scheibenférmige Gestalt, mit einem tiefen Spalt, in welchem sich das aktive Zentrum,
eine freie Thiolgruppe des Aminosdurerests Cystein-64 (Cyses), befindet (Kashiwagi et al.,
2002).

Reaktiver Spalt -
/)

i Cyses / 4'
/()\7/\1}/ // /

]
%\

r

\

Abbildung 2-8: Sekundarstruktur der mTGase nach Kashiwagi et al. (2002), rot: a-Helix, tirkis:
B-Faltblatt, griin: Schleifen, grau: ungeordnete Bereiche, orange eingezeichnet im reaktiven Spalt auf
atomarer Ebene der Cysteinrest (Cyses) (Discovery Studio Visualizer, v2.5, Accelrys Software Inc., San
Diego, CA: pdb-File 1iu4)

Kanaji et al. (1993) verdffentlichten die Priméarstruktur der mikrobiellen Transglutaminase des
Streptoverticillium sp. Bakterienstamm S-8112. Die Aufklarung der Aminosaureabfolge gelang
16
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ihnen mittels Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrometrie (FAB/MS) und dem klassischen
Edmanabbau. Die Sequenz der Sauger-TGasen, reprasentiert durch die Meerschwein-
chenleber-Enzyme (GTGase), weist groBe Unterschiede zum mikrobiellen Enzym auf. Die
sekundéren Strukturen der Region um das katalytische Zentrum &hneln sich jedoch stark.

Die Sekundarstruktur der mTGase, die in Abbildung 2-8 dargestellt ist, besteht aus a- und
B-Einheiten, wobei die B-Faltblatter im inneren und die a-Helices im auBeren Bereich um diese
herum angeordnet sind. Die B-Faltblatter (tirkis) bestehen aus insgesamt sieben antiparallelen
Béndern. Das aktive Zentrum befindet sich zwischen dem finften und sechsten. Die a-Helices
(Abbildung 2-8, rot) sind in drei Untereinheiten aufgeteilt, welche sich rechts und links,
beziehungsweise unter dem reaktiven Spalt befinden. Somit besitzt das aktive Zentrum eine
Breite von 13 und eine Tiefe von 16 A (Kashiwagi et al., 2002). Die Oberflache der mTGase ist
vorwiegend positiv geladen, wohingegen sich innerhalb des aktiven Spaltes mehrheitlich
negative Ladungen tragende saure Reste befinden. Hydrophobe und aromatische
Aminosaurereste befinden sich an den duBeren Seiten des aktiven Zentrums.

2.2.1.1 TGase katalysierte Reaktionen und Reaktionsmechanismus

Die im Allgemeinen durch TGasen katalysierten Reaktionen kdénnen in drei Untergruppen
gegliedert werden. Aufgrund des zuvor beschrieben Aufbaus und der stark abweichenden
Aminosauresequenz von klassischen, Ca®*-abhdngigen TGasen benétigt die mTGase einen
Acyltransfer zwischen einem Acyldonator und unterschiedlichen Acylakzeptoren wahrend des
Reaktionsprozesses. Substratbedingt wird vor allem die y-Carboxamidgruppe eines peptid-
gebundenen Glutamins als Acyldonator bevorzugt. Diese kann mithilfe der e-Aminogruppe
eines peptidgebundenen Lysinrestes das N-e-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin-Isopeptid  bilden
(Gleichung 2 in Abbildung 2-9). In Abwesenheit von verfugbaren e-Aminogruppen des freien
oder gebundenen Lysins kénnen auch andere primare Amine, Polyamine und Ammoniak als
Reaktionspartner dienen (Folk, 1969). In Ermangelung einer Aminkomponente kann zuletzt
auch Wasser als Substrat fungieren (3, Abbildung 2-9, Griffin et al., 2002), diese Reaktion
verlauft jedoch wesentlich langsamer. Unabhangig vom vorliegenden Substrat wird jeweils
Ammoniak aus der Carboxamidgruppe freigesetzt.

AN \
1 GlnmﬁMNHz + HoN—R  ——— GIn—C——NH—-R + NHz
[
RZ 0 R2
R R4

\
2 /Gln—ICI—NHz +  HyN—Lys — 3= Gln—lCl—NH--wLys +  NH3

Rz O R2
R1 R1
\ \
3 Gln—ﬁ—NHz + H,0 —»  GIn—C—OH +  NH
1l
R2 o R2

Abbildung 2-9: mTGase katalysierte Reaktionen (Lauber, 2002; Jaros et al., 2006)
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Der fur die TGase bekannte, vernetzende Mechanismus (Folk, 1969) unterteilt sich in
verschiedene, katalytische Phasen und wird auch als Ping-Pong-Mechanismus beschrieben
(Abbildung 2-10).

His,,, His,;,
/\ Asp,gg _ \/ ASDs;5
N NH o 0= Cﬁ‘ﬁ" Ny N=H—0 Cﬁs“
O—H - O—H
S S
H @n H Gin
\N~< \N
A\ /N
Hisz74 H|8274
\/ ASP,ss < ASPass
Ny Nepy 022 NaoN~H -0
o— Cfm 0—H Cﬂs‘“
Hﬂ S H (> S
\N+ In \N—éGIn
/ < / %
. H 0 ] Lys 0
His,., His,;,
/\ ASpog; _ \/ ASDs55
N\/N“H 0:2 j)y564 N\/N\H e Q) Cysg,

H }—Gln H Gin
H-N 4 H=N A
H Lys

Abbildung 2-10: postulierter Ping-Pong-Reaktionsmechanismus (Kashiwagi et al., 2002),
Wasserstoffbriickenbindung; ,—* kovalente Bindung

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der katalytischen Zentren von TGase und mTGase
postulierten Kashiwagi et al. (2002) diesen auf drei Aminosaureresten basierenden
Reaktionsweg. Histidin-274 (His,74), Cystein-64 (Cysgs) und Asparaginsdure-255 (Aspgss) sind
daran beteiligt. Zuerst greift das Thiol des Cyses nucleophil den Acyldonor (Glutaminrest) an und
bildet einen bindren Komplex, worauf ein Proton der Asp.ss abgegeben und Ammoniak frei wird.
Die negativ geladene Asparaginsaure lagert sich nucleophil an das e-Amin des Donors
(Lysinrest) an, welcher nun mit dem bindren Komplex reagiert. AnschlieBend wird das neu
gebildete Isopeptid aufgelést und das Oxyanion der Thiolgruppe wird frei (Jaros et al., 2006).

Dem His,7, wird keine entscheidende Rolle fir den Reaktionsverlauf zugeschrieben, es bildet
lediglich eine Wasserstoffbriickenbindung mit Asp.ss aus (Abbildung 2-10). Bei Substitution mit
einer anderen Aminoséaure behélt die mTGase 50% ihrer Aktivitat. Wird hingegen Asposs ersetzt,
besitzt das Enzym keinerlei Aktivitdt mehr (Kashiwagi et al., 2002).
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2.2.1.2 Analytische Aspekte

Die klassischen Methoden zum Nachweis der Vernetzungsreaktion mit mTGase basieren auf
der Erfassung der beteiligten GIn- und Lys-Reste mittels Markierungsreagenzien, welche gezielt
an eine der beiden Aminosauren anknlpfen. Nach spezifischer Umsetzung mit der mTGase
werden die Proben zumeist enzymatisch verdaut und die gebildeten Peptide einer
chromatographischen Trennung mittels HPLC unterzogen. FUr die Ermittlung reaktiver Lys-
Reste wird Benzyloxycarbonyl-L-glutamylglycin (Z-GIn-Gly) eingesetzt, wie Nieuwenhuizen et
al. an a-Lactalbumin (2003) und B-Lactoglobulin (2004) zeigten.

Fir die Bestimmung reaktiver GIn-Reste stehen die Agenzien Monodansylcadaverin (MDC)
(Nonaka et al., 1997; Coussons et al., 1992; Yan und Wold, 1984), Triglycin (Gly-Gly-Gly) und
Glycylglycinethylester (Gly-Gly-OEt) (Nieuwenhuizen et al., 2003), 6-Aminohexansaure
(Nieuwenhuizen et al., 2003; Nieuwenhuizen et al., 2004) sowie ["*C]-Putrescin (Christensen et
al., 1996; Sérensen et al., 1999) zur Verflgung.

Zur spezifischen Spaltung und Freisetzung der markierten Aminoséuren werden den Proteinen
anschlieBend Proteasecocktails oder einzelne Enzyme, wie z.B. Lys-C und V8-Protease
(Sérensen et al., 1999), Trypsin und V8-Protease (Yan und Wold, 1984), Trypsin, Pepsin und
Chymotrypsin (Christensen et al., 1996), Trypsin (Coussons et al., 1992), sowie Glu-C Protease
(Nieuwenhuizen et al., 2003; Nieuwenhuizen et al., 2004) zugesetzt.

Die genannten Methoden zur Identifizierung potentieller reaktiver Stellen im zu untersuchenden
Molekdl sind weit verbreitet, der reale, meist globular vorliegende Bindungspartner besitzt
jedoch véllig andere Eigenschaften als das in der Regel kleinere und im Uberschuss zugesetzte
Reagenz. Konsequenter weisen kann auf Basis dieser Daten eine Uberinterpretation der
reaktiven Aminosduren nicht ausgeschlossen werden. Der Ansatz, die beteiligten
Aminosdurereste direkt Uber die gebildeten Isopeptidbindungen nach exzessivem
proteolytischen Verdau zu identifizieren, ist weitaus seltener zu finden (Schéfer et al., 2005),
aber zu favorisieren, da dieser eine exakte Angabe der beteiligten Reaktionsorte ermdglicht.

Modifizierte Peptide werden abhangig von der eingesetzten Markersubstanz mit verschiedenen
Methoden detektiert. MDC-markierte Peptide fluoreszieren und kénnen aufgrund dieser
Eigenschaft erfasst werden, wobei sich flir eine genauere Identifizierung eine Sequenzanalyse
anschlieBt (Yan und Wold, 1984; Coussons et al., 1992). Die mit Z-GIn-Gly und 6-
Aminohexansaure markierten Peptide werden Uber die durch Einbau des Markers
hervorgerufene Masseanderung mittels HPLC-MS detektiert und identifiziert (Nieuwenhuizen et
al., 2003; Nieuwenhuizen et al., 2004). Andere mit ['*C]-Putrescin radioaktiv markierten Peptide
werden Uber Scintillationsmessungen detektiert und teilweise zur weiteren Untersuchung einer
Sequenzanalyse sowie Massenspektrometrie unterzogen (Christensen et al., 1996; Sérensen et
al., 1999).

2.2.1.3 Einsatz in der Lebensmittelindustrie

Bis in die spaten 80er Jahre war aus Meerschweinchenleber gewonnene TGase die einzig
kommerziell erhaltliche Transglutaminase. Erst seit der Entdeckung des mTGase
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sekretierenden Mikroorganismus Streptoverticillicum sp. S-8112 durch Ando et al. (1989)
bestand die Mdglichkeit das Enzym groBtechnisch zu gewinnen und damit das
Applikationsspektrum zu erweitern. Die Allergenitdt des Proteins fur die Herstellung von
Lebensmitteln wurde vor dessen Einsatz gepriift. Mit dem ,2001 FAO/WHO Decision Tree® fiir
mTGase aus S. mobaraense konnte fir das Enzym kein allergisches Potential nachgewiesen
werden (Pedersen et al., 2004).

Zu berucksichtigen sind weiterhin potentiell antinutritive Effekte, zum Beispiel der Verlust
essentieller Aminosauren wie Lysin (Lys) durch verénderte Bioverfligbarkeiten des Isopeptids.
Dass dies nicht der Fall ist, konnten Finot et al. (1978) durch Verdau- und Resorptionsstudien
an "*C-markierten Verbindungen zeigen. Das N-e-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin-Isopeptid wird hierbei
intestinal aufgenommen und in den Nieren abgebaut, wobei Lysin frei wird. Die Arbeitsgruppen
Seguro et al. (1995/1996) sowie Motoki und Kumazawa (2000) wiesen zudem weitere
dipeptidspaltende Enzyme im Blut und der Leber nach. Ferner konnte mittels HPLC-
Untersuchungen nachgewiesen werden, dass ca. 99% in den Kdérper aufgenommen und nur ca.
1% des Isopeptids mit dem Urin bzw. Faeces ausgeschieden werden (Seguro et al., 1996). Die
biologische Wertigkeit der Proteine wird somit durch eine Transglutaminasebehandlung bzw.
Isopeptidbildung nicht vermindert.

Aus der Literatur ist vielmehr bekannt, dass durch Einfihrung von Lysin, Aminoséureestern und
Lysylpeptiden in Lebensmittelproteine funktionelle Eigenschaften verbessert (Motoki et al.,
1984) und der Nahrwert gesteigert werden kann. So wird die Vernetzungsreaktion ausgenutzt,
um verschiedenste Proteine durch Oligomerisierung zu gelieren (Ando et al., 1989). In Tabelle
2-5 ist ein Auszug des Anwendungsbereiches der mikrobiellen Transglutaminase zur
Modifikation konventionell hergestellter Produkte abgebildet (Marx, 2008; Jaros et al., 2006).
Gleichwohl die Substratspezifitdt der mikrobiellen Transglutaminase vergleichsweise gering ist,
stellen die meisten globuldren Proteine kein Substrat fir das Enzym dar. Offenkettige Proteine
wie Caseine werden dagegen bevorzugt umgesetzt (Kamiya et al., 2003).

Tabelle 2-5: Allgemeine Anwendungsbereiche der mTGase (Marx, 2008; Jaros et al., 2006)

Einsatzbereich Modifizierte Effekt im Lebensmittel
Proteine
Joghurtproduktion Caseine, Erhéhung der Gelstarke, verringerte Trennung der
a-Lactalbumin festen und flissigen Phase (Synérese)
Tofuproduktion 11S Globulin, Verfestigung von Sojamilch zu Sojaquark (Tofu)
7S Globulin
Backwarenherstellung Glutenin, Gliadin Verbesserung der physikochemischen und
rheologischen Eigenschaften des Teiges
Fleisch- und Wurst- Myosin, Kollagen, Verbesserung von Textur, Elastizitat, Festigkeit
herstellung Gelatine erhdhte Bestandigkeit beim Erhitzen und Einfrieren
Kosmetikindustrie Keratinocyten- Einbringen von primaren Aminen in
Proteine Sonnenschutzmittel, Haut- und Haarpflegemittel
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2.3 Nicht-enzymatische Vernetzung

Bei den nicht-enzymatischen Reaktionen handelt es sich um die zweite groBe Kategorie zur
chemischen Modifikation von Proteinen, wobei es sowohl zu Ab- als auch Aufbaureaktionen
kommen kann. GroBe Bedeutung hat in diesem Zusammenhang die auch als nicht-
enzymatische Braunung bezeichnete Maillard-Reaktion, bei der reduzierende Zucker als
Reaktionspartner mit den Aminofunktionen der Proteine fungieren. Da die im Abschnitt 2.2
betrachteten enzymatischen Reaktionen ohne weiteren Reaktionspartner ablaufen, fokussiert
sich die hier vorliegende Arbeit jedoch auch im nicht-enzymatischen Teil auf ,reine“ Protein-
Protein-Wechselwirkungen.

2.3.1 Thermisch induzierte Vernetzung

Eine einfache Methode der nicht-enzymatischen Vernetzung stellt die Reaktion unter
Einwirkung von Hitze im neutralen oder basischen pH-Bereich dar. Dabei entsteht z.B. das
besonders in erhitzten Milchprodukten vorkommende Dehydroalanin (DHA), welches auch als
Indikator fUr thermische Behandlungen herangezogen wird (Annan und Manson, 1980). Es wird
eine basenkatalysierte B-Eliminierung einer guten Abgangsgruppe wie Wasser oder
Schwefelwasserstoff aus Hydroxy- (z.B. Serin) oder Thioaminosauren (z.B. Cystein) abstrahiert
(Asquith und Carthew, 1972). Eine kinetisch bevorzugte B-Eliminierung findet jedoch mit
Phosphoserin satt. Bereits milde basische Bedingungen reichen hier fir die Abspaltung des
Phosphatrestes und fir die Bildung des DHA aus (Freimuth et al., 1980). Zudem konnte in
schwach saurer bzw. neutraler Lé6sung DHA auch wéhrend der Erhitzung von B-Lactoglobulin
(Watanabe und Klostermeyer, 1977) und B-Casein (Kleyn und Klostermeyer, 1980; Meyer et al.,
1981) nachgewiesen werden.

Mégliche Reaktionsprodukte und deren ausflhrlicher Bildungsmechanismus aus DHA kénnen
in der Dissertation von Hellwig (2011) eingesehen werden. Unter Anwesenheit weiterer
Komponenten wie den Aminosauren Lysin, Cystein, Serin und Histidin kann es beispielsweise
zur Ausbildung von charakteristischen Vernetzungsprodukten wie Lysinoalanin (LAL, Abbildung
2-11), Lanthionin (LAN, Horn et al., 1941) oder Ornithinoalanin kommen. Henle et al. wiesen
1993 erstmals Histidinoalanin  in  erhitzten Milchprodukten nach. 1,4-Additionen
proteingebundenen DHAs mit der e-Aminogruppe des Lysins, der Thiolgruppe des Cysteins
oder der imidazolischen N-Atome des Histidins kénnen weiterhin zu intra- sowie
intermolekularen Vernetzungen der vorliegenden Proteine fuhren. In neutralen, geringflgig
erhitzten Lebensmitteln wies Sternberg et al. im Jahr 1975 zudem LAL nach.

HOOC s COOH

NH COOH
>:CH2 —_— HZN/J\/ \/\/\I/
H,N

NH,

Abbildung 2-11: Bildung von Lysinoalanin (LAL) aus Dehydroalanin (DHA) und Lysin (Annan und
Manson, 1981)
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Einen weiteren Reaktionsweg der thermischen Vernetzung stellen Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen bzw. die Bildung neuer Disulfidbriicken durch Oxidation dar. Swaisgood
(2005) postulierte die Bedeutung der Seitenketten der Cysteinreste flir eine intra- oder
intermolekulare Oligomerisierung. Weiterhin konnte bei trockener Erhitzung von B-Lactoglobulin
das Proteinrickrad modifiziert werden, was auf die Zyklisierung der Cysteinreste Uber
benachbarte Peptidbindungen unter Bildung von Thiazolinen zurtckgefuhrt wurde (Paulus et
al., 1997).

Andere hitzeinduzierte Oligomerisierungen basieren auf der Reaktion von Lysin mit Asparagin-
oder Glutaminsaure. Dabei werden unter Wasserabspaltung kovalente Isopeptidbindungen
geknupft. Es handelt sich um klassische Kondensationsreaktionen, welche bei geringen a,-
Werten stattfinden. Abgesehen davon kann bei Reaktion der e-Aminogruppe des Lysins mit den
isopeptidbildenden Aminoséauren Glutamin oder Asparagin auch die Abspaltung von Ammoniak
(NH3) beobachtet werden (Bjarnason und Carpenter, 1970). Die gebildeten Isopeptide sind
kovalent verknipft und stellen somit eine stabile Vernetzung dar. Dabei entsteht sowohl intra-
als auch intermolekular N-g-(y-Glutamyl)lysin (Glu_Lys) oder N-e-(B-Aspartyl)lysin (Asp_Lys).
Unter Einsatz hoher, nicht mehr lebensmittelrelevanter Temperaturen konnte Schmitz et al.
(1976) in verschiedenen Milcherzeugnissen eine 2 - 5%ige Blockierung der Lysinreste durch
Isopeptide nachweisen (siehe Tabelle 2-6).

Tabelle 2-6: Isopeptidbildung nach trockener und wassriger Hitzebehandlung von Milchproteinen; ,+* 2%
und ,++“ 5% des jeweiligen Isopeptids, ,-“ nicht nachweisbar (Schmitz et al., 1976)

Material Behandlung Isopeptide
Temp. [°C] Zeit System Asp_Lys Glu_Lys
Milch 136-148 3,6s-2Std wassrig - -
B-Lactoglobulin A 140 2 Std trocken - -
B-Lactoglobulin AB 121 24 Std trocken - +
a-Lactalbumin 121 24 Std trocken - ++
Casein 140 2 Std trocken - -
Casein 121 24 Std trocken - +
Magermilchpulver walzengetrocknet - -
Molkenprotein spriihgetrockent - -

Die Crosslink-Aminosauren werden neben moglichen Maillard-Produkten in Zusammenhang mit
der geringeren Bioverfligbarkeit essentieller Aminosduren wie Lysin oder Histidin (fur
Sauglinge) und der resultierenden Nahrwertminderung von Proteinen flr erhitzte Produkte wie
Tier- oder Sauglingsnahrung diskutiert (Asquith et al., 1974). Die Einfihrung von Grenzwerten
in Milch und Milcherzeugnissen in den 80er Jahren beruht zudem auf Toxizitatsstudien. So
konnte Woodard und Short (1977) nach Futterungsversuchen an Ratten eine renale Toxizitat
des LAL nachweisen.
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2.3.2 In-Vacuo Zero-Length Cross-Linking

Eine noch relativ neue Methode der thermisch induzierten Oligomerisierung stellt das In-Vacuo
Zero-Length Cross-Linking (ZLCL) dar. Es basiert auf der thermischen Inkubation lyophilisierter
Proben unter Vakuum, bei welcher eine kovalente Vernetzung zwischen Aminosaureresten
entweder intra- oder intermolekular ohne die Einwirkung weiterer Zuséatze/ Chemikalien
beobachtet werden kann. Dieser Methode liegt die in Abschnitt 2.3.1 diskutierte
Kondensationsreaktion zwischen Lysin und Glutamin(sdure) oder Asparagin(saure) unter
Abspaltung von Wasser oder Ammoniak zugrunde.

Zu den ersten dahingehend untersuchten Proteinen gehdren neben der aus bovinem Pankreas
gewonnenen RNase das Lysozym aus Huhnereiwei3 (HEWL), bovines Serumalbumin (BSA),
Hamoglobin und Chymotrypsin (Simons et al., 2002). Die Proteine werden geldst und nach pH-
Wert-Einstellung lyophilisiert, anschlieBend evakuiert und verschlossen. Wéahrend der
Lyophilisation wird den Proteinmolekilen die Hydrathllle teilweise entzogen, so dass die
Proteine im Folgenden besser interagieren kénnen. Unter Hitzezufuhr von 85°C werden dann
beispielsweise die protonierte Aminokomponente und eine deprotonierte Carboxylkomponente
miteinander vernetzt (Simons et al., 2003). Es erfolgt die Abspaltung von Wasser respektive
Ammoniak. Das Verfahren wurde anschlieBend mit bis zu sechs Zyklen wiederholt. Die
oligomerisierten Enzyme wurden mithilfe der Gelelektrophorese (SDS-PAGE) detektiert, wobei
die neu entstandenen Proteinbanden doppelt so hohe Molmassen wie die monomeren Proteine
aufwiesen und demzufolge als die Dimere der jeweiligen Enzyme identifiziert wurden. Die
maximale Vernetzungsrate fir HEWL betrug etwa 30% (sieben Zyklen Uber 24h, 85°C). Das
Vakuum beginstigt dabei die Kondensation thermodynamisch, indem das entstehende
Reaktionswasser aus dem Gleichgewicht entfernt wird und die Reaktion auf die Seite der
Produkte verschoben wird. Ein vergleichbarer Effekt ist durch Temperaturerhéhung zu erzielen
(siehe Abschnitt 2.3.1, Tabelle 2-6).

Weitere Publikationen beschaftigen sich mit HEWL und Meerrettich-Peroxidase (Yaghoubi et
al., 2007 sowie Maroufi et al., 2008). In diesen Studien konnte nach Behandlung mit Vakuum
und Hitze in beiden Enzymen das Dimere als Hauptvernetzungsprodukte identifiziert werden.
Die anschlieBend untersuchten Aktivitaten weichen fur die HEWL-Proben kaum vom Monomer
ab und Ubersteigen im Falle der Peroxidase sogar dessen Ausgangsaktivitat.

2.3.3 Anwendungsmaglichkeiten nicht-enzymatisch vernetzter Proteine

Zu den am haufigsten modifizierten Proteinen gehéren aufgrund ihrer Verfligbarkeit und der
analytisch einfachen Gewinnung die Milchproteine, allen voran das Casein. Bereits zu Beginn
des 20. Jahrhunderts wurde Casein unter Zugabe von Formaldehyd, mit Hitze und Druck zu
einer Art Kunststoff, dem Galalith polykondensiert. Die freien e-Aminogruppen des Lysins
werden unter Wasserabspaltung vorrangig mit Glutamin- und Asparaginsduren umgesetzt
(Nitschmann und Hadorn, 1944). Anwendung fand das Polymer bis in die 1930er Jahre hinein
bei der Herstellung von Schmuck, Knépfen oder KAmmen (Krétz, 2004). Eine vergleichbare
Anwendung basiert auf den Ergebnissen von Cardoso et al. (2011). Das Casein wurde hier mit
dem Polysaccharid Maltodextrin umgesetzt und die ablaufenden Reaktionen kdnnen der
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Maillard-Reaktion zugeordnet werden. Das resultierende Biopolymer ist im Vergleich zum
klassischen Galalith plastischer, hydrophiler und im sauren Milieu stabiler.

Lauber (2002) konnte zeigen, dass nicht-enzymatische Vernetzungsreaktionen wahrend der
Lagerung von Ultra-Hoch-Temperierter (UHT)-Milch bei 37 und 50°C nach bis zu drei Tagen
stattfanden. Sie flhrte die analog nach Joghurtherstellung erzeugten, stichfesteren Gele auf die
entstandenen Crosslinkaminosauren LAL, HAL und Pentosidin zurlick. Diese Strukturen werden
in Casein auch unter Hochdruckbedingungen, wie sie zur Konservierung von Lebensmitteln
angewendet werden, gebildet (Schwarzenbolz und Henle, 2010). Sie stellen somit potentielle
Indikatorsubstanzen fir eine entsprechende Behandlung dar.

2.4 Wirkung hoher hydrostatischer Driicke auf Proteine

Auf der Erde herrschen natirlicherweise maximal Dricke von bis zu 110 MPa (Tiefsee) vor.
Unter ahnlichen Bedingungen auftretende natlrliche Phdnomene nachzubilden und so erklaren
zu kénnen war zunachst das facherlbergreifende Ziel der wissenschaftlichen Betrachtung von
Reaktionen unter hohen hydrostatischen Dricken. Anwendung finden sowohl groBvolumige
Drucktanks fir geringe als auch miniaturisierte Quarzzellen fir extrem hohe Drlicke bis zu
einigen GPa. Ende des 20. Jahrhunderts wurde die Methode dann vermehrt in der Lebens-
mittelindustrie eingesetzt, da Lebensmittel durch HD kaum morphologisch und sensorisch
verandert, pathogene Keime aber abgetdtet werden konnten. In den letzten Jahren sind jedoch
vermehrt die gesundheitsbezogene Forschung und Medizin in den Fokus geriickt (Demanzeau
und Rivalain, 2011).

Basierend auf dem Prinzip von LeChatelier und Braun (1885) werden unter Druck ablaufende,
chemische Reaktionen im Allgemeinen in die Richtung verschoben, die mit einer
Volumenreduktion einhergehen (Holleman und Wiberg, 1995). Entsprechend verringern
Proteine unter Druck ihr Volumen. Durch Auffaltung gehen sie in einen (partiell) denaturierten
Zustand Uber. Mozhaev et al. (1996) konnten beobachten, dass dies meist reversibel geschieht,
im Gegensatz zur thermischen Denaturierung, welche aufgrund der Spaltung kovalenter
Bindungen und Aggregation oftmals irreversibel ablduft. Somit kann HD als bedeutender
Parameter zur Untersuchung der Beziehungen zwischen Struktur und Funktion von Proteinen
herangezogen werden (McCarthy und Grigera, 2006).

Tabelle 2-7: Volumenanderung (AV) bei der Ausbildung von Proteinbindungen und -wechselwirkungen
(Mozhaev et al., 1996; Messens et al., 1997)

Bindungstyp Bindungsenergie H [kd/mol] AV [ml/mol]
Kovalente Bindung 330 - 400 (Peptidbindung) -10

200 (Disulfidbindung)
Elektrostatische Wechselwirkung 42 - 84 +10 bis +12
Hydrophobe Wechselwirkung 4-12 +10 bis +12
Wasserstoffbriickenbindung 8-40 Werte um 0
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Die von Chalikian et al. (1996a-c) postulierten generellen Anderungen des scheinbar
spezifischen Volumens sind in Tabelle 2-7 dargestellt und kénnen in drei verschiedene Beitrage
unterteilt werden. So setzt es sich aus dem intrinsischen Volumen, welches das Volumen aus
dem Van-der-Waals-Volumen der beteiligten Atome plus den Rauminhalt intrinsischer Licken
innerhalb der wasserunzugéanglichen Stellen im Proteininneren beinhaltet, zusammen. Diese
bei Normaldruck unzugénglichen Hohlrdume werden unter Hochdruck zunachst ausgedehnt
und nehmen ein gréBeres Volumen ein, bis zum Erreichen einer kritischen GréBe, bei welcher
das L&sungsmittel eindringen kann (,puff-up“-Effekt) (Royer und Winter, 2011). Weiterhin hat
das Hydrations- oder Lésungsvolumen, welches das Volumen beschreibt, das aus den
Wechselwirkungen des Ldsungsmittels Uber geladene (via elektrostatische Wechselwirkung),
polare (z.B., Wasserstoffbriickenbindung) oder nichtpolare (hydrophobe Wechselwirkung)
Interaktionen mit Atomgruppen des Proteins eingeht, einen Einfluss. Zuletzt genannt sei das
thermodynamische Volumen, es ergibt sich aus thermisch induzierten molekularen Vibrationen
und Reorientierungen.

Eine ausflhrliche Diskussion der variierenden Einflisse des Druckes auf Primér-, Sekundér und
Tertiarstruktur kann der Dissertation von Partschefeld (2011) bzw. Menéndez (2006)
entnommen werden. Fir die vorliegende Arbeit relevant ist, dass auf Ebene der
Sekundarstruktur die a-Helices anfélliger gegeniiber hohen hydrostatischen Driicken reagieren
als die kompakten B-Faltblatt-Strukturen. Wird die Tertiarstruktur betrachtet, dissoziieren die
oligomeren Proteine zu inaktiven und spater partiell denaturierten Monomeren. Fir
einzelstrangige Proteine ist bei Normaltemperatur und einem neutralen pH-Wert hingegen eine
hohe Stabilitat von bis 400 MPa zu verzeichnen (Gross und Jaenicke, 1994).

Studien zum HD-Einfluss auf die Bildung von Intermediaten der Fibrillogenese wurden anhand
von Transthyretin und a-Synuclein als Beispielproteine durchgefiihrt. Die Arbeitsgruppe um
Foguel und Silva (2004) stellte dabei das Volumen der Fibrillen der Kompression und
Expansion gegeniber. Es konnte gezeigt werden, dass das Volumen der Proteine bei der
Denaturierung abnimmt, die anschlieBende Fibrillbildung jedoch mit einer Expansion
einhergeht. Weiterhin ist fiir Protofibrillen schon bei geringen Uberdriicken von wenigen MPa
eine Dissoziation zu beobachten, sie sind aber in der Lage sich bei Druckentspannung komplett
reversibel zurlickzubilden (Kamatari et al., 2005; Li und Akasaka, 2006). Diese Tatsache lasst
eine Zunahme des Volumens (positives AV) wahrend der Fibrillbildung aus dem monomeren
Proteinen vermuten.

Die im Kapitel 2.1.3.1 dargestellten sauren Inkubationbedingungen zur Fibrillinduktion setzten
immer eine (partielle) Auffaltung des Proteins voraus. Diese kdnnte im Rahmen der hier
angewandten Methode durch Hochdruck substituiert werden. Der Fakt, dass die druckinduzierte
Auffaltung reversibel ablauft und in Publikationen von sehr volumindésen und komprimierbaren
Protofibrillen berichtet wird (Akasaka et al., 2007), lasst jedoch vermuten, dass unter
Bedingungen von 600 MPa mutmaBlich keine Keimbildung oder Vorstrukturierung mit
amyloidem Potential stattfindet.
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2.4.1 Wirkung von Hochdruck auf HihnereiweiB-Lysozym

Lysozym in seiner Rolle als Modellenzym und -protein ist bereits wiederholt unter hohem
hydrostatischem Druck untersucht worden. So konnten beispielsweise strukturelle
Veranderungen bei einem Druck von 200 MPa vorwiegend in der a-helicalen Doméane
identifiziert werden, wahrend die Domane des B-Faltblattes eine héhere Stabilitat zeigte
(Refaee et al., 2003). Vergleichende Untersuchungen bei 300 MPa bzw. 600 MPa, pH 7, 30 min
zeigten, dass bei héherem Druck eine Abnahme der a-helicalen Strukturen um 65,9% zu
verzeichnen ist, wahrend die Sekundarstruktur bei 300 MPa unbeeinflusst bleibt (Tedford et al.,
1999). Akasaka et al. (1997) konnten fir kaltedenaturietes HEWL anhand von NMR-
Messungen reversible Anderungen bereits bei Driicken bis 200 MPa ausmachen, welche
elastische Deformationen des Moleklls hervorriefen. Diese reversiblen, druckinduzierten
Strukturdnderungen waren im Wesentlichen auf hydrophobe Bereiche begrenzt. Signifikante
Veranderungen der Sekundérstruktur von HEWL wurden erst ab Driicken von 600 MPa durch
FTIR-Messungen beobachtet und mit der Bildung einer Random-Coil-Struktur in Verbindung
gebracht (Smeller et al., 2006). Die ebenfalls reversibel verlaufende Konformationsédnderungen
erklarten Smeller et al. (2006) bei Entspannung mit dem zurlickgedrangten Wasser, welches
zunachst unter Druck in das Protein hineingepresst wurde und eine Anderung der
Tertidrstruktur und nicht der Sekundarstruktur verursacht. Die bei Rickfaltung auftretenden
Intermediate sind vermutlich instabil und aggregationsanféllig. Dennoch zeigen sie wesentliche
Elemente der urspringlichen Sekundarstrukturen sowie locker gepackte hydrophobe
Molekulbereiche. Fink (1998) belegte die erhéhten Tendenzen zur Aggregation nach HD-
Behandlung im Vergleich zum aufgefalteten Zustand durch Nachweis einer kompletten
Umverteilung der hydrophoben Seitenketten tiber die gesamte Proteinsequenz.

Abbildung 2-12 zeigt das Phasendiagramm des HEWL bei verschiedenen Dricken und
Temperaturen. Es wird deutlich, dass das Protein Uber eine weite Temperaturspanne selbst bei
moderaten Drlcken bis Uber 200 MPa stabil ist (Maeno et al., 2009). Auch bei Variationen der
Temperaturen &ndert sich das atomare Volumen von Lysozym nicht signifikant.
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Abbildung 2-12: Phasendiagramm des HEWL bei pH 2, mittels Fluoreszenzmessung, Flache von pp,

(Druck beim Mittelpunkt des Ubergangs zwischen nativ und entfaltet oder halb-denaturiert) gegen T,
Kurvenverlauf gibt den besten Fit fir die Experimentaldaten wieder, AG = 0 (Maeno et al., 2009)
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Die beobachtete Temperaturabhangigkeit des scheinbar spezifischen Volumens von HEWL
kann hauptsachlich den Modifikationen der Hohlrdume, den Hydratationsveradnderungen an der
Proteinoberflache (unter Beriicksichtigung der GesamtmolekilgréBe) und den Anderungen des
thermodynamischen Volumens zugeschrieben werden. Eine Vorhersage wie sich das
strukturanaloge, evolutionsbiologisch verwandte a-Lactalbumin unter HD verhalt, ist auf Basis
der Daten zu HEWL nicht méglich. Vergleichbare Proteine kdnnen sich unter Druck absolut
verschieden verhalten. Zurtickzufihren ist dies vor allem auf die variierenden Hohlrdume im
Molekulinneren (Royer und Winter, 2011).

2.4.2 Wirkung von Hochdruck auf die mikrobielle Transglutaminase

Obwohl die Hochdruckbehandlung zur Inaktivierung vieler Enzyme eingesetzt wird, kann der
Einsatz hoher hydrostatischer Dricke auch unter Erhalt bzw. Erhéhung der Aktivitat
ausgewahlter Proteine angewandt werden (Eisenmenger und Corcuera, 2009). Die mikrobielle
Transglutaminase zeichnet sich durch eine dem HEWL vergleichbar hohe Druckstabilitat aus.
Gross und Jaenicke (1994) sowie Menéndez et al. (2006) fihrten dies auf einen kompakten
Kern mit vielen B-Faltblatt-Strukturen in Umgebung des reaktiven Zentrums zuriick. Daher wird
das Enzym zur Vernetzung von Proteinen unter Druck eingesetzt (Lauber et al., 2001b). Die
resultierende Oligomerisierung, unter anderem von globuléren Proteinen, dient der Modifikation
der nativen Proteineigenschaften (Lauber et al., 2001a; Partschefeld et al., 2007a).

Menéndez et al. (2006) untersuchten das Inaktivierungsverhalten von mTGase in Abhéngigkeit
von verschiedenen Driicken bei einer konstanten Temperatur von 40°C (Abbildung 2-13). Es ist
zu sehen, dass das Enzym bis 200 MPa sehr stabil ist und nach einer einstindigen
Druckbehandlung noch mehr als 50% seiner enzymatischen Aktivitat aufweist. Ab 400 MPa ist,
mittels Zirkulardichroismus-Spektrometrie (CD) detektiert, nach 30 min bei 40°C eine Abnahme
der a-helicalen Strukturen einhergehend mit der Zunahme ungeordneter Bereiche zu erkennen.
Nach 40 min ist eine 50%ige Inaktivierung zu verzeichnen. Unter Druckerhdéhung auf 600 MPa
wird bereits nach 15 min nur noch die Halfte der Ausgangsaktivitat erreicht.
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Abbildung 2-13: Inaktivierung der mTGase unter Hochdruckbehandlung bei 0,1, 200, 400, und 600 MPa
und je 40°C; ,- - -“ verbleibende Restaktivitat von 50% (Menéndez, 2006)
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Zudem konnte Menéndez (2006) zeigen, dass sich bei niedrigeren Temperaturen von 20°C und
600 MPa die zur 50%igen Inaktivierung bendtigte Zeit auf zirka 100 min erhdht (versechsfacht).
Weiterhin wird das Enzym bei Raumtemperatur erst ab 400 MPa bzw. bei Atmosphéarendruck
ab 60°C messbar inhibiert. Basierend auf diesen Erkenntnissen nimmt die Druckempfindlichkeit
der Transglutaminase mit steigenden Temperaturen (= 20°C) zu. Die Inaktivierung der mTGase
wird somit von der Temperatur stérker als vom Druck beeinflusst und folgt einer Reaktion
1. Ordnung (Lauber et al., 2001a). Vollstdndige Deaktivierung erfolgt bei Atmospharendruck
nach 2 min und 80°C (Menéndez et al., 2006). Die druckinduzierte Inaktivierung beruht folglich
auf dem Abbau der a-Helices im Oberflachenbereich des Enzyms, wodurch die Tertiarstruktur
verandert wird, was sich wiederum auf die Substratbindung auswirkt (Menéndez et al., 2006).
Die Ruckfaltung nach Hochdruckbehandlung erscheint im Gegensatz zu HEWL unvollsténdig,
da bei Druckreduktion der Aktivitatsverlust bestehen bleibt.
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3.1 Chemikalien, Materialien, Gerate und Software

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien

Name
1,4-Dithiothreitol (DTT)

8-Anilino-1-naphthalinsulfonsdure (ANS)

Acetonitril
Acrylamid

Aminopeptidase M, EC 3.4.11.2
Ammoniak

Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (PER)
Ammoniumsulfat

Benzyloxycarbonyl-L-Glutamylglycin
(Z-GIn-Gly-OH)
Bidestilliertes Wasser

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chelaplex Ill (EDTA)
Chymotrypsin

Coomassie Brilliantblau G250
Cytochrom C
D-(+)-Saccharose
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Eisen-(lll)-chlorid

Entsalztes Wasser

Essigséaure

Essigsaure

Ethanol

Ethylenglycol

Fleischextrakt trocken
Glutathion red.

Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

Hydroxylammoniumchlorid
lodacetamid

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Spezifikation, Katalognr.
= 99%,
A1028

HPLC gradient grade,
20060.320

4 x umkristallisiert, research

grade
28 U/ mg, L5006

25%, reinst
p.a., 1.01116
p.a., 13375
p.a., 2674
C-1635

Fraktion V, A-7906
reinst, p.a.

C4129

SERVA blue G
250600

= 99,5%, p.a.

zur Analyse, 12149

wasserfrei, 98%

p.a.; 100%, 20104.298
technisch

99%, vergallt
technisch, 24407.361
fir die Mikrobiologie

> 98.0%, G4251

> 99,5%; wasserfrei
Ph. Eur., 8486.9029

fur mikrobiolog. Unt.

zur Analyse, 1.04616
kristallin, 16125

zur Analyse, 1.09634.2511
zur Analyse, 30407
99,5%, 12039

Hersteller

Molecular, Leiden, Niederlande
Sigma-Aldrich, Steinheim

VWR, Darmstadt
Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Baker, Deventer, Niederlande

Bachem, Bubendorf, Schweiz

hauseigene Destillationsanlage
Sigma-Aldrich, Steinheim

VEB Laborchemie, Apolda
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Grissing, Filsum

hauseigene Entsalzungsanlage
VWR, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Berkel AHK, Berlin

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Becton, Dickinson and Company,
Sparks, USA

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de Haen, Seelze-Hannover

Grissing, Filsum
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Name

Kongorot
Laktose

L-Glutaminsaure-y-monohydroxamat
Lithiumcitrat-Puffer

Maltodextrin from maize starch
Methanol

Methanol

Methylenbisacrylamid
Methylenbisacrylamid

Micrococcus luteus

Mikrobielle Transglutaminase

N,N,N',N- Tetramethylethan-1,2-diamin
(TEMED)

Natriumacetat-Trihydrat
Natriumchlorid

Natriumcitrat-Puffer
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Natriumsulfat

Ninhydrin

Orange G

Pepsin from porcine gastric mucosa
Peptone from meat

Phosphorsaure

Prolidase from porcine kidney
Pronase E from Streptomyces griseus
Protein test mixture 4

Protein test mixture 5

Reinstwasser

Remazol Brilliant Blue R

Salzséure

Stickstoff

Thioflavin T
Thymol

TPCK-treated Trypsin from bovine
pancreas

Trichloressigsaure (TCA)
N-Tris(hydroxymethyl)methylglycine
(Tricin)
Trinatriumphosphat-Dodecahydrat

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Spezifikation, Katalognr.

min. 85%, C6767
wasserfrei , Ph. Eur., 17814

G2253

0,12 N; pH 2,2

31414-20

reinst

rein

Electrophoresis purity reagent
kristallin, rein

ATCC No. 4698 lyophilized
cells
75-130 U/g, Activa® MP

research grade

99,5%, 12113

zur Analyse

0,2N;pH 2,2

reinst

kristallin, reinst

99,5%

analytical reagent
wasserfrei , 99%, 12174
2 99%, 30410

C.1.16230

10 FIP-U/mg, 1.07192

fur mikrobiolog. Unt.
85%, 13033

278 U/ mg Protein, P6675
4000 PU/mg Protein, 1.07433
Dalton marker proteins
Dalton marker proteins
Leitfahigkeit 0,055 pS/cm
R8001

rauchend 37%, 1.00317

flissig

~75%, T3516
3209.1

10,000 BAEE units/mg
protein, T1426

analytical reagent

analytical grade

reinst, p.a.
buffer grade, A1379

Hersteller

AppliChem, Darmstadt
Fluka, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sykam Chromatographie, Eresing
Fluka, Buchs

Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Bio-Rad, Richmond, USA

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ajinomoto, Hamburg

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Grlssing, Filsum

VWR, Darmstadt

Sykam Chromatographie, Eresing
Merck, Darmstadt

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Grissing, Filsum

VWR, Darmstadt

Grissing, Filsum

Sykam Chromatographie, Eresing
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Grlssing, Filsum

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Serva Elektrophoresis, Heidelberg
Serva Elektrophoresis, Heidelberg
hauseigene Reinstwasseranlage
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Bitzer-Stiftungsprofessur fir Kalte-
Kryo-Technik, Dresden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

VWR, Darmstadt

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

VEB Laborchemie, Apolda
AppliChem, Darmstadt
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3.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3-2: Aligemein verwendete Gerate

Name

Aminosaureanalysator

Analysensieb

Analysenwaage
Elektrophorese-Mischbehalter
Elektrophorese-Kammer, vertikal
Elektrophorese-Kammer, vertikal
Elektrophorese-Netzgerat

Evaporator TurboVap LV
Fluoreszenzspektrometer
Fluoreszenzspektrometer
Gefriertrocknung

GPC, semi-préparativ:

GPC-Saule

Gradienten-Mischkammer
Heizriihrwerk mit Thermostat
Hochdruckanlage

HPLC- Anlage

Injektionsspritze

Inkubationsschrank BE 400

Kationenautauscher-
Chromatographiesaule

KF-Titrino 701
Kolbenhubpipetten

Kihlkammer
Massenspektrometer
Mehrkanalpipetten
pH-Meter

Prazisionswaage
Rihrwerk
Scanner

Spektrophotometer
Spektrophotometer

Spezifikation, Katalognr.
S 4300

Maschenweite 0,4 mm, Edelstahl
BP 121S und BP 3100S

SG 50

SE 60 Series

SE 600 Series

EPS 3500 Electrophoresis Power
Supply

Model 1000/5000 Power Supply

F-4500 FL

Tecan Infinite M200

Beta 1-8 K,

Alpha 1-4 LD plus,

Alpha 1-2

Knauer Pumpe: Wellchrom HPLC-

Pump K-1001, Detektor: UV-
Detektor K-2501

Superdex 75 HiLoadTM 26/60 prep
grade

SG50
RH basic
max. 7000 bar

Autosampler G1329A, binare
Hochdruckpumpe G1312A,
Degasser G1379A, Saulenofen
G1316A, UV-Detektor G1315B

ILS Microsyringes Borsilicate glass
3.3 Volumen 2,5 ml, 10 pl

Aminos&ureanalytik (ASA)

Research (500-5000; 1000;
500;100; 50; 10 pl), Reference
(100-1000; 10-100; 2-20 pl)

Isocab

electrospray ionization - time of
flight - mass spectrometry
(ESI-TOF-MS)
Transferpipette®-8 30-300 pl,
Transferpipette®-S 10-100 pl

inoLab Level 2

BP 3100S
Mini MR Standard
TLC Analyzer, VISUALIZER 510

Ultrospec 1000 UV/VIS
Multiscan Ascent

Hersteller

Pharmacia SYKAM,
Flrstenfeldbruck

Haver & Boecker, Oelde

Sartorius, Gottingen

Hoefer, Holliston, MA, USA

Hoefer, San Francisco, USA
Hoefer, San Francisco, USA
Pharmacia Biotech, Cambridge, UK

Bio-Rad, Mlinchen

Zymark Ctr., Hopkinton MA, USA
Hitachi, Japan

Tecan Mannedorf, Schweiz
Martin Christ, Osterode am Harz

Knauer, Berlin

GE Healthcare, Upsala, Schweden

Hoefer, San Francisco, USA
IKA Labortechnik, Staufen
Bernd Dieckers, Willich

Agilent 1100 series, Agilent
Technologies, Béblingen,

ILS, Stltzerbach

Memmert, Schwabach
Grussing, Olching

Metrohm, Filderstadt
Eppendorf, Hamburg

Harelbeke-Bavikhove, Belgien

Mariner Biospectrometry
Workstation, PerSeptive
Biosystems, Framingham, USA

Brand, Wertheim

Wissenschaftlich Technische
Werkstatten, Weilheim

Sartorius, Gottingen
IKA Labortechnik, Schwabach

CAMAG Chemieerzeugnisse &
Adsorptionstechnik, Berlin

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
Thermo scientific, UK
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Name

Spektropolarimeter
Transelektronenmikroskop (TEM)

Trockenschrank
Ultraschallbad

UV/VIS-Polychromator
Vakuumkonzentrator

Vakuumkonzentrator mit Kihlfalle

Vakuumpumpe
Vakuumrotationsverdampfer

Vortexer

Wasserbad mit Thermostat

Zentrifugen

Spezifikation, Katalognr.

Novaspec I
Jasco J 710

Morgagni 268, 100 kV mit einer 11-
Megapixel CCD-Kamera

Typ ULM 500, BE 400
Sonorex Super RK 510
Sonorex RK 52 H
SPECORD® S 100
Thermo Savant SPD
Speed Vac

Savant Speed Vac SPD111V mit
Universal Vacuum System Plus
VS400A

Drehschieberpumpe

Vortex Genie 2.0
MS1 Minishaker
W15

Biofuge pico
Heraeus Biofuge stratos
Centrifuge 5804

Hersteller

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK

Jasco Labor- und Datentechnik,
Gross-Umstadt

FEI, Hillsboro, USA

Memmert,Schwabach

Bandelin electronic, Berlin
Bandelin electronic, Berlin

Carl Zeiss Technology, Jena
Thermo Savant, Holbrook (NY),
USA

Avant, Farmingdale, USA

Vacuubrand, Wertheim

Heidolph Schwabach Laborata
4000

Scientific Genie, New York, USA
Thermo Haake, Karlsruhe
Heraeus, Osterode

Kendro, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

Tabelle 3-3: Verbrauchsmaterialien

Name

Dialyseschlauch

Eppendorf Tubes, Safe Lock
Filter fir L6sungsmittel-Filtration
Hydrolyserdhrchen
Kryoréhrchen

Kuvetten

Membranfilter

Mikrotiterplatte

Parafilm

Pipettenspitzen

Plastikrihrer
Prazisionsklvetten

ReaktionsgefaBe
Standzentrifugenréhrchen
Vakuum-Hydrolyse-Réhrchen
Zentrifugenréhrchen

Spezifikation, Katalognr.

D-9652-100FT, cutoff 12 kDa

1,5 ml

0,45 ym, hydrophiles Polypropylen
verschraubbar

2,5und 5ml

4 und 1,5 ml Halomikro, PMMA
0,45 ym ; 0,20 um

NUNC 96F schwarz, pureGrade
PM 996

1000-10000; 100-1000; 10-100;
2-20 pl

Quarzglas Suprasil®, Schichtdicke
10 mm

0,5;1,5;2ml

5,0 ml

20 ml

Falcon Tubes 15 und 50 ml

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf, Hamburg
Pall, Crailsheim

Schott, Mainz

Greiner, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Pall, Ann Arbor, USA
Brand, Wertheim

Pechiney Plastic packaging,
Menasha, WI, USA

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim
Hellma, Mullheim

Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt
Perbio Science, Bonn
VWR, Darmstadt
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3.1.3 Untersuchungsmaterialien
Tabelle 3-4: Peptide, Proteine und Proteinmischungen

Name

Spezifikation, Katalognr.

Lacprodan Alpha-10 (Molkenprotein-  45,1% a-Lactalbumin

isolat) 45,9% B-Lactoglobulin
Aspartyllysin 94,30%

Glutamylglycin G1970

Lysozym from Hen Egg-White ~ 70.000 - 96.500 U/mg, 62971
(HEWL)

a-Lactalbumin ~ 85%

a-Lactalbumin from bovine milk > 85%

B-Casein

B-Lactoglobulin from bovine milk

nach Aschaffenburg (1963)

~ 90% (PAGE)

Hersteller

ARLA Foods Ingredients amba,
Viby, Danemark

Synthese durch Dr. M. Hellwig,
TU Dresden

Bachem

Sigma-Aldrich, Steinheim

Isolierung aus dem Molkenprotein-
isolat (Kapitel 3.4)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Isolierung durch Dr. C. Partsche-
feld, TU Dresden

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 3-5: Mikroorganismen aus der Stammsammlung der Allgemeinen Biochemie, Technische

Universitat Dresden

Name Spezifikation Farbung nach Gram Herkunft

Bacillus sphaericus - grampositiv Bodenprobe Degussa (Antwerpen)

Bacillus subtilis - grampositiv SiBmuth, Uni Hohenheim

Escherichia coli TG 1 gramnegativ nicht bekannt

Pseudomonas putida ATCC 17390 gramnegativ Institut fir Mikrobiologie, Uni
Hohenheim

Streptococcus lactis B 23/2/1 grampositiv nicht bekannt

3.1.4 Software

Tabelle 3-6: Verwendete Software

Anwendung Programm

Aminoséaureanalytik (ASA)
Elektrophorese (SDS-PAGE)
Fluoreszenzmessung (ThT, ANS-Assay)
Gelpermeationschromatografie (GPC)
Kurvenanpassung, UV-Spektren (CD)

Massenspektroskopie (ESI-TOF-MS)

Oberflachenhydrophobitat (ANS)
UV/VIS-Spektren (Kongorot)

Chromstar 6.3, SCPA GmbH

Totallab TL 120 v2006c, Wincats, USA

FL Solutions, Hitachi

Eurochrom 2000, Version 2.05, Knauer, Geréatetechnik Berlin

J-700 for Windows Standard Analysis, Version 1.35.01, JASCO
Corp. und CDPro, CONTIN Methode

Rechnergestitzte Datenaufnahme mittels ChemStation for LC
3D, Agilent Technologies, Béblingen

Auswertung Data Explorer Version 4.0.0.1, Applied Biosystems,
Foster City, USA

Tecan i-Control™
Aspect Plus 1.7 (1993-2000)
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3.2 Erzeugung modifizierter Proteine

3.2.1 Enzymatische Vernetzung von Proteinen

Sofern nicht anders beschrieben wurden ein Protein und das Enzym mTGase in einen 10 ml
Messkolben eingewogen und mit Tris-HCI-Puffer aufgefillt. AnschlieBend wurde die Lésung
in ein Kryordhrchen (2 oder 5 ml) UberfOhrt und luftblasenfrei verschlossen. Die so
vorbereiteten Proben wurden unterschiedlich behandelt und inkubiert.

Bendétigte Reagenzien

Far den 50 mM Tris-HCI-Puffer wurde 0,6057 g Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) in
80 ml bidest. Wasser geldst, mit 0,3 N HCI auf pH 7,5 eingestellt und mit bidest. Wasser auf
100 ml aufgefullt.

mTGase wurde von Ajinomoto Foods Europe (Hamburg) unter der Bezeichnung
»1ransglutaminase Activa MP“ zur Verfligung gestellt und Uber ihre Aktivitat charakterisiert.
L<Activa MP“ ist ein Lebensmittelzusatzstoff, welcher geman Hersteller das Enzym zu einem
Proteingehalt von 1% (keine anderen Proteine detektierbar - Menéndez et al., 2006), Lactose
(90%), und Maltodextrin (9%) enthalt.

Als Proteine kamen HEWL (direkt von Sigma-Aldrich erworben und unverandert eingesetzt)
und in ersten orientierenden Studien a-Lactalbumin (isoliert aus Lacprodan siehe 3.4) zum
Einsatz.

3.2.1.1 Erzeugung von Protein-Oligomeren unter Hochdruck

Drucklbertragendes Medium: Ethylenglycol : Wasser (50:50, v/v)
Temperatur: Raumtemperatur (RT), sowie 40 - 60°C
Zeitdauer: 15, 30, 60 und 120 min

Druck: 1 - 600 MPa (Stufen von 200 MPa)
Konzentration der Proteine: 0,5 - 7% (w/v)

mTGase: 5-200 U mTGase/g Protein

Die Hochdruckanlage wurde mit Wasser/Ethylenglycol (50:50, v/v) zur Druckibertragung
betrieben, auf die gewlnschte Temperatur vortemperiert und wahrenddessen die
Probel6sung wie oben beschrieben vorbereitet. Die Autoklaven wurden mit den Proben
bestlickt und nach Anlegen des gewilnschten Druckes die festgelegte Dauer der
Druckbehandlung genau gestoppt. Der maximal mit der Anlage zu erreichende Druck lag bei
700 MPa und wurde mit einer Geschwindigkeit von 300 MPa/min aufgebaut. Die
Dekompression auf Atmosphérendruck wurde innerhalb von 20 s erreicht. Zum Abstoppen
der enzymatischen Vernetzung wurden mTGase-haltige Proben nach der Inkubation fur
5 min in ein auf 85°C erhitztes Wasserbad gestellt. AnschlieBend wurden die Proben einer
Dialyse (siehe 3.5) unterzogen, lyophilisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.
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3.2.1.2 Reinigung mittels Gelpermeationschromatographie (GPC)
Bendétigte Reagenzien

Fir den Probenpuffer wurden 0, 0,9 oder 1,8 g Harnstoff (0 M, 3 M bzw. 6 M) in einem 5 ml
Messkolben eingewogen und mit 50 mM Tris-HCI-Puffer (siehe 3.2.1) aufgefillt.

Séule: Superdex 75 HiLoadTM 26/60 prep grade XK 26 Pharmacia Biotech

Eluent: 0,1 M Natriumacetat, 3% NaCl, pH = 4,0 (nach Wilson et al., 1993)
(13,6 g Natriumacetat, 30 g NaCl in bidest. Wasser I6sen, mit Eisessig auf
pH 4,0 bringen, auf 1 L auffillen, membranfiltrieren (0,45 um) und entgasen)

Fluss: 2 ml/min

Gradient: isokratisch, Laufzeit 180 min

Kalibrierung: je 5mg/ml (w/v): Cytochrome C 12,4 kDa, beta-Lactoglobulin 18,4 kDa,
Ovalbumin (aus Chicken egg white) 43 kDa, bovines Albumin (Serum)
Fraction V 66 kDa, Blue Dextran (Totvolumen) 2000 kDa

Probe: 20 mg Probe werden in 2,5 ml Probenpuffer geldst, filtriert (0,45 um)
Injektion: 2 ml, manuell

Saulentemperatur: RT

Detektion: 240 nm

Auswertung: Eurochrom 2000, Knauer-Software

Die zwischen der 85sten und der 145sten Minute eluierenden Substanzen wurden Uber eine
Laufzeit von jeweils 10 min fraktioniert. Die gesammelten sechs Fraktionen wurden dialysiert
(siehe 3.5) und anschlieBend gefriergetrocknet.

3.2.1.3 Konzentrierung durch Ammoniumsulfatfallung
Die Methode beruht auf Englard und Seifter (1990) sowie Rosenberg et al. (1998) und wurde
von Ereth (2008) adaptiert.

Bendétigte Reagenzien

Eine gesittigte Ammoniumsulfat-Lésung (pH = 7,0) wurde hergestellt, indem 52,85 g
Ammoniumsulfat (4 M, (NH,).SO,) in etwa 80 ml bidest. Wasser unter Erhitzen gel6st
wurden. Nach dem Abkulhlen wurde der pH-Wert mit Ammoniak (NHj;) eingestellt und auf 1 L
aufgefullt. Eine Kristallbildung zeigte die Sattigung an.

Allgemeine Versuchsbedingungen

Probe: 1%ig (w/v), ausschlieBlich HEWL und dessen modifizierte Proben
Temperatur: 4-6°C

Inkubationszeit je Fallung: 30 min

Zentrifuge: 4°C, 10 min, 10.000 rpm
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Tabelle 3-7: Schema zur Herstellung verschiedener Sattigungsstufen fir flissige Proben (am Beispiel
einer 1%igen Proteinprobe)

Finale Konzentration an

NH,),SO,, Sattigung in [%] Ammoniumsulfat [g] Tris-HCI-Puffer [ml] Probenlésung [ml]
60 3,90 Auffullen auf 10 5
40 2,43 Aufflllen auf 10 5
25 1,44 Auffullen auf 10 5

Tabelle 3-8: Konzentrationsreihe der verschiedenen Sattigungsstufen fir feste Proben

Finale Konzentration, Gesattigte Ammonium- Tris-HCI-Puffer
Sattigung in [%] sulfat-Lésung [ml] [mi]
100 10,0 0
60 6,0 4,0
40 4,0 6,0
25 2,5 7.5
Fallung

Die Ammoniumsulfatfallung wurde in einem MafBstab von 2-5 ml erprobt und konnte
problemlos auf gréBere Anséatze (V =25 ml) Ubertragen werden. Zur Féllung konnten die
Probenlésungen sofort nach enzymatischer Behandlung (Kapitel 3.2.1) oder nach Dialyse
und Lyophilisation als Pulver eingesetzt werden. War die Probe auf einen Gehalt von 1%
(w/v) verdinnt (Tabelle 3-7) oder der Feststoff (Tabelle 3-8) gelést (100 mg pro 10 ml), sowie
die gewlnschte Séttigungskonzentration erreicht, wurde zur Einstellung eines Ldsungs-
gleichgewichtes 30 min bei 4 - 6°C geruhrt. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation, das
erhaltene Pellet wurde abgetrennt und zweifach mit je 5 ml Ammoniumsulfat-Lésung der zur
Fallung eingesetzten Konzentration gewaschen. Danach wurde das Pellet in dest. Wasser
resolubilisiert und nach Abtrennung des Ammoniumsulfates mittels Dialyse lyophilisiert. Das
Zentrifugat wurde abdekantiert und kann durch Zugabe von Ammoniumsulfat auf die nadchste
Sattigungsstufe angehoben werden. Die dazu benétigte Menge des Salzes wurde
ausgehend von der bereits vorhandenen Séttigung (Berechnungstabelle: Rosenberg et al.,
1998) ermittelt.

3.2.2 Thermisches und Vakuum-induziertes Zero-length Cross-linking

Das Verfahren orientierte sich an der von Simons et al., (2002, Patent 2003) veréffentlichten
Methode, bei welcher eine kovalente Vernetzung einzelner Proteinmonomere nur Uber
Kondensationsreaktion unter Vakuum in Hitze stattfindet. Versuchsparametervariationen
wurden untersucht (Noack, 2011).
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Bendétigte Reagenzien

Das Protein HEWL, sowie flr erste orientierende Studien das Molkenproteinisolat, bzw.
a-Lactalbumin (siehe 3.4) und B-Casein (isoliert nach Aschaffenburg, 1963) wurden
eingesetzt.

Eine 0,1 M HCI bzw. 0,1 M NaOH diente zur pH-Wert-Korrektur, so konnten ladungsbasierte
Reaktionen minimiert werden.

Probenvorbereitung

Es wurden 50 mg des jeweiligen Proteins in ein Rollrandglas eingewogen, in etwa 3 ml
Reinstwasser geldst, der pH-Wert auf 7 eingestellt und das Volumen wurde auf 5 ml
aufgefallt (10 mg/ml). Die eingestellten Lésungen wurden in ein Vakuum-Hydrolyse-
Roéhrchen Uberflihrt oder verblieben in dem durch perforierten Parafilm abgedeckten
Rollrandglas. Die so vorbereiteten Proben wurden lyophilisiert. AnschlieBend wurden die
Vakuum-Hydrolyse-Réhrchen mit einem Zwei-Stufen-Schraubverschluss teilverschlossen
und nach zirka 15mindtiger Evakuierung ganz abgedichtet. Die Rollrandglaser wurden unter
Normaldruck mit Kunststoffdeckel und Parafilm luftdicht verschlossen.

Inkubation

Konzentration der Lésung (vor Trocknung): 1%ig (w/v)

Temperatur: RT, 70 - 100°C
Druck: 0,3 x 10° bis 0,1 MPa (Atmospharendruck bei RT)
Inkubationszeit: 24 h

[ Protein J
WV

[ Lésen + pH-Wert einstellen]%
V
[ Lyophilisation ] Zyklus

v

- v
[ Evakuierung [ Inkubation ]7
J

Abbildung 3-1: Versuchsschema des thermisch und Vakuum-induzierten Zero-Length Cross-Linkings

Evakuierte und Normaldruck-Proben wurden im Trockenschrank in Sandbadern inkubiert.
AnschlieBend wurde jeweils 1 mg zur Charakterisierung mittels Elektrophorese (Kapitel
3.7.3) entnommen. Die verbleibende Probe wurde einem weiteren Zyklus (Abbildung 3-1)
unterzogen. Je nach Ansatz wurden bis zu vier Zyklen durchgefihrt.
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3.3 Erzeugung von HEWL-Fibrillen

Zur Erzeugung von Fibrillen aus HEWL sind laut Literatur zahlreiche Bedingungen
anwendbar. Eine haufig angewandte Methode stellte die Absenkung des pH-Wertes Uber
einen langeren Zeitraum bei leicht erhdhter Inkubationstemperatur dar. Die genauen
Bedingungen wurden Wang et al. (2009a) entnommen und von KieBling (2011) apparativ
angepasst.

Benétigte Reagenzien

Die Salzlésung (pH 2,2 +0,1) bestand aus 0,7989 g Natriumchlorid (NaCl) und 0,02 g
Kaliumchlorid (KClI), gelést in ca. 85 ml bidest. Wasser. Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf
2,2 eingestellt und die Lésung auf 100 ml aufgefullt.

Fibrillengenerierung

Mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml (8 mg in 16 ml pH-2,2-Lésung) wurden die HEWL-
haltigen Proben in die Salzlésung eingebracht. Jeweils 2,5 ml wurden in ein 5 ml Kryo-
réhrchen dOberfuhrt. Die RoOhrchen wurden mit Parafilm abgedichtet, mithilfe eines
Metallgestells fixiert und waagerecht flr 4 Tage im Wasserbad bei 55°C bewegt.
Probenréhrchen wurden nach Zeiten von 0, 6, 24, 48, 72 und 96 h entnommen und bis zur
weiteren Untersuchung bei 4 - 6°C gelagert.

3.4 Isolierung von a-Lactalbumin

a-Lactalbumin wurde aus dem Molkenproteinisolat, einem Gemisch (siehe 3.1.3) aus
B-Lactoglobulin und a-Lactalbumin, durch Aussalzen mit NaCl nach der Methode von
Mailliart und Ribadeau-Dumas (1988) isoliert.

Bendétigte Reagenzien
Es wurden 1 N HCI und NaCl benétigt.

Als Ausgangsprobe diente das Molkenproteinisolat der Firma ARLA Foods Ingredients
amba.

Isolierung

Es wurden etwa 0,4 g Molkenproteinisolat in etwa 30 ml dest. Wasser geldst und der pH-
Wert mit HCI auf 2,0 eingestellt. Der sauren Lésung wurden 3,5 g NaCl zugegeben und nach
Lésung des Salzes im MaBkolben auf 50 ml aufgefillt (NaCl 7%, w/v). Nach 15minatiger
Inkubation bei RT und gelegentlichem Durchmischen wurde bei 10.000 g far 20 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgetrennt und das Pellet in einer 7%igen NaCl-Lésung
resuspendiert, zentrifugiert und der resultierende Uberstand verworfen. Der Waschschritt
wurde ein weiteres Mal wiederholt. Das verbleibende Prazipitat wurde in dest. Wasser gelést
und nach erfolgter Dialyse lyophilisiert.
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3.5 Dialyse der Proteinlésungen

Bendétigte Reagenzien

Fir die 5%ige Essigsaure (v/v) wurden 5 ml Eisessig im Messkolben mit bidestilliertem
Wasser auf 100 ml verdinnt.

Dialyse

Die Zelluloseschlauche zur Dialyse mit einer AusschlussgréBe von 12 kDa wurden flr sechs
Stunden in 5%iger Essigsaure eingeweicht, dann mit entionisiertem Wasser gespult und mit
den zu dialysierenden Proteinlésungen befullt. Es schloss sich eine zweitégige Dialyse bei
6°C, gegen destilliertes Wasser zur Entfernung von Puffersalzen und Zuckern an. Die so
entsalzten Proben wurden in ein Falkontube Uberfihrt und lyophilisiert.

3.6 Aktivitat der Transglutaminase

Zur Aktivitatsbestimmung der mikrobiellen Transglutaminase (mTGase) wurde die
colorimetrische Hydroxamatmethode nach Folk und Cole (1966), mit geringflgigen
Modifizierungen nach Menéndez et al. (2006) angewandt. Eine Uberpriifung der
Aktivitatsstabilitdt wahrend einer Lagerung bei 6°C fand etwa alle sechs Monate und bei
Chargenwechsel statt.

Bendétigte Reagenzien

Fir den 0,2 M Tris-Acetat-Puffer wurden 1,21 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) in
ca. 25 ml bidest. Wasser gel6st, der pH-Wert mit 3%iger Essigsaure auf 6,0 eingestellt und
auf 50 ml aufgefullt.

Die 0,2 M Tris-Lésung enthielt ebenfalls 1,21 g Tris, allerdings ohne pH-Wertkorrektur in
50 ml bidest. Wasser.

Als Substratlésung fir mTGase wurde 0,1 M Hydroxylammoniumchlorid (Hydroxylamin,
69,5 mg) in 2 ml 0,2 M Tris-Acetat-Puffer gelést, mit 0,2 M Tris-Lésung auf pH 6,0 eingestellt,
anschlieBend mit 10 mM Gilutathion red. (30,73mg) und mit 30 mM Z-GiIn-Gly-OH
(Benzyloxycarbonyl-L-glutamylglycin, 101,1 mg) versetzt. Die Chemikalien wurden
quantitativ mit wenig Tris-L6sung Uberfuhrt, der pH-Wert erneut auf 6,0 eingestellt und mit
dem Tris-Acetat-Puffer auf 10 ml aufgefullt.

Die Abstoppreagenz wurde aus 12%iger HCI, 12%iger Trichloressigsdure (TCA) und
5%iger Eisen-lll-chloridlésung in 0,1 M HCI mit einem Verhaltnis von 1:1:1 (v/v/v) hergestellt.

Die Kalibrierstammlésung setzte sich aus 2,5 mM L-Glutaminsaure-y-hydroxamat (8,1 mg)
in 20 ml Tris-Acetat-Puffer zusammen. Zur Herstellung der einzelnen Kalibrierldsungen
wurde wie in Tabelle 3-9 angegeben vorgegangen.
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Tabelle 3-9: Konzentrationsreihe flr die Kalibrierldsungen

Konzentration L-Glutaminsaure-y-

hydroxamat [mM] [
2,5 1000

2,0 800

1,5 600

1,0 400

0,5 200
Blindwert 0

Kalibrierstammlésung

[ul]

0
200
400
600
800
1000

Tris-Acetat-Puffer UV-Absorption

A =525 nm

0,742
0,578
0,441
0,295
0,146

Fir die mTGase-Lésung (40 U mTGase/100 ml) wurden zirka 50 mg mTGase in 10 ml
0,2 M Tris-Acetat-Puffer geldst.

Kalibrierung

1 ml Kalibrierlésung wurde mit 1 ml Abstoppreagenz versetzt und gegen den Blindwert bei
einer Wellenlange von A =525nm gemessen (Abbildung 3-2). Es wurde immer eine
Doppelbestimmung durchgefihrt.

0,8 -

Absorbtion [AU]

y =0,2952 x - 0,0028
R’= 0,9993

Abbildung 3-2: Kalibriergerade:

T J T J T
0,5 1,0 1,5

J T
2,0

I 1
2,5

Konzentration L-Glutamins&ure-y-hydroxamat [umol/mi]

Konzentration an L-Glutamins&ure-y-hydroxamat

40

Abhéangigkeit der

UV-Absorption  bei

A=525nm von der
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Aktivitatsbestimmung und -berechnung

0,5 ml mTGase-Lésung war mit 1 ml vortemperierter Substratiésung zu versetzen und flr
10 min bei 37°C zu inkubieren. AnschlieBend wurden 1,5 ml Abstoppreagenz zugegeben
und etwas abgekihlt. Die UV-Absorption wurde bei Raumtemperatur und A =525 nm
gemessen. Anhand der Kalibriergerade lie3 sich die gebildete Menge an L-Glutaminsaure-y-
hydroxamat ermitteln.

Ein Unit (1 U) wurde definiert als 1 umol Hydroxamat, welches das Enzym mittels Katalyse
aus Hydroxylamin und Benzyloxycarbonyl-L-Glutamylglycin innerhalb 1 Minute bei pH 6.0
und 37°C umsetzt (Rodriguez-Nogales, 2006).

Die Berechnung der Aktivitat erfolgte nach folgender Formel:

_ CHydroxamsiure * 4

A=
m-t
(3-1)
A Aktivitat [U/g Praparat]
Chydroxamsaure  L-Glutaminsdure-y-hydroxamat [umol/ml]
m Einwaage an mTG [g/0,5 ml Puffer]
Vv Testvolumen = 1,5 ml
t Inkubationszeit = 10 min

3.7 Analytische Verfahren zur  Strukturuntersuchung und
Charakterisierung der Proteinproben

Die Methoden der Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.7.3) und der Aminosaureanalytik
(siehe Abschnitt 3.7.4) wurden fir alle in Tabelle 3-4 genannten Proteine durchgefuhrt. Fir
die nach Kapitel 3.2.1 hergestellten HEWL-Proben wurden jedoch noch zusatzliche im
folgenden beschriebene Untersuchungen angewandt.

3.7.1 Restwasserbestimmung mittels Karl-Fischer-Titration

Es erfolgte eine stdchiometrische Umsetzung von Schwefeldioxid, Jod und Wasser zu
Schwefeldioxid und Jodwasserstoff nach Bunsen (1853). Titriert wurde in methanolischer
Imidazollésung.

Benétigte Reagenzien

Gebrauchsfertige Jodldsung (HYDRANAL®-Titrant 2) und basische L&sungsvorlage
(HYDRANAL®-Solvent) konnten direkt zur Bestimmung eingesetzt werden.
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Parameter der Messung

Gerat: KF-Titrino 701, Metrohm, Filderstadt (Plattenhardt)
Extraktionszeit: 180 s

Titer: 4,7939 mg/ml

Einwaage: 8 bis 10 mg

Weitere allgemeine Messparameter wurden der Arbeit von Schwietzke (2012) entnommen.

Wassergehaltsberechnung

(KFTVolumen — Blindwert) - Titer - Faktor

Wasser[%] = - —
Einwaage - Divisor
(3-2)
Wasser[%] Wassergehalt
KFRVolumen Titrierte Volumen der Jodldsung [ml]
Blindwert 0, Zelle vorher trockentitriert
Titer aktuell bestimmt [mg/ml] siehe Parameter
Faktor 0,1 (Umrechnung in %)
Divisor 1 (Umrechnung in %)
Einwaage Einwaage [mg]

3.7.2 Proteinbestimmung mittels Lowry

Die Bestimmung nach Lowry ist von Pomory et al. (2008) Uberarbeitet und von Bahr (2012)
angepasst worden. Uber die Reaktion der Peptidbindungen mit Kupfer-lonen im alkalischen
Milieu wurden Komplexe gebildet, welche das zugegebene Folinreagenz reduzierten. Es
entstand Molybdanblau, welches nach zweistliindiger Inkubationszeit photometrisch bei einer
Wellenlange von 660 nm erfasst wurde. Mithilfe dieser Messung erfolgte eine
Proteingehaltsermittlung in wassrigen, dialysierten Proben.

Bendétigte Reagenzien

Fir die L6sung nach Lowry wurde eine 1%ige Kupfersulfatiésung (w/v, CuSQO, 5 H,0), eine
2%ige Kalium-Natriumtartratidsung (w/v) und eine 2%ige Natriumcarbonatlésung (w/v,
Na,COj3) im Verhaltnis 1:1:100 (v:v:v) gemischt.

Weiterhin wurde eine 1 N Natronlauge (NaOH) bendétigt.

Die gebrauchsfertige 1 N Folin-Ciocalteu-Reagenz konnte unverdiinnt nach Temperierung
eingesetzt werden.

Die Kalibrierung erfolgte mit 0,1%iger Lysozym-Stammlésung (w/v, Sigma) aus 10 mg
HEWL in 9,5 ml 1 N NaOH und 0,5 ml bidest. Wasser.
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Photometrische Bestimmung

50 ul der wassrigen Probel6sung wurden mit 950 ul NaOH in ein Eppendorftube pipettiert
und mit 500 ul Lésung nach Lowry versetzt. Nach 10 minUtiger Inkubation bei RT wurden
500 ul Folin-Reagenz zugegeben und die Lésungen homogenisiert. Die Absorption wurde
nach 2 Stunden Inkubation bei 660 nm im Ultrospec 1000 Spectrophotometer (Pharmacia
Biotech, Freiburg) vermessen. Die Kalibriergerade wurde unter gleichen Bedingungen mit
einer Konzentration von 20 bis 600 ug Protein/ml erstellt (Tabelle 3-10 und Abbildung 3-3).

Tabelle 3-10: Pipettierschema der Kalibrierung zur Proteinbestimmung nach Lowry

HEWL-Konzentration = HEWL-Stammlésung UV-Absorption

[ug/ml] ] NaOH [ul A = 660 nm
Blindwert - 1000 0
20 20 980 0,066 £ 0,003
50 50 950 0,136 £ 0,015
100 100 900 0,250 + 0,005
300 300 700 0,684 + 0,060
400 400 600 0,827 0,026
600 600 400 1,146 + 0,032
Probe 50* 950 -

* 50l der Probenldsung entsprechen einer Verdiinnung von 1:20 bezogen auf das Testvolumen

Kalibrierung
1,4 -

1,2

1,0

y=0,00188x+0,05656

0,8 - R?=0,9931

0,6

Absorption [AU]

0,4 -

0,2

0,0

! I ! I ! I ! I ! I ! [ ! |
0 100 200 300 400 500 600 700
Konzentration HEWL [ug/ml]

Abbildung 3-3: Kalibriergerade, Abhéangigkeit der UV-Absorption bei A=660nm von der
Konzentration an HEWL [pg/ml]
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3.7.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die vorrangig zur Untersuchung von Milchproteinen im Haus optimierte Methode
(Partschefeld, 2011) konnte auf alle hier zu untersuchenden Proben tbertragen werden.

Benétigte Reagenzien
Stammldsungen zur Gelherstellung mit Acrylamidgradient

Fiar die Acrylamidstammlésung (54%ig) (w/v) wurden 26,19 g Acrylamid und 0,81 g
Methylenbisacrylamid (1,6%, w/v) auf 50 ml mit bidest. Wasser aufgeflllt. Die Lésung war
ca. eine Woche haltbar.

Der Trenngelpuffer (pH 8,5) enthielt 19,47 g Tris (3,2 M) und 0,16 g Natriumdodecylsulfat
(SDS, 11,1 mM) in etwa 40 ml bidest. Wasser. Der pH-Wert wurde mit 6 N HCI auf 8,5
eingestellt und die Lésung auf 50 ml aufgeflllt. Der Puffer war ein Jahr haltbar.

Eine Einwaage von 215 mg Ammoniumpersulfat wurde in 0,5 ml bidest. Wasser gel6st, die
so erhaltene 1,5 M Per-Lésung musste stets frisch hergestellt werden.

Die Tetramethylethylendiamin-Lésung (TEMED) konnte unverdiinnt eingesetzt werden.
Lésungen zur Probenvorbereitung

Der Probenpuffer (pH 8,0) bestand aus 0,4 M Tris, 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA), 35 mM SDS, 0,01% Orange G (w/v), 12% Glycerol (v/v) und 6 M Harnstoff. Das
entsprach Einwaagen von 4,84 g Tris, 0,083 g EDTA, 1,0 g SDS, 13,8 ml 87%igem Glycerol,
0,01 g Orange G und 36,036 g Harnstoff. Die Chemikalien wurden, bis auf den Harnstoff, in
etwa 40 ml bidest. Wasser geldst, der pH-Wert mit 6 N HCI auf 8,0 eingestellt, anschlieBend
wird der Harnstoff hinzugegeben und die L6sung auf 100 ml aufgefullt.

Die lodacetamidlésung (20%, w/v) wurde frisch hergestellt, indem 0,2 g lodacetamid in 1 ml
bidest. Wasser gel6st wurde.

0,159 1,4-Dithiothreitol (DTT) in 0,2ml bidest. Wasser gelést ergab die 75%ige
DTT-L6ésung (w/v). Die Lésung wurde stets frisch hergestellt.

Molmassenmarker

Tabelle 3-11: Enthaltene Proteine der Marker 4 und 5 (Serva)

Marker 4 Marker 5

Carbonic anhydrase 29000 Da Trypsin inhibitor bovine 6500 Da
Albumin egg 45000 Da Cytochrom C 12500 Da

Albumin bovine 67000 Da Trypsin inhibitor soybean 21000 Da
Phosphorylase B 97400 Da Carbonic anhydrase 29000 Da

Jeweils 1 mg des Elektrophoresemarkers 4 oder 5 in je 1 ml halbkonzentriertem
Probenpuffer ohne Harnstoff gelést und anschlieBend beide im Verhaltnis 1:1 (v/v) gemischt.
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Puffer fur die Elektrophorese

Zur Herstellung des Anodenpuffers (0,2 M, pH 8,9) wurden 121,1 g Tris in bidest. Wasser
geldst, der pH-Wert mit 1 N HCI eingestellt und auf 5 L aufgefullt.

Fir den Kathodenpuffer (1 M Tris, 0,1 M Tricin, 3,5 M SDS, pH 8,2) wurden 12,1 g Tris,
17,9 g Tricin und 1 g SDS auf 1 L mit bidest. Wasser aufgefillt. Es erfolgte keine pH-Wert-
Einstellung.

Detektionsldésungen

In 250 ml Methanol wurden fir die Farbelésung nach RADOLA 400 mg Coomassie
Brilliantblau G 250 gelést und mit 100 ml Eisessig und 650 ml entionisiertem Wasser zu 1 L
erganzt (Verhaltnis 25:10:65, v/v/v).

Die Entfarbelésung nach RADOLA mit Methanol, Eisessig und entionisiertem Wasser im
Verhaltnis 25:10:65 (v/v/v) hergestellt.

Herstellung des Gradientengels

Jeweils 7 ml der nach Tabelle 3-12 hergestellten leichten und schweren Acrylamidlésung
(4 bis 20% Acrylamid) wurden in die vorgekihlte Gradientenmischkammer Gberfiihrt. Nach
Zugabe von jeweils 10 ul Per-Lésung wurden die Lésungen mittels Gradientenmischer in die
Gelkammer gegeben. Die vollstdndige Ausbildung des Gradienten wurde gewdhrleistet
indem die Gelkassette 15 Minuten im Kuihlraum bei 6°C und weitere 15 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen wurde. AnschlieBend wurde das Gel zur Polymerisation
fir 1h bei 40°C im Trockenschrank inkubiert, wobei die Geloberflaiche als
Verdunstungsschutz vorsichtig mit entionisiertem Wasser Uberschichtet war. Nach Abzug
des Wassers wurde die Spacergel-Lésung, welche mit 20 pl Per-Lésung versetzt wurde,
aufgegeben und der Probenkamm eingesetzt. Die finale Polymerisation fand Uber Nacht bei
4°C statt, das Gel war dabei mit Folie bedeckt.

Tabelle 3-12: Zusammensetzung und Volumina der Acrylamidldsungen zur Herstellung eines
Gradientengels (4 - 20%) fir die SDS-PAGE

Trenngel schwer Trenngel leicht Spacergel

20% Acrylamid 4% Acrylamid 4% Acrylamid
Acrylamidstammldsung 54% [ml] 3,705 0,741 0,741
Trenngelpuffer [ml] 3,120 3,120 3,120
Glycerol (87%) [ml] 3,065

Auffillen mit bidest. Wasser bis 10 ml
TEMED [ul] 10,0 10,0 10,0
Per-Lésung [ul] 10,0 10,0 20,0
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Parameter fiir die Elektrophorese

Kammer: vertikale Elektrophoresekammer
Temperatur: 10°C

Gelstéarke: 0,75 mm

Spacergel: 4% Acrylamid, Lange ca. 2 cm
Trenngel: 4 - 20% Acrylamid, Lange ca. 12 cm
Elektrophoreseprogramm: siehe Tabelle 3-13

Auftragsmenge: Marker 12,5 pl, Probe 5- 10 pl

Probenvorbereitung

Unabhé&ngig vom zu untersuchenden Protein wurden je 1 mg Probe in 500 pl Probenpuffer
geldst. Hiervon wurden 250 pl abgenommen, zur Reduktion der Disulfidbriicken mit 60 pl
DTT-L6sung versetzt und 25 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Den abgekuhlten Proben
wurden nochmals 20 ul DTT-Lésung sowie 75 pl lodacetamidlésung zugefligt. Durch
Addition von 95 ul Probenpuffer resultierte eine finale Konzentration von 1 mg/ml. Die Probe
wurde zur vollstdndigen Reduktion bzw. Alkylierung der freien Thiolgruppen Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Die verbleibenden 250 ul wurden mit 250 pl Probenpuffer versetzt, so dass
ebenfalls eine Massenkonzentration von 1 mg/ml resultierte. Vor dem Auftragen auf das Gel
wurden alle Proben 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Zur Elektrophorese wurden
Volumina von 1 bis 10 pl der reduzierten oder nichtreduzierten Probenlésungen eingesetzt.

Bedingungen fiir die Elektrophorese

Tabelle 3-13: Trennprogramm fur die SDS-PAGE bei einem Gel*

Programm  Spannung [V] Stromstérke [mA] Zeit [h]

St 400 25 1
S2 800 55 4

* bei zwei Gelen ist die Stromstéarke jeweils zu verdoppeln

Detektion

Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung wurde das Gel vorsichtig von den Glasplatten
geldst und 20 min in eine Schale mit Farbelésung gegeben und geschwenkt. Ein Entfarben
des Gelhintergrundes wurde durch zweimalige 30minitige Behandlung in der Entfarbelésung
erreicht. Die Gele konnten nun eingeschweiBt, eingescannt und dann mit dem Programm
Totallab TL120 quantitativ ausgewertet werden.
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3.7.4 Aminosaureanalytik (ASA)

Die Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung (Henle et al., 1991) und damit
verbunden der reale Protein- und Isopeptidgehalt der Proben wurde mittels ASA bestimmt.
Eingesetzt wurden die in den folgenden Kapiteln 3.7.4.1 und 3.7.4.2 beschriebenen sauren
und enzymatischen Probenhydrolysate. Der Rickstand wurde jeweils in 1 ml Pobenpuffer
geldst, im Verhéltnis 1:4 verdinnt, filtriert und direkt vermessen.

Die Kalibrierung der ASA erfolgte fur die Proteinanalytik jeweils mit Standardaminoséure-
gemischen (2,5 - 20 nmol/Injektion). Die mittlere relative Standardabweichung dieser
Methode lag bei 3-4%. Die Kalibration flir die Messung der Isopeptidgehalte
(N-e-(B-Aspartyl-)Lysin und N-e-(y-Glutamyl)-Lysin) wurde mit dem erworbenen und dem
synthetisierten Standard (Tabelle 3-4, 0,05 - 10 nmol/Injektion) durchgefuhrt. Alle
Aminosaureanalysen wurden am Institut fir Lebensmittelchemie der TU Dresden von Frau
Karla Schlosser durchgefuhrt.

Bestimmung der Aminosaurezusammensetzung

Anlage: S4300 Sykam

Séule: Kationenaustauscher LCA KO07/Li, Sykam

Probenpuffer: Lithiumcitrat 0,12 N, pH 2,20

Injektionsvolumen: 20 - 100 pl

Eluenten: siehe Tabelle 3-14

Fluss: 0,45 ml/min

Elutionsprogramme: siehe Tabelle 3-15

Detektion: Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin, Coil-Temperatur 130°C,
Messung: 440 und 570 nm

Ninhydrinreagenz: Sykam, Firstenfeldbruck
Fluss Ninhydrinreagenz: 0,25 ml/min
Auswertung: Chromstar 6.3

Tabelle 3-14: Verwendete Puffer des Lithium-Systems zur allgemeinen Aminosaureanalytik

Puffer Zusammensetzung Molaritat pH-Wert
Probenpuffer Lithiumcitrat 0,12 2,2

1 Lithiumcitrat 0,12 2,9

2 Lithiumcitrat 0,30 4.2

3 Lithiumcitrat/ -borat 0,30 8,0

4 Lithiumhydoxid 0,50
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Tabelle 3-15: Trennprogramm flr die Bestimmung von Aminos&uren, Lithium-System

Séaulenofentemperatur

Zeit [min] Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3 Puffer 4 [°C]
0 85 15 0 0 42
3 85 15 0 0 42
4 79 21 0 0 42
21 43 57 0 0 42
25 43 57 0 0 42
33 0 0 100 0
39 0 0 0 100 l
40 60
43 0 0 68 32 l
46 74
63 0 0 68 32 74
Identifizierung und Quantifizierung der Isopeptide
Anlage: Pharmacia LKB Alpha Plus
Saule: Kationenaustauscher-Chromatographieséule 190 x 4,6 mm PEEK mit
Harz 7 um mit 11% Quervernetzung
Probenpuffer: Natriumcitrat 0,2 N, pH 2,20
Injektionsvolumen: 20-100 pl
Eluenten: siehe Tabelle 3-16
Fluss: 20 ml/h
Elutionsprogramm: siehe Tabelle 3-17
Detektion: Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin, Coil-Temperatur 135°C,
Messung: 570 nm
Ninhydrinreagenz: Sykam, Firstenfeldbruck
Fluss Ninhydrinreagenz: 0,18 ml/min
Auswertung: Chromstar 6.3

Tabelle 3-16: Verwendete Puffer des Natrium-Systems fiir die Bestimmung von Asp_Lys und Glu_Lys

Puffer Zusammensetzung Molaritat pH-Wert
Probenpuffer Natriumcitrat 0,2 2,20
1 Natriumcitrat 0,2 3,16
2 Natriumcitrat 0,2 4,03
3 Natriumcitrat mit Natriumchlorid 1,2 6,14
4 Natronlauge 0,4
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Tabelle 3-17: Trennprogramm fiir die Bestimmung von Asp_Lys und Glu_Lys, Natrium-System

Zeit [min] Puffer Saulenofentemperatur [°C] Ninydrinreagenz [on/off]

0 1 48 on

8 2 48 on
28 3 48 on
32 3 93 on
56 4 93 on
69 1 93 on
76 1(10%) 83 off
88 1(10%) 70 off
95 1 48 on
101 1 48 on
101 1 48 on
102 1 48 on

3.7.4.1 Saure Hydrolyse

Bendétigte Reagenzien

Es wurde 6 N Salzsaure (HCI) benétigt.
Hydrolyse

Es wurde eine definierte Menge Probe in ein wiederverschlieBbares Hydrolyserdhrchen
eingewogen und mit 6 N Salzsaure versetzt, so dass eine Proteinkonzentration von 1 mg/mi
resultierte. Der Luftsauerstoff wurde fir etwa 90 s mit Stickstoff ausgespult, das Rdhrchen
fest verschlossen und 23 h im vorgeheizten Sandbad bei 110°C inkubiert (Férster, 2006). Ein
Probenverlust bei Undichtigkeit wurde Uber Differenzwdgung bei der Auswertung
berlcksichtigt. Ein Aliquot von 1 ml wurde in ein Eppendorf-Tube pipettiert und im
Vakuumkonzentrator zur Trockne eingeengt.

3.7.4.2 Enzymatische Hydrolyse

Mithilfe der enzymatischen Hydrolyse konnten die Isopeptide N-e-(B-Aspartyl)lysin und
N-g-(y-glutamyl)lysin nachgewiesen werden, da diese so im Gegensatz zur S&urehydrolyse
zwar freigesetzt, aber nicht gespalten wurden (Asquith et al., 1974).

Bendétigte Reagenzien

Zur Herstellung des Tris-HCI-Puffers wurden 12,114 g Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris, M = 121,14 g/mol) in 30 ml Reinstwasser suspendiert, der pH-Wert mit konzentrierter
HCI auf 8,2 eingestellt und anschlieBend auf 50 ml aufgeflllt. Es wurden 1 -2 Kristalle
Thymol zur Konservierung zugegeben.

Fir eine 0,02 N HCI wurde 1 ml 1 N Salzsdure mit Reinstwasser im MaBkolben zu 50 mi

aufgefullt und der Lésung 1 Kristall Thymol zugegeben.
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Far den stets frisch herzustellenden 1 M Boratpuffer wurden 12,36 g Borsaure in 160 ml
Reinstwasser geldst, der pH-Wert mit 6 N HCI auf 8,2 eingestellt und die Lésung im
MaBkolben auf 200 ml aufgefullt.

Die ebenfalls frisch herzustellende Pepsin-Lésung bestand aus 2 mg/ml Pepsin
(10 FIP-U/mg Protein, Merck) geldst in 0,02 N HCI.

Pronase-Losung wurde aus Pronase E (4000 PU/mg Protein) in 2 M Trispuffer (pH 8,2) zu
2 mg/ml frisch hergestellt.

Es wurde eine gebrauchsfertige Suspension von Aminopeptidase M (11 U/mg Protein;
20 U/ml) als Aminopeptidase-Lésung eingesetzt.

FOr die bei -20°C zu lagernde Prolidase-Losung wurden 9,4 mg Prolidase (1000 U,
106 U/mg Protein) in 2 ml Reinstwasser gelést, davon wurden 200 pyl mit 1800 pl
Reinstwasser versetzt (Konzentration: 50 U/ml).

Hydrolyse

In einem Rollrandglas wurden 3,0 mg Probe eingewogen und wie in nachfolgender Tabelle
3-18 behandelt (Henle et al., 1991; Modifikationen nach Férster, 2006 und Hellwig, 2011).
Ein Enzymblindwert, welcher keine Probe enthielt, wurde mitgeflihrt. Nach erfolgter
Inkubation wurde die Lésung bei -20°C tiefgeklhlt und anschlieBend lyophilisiert.

Tabelle 3-18: Volumina und Ablauf der enzymatischen Hydrolyse

Lésung Volumen [pl]
0,02 N HCI 1000
Pepsin-Lésung 50
Inkubation 24 h, 37 °C
Tris-HCI-Puffer 250
Pronase-Lésung 50
Inkubation 24 h, 37 °C
Aminopeptidase-Lésung 10
Prolidase-Lésung 20

Inkubation 24 h, 37 °C
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3.7.5 Hochdruckflissigchromatographie mit anschlieBender Massen-
spektroskopie (RP-HPLC/ESI-TOF-MS)

3.7.5.1 Probenvorbereitung - Tryptischer Verdau
Benétigte Reagenzien

Es wurde ein 50 mM Tris-Acetat-Puffer hergestellt, indem 0,606 g Tris(-hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris) in 80 ml bidest. Wasser gelést, mit 0,3 N Essigsaure auf pH 7,5
eingestellt und mit bidest. Wasser auf 100 ml auffllt wird.

Die Enzymlésung enthielt 1 mg/ml Trypsin (m/v, = 10,000 BAEE Units/mg Protein) mit
geringer Chymotrypsinaktivitdt (TPCK behandelt, 2 0,1 BTEE Units/mg Protein) und wurde
mit Tris-Acetat-Puffer hergestellt.

Die 1,4-Dithiotreithol-Lésung (DTT-L6sung, 100 mg/ml) in Tris-Acetat-Puffer diente zur
Spaltung der Disulfidbriicken.

Hydrolyse und Reduktion

Jeweils 1 mg gefriergetrocknetes HEWL, alpha-Lactalbumin bzw. Proteinpréparat wurden in
1 ml Tris-Acetat-Puffer geldst. Die Proben wurden mit 10 pl Trypsinlésung versetzt (Enzym-
Substrat-Verhaltnis: ca. 1:100). AnschlieBend wurden die Proben fiir 4 h bei 37°C im
Trockenschrank inkubiert. Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch ein 5 minGtiges Erhitzen
auf 85°C im Wasserbad. Nach der AbkUhlung wurde die Probe mit 10 ul DTT-L&sung
versetzt und diese dann Uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt.

3.7.5.2 RP-HPLC/ESI-TOF-MS-Messung

Die Methode zur Trennung und ldentifizierung tryptischer Spaltpeptide wurde von Henle et
al. (1991) tbernommen und leicht modifiziert durch Partschefeld et al. (2007a). Die tryptisch
hydrolysierten und DTT-behandelten Proben wurden vor der Vermessung noch
membranfiltriert (0,45 pum).

Anlage: Agilent 1100 series, Agilent Technologies, siehe Gerateliste
Saule: Agilent Zorbax 300 Extend-C18, 2,1 mm x 150 mm, 3,5 Micron
Eluent A: 10 mM Ammoniumacetat, pH 5,5

(0,77 g Ammoniumacetat in 800 ml bidest. Wasser I6sen, pH-Wert mit 3%iger
Essigsaure auf pH 5,5 einstellen, auf 1L aufflllen, membranfiltrieren
(0,45 um), entgasen)
Eluent B: 84% Acetonitril, 10 mM Ammoniumacetat
(840 ml Acetonitril, 160 ml bidest. Wasser mit 0,77 g Ammoniumacetat und
3%iger Essigsaure wie in Eluent A, membranfiltrieren (0,45 um), entgasen)
Fluss: 0,25 ml/min
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Gradient: Zeit t [min] Anteil B [%]
0 0
2 0
11 25
25 50
40 75
41 100
49 100
53 0
71 0
Probenkonzentration: 0,1%ige Peptidlésung (m/v)
Injektion: Autosampler, 100 ul (Probenschleife)
Saulentemperatur: 45°C
Detektion: 220 nm und 280 nm
MS Massebereich 100 bis 2500 Da (ESI, positive lonisierung), TIC-Modus
Kalibration: Proteinmix mit Bradykinin, Angiotensin | und Neurotensin (Sigma-Aldrich)
Auswertung: Data Explorer 4.0.0.1

3.7.6 Aktivitatsbestimmung fur HEWL und HEWL-haltige Proben

3.7.6.1 Klassische Methode - Triibungsassay

Bei diesem Test wurde die lytische Aktivitait des Lysozyms gegentber Zellwanden
grampositiver Bakterien genutzt. Die photometrisch zu ermitteinde Tribung einer Zell-
Suspension des Micrococcus lysodeikticus (ML) nahm je nach Aktivitdt des Lysozyms
unterschiedlich schnell ab.

Benétigte Reagenzien

Fir den 66 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,24 bei 25°C) wurden 1,796 g monobasisches
Kaliumphosphat (KH,PO,) in ca. 150 ml dest. Wasser gelést, mit 1 M KOH auf pH 6,2
eingestellt und auf 200 ml aufgefullt.

Die 0,015%ige Micrococcus lysodeikticus Zellsuspension entsprach 15mg in 100 ml
Kaliumphosphatpuffer.

Probenvorbereitung

Die Probelésungen sollten eine Aktivitat von 200 - 400 Units/ml Kaliumphosphatpuffer besitzen
und wurden kurz vor der Untersuchung hergestellt. Dazu wurde etwa 1 mg lyophilisierte,
lysozymhaltige Probe bzw. unbehandeltes Lysozym (Sigma) genau eingewogen und in 1 ml
Kaliumphosphatpuffer gelést. Davon wurden 10 pyl abgenommen und mit Puffer zu 2 ml
aufgefullt. Die gut homogenisierten Losungen wurden zur Messung eingesetzt.
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Kinetische Messung

Zur photometrischen Messung wurden 2,5 ml Zellsuspension in eine Kivette gegeben, mit 100
ul Probelésung (entspricht 20 - 40 U/ml) versetzt und die Extinktion bei 450 nm nach
0,1,2,3,4,5min abgelesen. Fir den Blindwert wurden 100 pl Puffer zu den 2,5 ml
Zellsuspension pipettiert und wie beschrieben die Extinktionsdnderung verfolgt.

Berechnung der Enzymaktivitat

AA45onm/min Probe — AA,sonm/min BW) - (df)

U/ml = (0,001 - 0,1)
(3-3)
U/ml Aktivitat in Unit pro Milliliter [U/ml]
AA/min Durchschnittlicher Anstieg der Geraden (Extinktion gegen Zeit)
df Verdiinnungsfaktor von 200
0,001 Absorptionsanderung bei 450 nm pro Unit und min laut Definition
0,1 Volumen der Lysozymlésung im Reaktionsansatz [ml]
] Unit/ml Enzymlosung
Units/mg = "
mg Lysozym/ml Enzymlosung
(3-4)

Unit-Definition: Eine Unit Lysozym veradndert die Absorption einer Suspension von
Micrococcus lysodeikticus bei pH 6,24 und 25°C in einem Reaktionsvolumen von 2,6 ml um
0,001/min (AA4s0) (Sigma Quality Control Procedure).

3.7.6.2 Modifizierte Methode der Aktivitatsermittlung mit Blue-ML

Wie im vorherigen Kapitel 3.7.6.1, basierte diese zweite Mdglichkeit der Lysozymaktivitats-
bestimmung ebenfalls auf der photometrischen Messung einer Absorptionsanderung. Dazu
wurden Zellwande des Micrococcus lysodeikticus (ML) mit dem Farbstoff Remazolbrilliant Blau
R (RBB-R) markiert, welcher mit Lysozymzugabe freigesetzt wurde. Fir den Einbau des
Farbstoffes RBB-R wurde die nahezu unveranderte Methode von [lto et al. (1992) zugrunde
gelegt.

Bendétigte Reagenzien

Mit Remazolbrilliant Blau R eingeféarbte Zellwande des Micrococcus luteus (Blue-ML) konnten
bei -20°C gelagert und direkt fir die Messung eingewogen werden. Die Suspension war stets
frisch herzustellen.

Fur den Saccharose-Puffer (pH 7,0) wurden 3,402 g KH,PO,, 5,844 g NaCl, und 85,574 g
Saccharose mit ca. 450 ml bidest. Wasser versetzt, pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,0 eingestellt
und mit bidest. Wasser auf 500 ml aufgefullt.

Zum Abstoppen der Reaktion wurde 1 N NaOH eingesetzt.
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Probenvorbereitung

Da sich die Absorption des Lysozyms wahrend einer 30minutigen Inkubation Uber einen
Konzentrationsbereich von 1 - 70 ug/ml konstant verhielt, wurden 1 mg Probe in einem 10-ml-
MaBkolben mit Saccharose-Puffer geldst. Diese Lésung wurde abermals im Verhaltnis 1:10 mit
Saccharose-Puffer verdiinnt, so dass eine Konzentration von 10 pg/ml resultierte.

Absorptionsmessung

Es wurden 16 mg Blue-ML in 10 ml Saccharose-Puffer suspendiert. Davon wurden je 700 pl in
ein Eppendorf-Tube Uberfihrt und ca. 10 min im temperierten Wasserbad bei 40°C erwarmt.
Dem Tube wurden 100 pl Probelésung bzw. der Saccharose-Puffer (Blindwert) zugeben, kurz
homogenisiert und exakt fir 30 min bei 40°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion war mit
50 pl 1N NaOH abzustoppen, worauf die Proben fiir 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert wurden.
Die Messung der Absorption des Uberstandes erfolgte anschlieBend bei 600 nm.

Berechnung der relativen Enzymaktivitat

relative Aktivitat|[%] = Aprobe 100
HEWL
(3-5)
Aprobe Absorption der Probe bei 600 nm
ArewL Absorption des unbehandelten HEWL bei 600 nm
[%] prozentualer Anteil an der Ausgangsaktivitat

3.7.7 Methode zur Oberflachenhydrophobitatsermittiung

Mittels Fluoreszenzmessung erfolgte die Bestimmung der Oberflachenhydrophobitét
(Hayakawa und Nakai, 1985). Es wurden bei dieser Methode die Volumina modifiziert, wobei
die Verhéltnisse gewahrt blieben. Dabei ging 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsaure (ANS)
Wechselwirkungen mit dem hydrophoben Aminosduren an der Proteinoberflache der Proben
ein und verstarkte somit deren natilrliche Fluoreszenz.

Bendétigte Reagenzien

Der 0,01 M Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer (Na,HPO,) wurde aus 0,142 g Na,HPO,
geldst in 100 ml bidest. Wasser hergestellt.

0,12 g Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) wurden bei Lésung in 100 ml bidest. Wasser flr
einen 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat-Puffer bendétigt.

Fir den Natriumphosphat-Puffer wurde Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer vorgelegt und mit
Natriumdihydrogenphosphat-Puffer der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.

Zur Fluoreszenzverstarkung wurde 2,4 mg 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsdure (ANS) in 10 ml
Natriumphosphat-Puffer gelést. Das entsprach einer 0,8 mM ANS-Lésung, diese war stets
frisch herzustellen und bis zur ihrer Verwendung im Kihlschrank aufzubewahren.
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Messparameter
Gerat: TECAN M200 infinite
Modus: Fluorescence Top Reading
Mehrfach Messung pro Well (Square (filled)): 2x2
Mehrfach Messung pro Well (Border): 550 pm
Anregungs-Wellenlange: 370 nm
Emissions-Wellenlange: 470 nm
Anregungs-Bandenbreite: 9 nm
Emissions-Bandenbreite: 20 nm
Gain: 100 Manual
Anzahl der Messungen: 25
Integrations-Zeit: 20 ps
Lag Time/Settle Time: 0 ps/0 ms
Shaking (Linear) Dauer: 60 s
Shaking (Linear) Amplitude: 1 mm
Wartezeit: 10s
Platte: Nunclon 96 Flat bottom Black, Polystyrol

Probenvorbereitung

Exakt 1,5 mg Probe wurden in ein Eppendorf-Tube eingewogen und in 1 ml Natriumphosphat-
Puffer geldst. Die Konzentration entsprach 100 pM.

Fluoreszenzmessung

Direkt in einer schwarzen 96-Well-Platte wurde durch Verdinnen mit Natriumphosphat-Puffer
von jeder Probe eine Konzentrationsreihe 5 bis 20 uM nach Tabelle 3-19 hergestellt. Die
Probelésungen in den Zellen A-D (Tabelle 3-19) wurden unmittelbar vor Messung mit 10 pl
kalter ANS-Lésung versetzt und in den Zellen E-H mit 10 pl Natriumphosphat-Puffer, sie
dienten als Blindwerte.

Die Messung der Fluoreszenzintensitat (FI) erfolgte mittels des Mikroplattenlesers TECAN
M200 infinite. Die Anregungswellenlange Ag, betrug 370 nm und die Emissionswellenlange Agm
470 nm. Die FI der Wells A - D, abziglich der zugehérigen Blindwerte E - H wurden gegen die
Proteinkonzentration [uM] aufgetragen und der Anstieg mittels linearer Regression ermittelt.
Dieser Anstieg diente als ein MaB fur die Oberflachenhydrophobitat.
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Tabelle 3-19: Pipettierschema der Hydrophobitatsbestimmung

Zelle Natriumphosphat- Srelyeltms [l Konzerjtration ANS-L6sung P.L.Jffel’-
Puffer [ul] Probel6sung [uM] [ul] Lésung [ul]
A 190 10 5 10 -
B 180 20 10 10 -
C 170 30 15 10 -
D 160 40 20 10 -
E 190 10 5 - 10
F 180 20 10 - 10
G 170 30 15 - 10
H 160 40 20 - 10

3.7.8 Bestimmung der Sekundar- und Tertiarstruktur mittels Zirkular-
dichroismus Spektroskopie (CD-Spektroskopie)
Die hier angewandte Methode orientierte sich an Menéndez et al. (2006). Die Messungen

konnten an der Universitat Potsdam am Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie unter Leitung von
Prof. Dr. H. Rawel durchgefihrt werden.

Bendétigte Reagenzien

Der 0,01 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) wurde aus 0,01 M Dinatriumhydrogenphosphat,
pH 9,1 (1,42 g Na,HPO, auf 1 L bidest. Wasser) und 0,01 M Natriumdihydrogenphosphat, pH
43 (1,20 g NaH,PO, auf 1 L bidest. Wasser) hergestellt, indem beide Lésungen gemischt
wurden bis der gewlnschte pH-Wert von 7,0 erreicht war.

Messparameter
Gerat: Jasco J 710 Spektropolarimeter
Messbereich: 178 - 260 nm, 250 - 320 nm
Temperatur: RT
Solvent: 10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0
Messzelle: 0,1 cmund 0,5 cm
Schrittweite Auflésung: 0,5nm, 1 nm
Geschwindigkeit: 50 nm/min
Bandbreite: 1 nm
Response: 4s
Sensitivitat: 100 mdeg, 200 mdeg
Auswertung: Fern-UV-Bereich: J-700 for Windows Standard Analysis, Version 1.35.01.

und Nah-UV-Spektren: CDPro
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Messung

Fur die Bestimmung der Sekundar- und Tertidrstrukturen wurden in 10 ml Natriumphoshat-
Puffer (pH 7,0) 1 mg der gefriergetrockneten lysozymhaltigen Proben genau eingewogen und
gelbst, so dass eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml (6,99 uM) resultierte. Die geldsten
Proben konnten in eine der beiden Kivetten tberfihrt und direkt zur CD-Messung eingesetzt
werden. Flr die Bestimmung der Sekundarstruktur wurde mit einer zylindrischen Quarzkivette,
0,1 cm Schichtdicke das Spektrum im Fern-UV-Bereich von 178 - 260 nm aufgenommen. Die
Nah-UV-Spektren zur Ermittlung der Tertiarstruktur wurden im Bereich 250 - 320 nm in einer
Kuvette mit 0,5 cm Schichtdicke gemessen.

3.7.9 Charakterisierung der HEWL-Fibrillen

Der Einfluss auf die Fibrillbildung allgemein und die Art der Fibrillen im Besonderen sollte
wichtige Hinweise auf die enzymatische Behandlung und Vernetzung der HEWL-Proben
erméglichen. Die nachfolgenden Methoden wurden im Rahmen der wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von KieBling (2011) entwickelt bzw. modifiziert.

3.7.9.1 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsaure-Assay (ANS-Assay)

Der Test beruhte darauf, dass hydrophobe Strukturen, die bei der Bildung amyloider Fibrillen
entstanden, verstarkt mit 8-Anilino-1-naphtalinsulfonsdure (ANS) wechselwirkten und &hnlich
wie bei der Oberflachenhydrophobitat (Kapitel 3.7.7) die Fluoreszenz erhéhten (Scheuermann,
2003). Die hier eingesetzte phosphatgepufferte Salzlésung (kurz PBS, englisch: phosphate
buffered saline) wich nur geringfligig von dem in der Dissertation genannten System ab.

Benoétigte Reagenzien

Fir den PBS-Puffer wurden 8,0g NaCl, 0,2g KCI, 1,86 g Na,HPO,2H,O und 0,249
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) auf 1 L mit bidest. Wasser aufgefillt. Der resultierende
pH-Wert betrug 7,0.

250 puM 8-Anilino-1-naphtalinsulfonsaure-Lésung (ANS-Lésung) wurden aus 3,7 mg ANS im
50-mlI-MaBkolben mit PBS-Puffer hergestellt.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Nach Zugabe von 100 pl 0,05%iger Probelésung (w/v) zu 1900 pl ANS-Lésung, wurde bei einer
Anregungswellenlange von A =370nm die Emission am F-4500 Fluoreszenz
Spektrophotometer Gber den Bereich von 400 bis 600 nm aufgenommen. Fir den Blindwert
wurde Puffer anstatt der Probel6sung eingesetzt. Die Messungen konnten in der Professur fir
Allgemeine Biochemie der Technischen Universitat Dresden angefertigt werden.

57



3 Experimenteller Teil

Parameter
Messung: Wavelength Scan
Scan Modus: Emission
Data Modus: Fluorescence
EX WL: 370 nm
EM Start WL: 400 nm
EM End WL: 600 nm
Scan Speed: 240 nm/min
Delay: O0s
EX Slit: 5 nm
EM Slit: 5 nm
PMT Voltage: 700 V
Response: 0,01s
Kalibrierung
350 ~
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= |
= 250
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2 500- R’=0,0828
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Abbildung 3-4: Fluoreszenzmessung der Kalibrierung des ANS-Assays mit 1900 pul ANS-Lésung
(250 pM) und 100 pl Probe, Aex =370 nm und A.n = 480 nm, unbehandeltes HEWL im Vergleich zu
HEWL nach Fibrillierung Uber 96 h (nach Wang et al, 2009b) bei verschiedenen Konzentrationen,
blindwertkorrigiert

Der geringflgige Anstieg des Signals bei Zunahme der Konzentration des unbehandelten
HEWL basierte auf der Tatsache, dass dem Reagenz etwas mehr hydrophobe Bindungsstellen
zur Verfugung standen. In Gegenwart von fibrillierten HEWL war aber eine signifikant starkere,
lineare Zunahme festzustellen (Abbildung 3-4).

3.7.9.2 Kongorot-Assay

Dieser UV/VIS-basierte Test detektierte bei Anwesenheit amyloider Fibrillen die Zunahme der
Absorption einer Kongorotlésung bei 540 nm (Wang et al., 2009a).
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Bendétigte Reagenzien
Eingesetzt wurde der unter Kapitel 3.7.9.1 beschriebene PBS-Puffer.

Fdr die 1 mM Kongorot-Stammlésung wurden 69,7 mg Kongorot in einem 100-ml-MaBkolben
mit PBS-Puffer aufgeflllt. Fir die 20 mM Kongorot-Losung wurde die Stammldsung im
Verhaltnis 1:50 (v/v) mit PBS-Puffer verdinnt.

UV/VIS-Messung

Zu 1800 ul Kongorot-Losung wurden 200 ul 0,05%ige Probelésung (w/v) oder pH 2,2
Salzlésung (siehe 3.3) fir den Blindwert pipettiert, so dass eine Kongorotkonzentration von
18 uM resultierte. Darauf wurden die Proben 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
schlieBlich die Absorption Gber 200 - 700 nm gegen PBS-Puffer am UV/VIS-Polychromator
SPECORD S 100 aufgenommen.

Parameter
Messbereich: 200 - 700 nm
Wellenlange: 540 nm
Integrationsteit: 15,0 ms
Akkumulation: 100
Zyklusart: einfach
Dunkelmessung: automatisch
0,20+
-~ fibrillierte Probe
—— Kongorot-Standard
5 0,15
<
c
£ 0,10-
g
5 .
8
< 0,054
0,00 - T - T T T T 1
400 450 500 550 600

Wellenlange [nm]
Abbildung 3-5: Ausschnitt aus UV-VIS-Spektren, 5 uM Kongorot-Standard (durchgezogene Linie) und

fibrilliertes HEWL nach 96 h (nach Wang et al., 2009b, gepunktete Linie) nach Kongorotzugabe,
Verschiebung des Maximums von 495 auf 503 nm (Krebs et al., 2000)

3.7.9.3 Thioflavin-T-Assay

Thioflavin-T-Mizellen lagerten sich an Fibrillstrukturen an, wodurch es zur Intensitatsernéhung
der Fluoreszenz kam (Khurana et al., 2005). Der Thioflavin-T-Assay basierte auf der
Veréffentlichung von Wang et al. (2009a).

Benoétigte Reagenzien

Der in Abschnitt 3.7.9.1 hergestellte PBS-Puffer wurde auch hier eingesetzt.
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Die 100 uM Thioflavin-T-Stammlésung wurde aus 1,6 mg Thioflavin T (ThT) in 50 ml
PBS-Puffer hergestellt. AnschlieBend wurde die Stammlésung im Verhéltnis 1:10 (v/v) mit PBS-
Puffer verdinnt, um die 10 uM ThT-Lésung zu erhalten.

Durchfithrung

80 pl 0,05%ige Probelésung (v/v) wurden mit 1920 ul ThT-Lésung versetzt, homogenisiert und
direkt zur Fluoreszenzmessung eingesetzt. Bei einer Anregungswellenldange von 440 nm wurde
das Emissionsspekirum von 450 bis 530 nm am F-4500 Fluoreszenz Spektrophotometer
aufgenommen. Zur mathematischen Auswertung diente die Fluoreszenzintensitat bei 485 nm.
Far die Blindwertermittlung wurden anstelle der 80 pl Probelésung Salzlésung (pH 2,2, siehe
3.3) hinzu gegeben.

Parameter
Messung: Wavelength Scan
Scan Modus: Emission
Data Modus: Fluorescence
EX WL: 440 nm
EM Start WL: 450 nm
EM End WL: 530 nm
Scan Speed: 6 nm/min
Delay: 0s
EX Slit: 5 nm
EM Slit: 5 nm
PMT Voltage: 700 V
Response: 0,01s
Kalibrierung
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Abbildung 3-6: Kalibrierung des ThT-Assays mit 1920 ul ThT-Lésung (10 uM) und 80 ul Probe,
Aex = 440 nm und A, = 485 nm, unbehandeltes HEWL im Vergleich zu HEWL nach Fibrillierung Gber 96 h
(nach Wang et al., 2009b) bei verschiedenen Konzentrationen, blindwertkorrigiert
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Aus 0,2%igen fibrillierten und nicht fibrillierten HEWL-Lésungen (Wang et al., 2009b) wurden
verschiedene Verdinnungsstufen hergestellt und vermessen. Die Auftragung der
Fluoreszenzintensitat bei 485 nm gegen die Proteinkonzentration zeigte einen guten linearen
Zusammenhang (Abbildung 3-6). Auch das nicht fibrillierte HEWL wies mit zunehmender
Proteinkonzentration einen sichtbaren Anstieg auf, welcher auf die steigende Anzahl der
fluoreszierenden Aminosduren zurlckzufUhren ist. Eine qualitative und semiquantitative
Beurteilung der Daten anhand der Intensitat war folglich méglich. Es war aber darauf zu achten,
dass die Messung direkt nach Mischung der beiden Komponenten erfolgte, da die Fluoreszenz
sehr schnell erlosch.

3.7.9.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Messungen orientierten sich an der Veréffentlichung von Krebs et al. (2000) und wurden
von Herrn Dr. Thomas Kurth (Mitarbeiter der Technologieplattform/Services/Imaging fir
Elektronenmikroskopie, Biotechnologisches Zentrum der Technischen Universitat Dresden)
durchgefuhrt.

Benoétigte Reagenzien

Eine 2%ige Uranylacetat-Lésung (w/v) wurde kurz vor Verwendung fur 1 min bei 5000 g
zentrifugiert. Die Lésung war bei 4 - 6°C lagerfahig.

Die Probenlésungen konnten direkt nach Fibrillierung (siehe Kapitel 3.3, 0,5 mg/ml,
0,0347 mM) eingesetzt werden. Lediglich eine Verdinnung von 1:200 (50 pl Probenlésung mit
bidest. Wasser auf 1000 pl) war herzustellen.

Staining

Es wurden 3 ul Probe auf ein Grit (Probentrager) aufgebracht und anschlieBend 15 min bei
37°C im Trockenschrank getrocknet. Ein Tropfen der frisch zentrifugierten 2%igen
Uranylacetat-L6sung wurde auf das Grit aufgegeben und fur 20 s inkubiert. Danach wurde das
Grit drei Mal mit je drei Tropfen Wasser (3 x je 1 min) gespult. Das Uberflissige Wasser wurde
mit einem Filterpapier abgezogen. Die Probentrager wurden nun in eine Gritbox Uberfuhrt und
fir 30 min bei 37°C vollstandig getrocknet. Die so praparierten Proben wurden direkt am
Elektronenmikroskop FEI Morgagni vermessen.

Parameter
Mikroskop: FEI Morgagni 268
Voltage: 79 kV
Grit: Formar-coated Kupfer, Gold bedampft
Praparation: ,negative Staining’ mit Uranylacetat
Konzentration: 2,5 ug/ml (0,1735 uM)
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3.7.10 Bestimmung der antimikrobiellen Wirksamkeit

Die im nachfolgenden beschriebenen mikrobiologischen Untersuchungsmethoden wurden von
Bahr (2012) in der Professur fur Allgemeine Biochemie der Technischen Universitat Dresden im
Arbeitskreis von Prof. Dr. K. H. van Pee durchgefiihrt.

3.7.10.1 Agardiffusionstest

Der Test stellte eine einfache und effektive Methode der Abschatzung des antibakteriellen
Potentials dar. Dabei wurde die Hemmung des Wachstums der Bakterien, welche mit der zu
untersuchenden Substanz in Kontakt kommen, untersucht.

Benétigte Reagenzien

Das Hefenahrbouillon-Medium (HNB-Medium) bestand aus 3 g Fleischextrakt und je 5¢g
Hefeextrakt, Pepton (aus Fleisch) und Natriumchlorid. Die Bestandteile wurden in ca. 800 ml
destilliertem Wasser gel6st, mit NaOH auf pH 7 eingestellt, auf 1 L aufgefillt und autoklaviert.

Fir den Hefendhrbouillon-Agar (HNB-Agar) wurden 400 ml HNB-Medium mit 6 g Agar
gemischt und autoklaviert. Die resultierende Lésung wurde auf 20 Platten (Durchmesser:
8,5 cm) verteilt. Nach dem Abkihlen unter der Sterilbank konnten die Agarnahrbdden direkt
eingesetzt oder umgedreht im Kihlschrank gelagert werden.

Das Corynebakterium-Medium (CB-Medium) wurde aus 10 g Caseinpepton (tryptisch
verdaut) und je 5g Hefeextrakt, Natriumchlorid und Glucose gemischt und in ca. 800 ml
destilliertem Wasser geldst. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7 gebracht, auf 1 L aufgefillt und
autoklaviert.

Der Corynebakterium-Agar (CBA-Agar) wurde analog zum HNB-Agar aus 400 ml CB-Medium
mit 6 g Agar hergestellt und autoklaviert. Die sterile Lésung wurde ebenso auf 20 Platten
(Durchmesser: 8,5 cm) verteilt und zum Abklhlen stehen gelassen.

Angefertigt wurden zudem Vorkulturen von Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
putida und Streptococcus lactis. Dafir wurden je 25 ml HNB-Medium in einen autoklavierten
100ml-Erlenmeyerkolben pipettiert, mit einer Impfése etwas Bakterienmaterial von bei 4°C
gelagerten Kulturplatten abgenommen und in das Medium geben. Die Vorkulturen wurden tber
Nacht bei 30°C und 150 rpm inkubiert, auBer bei Streptococcus lactis dieser benbtigte statt
HNB-Medium das CB-Medium und etwa 2 Tage um anzuwachsen.

Durchfiihrung

50 pl der jeweiligen Bakterienkultur wurden auf einer Agarplatte ausplattiert und mindestens 2 h
bei 30°C im Brutschrank zum Anwachsen gelagert. Lécher (maximal 5 pro Platte) wurden mit
einem Durchmesser von 0,6 cm gleichmaBig verteilt in den Agar gestanzt und mit einem
Volumen von 20 pl der zu untersuchenden Probenlésung beflllt. AnschlieBend wurde erneut
bei 30°C Uber Nacht inkubiert. Die Auswertung erfolgte optisch und ausgebildete Hemmbhdfe
wurden manuell vermessen.
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3.7.10.2 Bakterieller Hemmtest

Basierend auf einem Trlbungstest (Shugar, 1952) wurde das Wachstum von Bakterien in
Abhéangigkeit von verschiedenen Probenkonzentrationen untersucht. Die durch Bakterien
verursachte Triibung wurde photometrisch bestimmt.

Bendétigte Reagenzien
Das im vorherigen Kapitel 3.7.10.1 beschriebene HNB- bzw. CB-Medium wurde bendtigt.

Zum Ldsen nicht relevanter Tribungsbestanteile (aggregierte Proteine, keine Bakterien) wurde
eine 15 M Guanidinhydrochloridlésung bendtigt, dazu wurden 14,33 g des Salzes in 10 ml
destilliertem Wasser geldst.

Die Probenlésungen wurden in Konzentrationen von 0,625%. bis 0,1% (w/v) untersucht. Dafir
wurden die mittels Lowry (Kapitel 3.7.2) bestimmten Proteingehalte der wassrigen
Dialyselésungen mit bidest. Wasser verdlnnt.

Durchfiihrung

Pro Versuchsreihe wurden sieben 25ml-Erlenmeyerkolben autoklaviert angesetzt. Es wurden
die Konzentrationen 0,625%. bis 0,01% oder 0,00625 bis 0,1% untersucht. Es wurde je 900 pl
Medium in ein Eppendorftube pipettiert und variierende Volumina Bakterienvorkultur zugeben.
Diese Loésungen wurden photometrisch bei 600 nm gegen das Medium vermessen um eine
Mischung mit einer optischen Dichte (OD) von 0,4 zu erhalten, welche dann nach einer weiteren
Verdinnung im Verhaltnis 1:10 eingesetzt wurde. Nach Zugabe der vorher eingestellten
Probelésungen (siehe Pipettierschema in Tabelle 3-20) wurde Uber Nacht bei 30°C und
125 rpm inkubiert. Die 0%-Probe wurde nicht bei 30°C gelagert, sondern bei 4°C im
Kihlschrank aufbewahrt. Fir die photometrische Messung wurde 1 ml der Lésung in eine
Einmal-Mikroklvette pipettiert und mit 0,25 ml Guanidinhydrochloridlésung (15 M) versetzt. Die
gut homogenisierte Probe wurde bei einer Absorption von 600 nm vermessen. Die 0%-Probe
diente als Blindwert.

Tabelle 3-20: Pipettierschema des Tribungstestes

Zugabe Probe 0%- und 100%-Probe
Medium 5ml 5 ml

Verdinnte Bakterienkultur 200 pl 200 pl
Probeldsung (verschiedene Konz.) 5ml

Bidestilliertes Wasser - 5ml
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die mikrobielle Transglutaminase (mTGase) ist ein Enzym zur Katalyse von Acyl-Transfer-
Reaktionen zwischen der y-Carboxamidgruppe des proteingebunden Glutamins und einer
e-Aminogruppe des Lysinrests unter Ausbildung einer oder mehrerer Isopeptidbindungen.
Entsprechend intra- und intermolekular modifizierte Proteine werden heute bereits vielfach in
der Lebensmittelindustrie z.B. zur Stabilisierung von Joghurtgelen genutzt (Jaros et al., 2006).
In vorangegangenen Arbeiten wurde sowohl die mTGase (Menéndez, 2006) als auch deren
Interaktion mit Milchproteinen, vor allem fir das Casein (Partschefeld, 2011) intensiv analysiert
und charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Inkubation von Proteinen mit
mTGase unter Hochdruck auch Milchproteine, die unter Normaldruck keine Substrate flr
mTGase sind, durch das Enzym umgesetzt werden (Partschefeld et al., 2007a) bzw. sich deren
Affinitat zur mTGase verandert (Menéndez et al., 2009).

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte HihnereiweiBprotein Lysozym (HEWL) ist mit seiner
kompakten, globuldren Struktur auBerst temperatur- und hochdruckstabil. Es gelang erstmals
das hochstrukturiete HEWL, welches unter Atmospharendruck kein Substrat fir mTGase
darstellte, unter hohem hydrostatischem Druck zu oligomerisieren. AnschlieBend wurden, die
unter simultaner Druck-/Enzymbehandlung gebildeten Vernetzungsprodukte sowohl strukturell
als auch eigenschaftsbezogen charakterisiert. Uber diese grundlagenorientierten Analysen
kébnnen neue Perspektiven zur gezielten Funktionalisierung von Lebensmittelproteinen
abgeleitet werden.

Neben HEWL wurden auch andere Proteine, wie B-Casein und aufgrund seiner Homologie zum
Lysozym a-Lactalbumin betrachtet. Jedoch dienten diese Untersuchungen lediglich einer ersten
Orientierung. Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Wissensgenerierung durch
Charakterisierung enzymatisch vernetzter HEWL-Oligomere.

4.1 Enzymatische Vernetzung von HEWL mittels mTGase und
Einfluss verschiedener Reaktionsparameter

Nach Murthy et al. (2009) ist die mikrobielle TGase nicht in der Lage einen der Lysinreste des
HEWL anzugreifen, gleichwohl diese Lésungsmitteln gegentber exponiert sind. Wie in der
Abbildung 4-1 (Bahn 2) zu sehen ist, kann auch in dieser Arbeit keine Vernetzung des HEWL
nach Inkubation Gber 30 min unter Atmospharendruck nachgewiesen werden. Weiterhin flhrte
eine Hochdruckinkubation bei Abwesenheit von mTGase zu keiner Oligomerisierung (Bahn 3).
Die Bildung von HEWL-Oligomeren, Dimere bis Pentamere, wurde nur fir Proben, welche
simultan mit mTGase und hohem hydrostatischem Druck (HD) inkubiert wurden, beobachtet
(Bahn 4). Die Tatsache, dass eine mTGase-Behandlung nach HD (Bahn5) zu keiner
Proteinvernetzung fuhrte, deutet auf ein reversibles Auffalten von HEWL wé&hrend der
Hochdruckbehandlung hin.
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Abbildung 4-1: SDS-Page der mTGase (40 U mTGase/g Protein) und/oder HD behandelten HEWL-
Proben nach Reduktion mit DTT

1 - unbehandeltes HEWL (Kontrolle); 2 - HEWL mit mTGase (30 min, 40°C, 0,1 MPa); 3 - HEWL (30 min,
40°C, 600 MPa); 4 - HEWL mit mTGase (30 min, 40°C, 600 MPa); 5 - HEWL (30 min, 40°C, 600 MPa)
anschlieBend mit mTGase (30 min, 40°C, 0,1 MPa); M - Molmassenmarker (Serva).

Das aus dem Huhnereiwei3 stammende Lysozym enthélt sechs Lysin- und drei Glutaminreste,
welche innerhalb des denaturierten, vollstdndig aufgefalteten Stadiums unter Hochdruck zu
Substraten fur die mTGase werden kdnnen. Die kovalent gebundenen Proteinoligomere waren
selbst nach Reduktion der Disulfidbriicken mit Dithiotreithol (DTT) weiterhin Uber die SDS-
PAGE nachweisbar (Abbildung 4-1), was die Bildung von Isopeptiden an ausgewahlten
Positionen des Proteins bestétigte. Auffallend war zudem, dass die detektierten Molmassen mit
den theoretisch ermittelten nicht vollstandig Ubereinstimmten (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: Vergleich theoretischer und mittels SDS-PAGE abgeschéatzter molarer Massen der HEWL-
Oligomere (liber SDS-PAGE und Totallab TL 120)

Theoretische molare Ermittelte molare Masse

Oligomer Masse [kDa] [kDa]
Monomer 14,3 11,6 £0,5
Dimer 28,6 26,0+0,8
Trimer 42,9 36,5+0,7
Tetramer 57,2 50,1 £ 1,2
Pentamer 71,5 62,9+1,0
Hexamer 85,8 729 +21
Heptamer 100,1 84,1+22
Oktamer 114,4 98,3+45

Die ermittelten Massen lagen stets etwas unter den berechneten, was vermutlich darauf
zurtckzufuhren ist, dass die Markerproteine, welche nicht reduziert wurden, etwas héhere
Werte im Elektrophoresegel zeigten. Da diese nicht mit DTT behandelt wurden, war eine
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vollstdndige Anlagerung des Natriumdodecylsulfats (SDS) nicht mdglich, wodurch die
Markerproteine eine geringere Ladung aufwiesen und weniger weit im Gel liefen, als reduzierte
Proben. Das HEWL-Dimer besitzt somit eine abgeschatzte Molmasse von 26 kDa, dem steht
die theoretische Molmasse mit 28,6 kDa gegentber (Tabelle 4-1). Weiterhin wurde mit
zunehmender Oligomerisierung die Differenz gegeniber den berechneten molaren Massen
gréBer.

Die Tatsache, dass hohe hydrostatische Drlicke zu einer teilweisen bis vollstandigen Auffaltung
von Proteinen flhrten, konnte erneut bestatigt werden (Akasaka et al., 1997 sowie Katamari et
al., 2004). Lysozym selbst ist als Modellprotein intensiv erforscht worden (Tedford et al., 1999;
Reface et al, 2003 und McCarthy et al., 2006). Die Anderungen der Sekundar- und
Tertiarstruktur des HEWL in wassriger Lésung wurden bereits bis zu einem Druck von
1200 MPa beschrieben (Li et al., 1976; Refaee et al., 2003; Smeller et al., 2006). NMR-
Messungen von Refaee et al. (2003) zufolge erfahrt HEWL schon bei einem Druck von
200 MPa strukturelle Veranderungen, wobei die a-Doméane in einem gréBeren AusmalR
komprimiert wird als die B-Doméne. Zudem haben FTIR-spektroskopische Messungen gezeigt,
dass bei 25°C hohe Dricke ab 500 MPa zur vollstandigen Auffaltung des HEWL flhrten und es
keine irreversible Aggregation wahrend der Inkubation gab (Smeller et al., 2006). Dies erklart,
warum die Proben ohne mTGase nach HD bei 600 MPa lediglich als Monomere vorlagen und
warum eine der Hochdruckbehandlung nachfolgende Inkubation mit mTGase zu keiner
Vernetzung flhrte (Abbildung 4-1, Bahn 5). Ferner wurde die Ausbildung von Intermediaten
postuliert, welche unter Druckabfall bei Rickfaltung zur origindren Sekundar- und Tertiarstruktur
in einer Art energetischen Trichter nicht mehr den ginstigsten Ausgangszustand erreichten
(Smeller et al., 2006). Die zuvor Uber den Druck eingetragene Gibbssche freie Energie (freie
Enthalpie) wurde nach Druckreduktion wieder an das System abgegeben (Menéndez et al.,
2006). Allerdings war die Renaturierung nach einer Druckbehandlung Uber 1200 MPa
unvollstandig. Es wurde vermutet, dass die Druckdenaturierung von HEWL nicht einstufig,
sondern Uber die Bildung eines ,molten globule“-Zustandes verlauft. Dieser kann als dritter
Zustand oder eine Variante des ungefalteten Proteins betrachtet werden.

Die Ergebnisse der Kristallstrukturanalyse bei etwa 100 MPa (Kundrot und Richards, 1987)
zeigten zudem uneinheitliche Kontraktionen auf. Der B-Faltblattbereich mit den
Aminosédureresten 40 - 88 war vornehmlich inkompressibel, wohingegen die Zwischenraum-
regionen und die a-Doménen (Reste 1 - 39 und 89 - 129) bis 0,57 MPa" komprimiert werden
konnten. Die Ergebnisse stimmen mit denen von Li et al. (1976), die mittels
Fluoreszenzmessungen eine Denaturierung bei einem Druck von etwa 800 MPa beobachteten,
anndhernd Uberein. Neueste Erkenntnisse zeigen auBerdem, dass aufgrund von Druck Proteine
wahrend eines Ubergangszustandes kurz an Volumen zunehmen kénnen (Rouget et al., 2011
sowie Royer und Roland, 2011). AnschlieBend gelangt das Lésungsmittel, zum Beispiel Was-
ser, in die Hohlrdume der Proteine, wodurch die nicht-kovalenten Bindungen geschwéacht und
durch Protein-Wasser-Wechselwirkungen ersetzt werden, so dass die Molekile dann ein
geringeres Volumen einnehmen (AV wird kleiner). McCarthy und Grigera (2006) beobachteten
mittels Computersimulation bei 300 MPa eine erhdhte Oberflachenhydrophobitét. Verglichen mit
den Verhaltnissen unter Atmospharendruck deutete dies auf eine Abnahme hydrophober
Wechselwirkungen von HEWL unter Druck hin. Als Konsequenz wurden die Ausrichtungen
66



4 Ergebnisse und Diskussion

hydrophober Aminosauren im Molekll verandert. Diese Tatsache und dass alle drei Glutamin-
und funf der sechs Lysin-Reste des HEWL neben bzw. zwischen hydrophoben Aminoséuren
lokalisiert sind, ermdglichen unter HD eine veranderte, bessere Zugéanglichkeit fir das Enzym
mTGase. Diese geht einher mit einer Schwachung der hydrophoben Wechselwirkungen in
Umgebung der zu vernetzenden Aminosauren.

4.1.1 Geeignete Puffersysteme und pH-Werte

Zur Untersuchung von Proteinsystemen unter hohen hydrostatischen Dricken in wassrigem
Milieu wurden Puffer eingesetzt, da die Dissoziation von Wassermolekilen sonst zu einer
schrittweisen Absenkung des pH-Wertes gefiihrt hatte. Auch drucksensitive Puffersysteme wie
Citrat- und Phosphatpuffer kénnten zu einem Ansauern des Mediums fihren. Es sollte daher
mit den druckstabilen Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan (Bis-Tris) oder 1,3-Bis(tris(hydroxymethyl)methylamino)propanal
(Bis-Tris-Propan) gearbeitet werden (Damodaran und Paraf, 1997).

Ausgehend von Partschefeld et al. (2007a) sowie Menéndez et al. (2006) wurden Tris und Bis-
Tris in Konzentrationen von 50 und 200 mM untersucht. Beide Autoren hatten Tris in den
genannten Konzentrationen in ihren Arbeiten unter HD eingesetzt. Fir 1%ige HEWL-L&sungen
mit einer Enzymaktivitat von 40 mTGase/g Protein wurden simultane Inkubationen tber 30 min
bei 40°C und 600 MPa durchgeflihrt. Dabei wurden die Proteine in den verschiedenen Puffern
gelbst (Tabelle 4-2) und der pH-Wert vor und nach Inkubation erfasst.

Tabelle 4-2: Ubersicht der getesteten Puffer mit Ausgangs-pH 7,5, 2% HEWL als Proteinzusatz;
unterstrichen der optimale und final eingesetzte Puffer

Konzentration pH-Wert- pH-Wert nach HD pH-Wert nach HD
Puffersystem i
[mM] Einstellung ohne Proteinzusatz mit Proteinzusatz
Tris 50 HCI 7,38 7,16
Tris 200 Acetat 7,41 7,37
Tris 200 HCI 7,30 7,37
Bis-Tris 50 HCI 7,43 7,28
Bis-Tris 200 Acetat 7,42 7,44
Bis-Tris 200 HCI 7,43 7,44

Alle Puffer zeichneten sich dabei durch eine geringe Veranderung des pH im Vergleich zum
Ausgangswert von 7,5 aus. Fir die 50-mM-Puffer mit Proteinzugabe sank der pH-Wert nach
Hochdruckinkubation durchschnittlich um weniger als 0,2 pH-Einheiten. FUr die 200 mM
Puffersysteme war ein stabiler oder schwach ansteigender pH-Wert zu beobachten. Ursache
hierflr war unter anderem die héhere Pufferkapazitat. Interessanterweise konnte firr die Proben
mit stabilerem pH-Wert (200 mM Bis-Tris-HCI, 200 mM Bis-Tris-Acetat und 200 mM Tris-Acetat)
keine Oligomerisierung detektiert werden, wahrend dies bei sinkenden pH-Wert der Fall war.

Geringe Vernetzungen bis zum Dimer zeigten sich im 200 mM Tris-HCI-Puffer. In Bezug auf die
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Vernetzung schnitten die 50 mM Puffer am besten ab, wobei im Bis-Tris-Puffer Trimere und im
Tris-System noch Spuren an Tetrameren nachgewiesen wurden. Denkbar wére auch, dass der
im 50 mM Tris-HCI-Puffer zu beobachtende, leicht erhéhte pH-Abfall ein erstes Indiz fir die
gute Vernetzung darstellte. Als Ursache fir die pH-Abnahme als Konsequenz der Vernetzung
kam die Tatsache in Betracht, dass einige basische Aminosdurereste nach Ausbildung der
Isopeptidbindung nicht mehr 16sungsmittelzugénglich waren. Eine Diskussion der beteiligten
Lysin- und Glutaminreste, sowie deren Umgebung folgt im Kapitel 4.2.3.

Basierend auf den Ergebnissen der verschiedenen Puffersysteme hatte sich far den
50 mM-Tris-HCI-Puffer die héchste Vernetzung von HEWL mit mTGase detektieren lassen, so
dass dieser gewahlt wurde. Damit waren generell mit auf Tris-basierenden Puffersystemen pH-
Werte von 7,2 bis 9,0 realisierbar, da der genannte Puffer innerhalb dieser Grenzen stabil ist
(Good et al., 1966).

Weiterhin sollte der gewahlte pH-Wert fur die vorgesehenen Versuche geeignet sein. Lysozym
hat einen isoelektrischen Punkt (pl) von ~11 (Tomita et al., 2011), a-Lactalbumin von 4,2 - 4,5
und B-Casein von 5,35 - 5,85 (Belitz et al., 2001). Das pH-Optimum der mTGase wird mit einem
Bereich von 5 -8 zwischen dem pl des B-Caseins und des HEWL angegeben (Ajinomoto,
2011). Somit ergibt sich eine schmale Schnittmenge zwischen den Tris-Pufferbereich und dem
pH-Optimum von pH 7,2 bis 8. Um nicht zu nah an den Grenzen dieses Bereiches zu arbeiten,
wurde bei einem pH von 7,5 gearbeitet.

4.1.2 Einfluss variierender Inkubationsdauer und unterschiedlicher Driicke

Basierend auf der Arbeit von Menéndez (2006) handelt es sich bei mTGase um ein vergleichs-
weise hochdruckstabiles Enzym, das bei Dricken von bis zu 600 MPa nach 15 min seine
Halbwertszeit erreicht. Im Gegensatz dazu reichen bei dem verwandten Enzym Faktor Xlll,
schon weniger als 10% des Druckes (50 MPa) und 20% der Zeit (2 bis 3 min) zur Reduzierung
der Aktivitdt um 50% aus.

Aufgrund vorangegangener Untersuchungen an mTGase (Menéndez, 2006) wurden im
Rahmen dieser Arbeit folgende Inkubationszeiten untersucht: 15, 30, 60 und 120 min. Da
HEWL (ber sechs Lysin- und drei Glutaminreste verfiigt, war davon auszugehen, dass mehrere
Isopeptide sowohl inter- als auch intramolekular gebildet werden konnten. Die Zugénglichkeit
der potentiell reaktiven Stellen fur die mTGase wird allerdings mit steigendem Vernetzungsgrad
wieder abnehmen, so dass die Ausbeute méglicherweise Uber langere Inkubationszeiten nicht
signifikant erhéht wird.

Die Analysen zur Inkubationsdauer wurden mit 2%igen HEWL-Proben und
80 U mTGase/g Protein bei 40°C und 600 MPa durchgefiihrt und sind in Abbildung 4-2
dargestellt. Im Rahmen der vier untersuchten Inkubationszeiten waren dabei weder in der
Oligomerenzusammensetzung noch fir den Summenparameter der Vernetzungsrate gréBere
Unterschiede zu verzeichnen. Die durchschnittliche Oligomerisierung betrug zirka 9 - 11% und
setzte sich Uberwiegend aus Dimeren und geringen Anteilen an Trimeren und Tetrameren
zusammen. Fir die enzymatische Reaktion der mTGase mit HEWL konnte unter den gewéahlten

Bedingungen daher geschlussfolgert werden, dass die druckinduzierte HEWL-Auffaltung rasch
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ablauft und anschlieBend eine Oligomerisierung nach 30 min nahezu abgeschlossen war. Dies
stimmt gut mit den Ergebnissen zur Aktivitdt der mTGase Uberein (Menéndez, 2006). Fir die
folgenden Experimente wurde daraufhin mit 30 min Reaktionszeit gearbeitet, da eine
Verlangerung der Inkubation keinen Vorteil brachte.
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Abbildung 4-2: Mittels SDS-PAGE ermittelte Gehalte an Mono- und Oligomeren nach Inkubation von 2%
HEWL mit 80 U mTGase/g Protein bei 40°C und 600 MPa fiir 15, 30, 60 oder 120 min

Da neben der Zeit die Hbohe des hydrostatischen Druckes eine Einflussgr6Be auf die
Oligomerisierung darstellt, sind auf der nachfolgenden SDS-PAGE (Abbildung 4-3) variierenden
Driicke (0,1, 200, 400 und 600 MPa) aufgetragen Es wurden jeweils 2%ige HEWL-Proben mit
40 U mTGase/g Protein bei 40°C inkubiert. Basierend auf den Untersuchungen zur
Transglutaminase unter Hochdruck von Menéndez (2006) ist bei geringeren Drlcken von
200 MPa mehr als eine Verdopplung der Enzymstabilitdt zu verzeichnen. Damit ist von einer
héheren Vernetzung bei moderaten Driicken auszugehen. Im Gegensatz dazu stellt das
HuhnereiweiBlysozym unter Atmosphéarendruck bekanntermaBen kein Substrat fir mTGase dar
(siehe Kapitel 4.1, und Murthy et al., 2009). HEWL muss daher aufgefaltet und fir das Enzym
als Substrat zuganglich gemacht werden. Da mit einer Temperatur von 40°C am
Temperaturoptimum der mTGase gearbeitet wurde, waren 200 MPa zur Auffaltung offenbar
nicht ausreichend. Bei diesem Druck misste HEWL nach Literaturangaben kalt denaturiert
werden (Katamari et al., 2004). Wie in Abbildung 4-3 zu sehen ist, kann keine Vernetzung fur
die Drucke von 0,1 und 200 MPa (Bahn 2 und 3) nachgewiesen werden. Bei einem Druck von
400 MPa sind erste Dimere erkennbar (Bahn 4). Flr eine signifikante Oligomerisierung sind
aber 600 MPa notwendig (Bahn 5). Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Untersuchungen von
Smeller et al. (2006) Uberein. Die Arbeitsgruppe wies eine reversible Auffaltung des Proteins bei
25°C ab zirka 500 MPa nach.
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Abbildung 4-3: SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen (Acylamid-Gradient von 4 bis 20%)

M - Marker (Serva); 1 - unbehandeltes HEWL; 2 - HEWL mit mTGase (40 U/g, 30 min bei 40°C,
0,1MPa) behandelt; 3 - HEWL mit mTGase unter Druck (40 U/g, 30 min bei 40°C, 200 MPa); 4 - HEWL
mit mTGase unter Hochdruck (40 U/g, 30 min bei 40°C, 400 MPa) 5 - HEWL mit mTGase unter Hoch-
druck (40 U/g, 30 min bei 40°C, 600 MPa)

Hohere Dricke wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, da die Stabilitdt der
mTGase bei 600 MPa schon stark abnimmt. Steigende Driicke wiirden zu einer schnellen
Inaktivierung durch Auffaltung des Enzyms fihren. Zudem konnte die Hochdruckanlage nur mit
maximal 700 MPa betrieben werden. Da die gewahlten Parameter zu einer vollstandigen
reversiblen Auffaltung und Oligomerisierung des Lysozyms fihrten, wurde im Weiteren mit
einem hydrostatischen Druck von 600 MPa gearbeitet.

4.1.3 Einfluss der Lysozymkonzentration

In ersten Versuchen zum Konzentrationseinfluss wurden HEWL-Konzentrationen von 0,5, 1, 2,
3, 4, und 5% mit 40 U mTGase/g Protein versetzt und tber 30 min bei 600 MPa und 40°C
simultan inkubiert. Die resultierenden Praparate wurden nach Dialyse und Lyophilisation mittels
SDS-PAGE in ihre einzelnen Oligomeren und verbliebenen Monomere aufgetrennt und mit dem
Programm Totallab quantifiziert. In Abbildung 4-4 sind die Anteile der Monomere und der
Oligomere als Summenparameter der einzelnen Fraktionen in Prozent dargestellt. Die Grafik
zeigt, dass es einen optimalen Bereich zur Vernetzung zwischen 2 und 4% HEWL gibt, wobei
das Maximum bei 3% erreicht wird. Hier betragt die Oligomerisierungsrate unter den angegebe-
nen Bedingungen etwas tber 30% (Abbildung 4-4). Das heiBt etwa ein Drittel des eingesetzten
HEWL konnte demnach unter den gewahlten Bedingungen kovalent vernetzt werden.
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Abbildung 4-4: Zusammenhang zwischen Monomergehalt und Oligomerenanteil des HEWL bei
verschiedenen Konzentrationen (0,5 bis 5%, w/v) und konstanten 40 U mTGase/g Protein Gber 30 min
bei 600 MPa und 40°C

Des Weiteren wurden Proben in den Konzentrationen von 2, 4, 6, 8 und 10% HEWL unter
gleichen Bedingungen mit 40 und 80 U mTGase/g Protein inkubiert. Diese Analysen bestatigten
die bereits oben aufgezeigten Ergebnisse. Die hdchste Vernetzung wurde bei 4% HEWL und
80 U mTGase/g Protein ermittelt. 2%ige Proben zeigten eine etwas geringere Vernetzung,
wohingegen Konzentrationen Uber 4% lediglich zu einer minimalen Dimerausbildung neigten.
Auch eine weitere Erhéhung der eingesetzten Enzymaktivitdt auf bis zu
200 U mTGase/g Protein fuhrte bei 5 bis 7%igen HEWL-L&sungen zu keiner Steigerung der
Oligomerisierung. Lediglich fiir Lésungen kleiner oder gleich 4%igen konnten bei allen mTGase-
Gehalten Oligomerenbanden nachgewiesen werden. Bei zu geringen Konzentrationen von
unter 1% ist es wahrscheinlich, dass die Abstande der einzelnen HEWL-Molekdle zueinander in
Lésung zu groB waren, um Uber mTGase intermolekular in Wechselwirkung zu treten und
Isopeptide zu bilden, bevor das Enzym zu stark inaktiviert wurde. Bei zu hohen Konzentrationen
(5% und hoéher) lagen im Gegensatz dazu sehr viele Substratmolekiile vor. Diese nahmen
dann, insbesondere wahrend der Auffaltung, einen gréBeren Raum ein, so dass sie zum einen
die mTGase behinderten (unabhangig von deren Konzentration), zum anderen sich selbst
sterisch beeintrachtigten und somit eine vollstandige Auffaltung erschwert oder verhindert
wurde.

4.1.4 Einfluss der mTGase-Aktivitat

Die mTGase wurde aufgrund ihres vielfaltigen Einsatzes in der Lebensmitteltechnologie gut
untersucht. Selbst ihr Verhalten unter Druck wurde bereits ausfuhrlich diskutiert (Menéndez,
2006). Im Rahmen der genannten Dissertation wurden allerdings nur reine mTGase-Pufferld-
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sungen betrachtet, so dass ein Einfluss des Proteinsubstrates HEWL bei simultaner Inkubation
auf das Enzym zu untersuchen galt. Erste Versuche im Rahmen dieser Arbeit gingen von relativ
niedrigen Enzymaktivitdten aus, da in der Literatur Mengen von 4 U mTGase/g Protein flr
Casein (Partschefeld et al., 2007b) oder 1,5 U mTGase/g Protein fir B-Lactoglobulin (Lauber et
al., 2001) angegeben wurden. Diese geringen Mengen zeigten allerdings far HEWL nur wenige
Vernetzungsprodukte, weshalb die Konzentrationen der mTGase schrittweise erhéht worden.
Es stellte sich heraus, dass mit zunehmender Enzymaktivitdt die Ausbeute der Oligomere
gesteigert werden konnte (Abbildung 4-5). Im Gegensatz zu den HEWL-Konzentrationen,
welche ein Optimum aufwiesen, ist fir die mTGase-Aktivitat ein steter Anstieg zu verzeichnen.
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Abbildung 4-5: variierende Mengen an mTGase, angegeben in Units mTGase bezogen auf 1 g Protein
(HEWL), bei 2% HEWL (w/v) Uber je 30 min Inkubation bei 600 MPa und 40°C

In Abbildung 4-5 wird deutlich, dass bei einem Zusatz von bis zu 50 U mTGase/g Protein eine
zunehmende Vernetzung und noch kein Maximalwert abzuschéatzen ist. Aufgrund dessen wurde
der Gehalt und damit verbunden die Aktivitit weiter auf 80, 120, 160 und final
200 U mTGase/g Protein erhéht. Fir Aktivitdten Gber 200 U mTGase/g Protein ergaben sich
Léslichkeitsprobleme, da in dem mTGase-Pulver von Ajinomoto (2011) neben 1% Protein
(Enzym) auch 99% Zucker (Maltose und Lactose) enthalten waren. In Tabelle 4-3 sind die
entsprechenden Vernetzungsraten bei einem Gehalt von 3% HEWL und 30 min Inkubation bei
40°C mit 600 MPa abgebildet. Die Oligomerisierung konnte durch Aktivitdtserhéhung von 120
auf 200 U mTGase/g Protein nicht mehr signifikant Gber 25% gesteigert werden. Fur Versuche
mit maximaler Vernetzungsausbeute wurde daher ein mittlerer Gehalt von
160 U mTGase/g Protein eingesetzt.
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Tabelle 4-3: Darstellung der Vernetzungsgrade* von 3% HEWL mit 120, 160 sowie
200 U mTGase/g Protein inkubiert bei 600 MPa und 40°C fiir 30 min

HEWL-Konzentration,

Vernet d[%
mTGase-Aktivitat ernetzungsgrad [%]

3%, 120 U/g 259+0,9
3%, 160 U/g 25,0 £ 5,1
3%, 200 U/g 26,6 +4,0

* Daten aus der Wissenschaftlichen Abschlussarbeit von KieBling (2011)

Um einen Einfluss der hohen Zuckergehalte in der mTGase auszuschlieBen, wurden
zusatzliche Hochdruck-Versuche mit Lactose- und Maltodextrinzusatz durchgefuhrt. Simuliert
wurden dabei die gleichen Mengenverhdltnisse wie bei einem Einsatz von
200 U mTGase/g Protein. Mithilfe der SDS-PAGE konnte keine zuckerinduzierte Vernetzung
nachgewiesen werden. Die Bildung von Proteinmodifikationen im Zuge anderer chemischer
Reaktionen wie z.B. der Maillard-Reaktion konnte aufgrund der relativ kurzen Inkubationsdauer
in wassriger Losung ausgeschlossen werden.

Neben diesen Betrachtungen wurde eine Reinigung der mTGase zur Steigerung der Léslichkeit
bei héheren Aktivitdten durchgefihrt. Um die Lactose und das Maltodextrin méglichst schonend
aus dem Pulver zu entfernen, wurde es mit wenig Wasser geldst und dialysiert. Die berechnete,
theoretische Auswaage von 1% mTGase im Enzympulver von Ajinomoto (2011) wurde um
100% Ubertroffen, so dass davon auszugehen ist, dass nach der Konzentrierung noch
Restwasser und Zucker in dem getrockneten Pulver enthalten sind. Weiterhin konnte nach
Lyophilisation eine grauliche Verfarbung und lediglich eine zehnprozentige Restaktivitat im
Vergleich zum Ausgangswert des Enzyms verzeichnet werden. Mit dieser konzentrierten
mTGase sind Versuche mit je 5 wund 7% HEWL, einer Enzymaktivitat von
200 U mTGase/g Protein tGber 30 min bei 600 MPa und 40°C durchgeflhrt worden. Stérende
Effekte durch die Saccharide und Probleme beim Lésen der Ausgangssubstrate konnten somit
ausgeschlossen werden. In dem Gel waren nach elektrophoretischer Trennung nur geringe
Gehalte an Dimeren fir die 5%igen Proben und keine Oligomerisierung fir die 7%igen Proben
zu detektieren. Die nach Hochdruckinkubation dialysierten und gefriergetrockneten Proben
zeichneten sich allerdings durch eine schlechtere Resolvatisierbarkeit aus. Zusammenfassend
fihrte die Reinigung der mTGase zu keiner héheren Vernetzung. Sie bot keinen Vorteil, da
davon auszugehen war, dass die mTGase ohne die stabilisierenden Zusatze von Lactose und
Maltodextrin in ihrer Aktivitat unter anderem bei einer Lagerung (-20°C) weiter herabsetzt wird.

4.1.5 Temperatur

Das Enzym mTGase ist bei Atmosphéarendruck nach Herstellerangaben Uber einen Bereich von
0 bis 65°C aktiv (Ajinomoto, 2001). HEWL denaturiert in Losung erst ab einer Temperatur von
Uber 75°C (Reategui und Aksan, 2009). Somit ergaben sich Temperaturrahmenbedingungen
Uber einen weiten Bereich. Die groBte Aktivitdt wies mTGase bei etwa 40°C auf, so dass
ausgehend von dieser Temperatur erste Untersuchungen stattfanden. Zudem konnte mithilfe
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des Phasendiagramms von Maeno et al. (2009) die Denaturierungsneigung von HEWL
abgeschatzt werden (Kapitel 2.4.1). Fur Lysozymlésungen mit pH 2 stellten sie eine
Denaturierungsneigung sowohl bei tiefen Temperaturen (zirka -30°C bei 0,1 MPa) und fir
hohen Temperaturen (zirka 55°C bei 0,1 MPa) als auch bei hohen Driicken (zirka 20°C und
450 MPa) fest. Mit dem hier eingesetzten pH von 7,5 und den gegebenen technischen
Voraussetzungen (Arbeiten > 0°C) wurden daher im Hinblick auf die Enzymaktivitat neben den
ausgewahlten 40°C auch héhere Temperaturen von 50 und 60°C untersucht. Die Konzentration
des Substrates HEWL betrug dabei 4% (w/v). Es wurde mit 80 U mTGase/g Protein Gber 30 min
bei 400 bzw. 600 MPa behandelt.

Tabelle 4-4: Vernetzung als Summenparameter der einzelnen Oligomere*, 4% HEWL,
80 U mTGase/g Protein tiber 30 min

Temperatur [°C], Druck [MPa] Vernetzung [%]

40°C, 400 MPa 6,1 £0,1
40°C, 600 MPa 11,8 + 3,1
50°C, 400 MPa 12,1 £3,2
50°C, 600 MPa 13,4+1,3
60°C, 400 MPa 16,9+1,8
60°C, 600 MPa 255+17

* Daten aus der Wissenschaftlichen Abschlussarbeit von KieBling (2011)

Neben der bereits diskutierten Druckabhangigkeit (Kapitel 4.1.2) konnte mithilfe der Tabelle 4-4
eine direkte Proportionalitdt der Oligomerisierung von der Inkubationstemperatur aufgezeigt
werden. Je hoher diese gewahlt wurde, umso starker stieg der Vernetzungsgrad z.B. bei
600 MPa von 11,8% bei 40°C auf 25,5% bei gleichem Druck und 60°C.

4.1.6 Optimierte Parameter fiir den hchstmoglichen Vernetzungsgrad

Wie in den vorangegangen Kapiteln beschrieben wurden die Parameter: Puffer, pH-Wert,
Inkubationszeit, hydrostatischer Druck, Konzentration des Substrates HEWL, Aktivitdtsdosis
des Enzyms mTGase, die Temperatur, sowie die Zusammenhange untereinander analysiert.
Far eine maximale Oligomerisierungsrate ergab sich daraus ein pH-Wert von 7,5 im 50 mM
Tris-HCI-Puffer, bei 60°C, 600 MPa Uber 30 min, sowie eine Proteinkonzentration von
3% HEWL (w/v) und eine Transglutaminaseaktivitdt von 160 U mTGase/g HEWL (Pulver von
Ajinomoto, 2011) fir die Inkubationsbedingungen.
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Abbildung 4-6: SDS-PAGE der stark vernetzten HEWL-Probe (3% HEWL, 160 U mTGase/g Protein,
30 min bei 60°C und 600 MPa), 74,4% vernetzt; M - Marker; HEWL - natives HihnereiweiBlysozym
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Unter den oben genannten Parametern kénnen im SDS-PAGE-Gel einzelne Banden bis zum
Oktamer aufgetrennt und quantifiziert werden (siehe Abbildung 4-6). Héhere Oligo- oder gar
Polymere wurden als Summenparameter erfasst, da eine Auftrennung mit der gewahlten
Methode nicht mehr mdglich war. Die Ausbeute an Oligomeren lag Gber 70%.

Ergénzend sei erwahnt, dass es fir simultan inkubierte HEWL-Proben mit exakt gleichen
Ausgangsbedingungen und Protein-Konzentrationen zu geratebasierten Schwankungen des
Vernetzungsgrades gekommen ist. Ursache der zuweilen schlechten Reproduzierbarkeit waren
Druckschwankungen, welche in einem Bereich von 20 MPa in den zwei unabhangigen
Autoklaven der Hochdruckanlage auftraten. Daher wurde der Vernetzungsgrad von jeder Probe
gelelektrophoretisch bestimmt und in deren Auswertung und Diskussion mit einbezogen.

Klassifizierung der oligomerisierten HEWL-Proben

Neben den stark vernetzten HEWL wurden Proben mit geringerem Vernetzungsgrad wie in
Kapitel 4.1.4 (Abbildung 4-5) hergestellt. Die so generierten Proben konnten anhand ihrer
variierenden Oligomerenanteile charakterisiert werden, um strukturelle Veranderungen nach
Hochdruck und mTGase-Behandlung zu verdeutlichen. Die Einteilung der Proben fand wie in
Tabelle 4-5 abgebildet statt. Geringe Vernetzungen von 0 - 30% wurden mit LMW (engl. low
molecular weight), mittlere Oligomerisierungsraten von 30 - 60% mit MMW (engl. medium
molecular weight) und sehr stark vernetzte Proben von 60 - 100% mit HMW (engl. high
molecular weight) abgekiirzt. Die Kategorisierung diente zur besseren Ubersicht und wurde
durch konkrete Angaben der Reaktionsbedingungen und die resultierende Vernetzung erganzt.
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Tabelle 4-5: Einteilung der enzymatisch vernetzten HEWL-Proben in drei Gruppen (LMW, MMW und
HMW) basierend auf ihrem mittels SDS-PAGE und Totallab ermittelten Vernetzungsgrad (relativer
Gesamtoligomerengehalt)

Vernetzungs- Ausbeute (pro Ansatz/

Proben-Bezeichnung Akronym  Bsp. Inkubation grad [%] e - 5 )
geringer Vernetzungsgrad LMW 30 min, 600 mPa, 0-30 = (0,08
(engl. low molecular weight) 40°C, 2% HEWL,
40 U mTGase
mittlerer Vernetzungsgrad MMW 30 min, 600 MPa, 30-60 =0,12
(engl. medium molecular 50°C, 3% HEWL,
weight) 120 U mTGase
hoher Vernetzungsgrad HMW 30 min, 600 MPa, 60 - 100 =0,12
(engl. high molecular 60°C, 3% HEWL,
weight) 160 U mTGase

4.2 Analytik der Isopeptide

Im Vergleich zu dem mittels Gelelektrophorese erbrachten Beweis, dass es sich bei der
enzymatischen Vernetzung um nicht reduzierbare, kovalente Verknlipfungen handelt, steht der
eindeutige Nachweis des Isopeptids N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin (Glu_Lys) noch aus. Dieser
erfolgte mittels Aminosaureanalytik (ASA) nach enzymatischer Hydrolyse im Vergleich zur
klassischen Saurehydrolyse.

Die Analyse der reaktiven, an der Oligomerisierung beteiligten Glutamin- und Lysinreste fand
Uber die Identifikation der Spaltpeptide mittels Umkehrphasen-Hochdruckflissigkeits-
chromatografie (RP-HPLC) mit Detektion durch Elektronensprayionisierung-Massenspektro-
metrie (ESI-TOF-MS) nach tryptischem Verdau statt. In enzymatisch vernetzten HEWL-Proben
wurden neue Peptidbruchstlcke mit diskreten Massen detektiert.

4.2.1 Ildentifizierung des N-ge-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin-Isopeptids (Glu_Lys)
Mithilfe des kommerziell erhéltlichen Standards N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin (Glu_Lys) wurde die
Aminosaureanalyse nach klassischer Saurehydrolyse (SH) sowie nach enzymatischer Analyse
(EH) durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-7 dargestellt. Bestatigt werden konnte, dass
das zu identifizierende Isopeptid sdurelabil ist, wohingegen es bei enzymatischer Hydrolyse
keine Spaltung in seine Aminoséurebestandteile Glutamin (Glu) und Lysin (Lys) erfahrt.
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Abbildung 4-7: Chromatogramm des Isopeptidstandards N-¢-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin (Glu_Lys) nach
enzymatischer Hydrolyse (EH) und saurer Hydrolyse (SH), sowie Blindwert der EH (BW) mit
anschlieBender lonenaustauscher-Analytik und Nachsaulenderivatisierung mittels Ninhydrin (ASA,
Glutamin wird nach SH in seine Saure umgewandelt)

Ein Nachweis des Isopeptids Glu_Lys in mittels mikrobieller Transglutaminase oligomerisierten
HEWL-Proben war folglich in enzymatisch hydrolysierten Proben méglich. Zuvor ist die EH auf
ihre Vollstandigkeit hin untersucht worden. In Tabelle 4-6 sind fur ausgewahlte Aminos&uren
des HEWL die theoretischen Gehalte den real ermittelten Werten aus der SH und der EH
gegentber gestellt.

Tabelle 4-6: Ubersicht {ber ausgewahlte Aminosduren (AS) in unbehandeltem HEWL; nach
enzymatischer Hydrolyse (EH) und saurer Hydrolyse (SH) im Vergleich zu den theoretischen Gehalten

Aminosaure Verhéltnis Gehalt (theor.) Nach EH Nach SH Quotient
AS/HEWL [mmol/ 100 g HEWL] EH/SH
Asparaginsaure® 8 55,2 32,77 146,81 0,22
Threonin 7 48,3 35,48 48,23 0,74
Serin 10 69,0 49,14 65,11 0,75
Glutaminsaure* 2 13,8 73,02 37,66 1,94
Alanin 12 82,8 57,28 86,58 0,66
Glycin 12 82,8 61,09 86,24 0,71
Cystin* 8 55,2 38,56 62,12 0,62
Valin 6 41,4 33,41 40,75 0,82
Methionin* 2 13,8 9,25 9,22 1,00
Isoleucin 6 41,4 28,37 35,63 0,80
Leucin 8 55,2 43,65 59,25 0,74
Tyrosin 3 20,7 16,98 20,99 0,81
Phenylalanin 3 20,7 16,79 22,21 0,76
Histidin 1 6,9 5,16 5,89 0,88
Lysin 6 41,4 31,31 43,60 0,72
Arginin 11 75,9 50,97 73,78 0,69

* Aminoséuren gehen verschiedene Nebenreaktionen ein und kénnen nicht stimmig erfasst werden
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Die Wiederfindung der Aminosauren in den sauren Proben (SH) war im Vergleich zu den
theoretisch bestimmten Gehalten je nach Aminosaure mit 85 bis 113% recht gut. Der Quotient
aus EH gegen SH war mit 0,66 - 0,88 im Durchschnitt etwas niedriger, lag aber unter
Berlicksichtigung der Enzym/Zeit-Optimierung durchaus in einem zufriedenstellenden Bereich.
Lediglich bei den Aminosduren (AS) Asparaginsaure, Glutaminsaure und Cystein waren stark
abweichende Werte sowohl von den theoretischen Daten als auch im Quotient EH/SH
erkennbar. Dies wurde im Wesentlichen auf die Oxidationsanfalligkeit der AS zurlickgefthrt. So
werden beispielsweise Cysteinsdure und Asparaginsdure aus Cystein und Asparagin gebildet.
Auch der Nachweis von Glu in der SH war nur als Glutaminsdure mdglich (Abbildung 4-7).
Letztendlich konnte mithilfe der EH, welche nahezu vollstandig ablief, eine Quantifizierung des
N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysins in den verschieden behandelten HihnereiweiB-Lysozymproben
erfolgen, da dieses aus dem Proteinverband freigesetzt und nicht abgebaut wurde.
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Abbildung 4-8: ASA-Chromatogrammausschnitt Abbildung 4-9: Chromatogrammausschnitt des

des HEWL-Standards; unbehandeltes HEWL mit enzymatisch hydrolysierten HEWL nach HD; mit
dem Isopeptid-Standard (Glu_Lys) und das reine mTGase; LMW (Vernetzungsgrad 12,3%) und
Isopeptid (Glu_Lys) HEWL mit mTGase nach HD

In Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9 sind Ausschnitte ausgewahlter Chromatogramme der
Aminosdureanalytik zu sehen. In der linken Abbildung sind der N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysins-
Standard, das unbehandelte HEWL, sowie das HEWL mit Isopeptidstandard (0,5 nmol)
versetzt, dargestellt. Zu erkennen ist, dass Glu_Lys als Standard und in der Mischung mit einer
Retentionszeit von zirka 40,5 min eluiert. Bei der Lysozymprobe, die mit dem Standard dotiert
wurde, wird der Peak zwischen den Aminosauren Valin (Val, R;~ 37,5 min) und Methionin (Met,
Ri~ 43 min) nahezu Basislinien getrennt detektiert. In dem nativen HEWL ist an dieser Stelle

78



4 Ergebnisse und Diskussion

kein Peak zu erkennen. Folglich konnte sowohl eine Identifizierung als auch eine
Quantifizierung in den zu untersuchten Proben erfolgen. Es kam zum Teil zu geratebedingten
Retentionszeitschwankungen, die aber keinen Einfluss auf die Elutionsreihenfolge hatten, wobei
fir eine Zuordnung der Signale das Peptidprofil genutzt wurde. Met wies dabei stets einen
hohen Peak vor dem etwa um zwei Drittel kleineren Val-Peak auf.

Abbildung 4-9 zeigt die Uberlagerung von Lysozym bei 600 MPa (+HD), mit Enzymzugabe
(+mTGase), beide Parameter simultan (LMW) sowie mTGase-Zusatz nach HD-Behandlung
(+HD+mTGase). Wahrend im Blindwert (nur HEWL, Abbildung 4-8) kein Glu_Lys nachweisbar
ist, weist die unter Hochdruck mit mTGase inkubierte Probe (LMW) und einem Vernetzungsgrad
von 12,3% einen Isopeptidpeak auf. Auf diese Weise kann eindeutig gezeigt werden, dass die
mittels SDS-Page nachgewiesene Vernetzung (vgl. Abbildung 4-1) auf die Bildung des
Isopeptids Glu_Lys zurlickzufihren ist.

4.2.2 Beurteilung einer intra- und intermolekularen Vernetzung

Basierend auf der Arbeit von Lauber (2001b) sollte mithilfe der Ergebnisse der ASA neben der
vorangegangenen ldentifizierung eine Zuordnung der Vernetzungsart zu inter- oder
intramolekular erfolgen. Es wurden dabei die ermittelten Isopeptidgehalte der Anzahl an zur
Bildung der Oligomere theoretisch mindestens notwendigen Proteinvernetzungen
gegentbergestellt. Die Konzentration an minimal gebildeten Cross-Link-Aminosauren, [CLAA]min
wurde nach Berechnungsformel 4-1 ermittelt. Mithilfe der [CLAA].. ist eine Bewertung
hinsichtlich inter- oder intramolekularer Vernetzungen mdglich. Unterschreitet die gemessene
Menge an Isopeptid die theoretisch notwendige ist von vorrangig intermolekularen
Vernetzungen auszugehen. Uberschreitet die tatsichliche die theoretische nétige Menge
wurden mehrfach intermolekulare oder auch intramolekulare Bindungen geknupft.

[CLAA]min= (0,9 x [Oligomer]) + (0,67 x [Trimer]) + (0,5 x [Dimer]) (4-1)
[CLAA]min Mindestkonzentration an quervernetzenden AS in
mol/mol Proteinmonomer
[Oligomer], [Trimer], [Dimer] relative Flacheneinheiten

(SDS-Page, Abschatzung mittels ,Totallab TL 120%)

Betrachtet wurden zunachst wieder die unvernetzten Proben, HEWL mit/ohne mTGase und
mit/ohne HD. Fir diese war in guter Korrelation zur Abwesenheit jeglicher Oligomere in
Abbildung 4-1 kein Glu_Lys in den ASA-Chromatogramm zu detektieren. Fir alle enzymatisch
unter HD behandelten HEWL-Proben konnte die Anwesenheit des Isopeptids Glu_Lys bestétigt
werden. Die bestimmten Gehalte ausgewahlter LMW-Proben sind in Tabelle 4-7 den
theoretisch bendtigten CLAAi» gegenubergestellt.
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Tabelle 4-7: Vergleich der berechneten Gehalte an Cross-Links aus den ASA-Daten mit den Uber die
SDS-PAGE ermittelten [CLAA]mi, der LMW-Proben (jeweils bei 40°C und 30 min bei 600 MPa inkubiert)

Probe Enzym Vernetzungsgrad [CLAA]min Glu_Lys
[U mTGase/g Protein] [%] [mmol/100g HEWL]
2% HEWL (w/v) - - - -
2% HEWL (w/v) 40 12,3 0,48 0,64
3% HEWL (w/v) 120 25,9 0,71 1,26
4% HEWL (w/v) 80 14,3 0,53 0,17

Anhand der Daten wird ersichtlich, dass ein direkter Zusammenhang zwischen den CLAAg
und dem Vernetzungsgrad besteht. Maximale Gehalte werden bei 3% HEWL erreicht. Dabei
entspricht beispielsweise der relativ hohe Gehalt von 1,26 mmol Isopeptid pro 100 g Protein
einer Lysinblockierung von etwa 3%. Die tatsachlich bestimmten Mengen an Isopeptid waren
bis zu einer Konzentration von 3% HEWL gréBer als die berechnete Konzentration der CLAAin.
Mit steigenden Proteingehalten wurden jedoch auch geringere Gehalte an Glu_Lys im Vergleich
zur CLAAM» bestimmt. Eine Ursache fiir die geringen Isopeptidgehalte liegt vermutlich in der
Effizienz der enzymatischen Hydrolyse. Bereits bei nativem HEWL wurde Lysin lediglich zu
zirka 72% wiedergefunden, dies bedeutet, dass etwa 2 der 6 Lysinreste nicht erfasst wurden.
Ob dies direkt auf das Isopeptid Glu_Lys Ubertragbar ist, konnte anhand der Daten nicht sicher
geschlussfolgert werden. Fir die Kalibration der ASA wurde der reine Glu_Lys-Standard
eingesetzt. Da die Einwaage fur die EH unabh&ngig vom vorrausgegangenem Reaktionsansatz
und dessen Lysozymkonzentration erfolgte, sollte der Effekt aber flr alle Proben gleich sein.
Folglich muss es bei den Hochdruckinkubationen mit hohem Proteinanteil (= 3%) zu weiteren
kovalenten Vernetzungen gekommen sein, welche nicht auf das untersuchte Isopeptid
zurlckzuflhren sind.

Eine eindeutige Zuordnung ob inter- und/oder intramolekulare Vernetzung kann mithilfe der
Daten nicht erfolgen. Es handelt sich lediglich um eine Abschatzung. Es ist davon auszugehen,
dass beide Vernetzungsarten in den enzymatisch oligomerisierten Proben auftreten.

4.2.3 Lokalisierung der reaktiven Lysin- und Glutaminreste mittels
HPLC/MS

Die mTGase-reaktiven AS wurden mittels Peptidemapping identifiziert. Tryptisch freigesetzte
Peptide des HEWL wurden Uber RP-HPLC mit ESI-TOF-MS-UV-Detektion analysiert (Abbildung
4-10). Ein Chromatogramm des Peptidmusters einer unbehandelten HEWL-Probe ist in
Abbildung 4-10 A dargestellt.

Far 15 Peaks wurden die tryptischen Peptide, welche sich bei C-terminaler Spaltung nach
Lysin- und Argininresten aus der Primarstruktur ergeben, mit den Massenspektrometriedaten
der theoretischen tryptischen Peptide des HEWL verglichen (Tabelle 4-8). So konnte 81,4% der
Sequenz des HEWL (104 von 129 Aminosauren) identifiziert werden, welche flnf der sechs
Lysine (Lysi, Lysis, LySas, LySez, und Lysiss) und alle drei Glutaminreste (Glngs, Ginsz, und
Giny,4) als potentielle Substrate fiur mTGase beinhaltet.
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Abbildung 4-10: RP-HPLC des tryptisch verdauten HEWL: A - unbehandeltes HEWL; B - HEWL mit
mTGase Uber 30 min bei 40°C und Atmosphéarendruck behandelt; C - HEWL mit mTGase Uber 30 min bei
40°C und 600 MPa (LMW)

Tabelle 4-8: |dentifikation der tryptischen Peptide aus nativem HEWL durch RP-HPLC mit ESI-TOF-MS

Zeit m/z Tryptische ~ Theoretische
Peak [min] [M+H]* [M+2H]** Peptide Peptidmasse
1 5,1 517,3 - 69-73 516,27
2 10,3 448,3 - 126-129 447,23
3 12,8 606,4 - 1-5 605,36
4 13,0 874,5 437,7 15-21 873,41
5 13,5 776,4 - 117-123 775,35
6 14,5 1428,9 714,9 34-45 1427,64
7 14,7 836,5 - 6-13 835,39
8 15,1 992,7 496,.8 6-14 991,49
9 16,5 1045,7 523,3 117-125 1044,53
10 16,9 936,5 468,7 62-68 935,37
11 17,0 1276,7 638,9 115-125 1275,64
12 17,4 1754,6 877,5 46-61 1752,83
13 19,3 1268,7 634,9 22-33 1267,60
14 19,8 1805,1 902,6 97-112 1802,89
15 20,3 1676,4 838,5 98-112 1674,79
15 20,6 1676,4 838,5 98-112 1674,79
I 15,7 497,3 Unbekanntes Artefakt
Il 17,75 1288,9 Unbekanntes Artefakt

Die Peptidmuster, welche bei einer Wellenlange von 220 nm detektiert wurden, zeigten keine
Unterschiede fur natives Lysozym (Abbildung 4-10 A) und HEWL mit mTGase Uber 30 min bei
40°C unter Atmosphéarendruck oder hohem hydrostatischem Druck (Abbildung 4-10 B und C)
behandelt. Dies war ein Hinweis darauf, dass die, zur Behandlung von HEWL genutzten
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Bedingungen, keinen signifikanten Einfluss auf die Verdaubarkeit durch Trypsin besaBen und
die geringen Gehalte neuer Peptidfragmente (Abbildung 4-10 C, LMW-Probe) mit der
UV-Detektion nicht nachweisbar waren. Zur Identifizierung der reaktiven Stellen wurde
angenommen, dass mTGase sechs mdgliche Lysin- und drei mégliche Glutaminseitenketten
des HEWL unter Hochdruck zur Verfigung stehen. Daher gab es unter Berlicksichtigung, dass
C-terminale Peptidbindungen fir beteiligte Lysinreste nicht als Substrat fir die tryptische
Spaltung zur Verfligung stehen, theoretisch eine begrenzte Anzahl von 18 tryptischen Peptiden,
welche durch N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin-Isopeptide vernetzt sein konnten.

Nach Berechnung der zugehérigen monoisotopischen Massen aller theoretisch mdglichen
tryptischen, isopeptidhaltigen Spaltpeptide wurden diese mit den massenspektrometrischen
Daten verglichen. Mithilfe dieser Herangehensweise wurden keine relevanten Massenpeaks in
den tryptischen Hydrolysaten des unbehandelten HEWL und dem ohne HD mit mTGase
behandelten HEWL nachgewiesen. Dies bestétigte erneut, dass Lysozym unter Normaldruck flr
mTGase nicht zuganglich ist (Murthy et al., 2009). Im Gegensatz dazu wurde im unter
Hochdruck vernetzten HEWL (2% HEWL mit 40 U mTGase/g Protein Gber 30 min bei 40°C und

600 MPa) bei einer Retentionszeit von 18,1 min ein spezifischer Peak detektiert (Abbildung
4-11).
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Abbildung 4-11: Massenspekiren bei einer Retentionszeit von 18,1 min (in Zusammenhang mit
Abbildung 4-10 - 2% HEWL mit 40 U mTGase/g Protein tiber 30 min bei 40°C und 600 MPa)

Das Signal mit dem Masse-Ladungs-Verhéltnis von 817,49 (z=2) Kkorreliert mit einer
monoisotopischen Masse von 1633,0 Da. Diese konnte den Uber Glu_Lys kovalent verknipften
HEWL-Peptidsegmenten 1-5 (monoisotopische Masse von 605,4 Da) und 117-125 (1044,5 Da)
abzlglich der molaren Masse des Ammoniums (17,0 Da) zugeordnet werden. Die berechnete
theoretisch resultierende Masse betrug 1632,9 Da. Die analytisch erfasste und die berechnete

Masse stimmten unter Bertcksichtigung der Messungenauigkeit, welche bei +0,02% oder +0,3
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Da lag, sehr gut Uberein. Auf Basis dieser Ergebnisse konnte geschlussfolgert werden, dass
mTGase unter Druck eine selektive Vernetzung Uber die N-terminale Seite oder den e-Terminus
des Lysinrestes (Lyss) und die y-terminale Seite des Glutamins an Position 121 (Glns2;) des
Lysozyms eingeht.

Nachfolgend wurden analoge RP-HPLC und ESI-TOF-MS-Untersuchungen hdher vernetzter
Proben (MMW und HMW) beziglich potentieller, weiterer Isopeptide, welche eventuell aufgrund
der geringen Vernetzungsraten zuvor nicht detektiert und identifiziert wurden, angefertigt. So
konnten in der MMW-Probe vier weitere Peptidsegmente, die mit zuvor rechnerisch ermittelten
Isopeptidmustern lbereinstimmen, ermittelt werden (Tabelle 4-9).

Tabelle 4-9: Identifizierte Isopeptide in den Probenkategorien LMW, MMW und HMW

Probe (30 min, 600 MPa)  Zeit Abb. Identifiziertes Isopeptid m/z Theor.
[Vernetzungsgrad] [min] 4-13 (tryptische Peptide) Cle [M+2H]2+ Peptidmasse
2% HEWL, 40 UmTGase, 181 B 1-5 & 117-125 121-1 8176 1633,0
bei 40°C
- LMW [7 - 9%]
3% HEWL, 50 U mTGase, 17,1 A 6-14 & 34-45 4113 1202,3 2402,4
bei 60°C 181 B 1-5 &117-125 1211 817,6 1633,0
- MMW [52 - 54%] 186 C 6-14 & 46-61 57-13  1364,9 2727,2
191 D 6-14 & 115-125 121-13  1010,7 2019,1
199 E 115-125 & 46-61 57-116  1507,0 3011,9
3% HEWL, 171 A 6-14 & 34-45 41-13  1202,3 2402,4
160 UmTGase, bei 60°C 181 B 1-5 & 117-125 1211 8176 1633,0
- HWM [79 - 82%)] 187 C 6-14 & 46-61 57-13  1364,9 2727,2
191 D 6-14 & 115-125 121-13  1010,7 2019,1
197 F 115-125 & 115-125 121-116  1017,7 2034,0
199 E 115-125 & 46-61 57-116  1507,0 3011,9

In der HMW-Probe konnte zudem ein sechstes Fragment nachgewiesen werden, allerdings in
wesentlich geringerer Intensitdt. Neben den bereits genannten reaktiven Aminosauren (Lys;
und Giny,4) waren somit sowohl die Lysinreste Lysis und Lysiie als auch die Glutaminenden
Glngy und Gins; an der Oligomerisierung beteiligt. In der Abbildung 4-12 wird dies mit den
Massenspekiren der Isopeptidsegmente und den Fragmentstrukturen aller sechs bei der
Analyse identifizierten Sequenzen veranschaulicht.

83



4 Ergebnisse und Diskussion

A () (13) (14)
100 - H,N-Cys-Glu-Leu-Ala-Ala-Ala-Met-Lys-Arg-COOH
. TH
80 c=0
= H,N-Phe-Glu-Ser-Asn-Phe-Asn-Thr-GIn-Ala-Thr-Asn-Arg-COOH
é 604 (34) (40) (41) (45)
S . / 1202,2 m/z
@ 404
i) .
= 204
0 1 I‘IIHII ikl Ihl L WU RV lHI 11T} II\IIILIII\II\ LTI TR R TN UMY | II Wi \H\IIHIIII {0 LTI T ) SO lIlIII“IH LU TR *ll\ LTl II‘\I\IIH L1l ‘
800 1000 1200 1400 1600
MS bei 17,2 min [m/z]
B
™ ®
100+ / 817,5 m/z H,N-Lys-Val-Phe-Gly-Arg-COOH
- w
80 - Lo
) H,N-Gly-Thr-Asp-Val-GIn-Ala-Trp-lle-Arg-COOH
E 60 ’ (117) (120)(121) (125)
—
E 4
o |
@ 40
2
2=
0 A T A T . T A T A 1
800 1000 1200 1400 1600
MS bei 18,1 min [m/z]
C
E ©) (13) (14)
100 HZN-Cys-G|u-Leu-AIa-AIa-AIa-Met-ITys-Arg-COOH / 1364,9 m/z
80- "
<|:=o
) H,N-Asn-Thr-Asp-Gly-Ser-Thr-Asp-Tyr-Gly-lle-lle-GIn-lle-Asn-Ser-Arg-COOH
é 601 ° (46) (50) (57 (60) (61)
©
e
n 4
@ 40
Q _
[
- 20
0-

800 1000 1200 1400 1600
MS bei 18,7 min [m/z]

84



4 Ergebnisse und Diskussion

O

Intensitat [%]

Intensitat [%]

Intenstitat [%]

100+

80

6) (13) (14)
H,N-Cys-Gl u-Leu-Ala-AIa-AIa-Met-ITys-Arg-COOH

1010,7 m/z NH
v

H,N-Cys-Lys-Gly-Thr-Asp-Val-GIn-Ala-Trp-lle-Arg-COOH

(115) (120) (121) (125)
! i
0 T T T T T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600
MS bei 19,1 min [m/z]
(115)(116) (120) (125)
100 HZN—Cys—L|ys—GIy—Thr»Asp—VaI»GIn-AIa—Trp—IIe—Arg—COOH
_ {1
c=0
80
H,N-Asn-Thr-Asp-Gly-Ser-Thr-Asp-Tyr-Gly-lle-lle-GIn-lle-Asn-Ser-Arg-COOH
| (46) (50) (57) (60) (61)
60- / 1507,0 m/z
40
20+

100 ~
80—-
60—-
40/

20

800 1000 1200 1400 1600
MS bei 19,9 min [m/z]

(115)(116) (120) (125)
HZN—Cys—L|ys-GIy—Thr—Asp—VaI—GI n-Ala-Trp-lle-Arg-COOH

NH
|
Cc=0

H,N-Cys-Lys-GlyThr-Asp-Val-GIn-Ala-Trp-lle-Arg-COOH
{115) (120) (121) (125)

/1017,7 m/z

800 1000 1200 1400 1600
MS bei 19,7 min [m/z]

Abbildung 4-12: Massenspekiren der sechs identifizierte Isopeptidsequenzen (A - F) nach tryptischem
Verdau bei verschiedenen Retentionszeiten (vgl. Tabelle 4-9, mit mTGase fir 30 min bei 600 MPa und 40
bzw. 60°C behandelt) und deren Isopeptidfragmente (Zahlen beziehen sich auf die Positionen der AS in
der HEWL-Sequenz)
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Wie zuvor in Abbildung 4-11 fir die LMW-Probe dargestellt, konnte keines der in MMW- oder
HMW-Proben detektierten Isopeptide im unbehandelten HEWL oder den bei 0,1 MPa
inkubierten Proben identifiziert werden. Dabei wurden exakt gleiche Bedingungen gewahlt um
ein falschpositives Peptidfragment, dass beispielsweise aus Artefakten der mTGase stammen
kdnnte, auszuschlieBen.

Erste quantitative Abschatzungen wurden auf Basis der Signalintensitédten der Massenspektren
vorgenommen (Abbildung 4-12). Demnach sind die Peptide A bis C (Tabelle 4-9) am haufigsten
vertreten. Diese enthalten Lys; und Lys;3, sowie je einen der drei Glutaminreste (Glny;, Gins;
und Gilnyzs). Fir eine belastbare Quantifizierung misste mit entsprechenden Peptidfragmenten
kalibriert werden. Diese lagen jedoch nicht als Standards vor.

Es scheint damit gentigend Potential vorhanden, dass die resultierenden Isopeptide sowohl
inter- als auch intramolekular gebildet werden und zu der beobachteten Oligomerisierung
fihren. Diese Erkenntnis bestatigen zudem die im vorangegangenen Kapitel 4.2.2 angefertigten
CLAAin-Abschétzungen.

In Abbildung 4-13 ist zu sehen, dass unter den angewandten Bedingungen alle drei
Glutaminreste (Glngy, Glns; und Giny,¢) und drei der sechs Lysinreste (Lyss, Lysis und Lys;+¢) flr
die mTGase bei 600 MPa zugénglich werden.

Abbildung 4-13: Lysin und Glutaminreste innerhalb der Tertidrstruktur des HEWL (pdb-File 1e8l); Lysy,
Lysis und Lsyyis sowie Glngy, Glns; und Ginyyy wurden identifiziert als fiir mTGase unter hohem
hydrostatischem Druck zugangliche Stellen; a-Helices sind in rot, B-Faltblatter in blau, Turns in griin, und
ungeordnete Strukturen (Random coils) in hellgrau dargestellt (Discovery Studio Visualizer, v2.5,
Accelrys Software Inc., San Diego, CA)

Interessanterweise konnte fir die LMW-Probe nur ein Peptidfragment identifiziert werden. Unter
schwach oligomerisierenden Bedingungen waren damit nur einer der drei Glutaminreste (Giny,)
und einer der sechs Lysinenden (Lys,) fir die mTGase zugénglich. Innerhalb der HEWL-
Struktur sind vier Lysinreste (Lysis, LySas, LySge, Und Lysg;) in helikalen Regionen des Proteins
angeordnet (Abbildung 4-13). Murthy et al. (2009) zeigten, dass Transglutaminase 2, ein Enzym
vorkommend in vielen Zellen und in extrazelluldrer Matrix, HEWL unter Normaldruck nicht
modifiziert, gleichwohl ein GroBteil der Seitenketten zum L&sungsmittel hin exponiert sind. Auch
diskutierten sie die multidimensionale Bedeutung der Sequenzreihenfolge, der
dreidimensionalen Struktur oder einer flexiblen und unstrukturierten Umgebung, welche oftmals
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in N- oder C-terminalen Domé&nen gefunden werden. Es wurde spekuliert, dass die Position der
Lysinseitenketten in stark flexiblen, durch Hochdruck aufgefalteten Regionen eine groBe Rolle
fir die Zuganglichkeit der Transglutaminase spielt. Lys; und Lysie befinden sind in
ungeordneten Strukturen, wobei Lys; mdglicherweise zu Beginn der partiellen Auffaltung unter
Hochdruck exponiert wird. Lysy4¢, welches sich neben einer Disulfidbriicken (Cysq15 und Cyss)
befindet, ist vermutlich eher fixiert und daher weniger flexibel. Somit konnte Lys, als favorisierte
Position flr niedrig vernetzte HEWL-Proben identifiziert werden, da nur dieses in einem
Isopeptid nachgewiesen werden konnte (Tabelle 4-9).

Bei Vergleich der drei Glutaminreste wird ersichtlich, dass Gins; in der Tertidrstruktur des
Proteins begraben ist, wohingegen Giny; und Gin,; an der Oberflache des Proteins zu finden
sind (Abbildung 4-13). Daher kdnnten sterische Effekte das innen liegenden Gins; fir die
mTGase-Vernetzung blockieren. Im Hinblick auf die Sequenz um die Glutaminenden (Tabelle
4-10) ist es interessant zu sehen, dass Glny; N-terminal Threonin (Thry) und C-terminal Alanin
(Alagp) aufweist, wohingegen Giny,; in Nachbarschaft von Valin (Vali) und Alanin (Ala;2;) und
Glns; von Leucin (Leuss) und Isoleucin (lless) umgeben ist. Uber den Einfluss benachbarter
Aminosauren auf die Reaktivitat der Glutaminenden gibt es bisher nur begrenzte Informationen.
Studien von Ohtsuka et al. (2000) deuten darauf hin, dass hydrophobe Aminosduren sowie
Valin und Leucin auf der N-terminalen Seite die Zuganglichkeit zu den Glutaminresten fur TG zu
erhéhen scheinen. Dies kdnnte ein Aspekt fir die Bevorzugung der Modifikation an Glny;
verglichen mit Ging; sein. Weiterhin haben Studien von Refaee et al. (2003) gezeigt, dass
helikale Regionen des HEWL rund um Giny,; bei 200 MPa in flexible ungeordnete Strukturen
Ubergehen. Obwohl die Experimente in dieser Arbeit bei deutlich héheren Driicken durchgeflihrt
wurden, kdnnten diese Beobachtungen die Theorie der reversiblen druckinduzierten Entfaltung,
welche zu erhéhter mTGase-Zuganglichkeit in ausgewdahlten Regionen des HEWL flhr,
unterstreichen.

Tabelle 4-10: Partielle Aminoséduresequenz der vier AS rund um Lysin- und Glutaminreste aus Lysozym

Reste Aminosauresequenz-Ausschnitt
Lys; KVFGR
Lysis AAAMEKRHGTL
Lysss VCAAKFESN
LySee VNCAKKTIVS
Lysg7 NCAKEKTIUVSD
Lysi16 RNRCKGTTDV

Reste Aminosauresequenz-Ausschnitt
Gilngg NFNTQATNR
Ginsy YGILQTINSR
Ginyoq GTDVQAWTIR

Neben dem Isopeptid aus Lys; und Ginpy konnten in den MMW- und HMW-Proben bis zu fiinf
weitere Peptidfragmente identifiziert werden, welche auf kovalente Isopeptide zurlickzufihren
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sind. Dabei geht der Lysinrest (Lysi3), mit allen drei Glutaminenden (Glng, Glns; und Ginyyy)
VerknlUpfungen ein und ist somit an drei der sechs identifizierten Isopeptide beteiligt. Er ist in
einer a-Helix lokalisiert. Diese ist jedoch im Vergleich zu denen des restlichen Enzyms deutlich
kirzer (Abbildung 4-13). Das dritte reaktive Lysinende befindet sich, wie bereits erwahnt, in
einer Kehre (Lysi1s) neben einer der vier Disulfidbricken und ging dennoch bei hoher
Enzymzugabe und erhéhter Temperatur von 60°C mit zwei Glutaminresten (Glns; und Glnyzq)
kovalente Bindungen ein.

Die Vernetzung unter Normaldruck scheinbar sterisch abgeschirmter Aminosauren war auch far
die Glutaminenden zu beobachten. Die sekundaren und tertidren Gegebenheiten traten unter
den gewahlten Hochdruckinkubationen in den Hintergrund. Zudem spielte hier wahrscheinlich
auch der fir LMW-Proben bereits diskutierte, ausgepragte hydrophobe Charakter der
benachbarten Aminosauren von Gin;»; und Gins; eine Rolle (Ohtsuka et al., 2000) (Tabelle
4-10). Es scheint folglich die hydrophile Umgebung von Ging; auf die mTGase-Reaktion
hemmend zu wirken. So wurden drei Isopeptide mit GIn,; (Aminosauresequenzen: 1-5 mit 117-
125, 6-14 mit 115-125 und 115-125 mit 115-125), zwei Verknipfungen mit Glns; (6-14 mit 46-61
und 115-125 mit 46-61) und lediglich eine unter Beteiligung von Gling; (6-14 mit 34-45) gebildet.

Weiterhin konnte die mutmabBliche Korrelation zwischen schwacher pH-Abnahme der
Pufferlésung unter HD und realisierter Vernetzung, wie in Kapitel 4.1.1 beobachtet, auf Basis
der ermittelten Isopeptide nicht bestatigt werden, da neben Lys (positiv geladen) und Glu
(hydrophil) auch Uberwiegend hydrophobe oder ungeladene Aminosauren aufgrund ihrer Nahe
zu den oligomerisierten AS blockiert wurden. Zudem wurde in Spuren Ammoniak frei, welcher
aufgrund seiner Gleichgewichtsreaktion in Wasser (zu Ammonium- und Hydroxidion) zu einer
geringflgigen pH-Wert-Erhéhung beitrug. Bei ansteigender Oligomerisierung ware daher mit
einer pH-Wert-Zunahme und nicht wie beobachtet mit einem minimalen Absinken des pH-
Wertes zu rechnen. Die Kapazitat des Puffers fangt diese geringen Schwankungen allerdings
ab, so dass die beobachteten minimalen pH-Wert-Schwankungen nur Artefakte darstellten.

4.2.4 Strukturvorschlag

Basierend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Abschnitte (4.2.1 bis 4.2.3) kamen bei
der Bildung eines Dimers bis zu sechs mdgliche Isopeptidbindungen in Frage. Dabei ist es
wahrscheinlich, dass vor allem bei den MMW- und HMW-Proben mehrere kovalente
VerknlUpfungen zwischen den beteiligten Proteinmolekillen oder intramolekulare Vernetzungen
ausgebildet wurden.

Schlussfolgernd fihrt mTGase bei HEWL unter hohem hydrostatischen Druck und geringen
mTGase-Konzentrationen (40 U mTGase/g Protein) sowie relativ niedrigeren Temperaturen
(40°C) zu einer gerichteten Oligomerisierung. Bei hdheren Proteinkonzentrationen (3%, w/v) in
Kombination mit héheren Inkubationstemperaturen von 60°C kénnen jedoch mehrere
Isopeptidlinks ausgebildet werden, so dass von einer geordneten Oligomerisierung nicht mehr
ausgegangen werden kann. Die Bildung stark strukturierter Oligomere ist aufgrund der
Isopeptidvielfalt bei hdheren Vernetzungsraten (MMW und HMW) statistisch betrachtet eher
unwahrscheinlich. Es ist davon auszugehen, dass die Abschirmung ausgewahlter
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Proteinbereiche und die nach hochdruckinduzierter Auffaltung mit anschlieBender
Isopeptidbildung resultierende, strukturelle Veranderung des Proteins sehr wahrscheinlich
deutlich veranderte Funktionseigenschaften nach sich ziehen.

4.3 Isolierung und Konzentrierung enzymatisch vernetzter Lysozym-
Oligomere

Die mithilfe der enzymatischen Vernetzung gewonnenen Oligomere sollten fir nachfolgende
strukturelle und funktionelle Untersuchungen konzentriert werden. Hierfir musste eine
geeignete Isolierungsstrategie etabliert werden. Einer der ersten angewandten Schritte fir diese
Art der Proteinreinigung war dabei die Fallung mit Ammoniumsulfat (AMS).

4.3.1 Ammoniumsulfatfallung

Unter der Annahme, dass die Oligomerisierung zu einer Veranderung der
Oberflachenhydrophobitat durch zusatzlich abgedeckte Proteinsequenzen des HEWL flhrt,
wurde die Ammoniumsulfatféllung eingesetzt. Englard und Seifert (1990) beschrieben eine
Methode zur fraktionierten Fallung von Proteingemischen mittels steigender Ammoniumsulfat-
Konzentrationen (0 bis 100%). Da die Lo&slichkeit von Proteinen mit der Oberflachen-
hydrophobitat indirekt korreliert, aggregierten bei niedrigen Konzentrationen zunachst die
hydrophoberen Verbindungen (Rosenberg, 1998). Die Wahl der Temperatur fiel auf 4°C, da
Versuche von Ereth (2009) bei Raumtemperatur keine zufriedenstellenden Separierungen der
Oligomeren lieferten. In der Kélte dagegen wurden hydrophobe Wechselwirkungen geschwacht.

In Abbildung 4-14 ist neben dem Marker (Bahnen M) die elektrophoretische Trennung der
erhaltenen Fraktionen aus dem in Lésung gebrachten Prazipitat (Bahnen 2 - 13) sowie die
Ausgangsprobe (Bahn 1) dargestellt.

Die Monomerbande der Ausgangsprobe ist vollig Uberladen (8,5 1,5% Oligomeranteil,
bestimmt Ober vorausgegangene SDS-PAGE). Der aufféllig hohe Monomeranteil verblieb
jedoch bereits im ersten Fallungsschritt bei 25% AMS-Séttigung in Lésung und wurde deutlich
reduziert (Abbildung 4-14, Bahn 2). Um eventuell mit geféllte Molekile auszuwaschen, wurden
die Prazipitate drei Mal erneut geldst und geféllt. Dies trug neben einer Abnahme des Dimers zu
einer zusatzlichen Reduktion des Monomeranteils bei (Bahn 3, 4 und 5). Die salzinduzierte
Schwachung der Hydrathille lieB demnach vor allem héhere Oligomere prazipitieren (Ereth,
2008). Fallungen mit 40%igem Salzgehalt (Bahn 6 bis 9) zeigen ein vergleichbares Bild.
Deutlich wird zudem, dass bei dieser Salzkonzentration die Dimere nicht mehr in Lésung
gebracht wurden. Ein Aussalzen mit einem Ammoniumsalzgehalt von 60% fuhrte dagegen zu
keiner Zusammensetzungsveranderung mehr. Die Bahn 10 bis 13 zeigen Uberladene
Monomergehalte mit Dimeren und Spuren an Trimeren. Auch wird eine zuséatzliche Bande auf
der Hohe von 22 kDa registriert, welche in der Ausgangsprobe, sowie bei den niedrigen
Salzkonzentrationen nicht auftrat und keinem Oligomer zuzuordnen ist.
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Abbildung 4-14: SDS-PAGE der resolubilisierten Prazipitate nach Fallung mit 25%iger (Bande 2 - 5),
40%iger (Bande 6-9) und 60%iger gesattigter Ammoniumsulfat-Lésung (Bande 10-13), von
enzymatisch vernetztem HEWL (Bande 1, LMW - 2% HEWL, 40 U mTGase/g Protein bei 40°C Uber
30 min und 600 MPa, Vernetzungsgrad: 8,5 + 1,5%); M - Molmassenmarker (die Banden 3-5,7-9, 11 -
13 stellen jeweils die Prazipitate nach wiederholter Fallung dar - Waschschritte)

Aufgrund der in Abbildung 4-14 aufgezeigten Ergebnisse, wurde im Folgenden mit einer
40%igen AMS-Ldsung gearbeitet. Die Abtrennung der im Préazipitat enthaltenen restlichen
Salze sollte klassisch mittels Dialyse erfolgen, ungewdhnlich schwache Proteinbanden der
lyophilisierten Proben in der Gelelektrophorese bei gleicher Einwaage wiesen dagegen auf
Diskrepanzen hin. Daher wurde der Proteingehalt in der Ausgangsprobe und den gefallten
Mischungen (ber die ASA nach Erfassung saurestabiler AS berechnet. Der Anteil HEWL-
fremder Proteine (mTGase) am Gesamtproteingehalt ist sehr gering (< 2%) und kann durch die
Wahl einer geeigneten AS (Isoleucin, lle) zusatzlich verringert werden.

Tabelle 4-11: Protein- und Wassergehalt ausgewahlter HEWL-Proben *+ Standardabweichung;
enzymatische Oligomerisierung erfolgte mit 4% HEWL und 80 U mTGase/g Protein bei 60°C Gber 30 min
und 600 MPa (Vernetzungsgrad: 25 + 2%), die Ammoniumsulfatfallung mit 40%iger-Lésung

Probe Proteingehalt Wassergehalt
(ASA Uber lle) (Karl-Fischer-Titration)

HEWL, unbehandelt 83,4 1+2,6 % 6,40 = 0,26 %
HEWL, dialysiert, gefriergetrocknet 88,5+3,8% 7,46 £ 0,27 %
HEWL vernetzt, dialysiert, gefriergetrocknet 82,8 +3,9% 8,58 £ 1,80 %
HEWL vernetzt, Ammoniumsulfat-geféllt, einfach 59,4 +1,0% 7,8%*
dialysiert, gefriergetrocknet
HEWL vernetzt, Ammoniumsulfat-gefallt, zweifach 62,3 +3,0 % -

dialysiert, gefriergetrocknet

* Einfachbestimmung; ** keine Bestimmung aufgrund unzureichendem Probenmaterial
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Neben Spuren an mTGase sollten in den dialysierten und gefriergetrockneten Proben nur
HEWL-haltige Mono- und Oligomere mit einer Masse groBer 12 kDa und etwas Restwasser
enthalten sein. Die Bestimmung des Wassergehaltes erfolgte mittels Karl-Fischer-Titration. Die
Daten der Proteingehalte als auch der Wasserbestimmung sind in Tabelle 4-11 dargestellt und
basieren auf der Arbeit von KieBling (2011). Die ermittelten Werte des unbehandelten und
dialysierten sowie lyophilisierten HEWL unterscheiden sich in ihren Protein- und Wasser-
gehalten nur geringfligig. Der etwas hdhere Proteingehalt des dialysierten HEWL (88,5%)
deutet auf eine Reinigung des unbehandelten HEWL (83,4%) von beigemengten
Stabilisierungszusatzen hin. Die geringfligig erhdhte Feuchte war auf die sehr kleinen Chargen
von wenigen hundert Milligramm zurlckzufuhren, da im Vergleich zur 259 HEWL-
Vorratsflasche das Verhaltnis Luftvolumen zu Protein gréBer war. Ein nicht signifikant erhdhter
Wassergehalt fur vernetzte HEWL-Proben ist zu beobachten (8,6 statt 7,5%). Der Feuchte-
gehalt der AMS-gefallten Proben ist mit 7,8% vergleichbar. Die Analysenergebnisse der Tabelle
4-11 bestatigen, dass nach AMS-Féllung das Salz teilweise in der Probe verblieb. Der
Proteingehalt blieb mit 59,4 + 1,0% deutlich hinter den Werten des nicht geféllten HEWL zurtick.
Selbst die wiederholte Dialyse mit Zwischentrocknen erhéhte den Anteil an HEWL nur marginal
auf 62,3%. Orientierend am Einzelmesswert der geféllten Probe nach Salzféllung (7,8%) war
die Feuchtigkeit des zweifach dialysierten HEWL mutmaBlich nicht wesentlich verschieden von
den anderen Proben.

Somit stellte das fraktionierte Aussalzen der Oligomere eine praktikable Methode dar, um
Monomere und niedere Oligomere des HEWL gut abzutrennen. Die weitere Verwendung der
Proben gestaltete sich jedoch schwierig, da der Gehalt an Protein in den Proben bestimmt
werden musste und der Einfluss des verbleidenden Salzes auf ausstehende Versuche nicht
abgeschatzt werden konnte.

4.3.2 Ergebnisse der Gelpermeationschromatographie

Um den Einfluss der De- und Renaturierung beim Aussalzen zu umgehen wurde eine weitere
Fraktionierungsmethode untersucht. Die chromatographische Auftrennung mittels Gelper-
meation (GPC) und UV-spektrometrischer Detektion wurde an nativem HEWL und enzymatisch
stark vernetzten Proben (HMW) untersucht. Die Wahl der Messwellenlange fiel dabei auf
240 nm (Abbildung 4-15).

Das Spektrum einer 0,5%igen HEWL-Lésung zeigt die fir Proteine typischen zwei
Absorptionsmaxima bei 220 nm fir die Peptidbindung zwischen den einzelnen Aminosduren
und bei 280 nm flr enthaltene aromatische Aminosauren. Dabei wurde bewusst bei einer
Wellenlange neben dem UV-Maxima von 220 nm gemessen, da fir eine quantitative Separation
die aufgebrachte Probemenge sehr hoch gewahlt und gleichzeitig der Detektor nicht lberlastet
wurde.
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Abbildung 4-15: UV-Spekirum einer 0,5%igen unbehandelten HEWL-Probe, geldst in 50 mM Tris-HCI-
Puffer (Referenzmessung gegen den Puffer ist zugrunde gelegt)

In Abbildung 4-16 sind neben dem Chromatogramm der unbehandelten Probe (HEWL), die
stark vernetzte Probe (HMW) sowie Dextranblau (2000 kDa, Totvolumen) und der
Pufferleerwert zu sehen.
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Abbildung 4-16: Gelpermeationschromatographie (GPC) bei 240 nm, Chromatogramm vom Leerwert -
nur Tris-HCI-Puffer, Dextranblau-Totvolumen (2000 kDa), unbehandeltes HEWL (1%, w/v) und HMW
(0,8%, w/v, Vernetzungsrate: 74,3 £ 13,5% aus 3% HEWL mit 160 U mTGase/g Protein bei 60°C Uber
30 min und 600 MPa)
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4 Ergebnisse und Diskussion

FOr die unbehandelte Ausgangsprobe (HEWL, 14,3 kDa) ist eine Schulter bei 131 min
erkennbar, die auf einen Anteil an Dimer (theoretische molare Masse von 28,6 kDa)
rickschlieBen lasst. Ursache war der lagerungsbedingte Thiol-Disulfidaustausch zwischen den
acht Cysteinen, welcher zu einer geringen Vernetzung der Ausgangsprobe fiihrte, da die
Proben flur die GPC-Auftrennung nicht reduziert wurden. Ein Abgleich des unbehandelten
HEWL in der Elektrophorese zeigte jedoch, dass die schwache Dimerbande der nicht
reduzierten Probe bei Zugabe von Dithiothreitol (DTT) und Jodacetamid (Reduktions-
bedingungen) nicht mehr nachweisbar war. Dies unterstitzt die vorangegangene Theorie. Fur
die HMW-Probe ist zunachst ein schwacher Anstieg mit einem Maximum bei ca. 115 min
(Abbildung 4-17) zu verzeichnen. Die Schulter (tg = 128 min) vor dem Monomerpeak bei
135 min ist deutlich ausgepragter als im Lauf mit dem unbehandelten Lysozym und konnte
bereits dem Dimer zugeordnet werden. Fur die HMW-Proben kann somit davon ausgegangen
werden, dass es sich bei dem ersten Peak um das Trimer und/oder weitere héhere Oligomere
handelt. Eine Auftrennung in einzelne Peaks konnte nicht erreicht werden.

Eine Separation der Oligomere in unterschiedlich stark vernetzte Gruppen und die Trennung
vom Monomer des Lysozyms wurde mit der nachfolgenden Fraktionierung angestrebt. Es
wurden Ausgangsproben mit einem sehr hohen Vernetzungsgrad (HMW) eingesetzt, da hier die
Anteile der héher vernetzten Molekile in gr6Beren Mengen vorlagen. Far die Proben ergab sich
dabei das Problem, dass diese nach Lyophilisation schwer, bzw. nicht mehr vollstandig
resolubilisiert werden konnten. Insbesondere die stark vernetzte Probe (HMW,
Vernetzungsgrad: 74,3 £ 13,5%) l6ste sich nicht vollstandig in der fir eine semipréparative
Trennung notwendigen Konzentration von 8 mg/ml im Tris-HCI-Puffer. Da sich unbehandeltes
HEWL hervorragend l6ste, blieben vermutlich vor allem hoch vernetzte Oligomere und/oder
Polymere im Niederschlag zuriick und gelangten so nicht auf die Sdule. Die L&slichkeit wurde
nach der Methode von KieBling (2011) erhdéht indem dem Puffer Harnstoff (0, 3 und 6 M)
zugesetzt wurde, welcher als chaotropes Reagenz hydrophobe Interaktionen beeinflusst und
Wasserstoffbricken aufbricht. Schon optisch war eine deutlich bessere Léslichkeit im
harnstoffhaltigen Puffer zu verzeichnen, wobei die Probe in der am starksten konzentrierten
Harnstofflésung (6 M) anndhernd klar war, so dass von einer nahezu vollstandigen Aufbringung
der Probe auf die GPC-Saule ausgegangen werden konnte.

Abbildung 4-17 gibt die GPC-Chromatogramme der stark vernetzten Probe (HMW) nach Lésen
in Tris-HCI-Puffer ohne sowie mit 3 und 6 M Harnstoff wieder. Die einzelnen Chromatogramme
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Intensitdt der mutmaBlichen Oligomerbanden sowie im
zeitlichen Beginn des Signalanstieges. Die Monomerbanden hingegen erscheinen unverandert,
was belegt, dass das Monomer bereits in harnstofffreier Lésung gut 16slich ist, wahrend sich der
Anteil an Oligomeren steigern l&sst. Zudem ist noch ein Peak nach 144 min zu sehen. Dieser ist
auf Puffersalze und den ansteigenden Harnstoffgehalt zurickzufihren.
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Abbildung 4-17: Gelpermeationschromatographie (GPC) Chromatogramm einer HMW-Probe
(Vernetzungsrate: 74,3 + 13,5% aus 3% HEWL mit 160 U mTGase/g Protein bei 60°C tber 30 min und
600 MPa), 20 mg Probe in 2,5 ml Tris-HCI-Puffer ohne bzw. mit 3 M oder 6 M Harnstoff, F1 bis F6 geben
die gesammelten Fraktionen (F) an

Fir die Proben mit variierenden Harnstoffkonzentrationen wurden von der 85. Minute an in je
10 Minuten-Intervallen sechs Fraktionen (F) bis Minute 145 gesammelt. Nach Dialyse und
Lyophilisation der Fraktionen wurden diese elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(Abbildung 4-18) und anschlieBend densitometrisch ausgewertet (Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-18: SDS-Page der GPC-Fraktionen F1 - F6 nach Lésen der HMW-Probe (Vernetzungsrate:
74,3 +13,5%) in Tris-HCI-Puffer mit 0, 3 oder 6 M Harnstoff; M - Marker; A - Ausgangsprobe
(Auftragsvolumen: je 10 pul, reduziert)
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Es ist zu sehen, dass beim Suspendieren der HMW-Probe (Ausgangsprobe, Abbildung 4-18,
Bahn A) in Tris-HCI-Puffer ohne Harnstoff héher vernetzte Oligomere (Hexamer und gréBer)
nach Filtration (0,45 um) und GPC-Trennung nicht mehr wiederzufinden sind (Bahnen F1 bis F6
bei 0 M Harnstoff). Es ist maximal das Pentamer sicher zu identifizieren. Bei Zugabe von
Harnstoff hingegen sind alle Oligomere, die in der Ausgangsprobe (Bahn A) zu erkennen
waren, weiterhin nachweisbar. Die Intensitédt der ,Proteinschlieren’ (héhere Oligomere und
Polymere) ist unabhéngig vom Harnstoffgehalt niedrig. Dies erklart die immer spéater
einsetzende Elution in den Proben mit wenig (3 M) bzw. ohne Harnstoff (Abbildung 4-18).
Wahrend in der ersten Fraktion (F1) der harnstofffreien Probe kein Protein nachgewiesen
werden konnte, sind in F1 der 6-M-Probe bereits Spuren von Tetra- bis Oktameren erkennbar.
In der zweiten Fraktion (F2) der 3-M- und 6-M-Pobe sind zum Teil deutliche Mengen hoch
vernetzten HEWL erkennbar. Demgegeniber sind in der harnstofffreien zweiten Fraktion (F2)
erst geringste Gehalte mit beginnender Elution detektierbar. Die Zugabe von Harnstoff zum
Puffer erweist sich somit nachweislich als eine effiziente Methode zur Lésungsverbesserung
héher vernetzter Oligomere. Allerdings war die Ausbeute in den Fraktionen unter Anbetracht
der absoluten Aufgabemenge von 20 mg, insbesondere in den ersten (F1 und F2) mit weniger
als 1 mg sehr gering.

Die Darstellung in Abbildung 4-19 gibt einen Uberblick liber den prozentualen Anteil einzelner
Oligomere nach GPC-Trennung der 6 M Harnstoff-HMW-Probe. In den Fraktionen F5 und F6
wird dabei das Monomer im Vergleich zur Ausgangsprobe starker angereichert, da es aufgrund
seiner relativ geringen GréBe in die Poren des Trenngel wandert und so einen langeren Weg
zurticklegen muss.
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Abbildung 4-19: Einzelne Oligomerenanteile in den GPC-Fraktionen (F1 - F6) in der HMW-Probe
(Vernetzungsrate: 74,3 + 13,5%), welche zuvor in Tris-HCI-Puffer mit 6 M Harnstoff geldst wurde
(densitometrisch ausgewertet)
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Zudem zeigt der Blick auf die Anteile der einzelnen Oligomere in Abbildung 4-19, dass die
vollstandige Abtrennung von Monomer und teilweise Dimer in Fraktion zwei und eins (F2 und
F1) realisierbar ist, welches mit einer Zunahme der héher vernetzten Oligomere in den spaten
Fraktionen einhergeht. Jedoch kénnen die Hexa- bis Oktamere, wenn auch mit
unterschiedlicher Intensitat, in allen Fraktionen nachgewiesen werden.

Die Ursache hierfir kdénnen starke hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Molekilen
variierender GroBe sein, welche die Elution diskret vernetzter HEWL-Oligomere verzdgern.
Mdglicherweise interagieren die Oligomere und zwar alle ab Dimer, derart miteinander, dass sie
wie ineinander ,verhakt' eluieren. Eine Ausbildung mehrerer ungeordneter Isopeptidbindungen
sprache fur diese Theorie. Die kovalenten Bindungen wurden in Abschnitt 4.2.3 bereits bestatigt
und diskutiert (Ergebnisse der ESI-TOF-MS-Messungen). Die Abtrennung des Monomers
erfolgt noch relativ gut (Abbildung 4-17). Mit zunehmendem Vernetzungsgrad aber ist eine
harnstoffunabhangige verschlechterte Separation festzustellen. Im Gegensatz zur Elektro-
phorese, wo aufgrund der unterschiedlichen Ladungen nach Reduktion eine Trennung der
Oligomere entsprechend ihrer Mobilitat im elektrischen Feld méglich ist, beruht die GPC auf der
Trennung nach scheinbarem Molekilradius. Die basisliniengetrennte Separation, deren Ziel es
war, moglichst renaturierbare Fraktionen zu gewinnen, ist daher mit der gewéahlten Methode
nicht moéglich.

Zusammenfassend ist zu vermerken, dass auch mit der GPC keine selektive Isolierung,
definierter Oligomere mdglich war, da stets ein Gemisch eluierte. Eine Abtrennung von
Monomer und Dimer war jedoch realisierbar und das ohne verbleibende Salzreste wie es bei
der AMS-Fallung der Fall war. Weiterhin konnte die stark quervernetzte Probe (HMW) durch
Zugabe von Harnstoff in Losung gebracht und damit eine nahezu vollstdndige Auftragung und
Elution aller Oligomere auf bzw. von der GPC-Saule gewahrleistet werden. Aufgrund der
geringen Ausbeuten wurden zur weiteren Charakterisierung neben den einzelnen Fraktionen F6
bis F3, die monomerfreien Fraktionen F2 und F1 vereint. Die Methode war daher zur hier
angestrebten Fraktionierung nur bedingt geeignet.

4.4 Funktionelle Charakterisierung der LMW-, MMW- und HMW-
Proben des HEWL

Durch mTGase und Hochdruck modifizierte HEWL-Proben wurden hinsichtlich ihrer
Funktionalitdt auf Ebene der enzymatischen Wirkung und der Oberflacheneigenschaften
untersucht. Die strukturellen Veranderungen wurden mittels Zirkulardichroismus zur Klérung der
Sekundérstruktur sowie dem Assoziationsverhalten unter ausgewahlten Bedingungen
analysiert.

Im Rahmen der Untersuchungen wurde unterschiedlich behandeltes HEWL unter Variation von
Druck, Temperatur, Protein- und Enzymkonzentration, welche in den Kapiteln 4.1.2 bis 4.1.6
bereits beschrieben wurden, ohne Konzentrierung direkt untersucht, um eine mdoglichst groBe
Bandbreite an variierenden Vernetzungsgraden der Proben abzubilden. Der Oligomeranteil
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diente hierbei als RichtgrdéBe flr eine Einteilung in die drei Gruppen: LMW, MMW oder HMW
(sieche Tabelle 4-5). Neben diesem unmittelbar nach der enzymatischen Vernetzung
verfigbaren Untersuchungsmaterial wurden konzentrierte Fraktionen der Oligomere aus dem
Kapitel 4.3.2 eingesetzt.

4.4.1 Vergleichende Untersuchungen der verbleibenden Enzymaktivitat

Die enzymatische Aktivitdt der Lysozymproben wurde mithilfe zweier Tests ermittelt. Dabei
stand der klassische Tribungsassay dem ML-Blue-Test gegenlber, wobei beide Testsysteme
auf der Lyse isolierter Zellwéande des Micrococcus lysodeikticus (ML) basieren. Der seit den
50er Jahren eingesetzte Trilbungsassay (Shugar, 1952) beruht auf der UV-spektrometrisch
ermittelten Abnahme der Tribung einer Zellwandsuspension. Bei dem ML-Blue-Test wird die
Freisetzung des Farbstoffes Remazol Brilliant Blue-R, aus diesen kommerziell verfligbaren
Zellwanden (ML), welche zuvor angefarbt wurden, erfasst (/to et al., 1992).

Basierend auf der Unit-Definition des Herstellers entspricht in einer Suspension von ML bei
25°C, pH 6,24, einem Reaktionsvolumen von 2,6 ml und einer Messwellenlange von 450 nm,
eine Aktivitdt von 1 U/min der Absorptionsdnderung von 0,001/min (AA4s). Unter den
gegebenen Testbedingungen sind die gemessenen Aktivititen in  Tabelle 4-12
zusammengestellt. Die ermittelte Aktivitdt des unbehandelten Lysozyms (HEWL) lag
chargenunabhéngig Uber einen Zeitraum von drei Jahren bei zirka 36.500 U/mg und damit um
den Faktor 2 niedriger, als die vom Hersteller deklarierten ~70.000 Units/mg. Auffallend sind die
hohen Standardabweichungen, welche mitunter Gber 10% betragen und auf eine empfindliche
Methode mit einflussreichen Storfaktoren hinweisen. GrdéBtes Problem stellt die zu
untersuchende Zellsuspension dar, da die Zellwande bereits nach kurzer Zeit sedimentierten
und so keine homogene Verteilung der Trubstoffe gewahrleistet war.

Tabelle 4-12: Mittels Tribungstest nach Shugar (1952) ermittelte Enzymaktivitat, Proben stammten aus
Untersuchungen mit 2%igen HEWL-L&sungen, inkubiert mit 40 U mTGase/g Protein, 30 min bei 40°C,
zum Teil HD Uber 600 MPa

Probe Aktivitat [Unit/mg]
HEWL, unbehandelt (Sigma) 36584 + 4794
HEWL + mTGase 36944 + 4667
HEWL + HD 28779 + 1478
HEWL + mTGase + HD (LMW) 27959 + 3981
HEWL + HD, dann mTGase 30249 + 3472

Daher wurde eine zweite Methode gesucht, bei welcher die Lyse der Zellwédnde abgestoppt
werden kann und die Messung weniger fehlerbehaftet ist. Mithilfe des ML-Blue-Tests wurde
kein kinetischer Verlauf aufgenommen, sondern der freigesetzte Farbstoff zu einem festen
Zeitpunkt vermessen. Bei einem Vergleich der Proben bzw. der Methoden untereinander wurde
die Aktivitdt des unbehandelten HEWL als Standard festgelegt und auf 100% normiert. In
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Abbildung 4-20 sind die Ergebnisse der beiden Methoden anhand der vier Ausgangsproben des
HEWL (mit mTGase, HD, simultaner Inkubation (LMW) und mTGase nach HD) abgebildet. Zu
sehen ist, dass mithilfe beider Methoden vergleichbare Ergebnisse erzielt werden und dass die
Schwankung der Werte beim ML-Blue-Test nur geringfligig kleiner als beim Trlibungsassay ist.
Die Ursache daflir kann mit der hohen Reaktivitat des Lysozyms begriindet werden, welches in
sehr geringen Mengen eingesetzt wurde, wodurch sich Wageungenauigkeiten und
Verdinnungsfehler verstarkt auswirkten. Davon unabhangig wurde bei beiden Methoden mit
dem Zellwandmaterial des Micrococcus lysodeikticus gearbeitet. Dieser natlrlich gewonnene
Rohstoff verursachte bereits geringe Schwankungen innerhalb der UV-Messungen.
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Abbildung 4-20: Vergleich von ML-Blue und Triibungsassay zur Bestimmung der Lyseaktivitat

HEWL - Kontrolle (unbehandelt); HEWL + mTGase - mit mTGase Uber 30 min, 40°C und 0,1 MPa; HEWL
+ HD - 30 min, 40°C bei 600 MPa; LMW - 30 min, 40°C und 600 MPa; HEWL + HD + mTGase - 30 min,
40°C bei 600 MPa, anschlieBende Inkubation mit mTGase tber 30 min, 40°C und 0,1 MPa

Im Vergleich zum unbehandelten Lysozym sinken die Aktivtdten nach enzymatischer
Behandlung unter Atmospharendruck oder alleiniger Hochdruckinkubation auf etwa 80% des
Ausgangswerts. Auch die Aktivitdt der unter Hochdruck zu 8,5% enzymatisch vernetzten
Probe unterscheidet sich nicht von den anderen. Es kann geschlussfolgert werden, dass der
geringe Oligomerenanteil keinen signifikanten Einfluss auf die verbleibende Aktivitat des
HEWL besitzt. Der im Vergleich zur Ausgangsprobe flr alle Proben resultierende
Aktivitatsverlust ist vermutlich auf den Schritt zur Inaktivierung der mTGase zurlckzufihren.
Dieser findet Uber 5 min bei 85°C statt und fOhrt bei HEWL zu einer schwachen und
unvollstandigen Denaturierung.

Nachfolgend sind Proben mit zunehmendem Vernetzungsgrad von 0 - 100% (LMW, MMW
und HMW) untersucht worden. Die Oligomerisierung ist in Abbildung 4-21 A der
Enzymaktivitdt des Tribungsassays und in Abbildung 4-21 B dem ML-Blue-Test
gegenibergestellt.
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Abbildung 4-21: A - Tribungsassay; B - ML Blue Aktivitatstest; o : vernetzte und Uber GPC
fraktionierte Proben, m : vernetzte Proben (nicht GPC-gereinigt), schwarze Trendlinie der enzymatisch
modifizierten Proben (ohne GPC-Proben), A : unbehandeltes HEWL (Ausgangsprobe)

Zu sehen ist, dass der bei niedrigen Oligomerisierungsraten noch beobachtete Effekt der
Hitzedenaturierung des HEWL verschwindet und fir beide Methoden ein indirekt proportionaler
Zusammenhang zwischen der Aktivitdt und einer steigenden Vernetzungsrate besteht. Das
BestimmtheitsmaB R? fiir eine lineare Korrelation ist fiir beide Methoden mit jeweils Uiber 0,9
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sehr gut. Unter Einbeziehung der mittels GPC konzentrierten Proben (offene Kreise, Abbildung
4-21A/B) kann dieses MaB noch verbessert werden. Die zum Teil monomerfreien Proben (GPC-
Fraktionen) flgen sich in das Bild ein und ergéanzen den Befund entscheidend. Somit kann
unabhangig von der Zusammensetzung der Oligomere ein Rickgang der Aktivitat direkt mit der
Abnahme des Monomers in Beziehung gebracht werden. Die Oligomere besitzen demnach
keine hydrolytische Wirkung auf die Zellwédnde des grampositiven Mikroorganismus ML. Damit
Ubereinstimmend beschrieben Cegielska-Radziejewska et al. (2010) thermo-chemisch mit
Wasserstoffperoxid (H.O,) vernetztes HEWL, dessen Aktivitdt gegenlber ML mit
zunehmendem Vernetzungsgrad sinkt. Dagegen wurde die antimikrobielle Aktivitat gegen
gramnegative Bakterien durch einen hohen Dimergehalt (34,0 - 37,6%) gesteigert (Cegielska-
Radziejewska et al., 2009).

Wahrscheinlich wurde die Umgebung des aktiven Zentrums der einzelnen HEWL-Molekile
durch die Ausbildung der Isopeptide nach hochdruckinduzierter Auffaltung an einer
vollstdndigen Ruckfaltung und damit einer Regenerierung gehindert. Die an der Reaktion mit
der mTGase beteiligten Aminosauren stehen unter Normaldruck nicht als Substrat zur
Verflgung, so dass davon auszugehen ist, dass sie sich nicht ausreichend freiliegend an der
Proteinoberflache befinden. Durch die Oligomerisierung kénnten diese nicht mehr ihre
urspringliche Position in der Sekundér- oder Tertiarstruktur einnehmen und so zugénglich
werden (Kapitel 4.4.3).

Mdoglich ist ferner, dass das Reaktionszentrum durch die kovalent verknipften Proteinmolekile
abgeschirmt wird. Die Untersuchung der Oberflacheneigenschaften der Proteine schloss sich
daher unmittelbar an.

4.4.2 Beurteilung der Oberflachenhydrophobitat

Hydrophobe Seitenketten an der Proteinoberflaiche wechselwirken mit 8-Anilino-1-
naphthalinsulfonsdure (ANS) und erhéhen die Quantenausbeute des Fluorophors, was zu einer
signifikanten Erh6éhung der Fluoreszenzintensitat fuhrt. Nach Hayakawa und Nakai (1985)
korreliert die mittels ANS-Fluoreszenz bestimmte Hydrophobitat gut mit der abnehmenden
Léslichkeit von Proteinen und damit der Oberflachenhydrophobitat. Als mégliche Fluorophore
eignen sich neben ANS auch cis-Parinarate (CPA), ungeladenes 6-Propionyl-2-(N,N-
Dimethylamino)-Naphthalen (PRODAN) und 1,6-Diphenyl-Hexatrien (DPH). ANS hat allerdings
den Vorteil, dass es eine geringe Sensitivitdt gegenlber (Foto-)Oxidation aufweist
(Gerbanowski et al., 1999).

Erste Hinweise auf eine veranderte Hydrophobitdt der Oberflache waren aufgrund der
zunehmend schlechteren Léslichkeit der enzymatisch vernetzten Proben gegeben (GPC,
Abschnitt 4.3.2). Dieser Effekt korrelierte mit dem Oligomerisierungsgrad. Wahrend die
Pufferlésung mit den hohen HEWL- und mTGase-Anteilen fir die HMW-Proben vor der
Hochdruckbehandlung (unvernetzt) klar war, wurde nach erfolgter Vernetzung eine Tribung bis
hin zu einem voluminésen Niederschlag erkennbar. Denkbar ist, dass es lediglich zur
Aggregation thermisch inaktivierter mTGase kommt, dies wurde von Menéndez (2006) bereits
beschrieben. Andererseits kdnnte es aber auch auf eine gestiegene Hydrophobitat hindeuten,
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so dass HEWL in dem wassrigen Puffer nicht mehr vollstandig I6slich blieb. Fir die Analyse
wurde aggregiertes Protein stets abzentrifugiert und die wassrigen Uberstande
gefriergetrocknet oder flissig nach Proteinbestimmung mittels Lowry eingesetzt. Der Messwert
wird in Fluoreszenzintensitat pro uM (FI/uM) angegeben.

Die Uberwiegend im Molekilinneren lokalisierten hydrophoben Aminosauren bieten keine
Bindungsmadglichkeiten fir ANS, weshalb der Fluoreszenzanstieg bei nativem HEWL mit
10,6 + 13,0 FI/uM sehr gering ist (Abbildung 4-22).
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+ HD + mTGase HD + mTGase

Abbildung 4-22: Oberflachenhydrophobitat; Proben analog zu Abbildung 4-1

HEWL - Kontrolle (unbehandelt); HEWL + mTGase - mit mTGase, Uber 30 min, 40°C und 0,1 MPa;
HEWL + HD - 30 min, 40°C bei 600 MPa; LMW - mit mTGase, 30 min, 40°C und 600 MPa; HEWL + HD +
mTGase, 30 min, 40°C bei 600 MPa, anschlieBende mit mTGase, 30 min, 40°C und 0,1 MPa

Vergleichbar niedrige Werte kénnen in der Literatur wiedergefunden werden (Alizadeh-Pasdar
et al, 2004). So bestimmte diese Arbeitsgruppe die Oberflachenhydrophobitat von
verschiedenen nativen Proteinen mittels ANS. HEWL wies die kleinsten Fluoreszenzintensitats-
Steigerungen auf. Die Oberflachenhydrophobitdt des HEWL wurde weder durch einfache
Hochdruckbehandlung noch durch Dialysieren und Gefriertrocknen beeinflusst, da sich die
Werte im Vergleich zum nativen HEWL nicht signifikant erhéhen (14,6 £ 7,1 Fl/uM, HEWL +
HD, Abbildung 4-22). Aufgrund dieser Behandlung werden also keine zuséatzlichen
hydrophoben Aminosdurereste freigelegt, was die Publikationen und Theorie der reversiblen
Rackfaltung des HEWL nach HD abermals bestétigt (Smeller et al., 2006, vgl. Abschnitt 4.1).
Der minimale Zusatz des Enzyms mTGase (40 U mTGase/g Protein) resultierte ebenfalls in
keiner signifikanten Erhéhung (14,7 £ 9,9 FI/uM) und auch die enzymatische Inkubation nach
HD weicht mit einem Wert von 16,9 = 10,9 FI/uM nicht nennenswert vom unbehandelten HEWL
ab. Jedoch sind im Gegensatz zur Lyseaktivitdt (Kapitel 4.4.1) bei der
Oberflachenhydrophobitat deutliche Unterschiede zwischen den unvernetzten Proben und den
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oligomerisierten HEWL-Proben zu erkennen. Die Oberflachenhydrophobitat nimmt mit der
Ausbildung der Isopeptidbindungen schon bei geringen Vernetzungsgraden (LMW,
Vernetzungsgrad: 8,5 = 1,5%) um ein Vielfaches auf 270,0 + 4,3 FI/uM zu.

Gleichwohl haben Messungen von HEWL mit ANS unter HD ergeben, dass die relativen
Fluoreszenzintensitaten bei kontinuierlicher Druckerhdéhung erst ab etwa 600 MPa langsam
ansteigen und zuvor nahezu konstant bleiben (Li et al, 1976). Ursache des
Hydrophobitatssprungs ist zum einen die stattfindende Konformationsédnderung des Proteins
unter hohem hydrostatischem Druck. Vor allem hydrophobe AS aus dem Kern des Molekiils
gelangen dabei an die Oberflache. Zum anderen kommt es zur stlickweisen Stabilisierung der
Auffaltung durch Ausbildung der Isopeptide. Diese neu geknlpften, kovalenten Bindungen
inhibieren eine Ruckfaltung der HEWL-Oligomere in ihre Ausgangskonformation, was anhand
der Anderung der Sekundarstruktur in Abschnitt 4.4.3 diskutiert und belegt wird. Demzufolge
liegen anschlieBend auch bei Normaldruck mehr Bindungsmdglichkeiten fir das Fluorophor
ANS vor. Nicht ausgeschlossen sind ferner Protein-Protein-Wechselwirkungen, die zum Anstieg
der Fluoreszenz beitragen kénnen.

In Abbildung 4-23 sind die Oberflachenhydrophobitaten in Abhangigkeit vom Vernetzungsgrad
dargestellt.

5000 [
B enzymatisch modifizierte Proben

4 O GPC-Proben

A unbehandeltes HEWL

4000 —

3000 0,046x

y=75,242
R°=0,7333

2000

Oberflachenhydrophobitét [FI/uM]

Oligomerisierungsgrad [%]

Abbildung 4-23: Oberflachenhydrophobitat ermittelt Gber den Anstieg der Fluoreszenzintensitat nach
Interaktion mit 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsdure (ANS) aufgetragen gegeniber dem Vernetzungsgrad,
m : enzymatisch modifizierte Proben, o : vernetzte und lber GPC fraktionierte Proben, A : unbehandeltes
HEWL, Ausgleichsfunktion ohne Einbeziehung der GPC-fraktionierten Proben

Der Anstieg der Messwerte gegenliber den Oligomerisierungsraten verlauft deutlich steiler als
fir die Lyseaktivitat beobachtet (Abbildung 4-21). Bereits bei einem Vernetzungsgrad von 4,3%
steigt die Oberflachenhydrophobitat von 10,6 FI/uM fir unbehandeltes HEWL um den Faktor
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finf an (56,6 FI/uM). Das Maximum wird mit Uber 4980,0 FI/uM bei etwa 87% Vernetzung
erreicht. Unter Vernachlassigung der gereinigten GPC-Proben scheint es sich im Gegensatz zur
Lyseaktivitat nicht um einen linearen Zusammenhang zu handeln. Der Kurvenverlauf beschreibt
vielmehr eine Exponentialfunktion. Das BestimmtheitsmaB R? ist mit etwas (iber 0,7 akzeptabel.
Offensichtlich spielen hier aber neben dem Oligomerenanteil andere EinflussgréBen eine
gravierende Rolle, zu erkennen anhand der GPC-Proben und deren Gehalt der Oligomere
(Abbildung 4-19). Die GPC-Proben lassen sich nicht in die theoretische Exponentialfunktion
eingliedern. Da sich der Vernetzungsgrad in Abbildung 4-23 ausschlieBlich aus der Summe des
vernetzten HEWL errechnet, bleibt der Einfluss einzelner Di-, Tri- und Tetramere unbeachtet.

So unterstitzen die Messwerte die Theorie, dass hoéher vernetzte Proteine auch deutlich
gréBere Hydrophobitaten aufweisen, was aufgrund der vermehrt ausgebildeten Isopeptide
nachvollziehbar ist und sich durch die sinkende Ldslichkeit mit steigendem Vernetzungsgrad
bereits angedeutet hat. Diese Beobachtungen stimmen mit Ergebnissen von Cegielska-
Radziejewska et al. (2010) Uberein, wonach die Zunahme des Oligomeranteils mit einer
Zunahme der Oberflachenhydrophobitat einhergeht. Die HEWL-Monomere wurden dort jedoch
chemisch und thermochemisch vernetzt und kénnen sich aufgrund der beteiligten Aminosauren
in ihren Eigenschaften von den hier dargestellten Proben unterscheiden. Ein Abschirmen von
hydrophilen Aminosduren wahrend der Oligomerisierung scheint flir derart groBe
Hydrophobitatsanstiege um das bis zu 500fache nicht ausreichend.

Weiterhin kénnte die Zunahme der Oberflachenhydrophobitat durch intermolekulare Vernetzung
ein Grund fir die Abnahme der Aktivitdt gegen ML sein, da die stark hydrophoben HEWL-
Molekuile nicht mehr die hydrophile NAM-NAG-Schicht der grampositiven Bakterien angreifen
kdénnen.

Die Uber eine GPC-Séaule konzentrierten Proben weichen in ihren Werten von dem diskutierten
Trend ab (Abbildung 4-23). Moglicherweise aufgrund der vorherigen Denaturierung in 6 M
Harnstoff und dem anschlieBenden Trennlauf sind die Werte mit 515 bis 918 FI/uM trotz der
sehr unterschiedlichen Vernetzungsgrade von 55 bis ~ 100% nicht in dem MaBe verschieden,
wie es nach dem exponentiellen Kurvenverlauf zu erwarten ware. Zur Klarung des
Harnstoff/Puffer-Einflusses wurden Gber Nacht in Tris-HCI-Puffer mit 6 M Harnstoff geruhrtes,
anschlieBend dialysiertes und lyophilisiertes HEWL, sowie eine HMW-Probe auf
Hydrophobitatsveranderungen untersucht. Die Gegenlberstellung der Proben vor und nach der
Harnstoff-Denaturierung zeigte, dass die Proben sich weder anhand der SDS-PAGE, noch der
Aktivitat oder Oberflachenhydrophobitat wesentlich unterscheiden. Die bei der Hydrophobité&t
beobachtbare Aberration der GPC-Proben findet ihre Ursache daher nicht im Ldsen in der
Harnstoffldsung, sondern wéhrend der Auftrennung Uber die S&ule. Die mutmaBlich zu einer
weiteren Umfaltung und damit einhergehenden Veranderung der Oberflachenhydrophobitat
fuhrende Modifizierung hatte jedoch auf die Iytische Aktivitdt keinen Einfluss (vgl. Abbildung
4-21). Ahnliche Effekte sind in der Literatur fir Komplexe aus humanem a-Lactalbumin oder
Pferde-Lysozym mit Olsaure bekannt (englisch: HAMLET und Equine (Pferde)-Lysozyme mit
Olsaure: ELOA), wobei hier die Proteine teilweise aufgefaltet vorliegen und durch den Lauf des
nativen oder denaturierten Proteins Uber eine lonenaustauschersdule miteinander in
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Wechselwirkung gebracht werden (Mossberg et al., 2010). Eine chromatographisch induzierte
Veranderung ist daher durchaus im Rahmen des Mdglichen.

Zusammenfassend kann ausgesagt werden, dass Proben mit einer sehr hohen
Oberflachenhydrophobitat eine niedrigere Lysozymaktivitat aufweisen. Die Hydrophobitat nimmt
dabei in stéarkerem MaBe zu als die Lysozymaktivitdt abnimmt, was anwendungsbezogen fir
einen Einsatz des modifizierten HEWL als antimikrobielles Reagenz gegen gramnegative
Bakterien sprechen kdénnte. Die durch Hochdruckbehandlung exponierten hydrophoben
Bereiche aus dem Inneren des Proteins werden mittels Vernetzung in dieser Position fixiert, so
dass einer Interaktion mit der ebenfalls hydrophoben Zellmembran gramnegativer Bakterien
lediglich die zunehmende GroéBe der Molekile entgegensteht. Die hydrophile Oberflache
grampositiver Bakterien steht entsprechend der beiden Tests mit ML dagegen nicht mehr als
Substrat zur Verfligung. Eine Deaktivierung des aktiven Zentrums, welches zwischen der a- und
B-Domane liegt, oder die Modifizierung dessen Umgebung schliet den klassischen lytischen
Mechanismus aus.

4.4.3 Veranderung der Sekundar- und Tertiarstruktur

Das Zirkular-Dichroismus-Spektrum (CD-Spektrum) eines Proteins im Wellenlangenbereich des
nahen UV-Lichtes (260 - 320 nm) gibt die Orientierung der aromatischen Aminosauren wieder
und wird zur Bestimmung der Tertiarstruktur genutzt. Die Spektren liefern keine quantitativen
Aussagen, stellen jedoch ein sehr sensitives Kriterium fiir das native Stadium eines Proteins dar
und ermdglichen somit allgemeine Aussagen zur Konformation. Anderungen der Tertidrstruktur
von unbehandeltem HEWL, nach Behandlung bei 40°C tber 30 min mit 0,1 oder 600 MPa (HD)
sowie mit und ohne Enzymzusatz (40 U mTGase/g Protein) wurden (Uber den
Wellenlangenbereich von 260 bis 320 nm untersucht (Abbildung 4-24 A). Das CD-Spektrum der
aromatischen Bereiche kann unterteilt werden in die Banden bei 262 und 268 nm flr
Phenylalanin, bei zirka 275 und 283 nm far Tyrosin und bei etwa 290 und 298 nm fir
Tryptophan (Mulkerrin, 1996). Bhattacharjya und Balaram (1997) postulieren nach
experimentellen Studien fur Tryptophanlibergange Signale bei 287 und 291 nm, sowie einen
vollstandigen Verlust des nahen UV-CD-Signals fir komplett aufgefaltetes HEWL nach DMSO-
Zusatz.

Zur Ermittlung der CD-Spektren wurden die Lysozymproben in Natriumphoshat-Puffer geldst,
so dass eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml resultierte. AnschlieBend wurden die gelésten
Proben in eine Kivette UOberfliihrt und direkt zur CD-Messung eingesetzt. Die Messungen
wurden an der Universitdt Potsdam am Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie unter Leitung von
Prof. Dr. H. Rawel durchgefuhrt. Der Einfluss des nach simultaner Hochdruckbehandlung
thermisch inaktivierten Enzyms mTGase auf die HEWL-Spektren wird als gering eingeschatzt.
Da der mTGase-Anteil abh&ngig von den eingesetzten Units maximal 2% des
Gesamtproteingehaltes betrug. Der bereits fur LMW (40 U mTGase/g Protein) und MMW
(50 U mTGase/g Protein) zu beobachtende Unterschied trotz anndhernd gleicher
Enzymkonzentrationen bestétigt diese Annahme (Abbildung 4-24 B; Abbildung 4-25 B).
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Abbildung 4-24: CD-Spekiren im Nah-UV-Bereich von 260 bis 320 nm; A - HEWL-Proben, mit/ohne
Enzym mTGase, mit/ohne hohem hydrostatischen Druck (HD) sowie simultaner Inkubation (LMW);
B - enzymatisch oligomerisierte HEWL-Proben, LMW mit 8,5%, MMW mit 46,1% und HMW mit 87,1%
Vernetzungsrate
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In der oberen Grafik der Abbildung 4-24 A ist fir die aromatischen Aminosauren kein klarer
Trend zu erkennen. Die Behandlung mit Hochdruck, dem Enzym mTGase oder beiden fuhrt zu
keiner tendenziellen Veranderung der Orientierung einzelner Aminosduren. Selbst die LMW-
Probe (Vernetzung von 8,5%) weicht nicht signifikant ab. Grafik 4-24 B vergleicht drei Proben
mit stark voneinander abweichenden Vernetzungsgraden. Neben der erneut abgebildeten
LMW-Probe, sind die MMW-Probe mit 46,1% und die HMW-Probe mit 87,1% Oligomerisierung
dargestellt. Hier fallen die Veranderungen etwas deutlicher aus.

Die Positionen der einzelnen Aminosduren im nativen Lysozymolekil werden zur Erklarung
herangezogen (pdb-File: 1e8l). Die beiden Phenylalaninbanden bei 262 und 268 nm nehmen
mit zunehmender Vernetzung an Intensitat leicht zu, wohingegen die Tyrosinbande bei 283 nm
und die Tryptophanbande bei 290 nm zurlickgehen (Abbildung 4-24 B). Mdglicherweise zeigen
die drei auBen, in ungeordneten und a-helikalen Bereichen vorliegenden Phenylalaninreste
(Phes, Phes; und Pheg) aufgrund der HD induzierten Auffaltung eine verbesserte
Zuganglichkeit und nach der enzymatischen Oligomerisierung leicht erhdhte Messwerte. Fir
Tyrosin, welches in ungeordneten Strukturen vorliegt, sind nur zwei der drei Aminosauren (Tyrg
und Tyrs) zugénglich. Die dritte ist neben dem B-Faltblatt positioniert (Tyrss). Bei den sechs
Tryptophanresten sind bis auf einen (Trpy23) alle zum Inneren des Molekils ausgerichtet (Trpag,
Trpez, Trpes, Trpios und Trpqy4). Eine Hochdruckinkubation bei 600 MPa fihrt jedoch
nachweislich zur vollstdndigen Auffaltung des HEWL (Smeller et al., 2006). Es sollten somit alle
Reste zum Signal beitragen. Daher liefert allein die Position im Molekil keine ausreichende
Begriindung fur eine Signalabnahme. Folglich mussen nach starker Vernetzung (MMW oder
HMW) einzelne Aminosauren aufgrund vermehrt ausgebildeter Isopeptidbindungen fixiert und
verdeckt werden, wobei ihre Signalintensitdten abnehmen. Die an der Oligomerisierung
beteiligten Lysin- (Lysi, Lysss und Lys;1) und Glutaminreste (Glngq, Gins; und Giny,) verdecken
mit groBer Wahrscheinlichkeit Phes, Tyrss und Trpiss. Eine druckinduzierte Veranderung
einzelner Aminoséauren ist von 1 bis 200 MPa mittels NMR untersucht worden (Akasaka et al.,
1997). Seine Arbeitsgruppe bestéatigt die unter HD far Tryptophanreste beobachtete
abnehmende molare Elliptizitat in Form einer Kompression im Bereich von 0,01 bis 0,06 ppm.

Das CD-Spektrum im Wellenlangenbereich des fernen UV (190 bis 260 nm), welches die Amine
abbildet, wurde zur Charakterisierung der sekundéaren HEWL-Struktur genutzt (Abbildung 4-25).
Unbehandeltes HEWL zeigt ein typisches Spektrum mit dem fir a-Helices negativen n-1r*-
Ubergang bei 222 nm und einem m-m*-Ubergang. Dieser wird aufgespaltet in einen positiven,
senkrecht polarisierten -*-Ubergang bei 191 nm und einen negativen, parallel polarisierten
m-1r*-Ubergang bei 208 nm (Sarkar und Doty, 1966; Mulkerrin, 1996). Der negative Abfall des
CD-Signals bei 222 nm passt zum n-m*-Ubergang des Peptidriickrades und spiegelt die
Anderung der Sekundarstruktur, besonders den a-helikalen Bereich innerhalb des HEWL
wieder (Gratzer et al., 1961; Mulkerrin, 1996).

Fir die LMW-Probe und die unvernetzten Proben, welche bereits hinsichtlich ihrer
Tertiarstruktur untersucht wurden, kann fir die Sekundarstruktur keine signifikante Anderung
festgestellt werden (Abbildung 4-25 A). Es zeigen sich nur marginale Unterschiede. Weiterhin
konnte bei keiner der untersuchten Proben ein vollstandiger Verlust der Ausgangsstruktur
beobachtet werden.
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Abbildung 4-25: Ferne UV-VIS Spektren von 190 bis 260 nm; A - HEWL-Proben, mit/ohne Enzym
mTGase, mit/ohne HD sowie simultaner Inkubation (LMW); B - Doppelbestimmung (1/2) enzymatisch
oligomerisierter HEWL-Proben, LMW mit 8,5%, MMW mit 46,1% und HMW mit 87,1% Vernetzungsgrad
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Fur héher vernetzte Proben (HMW) nimmt der senkrecht polarisierte m-1r*-Ubergang bei 191 nm
und der negative Cotton-Effekt bei 222 nm leicht ab und lasst vermuten, dass eine simultane
Hochdruck-Enzym-Behandlung zu einer Abnahme der a-Helices in der HEWL-Konformation
fihrt (Abbildung 4-25B). Es ist aber kein vollstdndiger Verlust der Ausgangsstruktur zu
verzeichnen. Die Tendenz einer starkeren Auffaltung, welche mit den bereits diskutierten
Umwandlungen der a-Helices unter hohem hydrostatischen Druck in ungeordnete Bereiche und
der enzymatischen Fixierung Uber kovalente VerknlUpfungen Ubereinstimmt, besteht jedoch
nachweislich (Kapitel 4.1).

Vorhersagen zur Sekundarstruktur von Proteinen erfolgten mithilfe des fernen UV-Spektrums
aufgrund von charakteristischen Signalen jedes sekundaren Elementes eines Molekils
(Greenfield und Fasman, 1969). Um die Sekundarstruktur der Lysozymproben zu berechnen,
wurde fir diese Arbeit der mathematische Algorithmus CONTIN Il mit 48 Protein-Basisspektren
eingesetzt. Jedes Spektrum entsprach dabei einem Sekundarstrukturelement (Provencher und
Gloeckner, 1981; Sreerama und Woody, 2000).

Tabelle 4-13: Ubersicht der mithife des Programms CONTINII errechneten Anteile der
Sekundarstrukturen [%], HD entspricht 600 MPa, mTGase mit 40 U mTGase/g Protein bei 40°C Uber
30 min, MMW- und HMW-Proben weichen davon ab (60°C, 50 bzw. 160 U mTGase/g Protein)

Nr. Probe a-Helix B-Faltblatt B-Turn ungeordnet
1 HEWL, theoretisch* 36,0 9,0 32,0 23,0

2 HEWL, dialysiert 34,2+26 149 +3,5 21,2+ 1,1 29,8 +0,3
3 HEWL + HD 32,7 +4,7 15,7+ 5,3 20,1+1,8 31,6 +£1,3
4 HEWL + mTGase 26,3+1,5 219+2,0 17,9+0,8 34,0+0,2
5 HEWL + mTGase + HD 29,6 +4,0 19,6 + 3,7 19,4+1,0 31,4+1,2
6 LMW (8,5% vernetzt) 30,728 18,2+ 1,8 20,5+0,7 30,704
7 MMW (46,1% vernetzt) 243+1,0 22,7+0,4 17,7 £0,2 35,7+1,6
8 HMW (87,1% vernetzt) 16,2+ 4,2 28,1 + 4,1 19,3+£0,2 36,4 £ 0,1

Protein-Datenbank der Universitat Potsdam am Lehrstuhl flir Lebensmittelchemie

Die Berechnungen sind durch Prof. Dr. H. Rawel an der Universitat in Potsdam erfolgt. Anhand
der Ergebnisse in Tabelle 4-13 ist zu erkennen, dass bereits die dialysierte und lyophilisierte
HEWL-Probe geringflgig von den theoretischen Werten abweicht.

Mit 34,2% a-Helices, 14,9% pB-Faltblatt, 21,2% B-Turn und 29,8% ungeordneten
Strukturbereichen besitzt das prozessierte Lysozym mehr ungeordnete Strukturen und etwas
weniger B-Turns als theoretisch errechnet (Tabelle 4-13). Dies kann bereits durch die
Aufarbeitung und die Reinigung der Firma Sigma verursacht worden sein. Daher werden alle
folgenden Proben mit dem dialysierten HEWL verglichen. Die unvernetzten Proben (Tabelle
4-13, Nr. 1 bis 4 und 6) sowie die schwach vernetzte Probe (LMW, 8,5% Oligomerisierung, Nr.
5) zeigen in Ubereinstimmung mit Abbildung 4-25 A vergleichbare Gehalte der einzelnen
Elemente der Sekundarstrukturen. Lediglich die Probe mit mTGase ohne HD (Nr. 4) zeigt leicht
abweichende Daten, gleichwohl die graphische Darstellung (Abbildung 4-25A) keine
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Unterschiede aufweist. Allein durch den Zusatz des Enzyms mTGase ist die Abweichung nicht
zu begriinden, da der Gehalt kaum 1% der Probe ausmacht und andere Proben bei gleichen
Gehalten (Nr. 5 und 6) keine Anderung erfahren.

Flr die enzymatisch vernetzten Proben ist analog zur Abbildung 4-25B mit zunehmender
Oligomerisierung ein Verlust der a-helikalen Bereiche von anfangs 34,2 auf 16,2% unter
Zunahme des geordneten B-Faltblatts von 14,9 auf bis zu 28,1% und der ungeordneten
Abschnitte von 29,8 auf 36,4% zu beobachten. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit
Tauscher (1995) und Refaee et al. (2003), welche unter anderem berichten, dass B-Faltblatter
nahezu inkompressibel und deutlich stabiler gegen Druck im Vergleich zu a-Helices sind. Damit
werden die reaktiven Aminoséuren Lysin und Glutamin in ungeordneten Strukturen oder kurzen
a-Helices bestatigt. Eine druckinduzierte Deformation der Konformation findet primér in den
a-helikalen Regionen statt und fiihrt zu einer Anderung der Tertidrstruktur, welche ferner mit
Konsequenzen fir die Substratbindung verbunden ist. Die aktive Seite des HEWL befindet sich
zwischen den a-Helices und der B-Faltblattstruktur (Kapitel 2.1). Basierend auf den Daten in
Tabelle 4-13 ist ein Aktivitdtsverlust des oligomerisieten HEWL indirekt proportional zur
Vernetzungsrate, abhangig von der a-Helix-Stabilitdt denkbar. Wie in den Untersuchungen von
Menéndez (2006) konnte zudem festgestellt werden, dass unter Abnahme der a-Helices die
Gehalte der B-Faltblatter leicht ansteigen. Die Auf- bzw. Umfaltung des HEWL und
anschlieBende enzymatische Fixierung Uber kovalente Isopeptide muss somit Konsequenzen
fir die Oberflacheneigenschaften der Oligomere aufweisen. Dies konnte nachweislich im
Kapitel 4.4.2 gezeigt werden.

Weiterhin stellt das HEWL im Vergleich zur mTGase das stabilere Protein gegentiber hohen
hydrostatischen Driicken dar. Das HD-inkubierte Lysozym (600 MPa, 30 min bei 40°C, Tabelle
4-13, Nr. 3) weist im Vergleich zum dialysierten Ausgangsprodukt kaum Veranderungen in der
Sekundarstruktur auf. Bei Abwesenheit der isopeptidausbildenden mTGase ist es in der Lage
sich vollstdndig reversibel zurlick zu falten. Dies bestatigt die Arbeit von mehreren
Arbeitsgruppen (Li et al., 1976; Refaee et al., 2003; Smeller et al., 2006). Das Enzym mTGase
verliert im Gegensatz dazu bei 600 MPa Uber 30 min und 40°C etwa 50% seiner Aktivitat
gegenliber dem unbehandelten Ausgangsprodukt (Menéndez, 2006).

Die Auswirkungen von HD und enzymatischer Vernetzung konnten bereits in den beiden
vorangegangenen Kapiteln (4.4.1 und 4.4.2) im Hinblick auf funktionelle Charakteristiken der
HEWL-Proben bestatigt werden.

4.4.4 Fibrillbildung und -eigenschaften von HEWL

Mithilfe der Fibrillierungsuntersuchungen sollten weiter Erkenntnisse zum strukturellen Aufbau
der enzymatisch vernetzten Lysozymoligomere gewonnen werden. Dabei soll der Vergleich des
Assoziations- und  Aggregationsverhaltens unter ausgewdahlten Bedingungen mit
unbehandeltem HEWL weitere Ruckschlisse auf die Sekundarstruktur, den Aufbau der
Oligomere und deren Funktionalitdt ermdglichen.

Fir Lysozym existierten bereits Methoden zur in-vitro-Erzeugung fibrilldrer Strukturen. Die

gebrauchlichste Vorgehensweise zur Bildung von Fibrillen aus HEWL ist die Inkubation bei
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niedrigen pH-Werten und erhéhten Temperaturen Uber einen langeren Zeitraum (Arnaudov und
de Vries, 2005 bei pH 2.0, 57 - 80°C Uber 48 h oder Frare et al., 2004 mit pH 2,0 und 65°C bis
10 Tage). Alle Analysenparameter der vorliegenden Arbeit sind von Wang et al. (2009a) und
Wang et al. (2009b) Gbernommen worden (Kapitel 3.3). Teile der Daten wurden in der
wissenschaftlichen Abschlussarbeit von KieBling (2011) erarbeitet.

Als schwierig erwies sich zu Beginn vor allem die Suche nach einem geeigneten
InkubationsgefaB. Als ideal zeigten sich Kryoréhrchen mit einem Fassungsvolumen von 5 ml,
die zur Halfte beflllt (2,5 ml), fest verschlossen und horizontal eingespannt im Wasserbad
geschiittelt wurden. Der pH-Wert der Lésung betrug 2,2 und die Inkubationstemperatur 55°C.
Konzentrationen von 2 mg HEWL/m| und 0,5 mg HEWL/mI der unbehandelten als auch leicht
vernetzten HEWL-Proben (LMW - 2% HEWL, 40 mTGase U/g Protein Gber 30 min bei 40°C
und 600 MPa, Vernetzungsgrad: 8,5 + 1,5%) wurden getestet. Bei einer Konzentration von
2mg/ml (Wang et al, 2009a) entstand bereits nach 2h ein intensiver, volumindser
Niederschlag in den unvernetzten Proben. Geringer konzentriertes HEWL (0,5 mg/ml nach
Wang et al., 2009b) aggregierte nach 6 h sichtbar, weshalb im Folgenden mit einer
Konzentration von 0,5 mg HEWL/mI gearbeitet wurde. Die Aggregate dieser Lésungen waren
feiner verteilt, so dass stabilere Messwerte resultierten.

4.4.4.1 Etablierung der Charakterisierungsmethoden fiir HEWL-Fibrillen

Die stark strukturierten Bereiche der generierten Fibrillen eines Proteins oder Proteinverbandes
sind in vitro sehr gut optisch charakterisierbar. Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurden
diese mithilfe dreier Testsysteme, dem 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsaure-Assay (ANS-Assay),
dem Kongorot- und dem Thioflavin-T-Assay dargestellt. Dabei lag in diesem Abschnitt das
Hauptaugenmerk vor allem auf den nicht oligomerisierten Ausgangsproben des HEWL
(Vergleich mit Abbildung 4-1), welche zum einem unbehandelt, nur dem Enzym mTGase oder
hydrostatischem Hochdruck ausgesetzt als auch aufeinander folgend mit Druck und dann
enzymatisch inkubiert wurden.

ANS-Assay

Bei ANS handelt es sich um ein bereits zur Bestimmung der Oberflachenhydrophobitat
eingesetztes Agens (Kapitel 4.5.3). Die aromatische und ionische Reagenz besitzt eine geringe
Eigenfluoreszenz in wassriger Lésung und es ist anzunehmen, dass nach saurer und
thermischer Fibrillinduzierung hydrophobe Bereiche aus dem Molekilinneren fir ANS
zuganglich werden. Auch wenn dieser Test nicht spezifisch fir amyloide Fibrillen ist, da sich
ANS aufgrund hydrophober und ionischer Wechselwirkungen (Matulis und Lovrien, 1998) an
alle zuganglichen hydrophoben Proteinstrukturen anlagert, handelt es sich doch um eine gute
erste Abschatzung des Fibrillbildungspotentials. Er wird folglich in der Literatur eingesetzt
(Booth et al., 1997; Morshedi et al., 2007 und Wang et al., 2009a/2009b). Fir einige Peptide
erwies sich ANS zudem empfindlicher als beispielsweise Thioflavin T (Scheuermann, 2003).

Die Auswirkungen der Fibrillierungsdauer auf die Fluoreszenzintensitdt sind fir das
unbehandelte HEWL in Abbildung 4-26 abgebildet. Bei Zugabe von HEWL zu einer 250 pM
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ANS-Lésung tritt praktisch keine Anderung der Fluoreszenz im Vergleich zum Blindwert (BW)
auf, welcher nur Puffer enthalt. Auf der Oberflache des Proteins befinden sich, wie unter
Abschnitt 4.5.3 dargelegt, kaum hydrophobe Aminosauren. Bei Inkubation des HEWL (pH 2,2
und 55°C) ist hingegen nach 6 Stunden bereits eine deutliche Zunahme des Signals und eine
Verschiebung des Maximums von 520 nm auf 495 nm zu erkennen. Allerdings wird die
Fluoreszenzintensitat auch nach langerer Inkubation (48 h) nicht weiter erh6ht, so dass bei
HEWL bereits nach 6 Stunden von einer abgeschlossenen Denaturierung und Umfaltung in
fibrillare Strukturen ausgegangen werden kann (Abbildung 4-26). Zumindest jedoch werden mit
zunehmender Inkubationsdauer keine weiteren hydrophoben Bindungsstellen freigelegt.
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Abbildung 4-26: ANS-Fluoreszenzintensitdt von HEWL, unbehandelt (0,5 mg/ml), tGber verschiedene
Zeitraume inkubiert bei pH 2,2 und 55°C unter Zusatz der ANS-L&sung bei A¢x = 370 nm

In Abbildung 4-27 ist der zeitliche Verlauf der zur Fibrillierung angeregten Ausgangsproben
(unbehandeltes HEWL, nur mTGase oder HD inkubiert und aufeinander folgend mit Druck und
dann enzymatisch inkubiert) nach ANS-Zugabe abgebildet. Zu sehen ist, dass die anfénglich
relativ kleinen Werte mit einer Fluoreszenzintensitat (FI) von etwa 10 (vergleichbar mit den
Ergebnissen aus Kapitel 4.4.1) bei allen Proben bis zum Ende der Inkubation (96 h) auf etwa
100 FI ansteigen. Weiterhin scheint bei der zweiten Probenahme nach 6 h, mit Ausnahme der
mTGasehaltigen Proben, die Fibrillierung bereits vollstandig abgeschlossen zu sein, da die
Messwerte der folgenden Analysen keinen weiteren Anstieg des Signals mehr aufwiesen. Der
Gleichgewichtszustand des Proteins war zu dieser Zeit schon auf Seite der Fibrillen verschoben
und blieb Uber den gesamten gemessenen Zeitraum konstant. Lediglich die Proben, welche
mTGase beinhalteten (nur mTGase und Enzym nach HD) wiesen zunachst nach 6 h einen
etwas flacheren Kurvenverlauf auf. Optisch konnte bei allen unvernetzten Proben, vor allem an
den Grenzflachen, bereits nach 2 h die Bildung erster, weiBer Aggregate beobachtet werden.
Insbesondere bei unbehandeltem HEWL und druckinkubiertem HEWL war dies sehr
ausgepragt. Offenbar setzt gerade bei diesen Proben das Wachstum der Fibrillen sehr frih
(22 h) ein. Interessanterweise zeigten die zwei Proben, die mTGase enthalten einen leicht
verzdgerten Fluoreszenzanstieg, in beiden Proben lag das Enzym mit 40 U mTGase/g Protein
zirka im Verhaltnis 1:200 (mTGase : HEWL) vor. Der minimale Enzymzusatz scheint die
Keimbildung der Fibrillogenese dennoch zu verzdgern. Da bis dato keine Literatur zu diesem
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Thema publiziert wurde, kann auf Fakten Uber die fibrilloildenden Eigenschaften der mTGase
bei Anfertigung der Arbeit nicht zurlickgegriffen werden.
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Abbildung 4-27: Ergebnisse des ANS-Assays mit nicht vernetztem HEWL nach Inkubation bei pH 2,2,
55°C Uber 96 h, + Standardabweichung, gemittelter Blindwert (ANS in Puffer) von 36,4 Fl subtrahiert

Diese ersten Ergebnisse lieBen noch keine eindeutige Aussage Uber die Fibrillierung zu und
sollten im Anschluss mit dem Kongorot- und Thioflavin-T-Assay verifiziert werden.

Kongorot

Die 1927 von Divry und Florkin beobachtete charakteristische grine Doppelbrechung des
Farbstoffes im polarisierten Licht wird bis heute als Standard zur Diagnose einer Amyloidose in
Gewebeschnitten eingesetzt. Zum Nachweis amyloider Fibrillen in vitro wird die Erhéhung der
Absorption bei 540 nm (Wang et al., 2009a) oder eine Verschiebung des Absorptionsmaximums
von 495 auf 503 nm genutzt (Klunk et al., 1989a/1989b sowie Krebs et al., 2000). Falsch
positive Nachweise durch Bindung von Kongorot an native und teilweise gefaltete Proteine, wie
beispielsweise fur Elastin oder die RNA-Polymerase bekannt, kénnen allerdings mitunter
Probleme verursachen (Khurana et al., 2001).

In Abbildung 4-28 sind die Absorptionsverlaufe tber den gesamten Bereich des gemessenen
Spektrums von 200 bis 700 nm dargestellt. Die proteinfreie Kongorotlésung dient als Blindwert
und zeigt zwei Absorptionsmaxima bei 340 und 495 nm. Die Grafik 4-28 weist zudem das
Spektrum der farbstofffreien HEWL-L6sung in PBS-Puffer auf (BW). Wie bereits im Kapitel 4.3.2
in Tris-HCI-Puffer beobachtet, zeigt sich das flr Proteine charakteristische Absorptionsspektrum
zum einen mit der Absorption der Peptidbindung bei etwa 220 nm und zum anderen durch die
-1*-Absorption aromatischer Aminosaurereste bei 280 nm. Weitere Absorptionen tber 300 nm
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treten nicht auf. In zur Fibrillogenese angesetzten Proteinproben detektierbare Maxima bei 340
und etwa 500 nm sind daher vollstandig auf Kongorot bzw. auf dessen Anlagerung an fibrillare
Strukturen zurlckzufiihren. Die Aufnahme der Signale im kurzwelligen UV-Bereich (200 -
300 nm) diente der Kontrolle des Lysozymgehaltes. Da sich eine homogene Probenahme
aufgrund der erwdhnten Aggregation mitunter schwierig gestaltete, wurden Proteingehalte
anhand der charakteristischen Absorption von Peptidbindungen und aromatischen
Aminosauren abgeschatzt. Der Zusatz des nichtfibrillierten HEWL zur Kongorotlésung ging mit
einer marginalen Verschiebung der Absorptionsmaxima zu héheren Wellenlangen einher (0 h).
Sind hingegen nach 6- oder 48-stindiger Inkubation fibrillare Strukturen vorhanden, ist
einerseits eine Zunahme der Absorption beider Maxima und andererseits eine deutliche,
bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums von 495 auf etwa 510 nm in guter
Ubereinstimmung mit den Literaturangaben zu detektieren (Klunk et al., 1989; Krebs et al.,
2000).
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Abbildung 4-28: Absorptionsspekiren von 200 bis 700 nm des HEWL (c = 0,5 mg/ml) inkubiert mit

Kongorot bei pH 2,2 und 55°C (ber verschiedene Inkubationszeiten, sowie unbehandeltes HEWL (BW)
und Kongorot (18 uM) in PBS geldst

Die von Khurana et al. (2001) berichtete Bildung roter Prazipitate bei héheren Konzentrationen
an Fibrillen konnte im Rahmen dieser Versuche insbesondere bei langer inkubierten HEWL-
Proben bestatigt werden. Dabei wird Kongorot in solchem MaB an fibrillare Strukturen
gebunden, dass es nicht mehr gel6st vorliegt. Aufgrund der daraus resultierenden geringeren
Kongorotkonzentration in Lésung wird dann im Uberstand vermutlich eine niedrigere Absorption
gemessen. Um die Abhé&ngigkeit der Proteinkonzentration von den zum Teil bereits optisch
unterscheidbaren Prazipitaten zu untersuchen, wurde eine HEWL-LOsung mit 2 mg/ml Uber
96 h inkubiert. Aus der Lésung (maximaler Gehalt an Fibrillen unter gegebenen Bedingungen)
wurden bei pH 2,2 verschiedene Verdinnungen hergestellt. Trotz der visuell
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wahrgenommenen, variierenden Absorption an den Aggregaten korreliert das MeBsignal bei
540 nm wie in Abbildung 4-29 dargestellt, sehr gut mit der Proteinkonzentration.

Somit kann im Folgenden aus den fibrillierten Proben mit 0,5 mg/ml eine zeitabhangige
Messung erfolgen. Dass das Protein vollstdndig zu Fibrillen aggregierte, wurde dabei nicht
eindeutig nachgewiesen. Die Bestimmung der absoluten Menge an fibrilliertem Protein kénnte
indirekt durch Zentrifugation und Ermittlung der Konzentration unfibrillierten Proteins im
Uberstand durch UV geschehen (Humblet-Hua et al., 2008). Es ist jedoch nicht bewiesen, dass
sich auch kleine Fibrillen oder Keimzellen mittels Zentrifugation abtrennen lassen. Eine einfache
Proteinrestbestimmung in Ldésung nach Lowry ist aufgrund des Restfarbstoffgehaltes von
Kongorot nicht méglich.
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Abbildung 4-29: Kalibrierung des Kongorot-Assays, UV-VIS-Messung bei A = 540 nm, Probe: 2 mg/ml
HEWL nach Fibrillierung Uber 96 h (nach Wang et al, 2009b) verdinnt zu verschiedenen
Proteinkonzentrationen an HEWL

Die Werte der unvernetzten HEWL-Proben des in Abbildung 4-30 wiedergegebenen Kongorot-
Assays unterscheiden sich nur geringfligig voneinander. Der Absorptionsverlauf dhnelt zudem
den Ergebnissen des ANS-Assays (Abbildung 4-27). Nach 6-stiindiger Inkubation wurde ein
sprunghafter Anstieg dokumentiert, welcher sich in den nachfolgenden Untersuchungen bei
einem Absorptionswert von zirka 0,35 einpendelte. Der fir mTGase-haltige Proben zuvor im
ANS-Assay bei 6 Stunden beobachtete, flachere Kurvenverlauf ist hier jedoch nicht in gleicher
Weise ausgepragt. Eine Ubersattigung des Azofarbstoffes ausgehend von der HEWL-
Fibrillmenge kann aufgrund der vorangegangenen Kalibrierung (Abbildung 4-29)
ausgeschlossen werden. Mdglicherweise ist der Kongorot-Assay jedoch etwas sensitiver,
detektiert damit etwas empfindlicher und resultiert in héheren Werten als der ANS-Assay. Die
Proben zeigen im Allgemeinen eine gute Ubereinstimmung untereinander. Lediglich die mit
mTGase bei Atmospharendruck inkubierte, unvernetzte Messreihe weicht bei 24 und 72 h ab.
Ursachen hierfiir lagen vermutlich im Versuchsaufbau und der Fibrillinduktion, welche je nach
Oberflachenbeschaffenheit der Innenseite des Kryordhrchens einen groBen Einfluss auf die
Bildung der Fibrillen und deren Wachstum besaB3. Der hdchste Anstieg im Messverlauf ist
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erneut flr unbehandeltes und druckinkubiertes HEWL nach 6 h detektierbar. Zusammen mit
einem &uBerst groben Niederschlag, welcher die Probenahme erschwerte, war der Unterschied
bereits visuell nachweisbar.
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Abbildung 4-30: Ergebnisse des Kongorot-Assays mit nicht vernetztem HEWL nach Inkubation bei pH
2,2, 55°C Uber 96 h, + Standardabweichung, Messwellenlange bei A = 540 nm

In guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des ANS-Tests ist festzuhalten, dass die
Behandlung mit HD, mTGase oder beiden Parametern nacheinander ohne Vernetzung, keinen
signifikanten Einfluss auf die fibrilloildenden Eigenschaften des HEWL hat.

ThioflavinT-Assay

Vassar und Culling haben 1959 die Verwendung den kationischen, benzothiazol-haltigen
Fluoreszenzfarbstoff ThioflavinT (ThT) erstmals publiziert. Der Assay gleicht dem Nachweis mit
ANS, da auch hier die Anlagerung des Farbstoffes an hydrophobe Bereiche des Proteins zu
einer Fluoreszenzintensivierung bei Ag= 440 nm/Aon= 485 nm fihrt (Wang et al., 2009a).
Aufgrund der geringen GréBe des ThT mit einem Durchmesser von 4,1 A ist es vorstellbar,
dass sich das Molekul zwischen die amyloiden B-Faltblatter einlagert, von den Seitenketten der
Aminosauren umschlossen wird und mit diesen in Wechselwirkung tritt. Der Farbstoff gilt als
spezifisch fur die Anwesenheit amyloider Fibrillen (Krebs et al., 2005). ThT bindet zudem
geringfigig an B-Faltblattstrukturen nativer Proteine, welche ungeordneter sind und wenige
Einzelstrange aufweisen. Eine weitere Theorie besagt, dass sich keine einzelnen Moleklle,
sondern ThT-Mizellen an die Fibrillen anlagern (Khurana et al., 2005). Mit der Dimethylamino-
und der Benzothiazolgruppe besitzt der Farbstoff ein hydrophobes und ein hydrophiles Ende.
Erst oberhalb der kritischen Mizellbildungs-Konzentration von 4 uM ThT wird eine signifikante
Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei Zugabe von Fibrillen messbar. Die Anlagerung vom
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ThioflavinT/-mizellen an das Protein erfolgt mutmaBlich Uber ionische und hydrophobe
Wechselwirkungen (Khurana et al., 2005).

Im Gegensatz zu Kongorot ist ThioflavinT ungiftig und es wurden zum Nachweis der
Fibrillboildung geringere Mengen Protein bendtigt, was eine gute Probenhomogenitat
voraussetzte und bei den hier stark aggregierten Proben in héheren Standardabweichungen
resultierte.

Der ThT-Assay von Wang et al. (2009a) konnte auf die zu untersuchenden Proben Ubertragen
werden. Im Kapitel 3.7.9.3 wurde die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der fibrillierten
HEWL-Proteinmenge mit guter linearer Korrelation dargestellt. Erste Ergebnisse sind in
Abbildung 4-31 zu sehen. Das Absorptionsmaximum liegt bei zirka 485 nm und die Intensitat
bei dieser Wellenlange wird zum semiquantitativen Vergleich verschiedener Proben
herangezogen. Dabei sind die Fluoreszenzintensitdten ohne Inkubation (0 h) bei den
proteinhaltigen Proben (HEWL, unfibrilliert) drei- bis viermal héher als die reine Thioflavin-
Pufferlésung (BW). Fluoreszenzierende Aminoséuren (Trp, Tyr, Phe) des HEWL tragen zur
Intensitédtserhéhung des Signals bei. Beide Werte sind jedoch vernachlassigbar gegenlber der
Intensitat, die bei Anwesenheit von Fibrillen in der ThT-Lésung zu messen ist. Eine signifikante
Zunahme um das Vielfache (FI >100) ist bereits nach zweistindiger Inkubation (2 h) zu
erkennen und korreliert optisch mit der zu beobachtenden Aggregatbildung. Nach 48 h hat sich
die Fluoreszenz nahezu versechsfacht.
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Abbildung 4-31: ThT-Fluoreszenzintensitaten bei Ao = 440 nm von HEWL (0,5 mg/ml) inkubiert Gber
variierende Zeitrdume bei pH 2,2 und 55°C, sowie der proteinfreie Blindwert (BW)

Die in Abbildung 4-31 beobachtete Zunahme des Signals mit fortschreitender
Fibrillierungsdauer lasst auf eine direkte Korrelation zwischen Fluoreszenzintensitat und
Konzentration der Fibrillen schlieBen. Dagegen ist diese Tendenz in Abbildung 4-32 nur
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innerhalb der ersten 24 h zu erkennen. Nach 24 h hat sich die Fluoreszenz auf etwa das 30 bis
40fache erhéht und erreicht ein Plateau vergleichbar mit den beiden vorangegangen
Testsystemen. Lediglich der letzte Messwert bei 96 h weicht von den bisherigen Ergebnissen
ab, da er nochmals einen geringen Anstieg aufweist (Abbildung 4-32). Begriindet liegt dies in
der schon erwahnten Inhomogenitat der Proben und der geringen Probenmenge, so dass die
hier maximal fibrillierten Lysozym-Proben als Suspensionen mit grobem Niederschlag
vermessen wurden, welche mitunter zu Spekiren mit starken Schwankungen flhren. Ein
Messwert um £3 nm vor oder nach der gewahlten Wellenlange (485 nm) resultiert dabei bereits
in einer Anderung der Fluoreszenzintensitit von +100 FI. Der geringe Anstieg am Ende der
Inkubationszeit (96 h) ist daher als Artefakt zu interpretieren.
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Abbildung 4-32: Ergebnisse des ThT-Assays mit nicht vernetztem HEWL nach Inkubation bei pH 2,2,
55°C liber 96 h, + Standardabweichung, A¢x = 440 nm und Agy= 485 nm

Die Anwesenheit von Fibrillen wurde durch alle drei ausgewahlten Assays bestatigt. Damit ist
ThioflavinT, wie auch Kongorot und ANS, zur vergleichenden Abschatzung des Gehaltes
amyloider Fibrillen geeignet. Der Nachweis am Fluoreszenzfarbstoff ThT ist fur HEWL-haltige
Proben am empfindlichsten, da hier die Steigung der Kalibriergeraden um ein Vielfaches héher
ist (Abschnitt 3.7.9.3). Der Einfluss verschiedener untersuchter Parameter (Hochdruck-
behandlung und Enzymzugabe) auf den Fibrillierungsprozess nicht oligomerisierter Proben ist
als gering einzuschatzen und auch nach langerer Inkubation ergeben sich keine signifikanten
Unterschiede zum unbehandelten HEWL.
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4.4.4.2 Fibrillinduktion an HEWL-Praparaten ausgewahlter Vernetzungsgrade

Eine kritische Menge von zumindest teilweise aufgefalteten Molekilen ist eine Voraussetzung
sowohl fur den initialen Keimbildungsschritt als auch das Wachstum und die Verlangerung von
Lysozymfibrillen (Johnson et al., 2005). Nach Niraula et al. (2004), welche Untersuchungen an
Disulfid-freien Variationen des Lysozyms unter HD angefertigt haben, bilden sich reversible
Ubergangsformationen (U) aus nativem Protein aus. Diese kdénnen dann mit anderen
aufgefalteten Proteinen einen weiteren Ubergangszustand (U*) einnehmen, der immer noch zur
Ruckfaltung in der Lage ist, sich aber irreversibel zu Fibrillen umsetzen kann und damit das
Gleichgewicht Richtung Fibrillierung verschiebt. Auf Basis dieser beiden Beobachtungen gibt es
zwei gegensaétzliche Theorien bezuglich der Fibrillierung oligomerisierter HEWL-Proben. Zum
einen ware es mdoglich, dass die unter HD aufgefalteten Proteine bereits eine Art Protofibrillen
bilden, welche mithilfe des Enzyms mTGase fixiert werden. Bei einer Inkubation im sauren
Milieu (pH 2,2 bei 55°C) kdnnte die Fibrillbildung nunmehr deutlich katalysiert ablaufen. Daflr
spricht der in Kapitel 4.5.2 diskutierte Anstieg der Oberflachenhydrophobitat als Hinweis auf die
Auffaltung des Proteins. Der Fakt, dass von sehr voluminésen und komprimierbaren
Protofibrillen (Akasaka et al., 2007) berichtet wird, welche bei Bedingungen von 600 MPa nicht
zu erwarten sind, fihrt jedoch zu einer zweiten Theorie. Hierbei resultiert die enzymatische
Vernetzung unter hohem hydrostatischem Druck, trotz der nachgewiesenen Freilegung innerer
hydrophober Bereiche, in einer Stabilisierung der Molekile. Die gebildeten Oligomere werden
bei Inkubation unter Fibrillierungskonditionen (pH 2,2 bei 55°C) an ihrer Denaturierung,
Auffaltung und Hydrolyse gehindert, bzw. findet diese stark verzdgert statt. Die fir Keimbildung
und Fibrillbildung essentiell kritische Menge an entfaltetem Protein (Johnson et al., 2005 und
Booth et al., 1997) wird so abhangig vom Vernetzungsgrad hdchstwahrscheinlich zeitlich
verzdgert erreicht.

Im Vergleich zum unbehandelten HEWL sind hier am Beispiel einer LMW- (2% HEWL,
40 U mTGase/g Protein bei 40°C, Vernetzungsgrad: 8,5%) und einer HMW-Probe (3% HEWL,
160 U mTGase/g Protein bei 60°C, Vernetzungsgrad: 65%) die drei Fibrillierungstests mit ANS,
Kongorot und ThT einander gegenlbergestellt (Abbildung 4-33). Generell ist festzustellen, dass
sich die Kurvenverlaufe der jeweiligen Probe unabhéngig vom Testsystem &hneln. Wie zuvor
diskutiert weist unbehandeltes HEWL bereits nach 6 h einen maximalen Gehalt an Fibrillen auf.
Die Signale der leicht vernetzten Probe (LMW) steigen zu diesem Zeitpunkt noch schwach und
erreichen ihr Maximum erst nach 24 h, wobei diese sich dann den unbehandelten
Probenwerten des HEWL angleichen oder diese leicht Gbersteigen. Fur die HMW-Probe kann
nach 6 Stunden noch keine Fibrillierung beobachtet werden, erst nach 24 h erhéhen sich die
Werte leicht und stagnieren nach 48 h auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau. Flr den auf
ANS basierenden Assay wird dieser Unterschied nicht so deutlich (Abbildung 4-33 A), wie fir
die beiden anderen Testsysteme. Grund hierflr ist die bereits zur Bestimmung der
Oberflachenhydrophobitat (Abschnitt 3.7.7) ausgenutzte Fahigkeit des ANS auch an
hydrophobe Aminoséduren zu binden. Somit befinden sich die Werte der stark und leicht
vernetzten Proben (HMW und LMW) zu Beginn der Fibrillierung (0 h) bereits deutlich Gber
denen des nativen HEWL. Der Anstieg wird daher zur Einschatzung der drei Proben dem
Absolutwert vorgezogen. Innerhalb der HMW-Probe wurden geringe Gehalte von fibrilliertem
Protein detektiert. Die Differenz zwischen Anfangs- und Maximalwert entspricht dabei jeweils
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etwa der Hélfte des unbehandelten HEWL. Der zunehmende Vernetzungsgrad verzdgert somit
einerseits die Keimbildung (flacher Anstieg) und andererseits das Fibrillenwachstum (niedriger
Maximalwert). Die Untersuchungen zum Fibrillierungspotential bestatigen die zuvor geauBerten
Erwartungen der zweiten Theorie (Johnson et al., 2005 und Booth et al., 1997) einer
gehemmten Fibrillierungsneigung.

—a— HEWL, unbehandelt

N

o

o
]

Fluoreszenzintensitat [FI]

Absorption [AU]

t [FI]

5

Fluoreszenzintensit

Inkubationszeit [h]

Abbildung 4-33: Ergebnisse des ANS-, Kongorot und ThT-Assays (A-C) mit unbehandeltem und
vernetztem HEWL (LMW - 2% HEWL, 40 U mTGase/g Protein bei 40°C, Vernetzungsgrad: 8,5% und
HMW - 3% HEWL, 160 U mTGase/g Protein bei 60°C, Vernetzungsgrad: 65%) nach Inkubation bei pH
2,2, 55°C Uber 96 h

Neben der dargestellten Messung mit verschiedenen Farbstoffsystemen konnte auch visuell
festgestellt werden, dass HEWL im leicht vernetzten Zustand (LMW) zu einem feinen, triiben
Niederschlag ausféllt, wahrend unbehandeltes HEWL grobe Aggregate bildet (Abbildung 4-34).
In der Lésung des hoch vernetzten HEWL (HMW) war trotz leicht ansteigender Signale zu
keinem Zeitpunkt eine Prazipitation sichtbar, vermutlich wurde die zur Ausféllung ndtige
Fibrillkonzentration nicht erreicht.
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Abbildung 4-34: Lésungen der unbehandelten HEWL-Probe und die nach 96 h bei pH 2,2 und 55°C
inkubierten HEWL-, LMW- und HMW-Fibrillierungen (v.l.n.r.)

Aufgrund dessen, das sich die Fibrillen in Erscheinungsform und Wechselwirkungen sowohl mit
den angewendeten Agenzien als auch optisch mit bloBem Auge unterschieden, wurden die
Proben mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) mit héherer Auflésung optisch
untersucht.

Die TEM-Aufnahme der unbehandelten HEWL-Probe in saurer Ldsung (pH 2,2) ohne
Inkubation (0 h) zeigt eine amorphe Struktur (Abbildung 4-35 A). Nach 96stindiger Lagerung im
Schittelwasserbad bei 55°C bilden sich hingegen lange, geordnete, unverzweigte Faden, die
Fibrillen (Abbildung 4-35 B), welche sich zum Teil Uberlagern. Einzelne besitzen einen
Durchmesser von 15 bis 20 nm und eine Léange von 100 nm bis zu mehreren Mikrometern, was
mit publizierten Abmessungen (Wang et al., 2009a; Arnaudov und de Vries, 2005 sowie Frare
et al., 2004) sehr gut tbereinstimmt. Weiterhin ist zu erkennen, dass sich die einzelnen Fibrillen
umeinander winden und zu Anhaufungen zusammenlagern. Diese sind ab einer gewissen
GréBe mit dem bloBen Auge als Niederschlag zu erkennen. Diskrete Fibrillstrdnge lagen in
Minderheit vor, was auf die starke Neigung des fibrillierten Lysozyms zur Aggregation
zurlckzufihren ist.

Die in der LMW-Probe mit bloBem Auge sichtbare, feinverteilte Trubung I&sst sich durch die in
Abbildung 4-35 C abgebildeten klrzeren und weniger aggregierten Fibrillstrukturen belegen. Ihr
Durchmesser ist mit dem des fibrillierten HEWL vergleichbar (20 nm). Ihre Lange ist dagegen
mit zwei- bis dreihundert Nanometer begrenzt. Die Ausbildung gréBerer Komplexe ist verringert,
oftmals liegen viele einzelne Fibrillen vor, die daher mit dem bloBen Auge schlechter erkennbar
sind. Fir die in Abbildung 4-35 D abgebildete HMW-Probe sind sehr kleine Aggregate und fast
keine fibrillaren Strukturen mehr zu detektieren. Die Ablagerungen mit einer Lange von 40 bis
200 nm und einem Durchmesser von etwa 20 nm liegen feinverteilt vor. Diese Mikrofibrillen
kénnen scheinbar noch gut hydratisiert werden, da optisch keine Tribung festgestellt wurde.
Dies ist insofern unerwartet, als das lyophilisierte Ausgangsprodukt sehr hydrophob und
schlecht wasserldslich war.
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Abbildung 4-35: Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen (TEM) von unbehandeltem HEWL
und Proben nach Fibrillierung bei pH 2,2, 55°C Uber 96 h, Probenkonzentration: 2,5 ug/ml

A - unbehandeltes HEWL; B - fibrilliertes HEWL,;
C - fibrilliertes LMW (2% HEWL, 40 U mTGase/g Protein bei 40°C, Vernetzungsgrad: 8,5%);
D - fibrilliertes HMW (3% HEWL, 160 U mTGase/g Protein bei 60°C, Vernetzungsgrad: 65%)

Demnach fahrt eine steigende Vernetzung zu einer geringeren Fibrillierung und die anfangs
formulierte These der schlechteren Fibrillierung kann abermals belegt werden. Vermutlich
werden potentiell amyloidogene Regionen durch Ausbildung der Isopeptide wahrend der
Oligomerisierung stabilisiert und abgeschirmt, so dass die Auffaltung zur Protofibrille
beeintréchtigt wird (Akasaka et al., 2007). Vergleichbar mit der far Insulin postulierten Bildung
von Intermediaten, Nucleus und Fibrillen ausschlieBlich aus dem Monomer (Nielsen et al.,
2001). Damit steht in hdher vernetztem HEWL (HMW) weniger potentiell amyloidogenes Protein
zur Verfligung, so dass aus dem verbleibenden Monomeranteil kirzere Fibrillen entstehen.
Oder aber es kdnnen bei geringerem Vernetzungsanteil (LMW) die niederen Oligomere mit
ihren Isopeptidbindungen umgesetzt aber nicht Saure-katalytisch gespalten werden, wodurch
sich die Reaktionsgeschwindigkeit herabsetzt.
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Abbildung 4-36: SDS-PAGE von unbehandeltem HEWL sowie LMW- und HMW-Proben vor (0 h) und
nach (96 h) Inkubation im sauren Milieu pH 2,2 bei 55°C, Probe reduziert und nicht reduziert aufgetragen,
Bruchstiicke sind mit a bis e markiert (siehe Text)

Wie im Theorieteil angesprochen stellt die partielle Saurehydrolyse und die damit
einhergehende Bildung charakteristischer Bruchstlicke wahrend des Fibrillierungsprozesses
eine Vorrausetzung fur den Ablauf der Fibrillierung dar (Abschnitt 2.1.3.1). Zu diesem Zweck
wurden Vernetzungsprodukte und Fragmente der vorliegenden Proben vor (0 h) und nach
96-stundiger Fibrillierung mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 4-36). Die intensive Bande
mit einer molekularen Masse bei zirka 12,5 kDa entspricht jeweils dem monomeren Lysozym.
Nicht inkubiertes HEWL (0 h, Bahn 1 und 8) zeigt erwartungsgeman als reduzierte und nicht
reduzierte Probe keine weiteren Banden. Alle reduziert aufgetragenen Proben weisen vor der
Fibrillierung ebenfalls keine Fragmentierung des HEWL-Monomers auf. Nur das stark vernetzte
HEWL (HMW) enthélt eine einzelne Bande (b) bei etwa 8 kDa. Mishra et al. (2007) berichten
hingegen bei fibrillietem nativen HEWL von einer zeitlich abhangigen Zunahme der
Bruchstlicke, verwendeten jedoch extremere Fibrillierungsbedingungen (0,715 mg Protein/ml,
pH 1,6 bei 65°C Uber 0 bis 140 h). Mdglicherweise wirde bei langerer Inkubation oder
Erhéhung der Temperatur auch bei den hier durchgefihrten Experimenten eine Hydrolyse des
nativen und schwach vernetzten HEWL (LMW) sichtbar werden. Nach Reduktion mit DTT und
Jodacetamid sind bei der unbehandelten HEWL-Probe (Bahn 8) und der LMW-Probe ohne und
nach Inkubation (Bande 10 und 11) Schlieren bei der Monomerbande bis hin zu 21 kDa zu
beobachten. Zurlckzuflhren ist diese Tatsache sowohl auf die relativ hohen Gehalte an
Monomer, als auch auf die milden Reduktionsbedingungen (vgl. Partschefeld, 2011 mit
Abschnitt 3.7.3), welche die Proteinmonomere nicht vollstandig reduzieren und somit zu einer
Verschiebung einzelner Molekile im Gel flihren kann. Weiterhin féllt eine Abnahme der
Intensitat bis hin zum Verschwinden der Oligomerbanden fir die vernetzten, fibrillierten Proben
auf. Eindeutig zu sehen ist dies bei der HMW-Probe nach Fibrillierung auf der letzten Bahn des
Gels (Bahn 13), fir welche keine diskreten Banden oberhalb des Monomers mehr zu
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identifizieren sind. Demnach werden bei den vernetzten Proben vor allem die Oligomere bei
saurer Inkubation starker angegriffen.

Aufgrund der hochdruckinduzierten Auffaltung und anschlieBenden enzymatischen Fixierung
Uber die Isopeptide kommt es zur Freilegung anderer Spaltstellen und einer besseren
Zuganglichkeit. Die entstehenden Peptidbruchstiicke bleiben jedoch Uber die vier
Disulfidbriicken verbunden und werden dadurch als intakte Molekile in der SDS-PAGE ohne
Reduktion (Bahn 6) detektiert. Es zeigt sich, dass die Lysozymproben mit zunehmendem
Vernetzungsgrad offensichtlich sensitiver gegenliber Saurehydrolyse reagieren, da die Anzahl
kleinerer Fragmente hier nach Reduktion zunimmt (Bahn 11 und 13). Diese charakteristischen
Banden unterhalb der Molmasse des Monomers sind allen fibrillierten Proben gemein
(Abbildung 4-36). Eine Bande bei etwa 10 kDa (a) und eine weitere bei 6 kDa (c), welche beim
unbehandelten HEWL &auBerst schwach ausgepragt sind, werden sichtbar. Die schwach
oligomerisierte Probe und HMW zeigen dartber hinaus weitere Banden (b, d und e). Eine
exakte Zuordnung der molaren Massen im niedermolekularen Bereich des Elektropherogramms
ist schwierig, da der kleinste vergleichbare Molmassenmarker eine Masse von 6,5 kDa
aufweist. Aus diesem Grund ist die nachfolgende Zuordnung der Bruchstlicke als Abschatzung
zu verstehen. Zur genaueren Bestimmung der molaren Massen wéaren neben kleineren
Markerpeptiden und einem hoéheren Acrylamidanteil im Gel ebenso die Wahl einer
empfindlicheren Methode wie der MALDI-TOF (Mishra et al., 2007) oder ESI-MS (Frare et al.,
2004) mdglich.

So identifizierte die Arbeitsgruppe um Frare et al. (2004) im Aggregat des amyloiden HEWL
mittels ESI-MS Molmassen von 5207-5717 Da, welche sie den Peptidfragmenten 49-100,
49-101, 53-100 und 53-101 zuordneten. Entsprechende Spaltungen erfolgen an den
Peptidbindungen Aspas-Glyss, ASpsa-Tyrss, Serigo-Aspior sowie Aspioi-Glyiez (Abbildung 4-37).
Uber das Fragmentierungsmuster enzymatisch vernetzter HEWL-Molekdile ist nichts bekannt.
Daher wird die Fragmentierung des nativen HEWL unter Berlicksichtigung der enzymatisch
gebildeten Isopeptide (Kapitel 4.2.3) zugrunde gelegt. Das mittels HD und mTGase modifizierte
HEWL wird wie in Kapitel 4.2.3 gezeigt durch sechs mdégliche Isopeptidbindungen zwischen
Lyss, Lysss und Lysyie mit Glngy, Glns; sowie Glnqoy vernetzt (vgl. Tabelle 4-9 und Abbildung
4-13).

Die genannten Fragmente beinhalten einen Teil der B-Domaéane (S1 - S3, Abbildung 4-37) sowie
die Helix C und sind intramolekular durch zwei Disulfidbriicken verbunden. Innerhalb der Reste
kommt es zu einer weiteren Spaltung zwischen Aspsz-llegs, so dass die Bruchstliicke 49-87/88-
101, 49-87/88-101, 53-87/88-100 und 53-87/88-101 entstehen missten. Diese sind Uber die
Disulfidbriicken Cysgs/Cysgo und Cysz/Cysqs verkniipft, die unter reduzierenden Bedingungen
gespalten werden. Es entstehen mehrere kleine Bruchstlcke.

Der von Frare et al. (2004) abgetrennte, inkubierte Lésungsiberstand enthielt keine Fibrillen.
Die in Lésung detektierten Molmassen von 14400, etwa 8500 und 3000 Da wurden auf intaktes
HEWL sowie die Fragmente 1-17/120-129 und 1-18/19-47/120-129 mit Disulfidbricken
zwischen Cys¢/Cysio; und die Fragmente 1-47/102-129 und 1-18/19-47/102-129 mit
Disulfidbriicken zwischen Cysg/Cysiz; und Cysso/Cysiqs zuriickgefiihrt. Im Uberstand waren
damit die Sekundarstrukturen der Helices A, B und D und das ungespaltene HEWL enthalten,
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welche nicht zur Fibrillierung neigten (Abbildung 4-37 und Tabelle 4-14). Postuliert wurde
zudem die Spaltung der Peptidbindungen Leu;7-Aspis und Aspiig-Valizo.
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Abbildung 4-37: Oben - schematische Sekundérstruktur von HEWL und beispielhaft zwei der méglichen
Spaltpeptide, a-Helices A-D, B-Faltblatt S1-S3, vier Disulfidbriicken als durchgéngige Linie; Unten -
Aminosauresequenz von HEWL; die Wellenlinie stellt bevorzugte Hydrolysespaltstellen bei pH 2,0 und

65°C Uber 10 Tage dar, ¥ sind Verknipfungsstellen bei enzymatischer Oligomerisierung (nach Frare et
al., 2004)

Die Proben fir die SDS-PAGE (Abbildung 4-36) wurden direkt aus der aggregierten Ldsung
entnommen, es lag daher eine Mischung aller beschriebenen Fragmente und intaktes HEWL
vor. Tabelle 4-14 gibt die von Frare et al. (2004) identifizierten Fragmente, welche teilweise
Uber Disulfidbriicken verknipft sind, wieder. Indes konnten nur Bruchsticke mit Molmassen
Uber 6,5 kDa in der hier angewandten Gelelektrophorese detektiert werden.

Tabelle 4-14: Fragmente und zugehdrige theoretische molare Massen nach SH des monomeren HEWL
von Frare et al. (2004) identifiziert; ,, / “ Disulfidbricken

Monomeres HEWL (mit Disulfidbricken)

Fragment Molmasse [kDa] Fragment Molmasse [kDa]
(1-129) (14,3) 49-100 5,6
1-17/120-129 3,1 49-101, 49-87 / 88-101 57
1-18/120-129 3,2 53-100, 53-87 / 88-100 5,2
1-47 /102-129 8,5 53-101, 53-87 / 88-101 5,4
1-18/19-47 /102-129 8,5
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Diese bekannten Spaltstellen wurden im Folgenden auf vernetztes HEWL (bertragen. In der
Tabelle 4-15 sind mdgliche Isopeptide nach Reduktion aufgelistet. Zur Vereinfachung wurde
angenommen, dass nur je ein intermolekulares Isopeptid pro Peptidfragment gebildet wird.
Aufgrund der sechs méglichen Isopeptide ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl inter- als
auch intramolekular mehr als eine VerknlUpfungsstelle zugénglich ist (siehe 4.2.2). Nach
Reduktion ergibt sich somit eine Vielzahl kleiner und gréBerer Bruchsticke beginnend bei zirka
3 kDa. Diese theoretische Variabilitat der Molmassen konnte bislang nur mithilfe der SDS-
PAGE (Abbildung 4-36) belegt werden und ist dennoch ein sicheres Argument fir die in Bande
13 besonders auffalligen Schlieren oberhalb der Molmassenbande des HEWL.

Tabelle 4-15: Fragmente und zugehérige molare Massen des enzymatisch verkniipften HEWL nach
Saurehydrolyse und Reduktion, zur Vereinfachung unter der theoretischen Annahme das nur ein
intermolekulares Isopeptid gebildet wird; ,,  “ Isopeptidbindungen; angelehnt an Frare et al. (2004)

Enzymatisch vernetztes HEWL (reduziert)

Fragment [kDa] Fragment [kDa] Fragment [kDa]
1-17 + 120-129 3,2 102-129 + 102-129 6,4 1-18 + 49-100 7,7
1-18 + 120-129 3,3 102-129 + 120-129 4,4 1-18 + 49-101 7,8
1-17 + 102-129 5,2 1-17 + 49-87 5,7 1-18 + 53-100 7,3
1-18 + 102-129 5,3 1-17 + 53-87 5,3 1-18 + 53-101 7,5
1-47 + 120-129 3,9 1-17 +49-100 7,6 102-129 + 49-87 7,0
1-47 + 102-129 5,9 1-17 + 49-101 7,7 102-129 + 53-87 6,6
1-17 + 19-47 5,3 1-17 + 53-100 7,2 102-129 + 49-100 8,8
1-18 + 19-47 5,4 1-17 + 53-101 7.4 102-129 + 49-101 8,9
1-47 + 19-47 6,0 1-18 + 49-87 5,8 102-129 + 53-100 8,4
1-47 + 1-47 5,3 1-18 + 53-87 5,5 102-129 + 53-101 8,6

Auch ist interessant, dass die Uber Isopeptide vernetzten Fragmente Uberwiegend im nicht
amyloidogenen Teil des Proteins positioniert sind. Lediglich ein Glutaminrest (Glns;) liegt im
fibrillaren Bereich. Dieses Glutaminende kann jedoch mit Lyss; oder Lysiss vernetzt werden, so
dass die Aggregationsneigung unter Bildung dieser Isopeptide mit steigender Oligomerisierung
abnimmt. Diese Hypothese korreliert gut mit den Beobachtungen und den mittels TEM
verifizierten Messungen. AuBerdem zeigt das Elekiropherogramm, dass bestimmte kleinere
Peptide (<14,3 kDa) bevorzugt gebildet werden, da diskrete Banden detektiert werden konnten.
Eine exakte Zuordnung allein basierend auf der mittels SDS-PAGE ermittelten Molmasse, ist
aufgrund der Vielzahl der moglichen Kombinationen jedoch nicht mdglich.

Die erste Hypothese, dass die Vorbehandlung mit Hochdruck zur Ausbildung amyloider oder
praamyloider Strukturen flhrt, konnte aufgrund der dargestellten Ergebnisse nicht bestatigt
werden. Auch direkt nach Hochdruckbehandlung wurden keine Fibrillen identifiziert. Weiterhin
zeigten vernetzte Proben zum Zeitpunkt Null (0 h), vor saurer Inkubation keine amyloiden
Eigenschaften. Die angesprochene Auffaltung bei Hochdruckeinwirkung, welche enzymatisch
Uber kovalente Bindungen stabilisiert wird, beruht auf einem anderen Mechanismus als die
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partielle, saure Auffaltung, die der Fibrillierung vorausgeht. Durch Hemmung des partiell
aufgefalteten Intermediates oder sterischer Abdeckung amyloidogener Bereiche wurde die
Fibrillierung nachweislich verzdégert. Es konnte daher die zweite, gegensétzliche Theorie
experimentell bestatigt werden.

Fibrilen sind hoch geordnete Strukturen bestehend aus unverzweigten Strangen. Die
Beobachtung, dass HEWL-Oligomere nicht zu Protofibrillen oder fibrillaren Fragmenten
umgesetzt werden, bestatigt, dass die Tertiarstruktur der Vernetzungsprodukte keinen derart
organisierten Aufbau aufweist. Abhdngig vom Vernetzungsgrad ist eine Fibrillierung jedoch
nicht grundsatzlich auszuschlieBen. Mit ausreichendem Monomeranteil und nur geringflgig
oligomerisierten Proben (LMW) kann zum Beispiel das mittels saurer Hydrolyse freigesetzte
Peptidfragment (49-100 oder 53-101, siehe Tabelle 4-14a, Frare et al., 2004) fibrilliert werden.
Die Fibrillen von enzymatisch oligomerisiertem und nicht-vernetztem HEWL unterscheiden sich
aber in ihrer Form (TEM-Aufnahmen, Abbildung 4-35). Mit zunehmendem Vernetzungsgrad
werden die Fibrillen kirzer und interagieren weniger. Wechselwirkungen zwischen den kurzen
Fibrillen der hoch vernetzten Probe (HMW) scheinen nicht zu bestehen. Die aus
unbehandeltem Lysozym gebildeten Fibrillen hingegen assoziieren zu gr6Beren Aggregaten.
Die gréBere Oberflache der Fibrillen kénnte stérkere hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den einzelnen Strangen ermdglichen, vergleichbar mit den Eigenschaften der homologen Reihe
der Fettsauren.

AuBerdem scheint trotz zunehmender Hydrolyse-Empfindlichkeit der HMW-Proben die
Isopeptidbindung selbst von der sauren Inkubation nicht angegriffen zu werden. Die
Proteinschlieren auf dem Elektrophoresegel (vor allem auf Bahn 13, Abbildung 4-36) sind bis in
héher molekulare Regionen detektierbar. Dies ware nach umfassender Hydrolyse der
oligomeren Verknlpfungsstelle nicht mehr der Fall.

4.4.5 Antimikrobielle Wirksamkeit gegeniber grampositiven und gram-
negativen Mikroorganismen

Natives unbehandeltes Lysozym ist, wie im Kapitel 2.1.1 beschrieben, in der Lage die
Zellmembran grampositiver Mikroorganismen lytisch zu spalten. Verschiedene Literaturstellen
lassen jedoch auf eine verdnderte antimikrobielle Aktivitdt modifizierter Lysozymmolekile
schlieBen (Abschnitt 2.1.3, Tabelle 2-2). Zudem deuten die Ergebnisse des Aktivitatstests im
Kapitel 4.4.1 auf eine Veranderung der Lysewirkung der enzymatisch oligomerisierten Proben
hin. Ferner weisen die Arbeiten im Arbeitskreis von Lesnierowski erstmals eine antibakterielle
Aktivitat far Dimer-haltige Proben (max. 30% Anteil an der Gesamtprobe) aus thermisch
modifiziertem Lysozym gegen gramnegative Mikroorganismen nach (Lesnierowski et al., 2001
und Cegielska-Radziejewska et al., 2009). Die in der vorliegenden Arbeit mittels mTGase und
simultaner Hochdruckbehandlung vernetzten Lysozymproben (Tabelle 4-16) wurden unter
anderem im Rahmen der wissenschaftlichen Abschlussarbeit von Bahr (2012) an insgesamt
drei grampositiven (Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Streptococcus lactis) und zwei
gramnegativen Bakterienstdmmen (Escherichia coli, Pseudomonas putida) getestet, um ihre
antibakterielle Wirkung zu untersuchen. Die Auswahl der Bakterien erfolgte hinsichtlich ihres
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pathogenen Potentials, ihrer Handhabbarkeit, sowie nicht zuletzt aufgrund ihrer Relevanz fir
die Lebensmittelproduktion bzw. den -verderb. Es wurden der Agardiffusionsassay
(Hemmbhoftest) und der bakterielle Hemmtest eingesetzt (Durchfiihrung in Abschnitt: 3.7.10.1
und 3.7.10.2).

Tabelle 4-16: Ubersicht der fiir mikrobiologische Untersuchungen eingesetzten Proben mit dem
aufsummierten Oligomerengehalt in [%)]

Proben Vernetzungsgrad [%)]
unvernetzte Probe (HEWL) 0
geringer Vernetzungsgrad (LMW) 19,8+ 1,6
mittlerer Vernetzungsgrad (MMW) 34,9+3,5
hoher Vernetzungsgrad (HMW) 73,7 +2,3
Hemmbhoftest

Der fUr ein erstes Screening genutzte Hemmhoftest basiert auf der Diffusionsfahigkeit der zu
untersuchenden Proben. Hierfir werden diese in ausgestanzte Ldcher eines mit dem
Mikroorganismus beimpften Agars Uberflhrt und die resultierenden Hemmhdofe nach Inkubation
ausgemessen. Die Proben selbst wurden direkt in flissiger Form eingesetzt. Diffundierten sie
dabei in den Agar und hemmten das Wachstum des enthaltenen Mikroorganismus wurde ein
Hemmbhof sichtbar.

FOr das grampositive Bakterium Bacillus subtilis sind Platten der Hemmhoftests in der
Abbildung 4-38 dargestellt.

Abbildung 4-38: Hemmhoftest exemplarisch an Bacillus subtilis (grampositiv) mit je 0,4%igen (w/v)
Proben auf HNB-Agar

A - mit BW (Wasser), HEWL (2x links) und MMW (2x rechts); B - mit BW (Wasser), HMW (2x mitte) und
LMW (2x unten)
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Es wurden 0,4%ige (w/v) Proben auf Hefe-Nahr-Boullion-Agar (HNB-Agar) untersucht. Das
HEWL sowie die niedrig vernetzte Probe (LMW) weisen bei der gewahlten Konzentration einen
Hemmbhofradius von 1 mm und somit eine schwache Hemmung auf (Abbildung 4-38 A/B). Der
enthaltene Monomergehalt von ca. 80% in der LMW-Probe ist scheinbar ausreichend, um den
empfindlichen Bacillus subtilis vergleichbar zum HEWL zu hemmen. Die MMW- und HMW-
Proben zeigen keine Hemmung.

Weiterhin ist eine Eintrlbung des HNB- und CB-Agars rund um die Stanzlécher fur die Proben
aufgefallen, gut zu erkennen unter anderem in Abbildung 4-39 A. Diese stimmt zwar nicht mit
den gemessenen Hemmhofen Uberein, gibt aber Wechselwirkungen der Proben mit den
Bestandteilen des Agars wieder und kann somit als MaB flr die Fahigkeit zur Diffusion bei der
Beurteilung der Proben herangezogen werden. Demnach sind besonders HEWL und niedrig
oligomerisierte Proben (LMW) in der Lage, eine Tribung des Agars zu induzieren, welche
jedoch etwas weiter als die antimikrobielle Wirkung in den Agar hinein reichen. Die Hemmhdfe
des HEWL und der LMW-Probe zeigten bei niedrigeren Konzentrationen von 0,2%, 0,1% und
0,05% eine kontinuierlicher abnehmende Inhibierung des Bakterienwachstums des Bacillus
subtilis, welche jedoch insgesamt sehr schwach ausfiel. Fiir den grampositiven Streptococcus
lactis konnte nach Anzucht auf Corynebakteriumagar-Platten (CBA-Platten) keine Hemmung
durch diese Proben beobachtet werden. Das Wachstum des Keims auf CBA verlief zudem
langsamer und erschwerte eine reproduzierbare Aussage.

Die gramnegativen Bakterien Escherichia coli und Pseudomonas putida zeigten weder far
Proben mit hohem Monomergehalt (HEWL oder LMW) noch fur die stark oligomerisierten
Proben (MMW oder HMW) eine antimikrobielle Aktivitat. Es konnten keinerlei Hemmhéfe erfasst
werden (Abbildung 4-39 A und B).

Abbildung 4-39: Hemmhoftest exemplarisch an Pseudomonas putida (gramnegativ) mit je 0,4%igen
(w/v) Proben auf HNB-Agar

A - mit BW (Wasser), HEWL (2x mitte) und MMW (2x unten); B - mit BW (Wasser), HMW (2x mitte) und
LMW (2x unten)
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Bakterieller Hemmtest (Triibungstest)

Da die Auswertung der Hemmhoftests visuell erfolgte und die Ergebnisse nur erste,
orientierende Daten lieferten, erfolgte im Anschluss der Tribungstest, welcher sich durch eine
sensitivere UV-Messung auszeichnet. Hierzu wurden die Absorptions-Konzentrations-
Kurvenverlaufe der Proben aufgenommen. Nachteilig wirkte sich jedoch der sich bildende
Niederschlag nach Probenzugabe aus. Diese Trlbungen entstanden bereits nach kurzer Zeit
ohne Bakterienzugabe und stérten die Messungen erheblich (Abbildung 4-40).
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Abbildung 4-40: Abgebildet ist reines HNB-Medium nachfolgend mit Bakterienzusatz, nur HEWL- bzw.
HMW-Probenzugabe (je 0,1%, w/v) (v.l.n.r)

Daher wurde versucht, die Ursache der Ausflockung zu identifizieren und wenn mdoglich zu
umgehen. Der Test unterschiedlichster Medien flhrte zu der Erkenntnis, dass vor allem die
Extrakte (Fleisch- und Hefeextrakt) eine Interaktion mit der Probe verursachen. Mittels SDS-
PAGE des abgetrennten Niederschlags konnte gezeigt werden, dass das Lysozym aggregiert
und ausflockt. Dies war besonders unerwinscht, da die Probe somit nicht mehr in L6sung
vorlag und nicht langer mit den Mikroorganismen interagieren konnte. Es wurden insgesamt 16
Medien untersucht. So zum Beispiel ein Glucosebouillon, eine hydrolysierte Caseinatlésung und
das Muller-Hinton-Medium. Keines der getesteten Medien flhrte jedoch zu einer klaren Lésung.
Bei den Minimalmedien verlangsamte sich das Wachstum der Bakterien zudem signifikant.

Folglich wurde den zu untersuchenden Ldsungen nach Inkubation mit den Mikroorganismen
eine hoch konzentrierte Guanidinhydrochloridldsung (15 mol/l) zugesetzt, um nicht bakterien-
assoziierte Tribungen zu lésen. So waren die Proben Uber einen Zeitraum von 5 min stabil und
konnten vermessen werden. AnschlieBend sank die Absorption aufgrund der antibakteriellen
Wirkung des Guanidinhydrochlorids. Ein Zusatz von Beginn an war aufgrund der bakteriziden
Wirkung nicht méglich.
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Abbildung 4-41: HNB-Medium mit Bakterienzusatz und Probelésungen des Tribungsassays nach 16 h
Inkubation im Schdittler mit Bakterienzusatz und Proteinzugabe (0,1%), in der zweiten und dritten Kiivette
ist HEWL in den letzteren beiden ProbengefaBen HMW zugegeben, Guanidinhydrochlorid wurde der 3.
und 5. Kuvette zugefigt (die 2. und 4. Kivette wurde mit Wasser versetzt); Zugabe von
Guanidinhydrochlorid zur Bakteriensuspension iber 5 min stabil - nicht abgebildet

Gleichwohl die Proben in einem Schittler Gber Nacht inkubiert wurden und somit ein Kontakt
zwischen den Bakterien und den Proteinen gegeben war, blieb unklar in wieweit die teilweise
aggregierte Probe noch einen logaritmischen Hemmverlauf aufwies, oder welchen Einfluss die
Denaturierung besaB. Zudem war mit zunehmendem Vernetzungsgrad (HMW) das
Guanidinhydrochlorid nicht mehr zur vollstdndigen Lésung des Niederschlags in der Lage
(Abbildung 4-41, 4. Kivette). Dies konnte anhand der zum Teil stark erhdhten
Absorptionsmesswerte  der  Blindwertuntersuchungen mit  einer HMW-Probe ohne
Mikroorganismenzugabe verdeutlicht werden (Abbildung 4-42).
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Abbildung 4-42: Tribungstest der hoch vernetzten Probe (HMW) in HNB-Medium ohne Bakterienzusatz,
Inkubation Gber Nacht (Tribungsblindwert), A = 600 nm, 14 h bei 30°C im Schuttler
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Die zu Beginn gebildeten Aggregate wurden mit zunehmender Zeit stabilisiert, allerdings wurde
diese Beobachtung nur fir HMW- und MMW-Proben gemacht. Leicht vernetztes Lysozym
(LMW) und unbehandeltes HEWL konnten nach Inkubation mit Guanidinhydrochlorid noch
vollstéandig in Lésung gebracht werden.

Messwerte der Tribungsmessung sind in Abbildung 4-43 und Abbildung 4-44 exemplarisch flr
Bacillus subtilis und Escherichia coli, als grampositive und -negative Vertreter abgebildet. Die
Ergebnisse des Streptococcus lactis (grampositiv) und Pseudomonas putida (gramnegativ)
zeigen einen vergleichbaren Verlauf und werden daher nicht gesondert dargestellt.

Das unbehandelte HEWL zeigt den fir grampositive Vertreter (Bacillus subtilis und
Streptococcus lactis) typischen Hemmungsverlauf eines antimikrobiellen Wirkstoffes. Die durch
Bakterien hervorgerufene Absorption sinkt mit steigender Probenkonzentration (Abbildung 4-43,
oben). Fir Bacillus subtilis wird dabei eine etwas héhere Empfindlichkeit als flir Streptococcus
lactis detektiert. Eine vollstdndige Hemmung fir Bacillus subtilis ist schon mit einer
Konzentration von 0,025% Probe (Absorption: 0,063 £ 0,009) erreicht. Im Gegensatz dazu
besitzt Streptococcus lactis bei dieser Konzentration eine Absorption von 0,546 + 0,007, welche
dem Ausgangswert bei 0% Proteinzugabe entspricht. ErwartungsgemaB konnte gegentber
Escherichia coli und Pseudomonas putida als Vertreter der gramnegativen Bakterien keine
Hemmung durch HEWL nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-43: Tribungstest fur Bacillus subtilis in Konzentrationen von 0,1-0,00625%, gemittelte
Werte mit Standardabweichung, Uber photometrische Messung bei A = 600 nm, Inkubation: 14h bei 30°C

Die Ergebnisse der schwach oligomerisierten Probe (LMW, Vernetzungsgrad: 19,8%) zeigten
fir beide grampositive Testorganismen analoge Hemmungsverlaufe. Wie beim unbehandelten
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HEWL reagierte der Bacillus-Keim sensitiver. Der verbleibende, relativ hohe Monomeranteil des
HEWL war offenbar ausreichend fir eine Inhibierung, gleichwohl die Kurven etwas schwéacher
als beim unbehandelten HEWL abfielen (Abbildung 4-43). So ist die Absorption bei 0,025%
LMW-Probe noch 0,139 + 0,016 und damit etwa doppelt so hoch wie beim HEWL. Dies hebt die
Sensitivitdt der Messmethode im Vergleich zum Hemmhoftest hervor. Die von Cegielska-
Radziejewska et al. (2009) publizierte Wirksamkeit fir HEWL-Proben mit einem Dimergehalt
von bis zu 37% aus thermisch mit H,O, modifizierten Proben gegentiber Escherichia coli konnte
fir enzymatisch modifizierte LMW-Proben nicht nachgewiesen werden (Abildung 4-44). Auch
das gramnegative Bakterium Pseudomonas putida wurde nicht durch LMW inaktiviert.
Begrindet wird der Unterschied durch die gewahlte Methode der Oligomerisierung und die
abweichenden Vernetzungsprodukte. Mithilfe der mTGase entstehen im nieder-oligomerisierten
Bereich nicht nur Di- sondern auch Tri- und Tetramere. Diese werden Uber kovalente
Isopeptidbriicken verknlpft und generieren somit andere Proteinoberflachen und
-eigenschaften als die thermisch erzeugten HEWL-Dimere von Cegielska-Radziejewska et al.
(2009).
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Abbildung 4-44: Tribungstest flr Escherichia coli in Konzentrationen von 0,1-0,00625%, gemittelte
Werte mit Standardabweichung, Uber photometrische Messung bei A = 600 nm, Inkubation: 14h bei 30°C

Die Proben mit hdéherem Vernetzungsgrad, sowohl die mittel oligomerisierte (MMW,
Vernetzungsgrad: 34,9%) als auch die hoch vernetzte Probe (HMW, Vernetzung von 73,7%),
weisen hingegen einen ungewdhnlichen Hemmkurvenverlauf far Bacillus subtilis auf (Abbildung
4-43, unten).

Bei niedrigen Konzentrationen von 0,00625 und 0,0125% MMW oder HMW sind Hemmungen

mit Absorptionen unterhalb der Ausgangs-Bakterientriibung detektierbar, wobei mit steigender
132



4 Ergebnisse und Diskussion

Konzentration die Wechselwirkungen der Probe mit dem Medium und die daraus entstandenen
Tribungen die Messwerte dominieren (vgl. Blindwert ohne Bakteriumszusatz: Abbildung 4-42).
Visuell unterschieden sich die Tribungen der Probenlésung mit hohen Proteinkonzentrationen
jedoch von den Bakterientribungen, die sehr fein verteilt vorlagen, weshalb auch hier bei
sedimentierendem, groben Niederschlag eine antimikrobielle Wirkung denkbar ware. Bei
0,00625% ist der Einfluss dieser Probenwechselwirkung mit dem HNB-Medium noch sehr
gering, so dass eine Absorption von 0,124 + 0,006 fir die MMW-Probe im Vergleich zu
0,284 + 0,067 des unvernetzten HEWL gemessen werden konnte. Damit zeigten die hoher
vernetzten Proben (MMW und HMW) eine starkere antimikrobielle Aktivitdt bei geringen
Konzentrationen als das unbehandelte HEWL. Die These einer antimikrobiellen Wirksamkeit,
trotz hoher Absorptionswerte wurde durch das Ausplattieren der beimpften Lésungen mit
Bacillus subtilis nach erfolgtem Tribungsassay Uberprift (Abbildung 4-45).

Abbildung 4-45: Ausplattierte Bacillus-subtilis-L6sungen auf HNB-Agar nach Inkubation im
Tribungsassay ochne und mit Proteinzusatz (100 pl, chne Guanidinhydrochloridzusatz)

A - Positivkontrolle (kein Lysozymzusatz); B - 0,00625% HEWL; C - 0,00625% HMW; D - 0,1% HEWL;
E - 0,1% HMW
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Es ist zu sehen, dass die verbleibenden, lebensféahigen Bakterien in der Probenlésung mit
HEWL mit zunehmender Proteinkonzentration signifikant abnehmen (Abbildung 4-45 B und D).
Dies bestatigt die in Abbildung 4-43 dargestellten Kurvenverldaufe. Auch fir die HMW-Proben
konnte ein solcher Trend gezeigt werden (Abbildung 4-45 C und D), so dass die oligomerisierte
Probe einen nachweislich bakteriostatischen Effekt auf Bacillus subtilis besitzt und die
detektierte Tribung bei 0,1% Proteinanteil nicht von den Bakterien her rihrt. Beim Vergleich der
vernetzten (HMW) mit der unvernetzten Probe wird zudem deutlich, dass bei niedrigeren
Konzentrationen (0,00625%) das enzymatisch modifizierte Protein eine starkere Hemmung des
Bakterienwachstums verursacht. Dieser Unterschied wird mit zunehmender Konzentration
schwécher, und bei einer Konzentration von 0,1% ist HEWL das potentere Agens.

Der weniger empfindliche grampositive Keim, Streptococcus lactis, sowie die gramnegativen
Vertreter Escherichia coli (Abbildung 4-44) und Pseudomonas putida zeigten im Unterschied
dazu keinen derart auffalligen Kurvenverlauf und die Absorptionen verblieben auf einem
konstanten Niveau (zirka 1,60 - 1,80 AU) bzw. nahmen aufgrund der verstéarkten Aggregation
bei héheren Probenzusatzen leicht zu. Die Stagnation oder schwache Zunahme der Absorption
entsprach dabei nicht der theoretischen Summe aus Bakterientriibung und Eigentribung der
Probe ohne Bakterienzusatz, sondern blieb wesentlich unter dieser zurtick. Am Beispiel einer
0,1%igen HMW-Probe, welche bei der Blindwertmessung eine Absorption von 1,793 aufweist
und far Escherichia coli, welcher einen 0%-Probe-Bakterienmesswert von 1,850 besitzt, kann
nach Inkubation von HMW-Probe mit Bakterienkultur eine Absorption von nur 2,293 ermittelt
werden (Diskrepanz von zirka 0,3). Neben den gegebenen, physiologischen Schwankungen
eines natlrlichen Systems und den erhéhten Absorptionswerten kénnte die fehlende Differenz
ein Hinweis auf eine sehr schwache Hemmung der Bakterien sein. Dieses Phdnomen war
sowohl fir MMW- als auch HMW-Proben zu beobachten, jedoch konnte diese Vermutung mit
den Tribungstests nicht klar bestétigt werden. Hierfir wurden die inkubierten Proben ohne
Guanidinhydrochloridzugabe nach 16stlindiger Inkubation wie in Abbildung 4-45 auf HNB-Agar
ausplatiert. Die Untersuchung auf lebensfahige Mikroorganismen zeigte sowohl fir das
unbehandelte HEWL als auch fur die HMW-Probe bei den Konzentrationen von 0,00625 und
0,1% keine visuell wahrnehmbaren Unterschiede zur 100% E.coli-Probe. Da das gramnegative
Bakterium keine diskreten Kolonien wie der Bacillus-subtilis-Keim bildet, sondern eher schmiert,
konnten zuvor vermutete, geringe Hemmungen so nicht erfasst werden.

Da Streptococcus lactis und Bacillus subtilis kein einheitliches Bild lieferten wurde neben den
erlauterten vier Mikroorganismen zudem Bacillus sphaericus (grampositiv) mit den vier
Lysozymproben inkubiert. Der Bacillus sphaericus verhielt sich bei HEWL und LMW analog zu
den bereits untersuchten beiden grampositiven Mikroorganismen. Die MMW-Probe zeigte keine
konzentrationsabh&ngige Absorptionsveranderung, hier verblieben die Messwerte auch nach
Probenzugabe auf dem Niveau des Bakterienstartwertes. Doch die stark oligomerisierte Probe
wies abermals den zuvor bei Bacillus subtilis beobachteten Absorptionsverlauf (Abbildung 4-43,
unten) auf. Die Abnahme der Absorptionswerte bei geringen Konzentrationen unter den
Bakterienausgangswert und die anschlieBende Absorptionserh6hung Gber den Bakterien-
nullwert ist folglich den untersuchten Bacillus-Arten gemein. Flr die Konzentrationen von
0,00625 - 0,0125% HMW ist eine deutliche Hemmung der Bakterien beobachtbar
(0,040 £ 0,017 AU bei 0,00625%), jedoch ist diese nicht so stark ausgepragt wie bei dem
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sensibleren Keim Bacillus subtilis (0,366 + 0,071 AU bei 0,00625%). Die Wirkung ist folglich
nicht nur vom Gramverhalten sondern auch vom Keim an sich abhangig. Um den Verlauf der
antimikrobiellen Wirkung der héher oligomerisierten Proben nédher zu charakterisieren, wurden
im Folgenden Tribungstests der MMW- und HMW-Probe mit dem sensitivsten Keim, Bacillus
subtilis in geringeren Konzentrationen (0,01 - 0,625%.) durchgefihrt (Abbildung 4-46). Zum
Vergleich sind HEWL und die LMW-Probe mit eingezeichnet (vgl. Abbildung 4-43).
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Abbildung 4-46: Tribungstest Bacillus subtilis mit HEWL, LMW-, MMW- und HMW-Probe in
Konzentrationen von 0,625%. - 0,01%, nach ca. 14 h Inkubation bei 30°C, photometrische Bestimmung
bei 600 nm

Fir beide hochvernetzte Proben (MMW und HMW) kann ein analoger Wirkungsverlauf
detektiert werden (Abbildung 4-46). Die Messwerte der beiden hohen Konzentrationen (0,0625
und 0,0125%) gleichen den bereits ermittelten Absorptionen in Abbildung 4-43, unten.
Interessanterweise nimmt die Hemmung erst bei Probenkonzentrationen unter 0,005% ab, so
dass ein Kurvenverlauf resultiert, welcher einer Inaktivierung entspricht. Tribungen aufgrund
von Wechselwirkungen der Proben mit den Extrakten im Medium kdénnen bei den geringen
Gehalten ausgeschlossen werden. Basierend auf diesen Daten ist davon auszugehen, dass es
sich bei den hoéher oligomerisierten Proben um effektive antibakterielle Wirkstoffe gegen
Bacillus-Arten handelt, die Aggregation bei héheren Konzentrationen aber keinen klassischen
Hemmkurvenverlauf ermdéglichen.

Die enzymatisch vernetzten Proben besitzen nachweislich andere Eigenschaften als das
unbehandelte HEWL. So ist die Oberflachenhydrophobitat stark erhéht (Abschnitt 4.4.2) sowie
die lytische Aktivitat proportional zum Vernetzungsgrad herabgesetzt (siehe Kapitel 4.4.1).
Dennoch vermégen MMW- und HMW-Proben eine starke Inhibierung der Bacillus-Bakterien zu
induzieren. Daher wird ein alternativer Mechanismus fir die Interaktion der Proben mit den
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Mikroorganismen gesucht. Aktive Transportsysteme fir derart hochmolekulare, globulare
Proteine sind nicht bekannt und allein die GréBe der Molekiile schlieBt eine passive Diffusion
ins Innere der Zellen aus, so dass es zu Wechselwirkungen der hydrophoberen Proben mit der
Zellmembran oder Zellwand kommen muss. Die erhdhte Interaktion der hoch vernetzten Proben
(MMW und HMW) mit proteinhaltigen Stoffen in Lésung im Vergleich zu HEWL oder LMW
wurde auch fir die bakterienfreien Ldsungen beobachtet, hier fihrte die Zugabe von
Guanidinhydrochlorid nach Inkubation im Schittler zu keiner Auflésung der Aggregate mehr
(Abbildung 4-42). Mdéglich sind chelatierende, komplexbildende, indirekte Effekte, bei denen fir
die Bakterien essentielle Metallionen abgefangen werden. Zudem ist denkbar, dass die
Morphologie des Bacillus subtilis als stdbchenférmiges Bakterium mit 2 - 3 um GréBe durch
sein Inhalt-Oberflachenverhaltnis anfalliger ist, als beispielsweise die des Streptococcus lactis,
welches ein kugelférmiges Volumen aufweist (Durchmesser: 0,5 - 1 um).

Im Review von Masschalck und Michiels (2003) werden verschiedene Theorien eines Lyse-
oder Interaktions-Mechanismus dargelegt. Unter anderem wird eine Hemmung Gber
physikalische Wechselwirkungen mit den Bakterien beschrieben (Salton, 1957). Hierbei
agglutiniert das Protein aufgrund der negativ geladenen, in der Zellwand des Bakteriums
verankerten Seitenketten mit diesem. Die extrazelluldr, senkrecht zur Zellwand befindlichen
hydrophilen Seitenketten bewirken eine VergréBerung der Oberflache (Birdsell et al., 1975) und
wilrden ausreichend Angriffsflache (54% Teichonsaureanteil im Trockengewicht in der
Zellwand, Graham und Beveridge, 1993) fir das Lysozym bieten. Neben schwankenden
Gehalten an Teichonsaure bei Milchsaurebakterien (Miettinen et al., 1996) enthalt die Zellwand
von Streptococcus lactis auch Lipoteichonsaure (Bolotin et al., 2001), so dass eine gréBere
Resistenz gegeniber den Proben im Vergleich zu Bacillus, auf sterische Abschirmung und
weniger starke Wechselwirkungen zurlickzufihren sein kénnte. Auch Ibrahim et al. (2001)
suchte nach alternativen Wirkmechanismen, die nicht mit der lytischen Aktivitat
zusammenhangen. Versuche mit hitzedenaturiertem und deaktiviertem HEWL (Substitution der
aktiven Asparaginsaure im Kkatalytischen Zentrum) weisen auf einen nichtlytischen
Mechanismus gegentber Bacillus subtilis hin. Den direkten oder indirekten Einfluss des
Lysozyms auf den Zell-Zell-Kontakt des Streptococcus mutans untersuchte lacono et al. (1985).
Sie stellten fest, dass die Bakterien von Lysozym in menschlichem Speichel ,entkettet, jedoch
nicht gehemmt werden. Dies deutet ebenfalls auf eine oberflachenbasierte Interaktion des
Proteins mit dem Bakterium hin. Neuere Studien befassen sich mit der natdrlichen
antimikrobiellen Wirksamkeit von Peptiden. Diese variieren stark in Struktur und Kettenlénge,
besitzen meist eine kationische Ladung und einen hohen Anteil hydrophober Einheiten (Menzel,
2011 und Nguyen et al., 2011). Sie sind in der Lage die Bakterienzellmembran zu stéren und
stellen so im Kérper einen wichtigen, nattrlichen Schutzmechanismus gegen Bakterien dar.

Zusammenfassend ist zu vermerken, dass eine antibakterielle Wirksamkeit unabhangig vom
lytischen Mechanismus basierend auf den Literaturdaten méglich, der genaue Reaktionsverlauf
jedoch nicht untersucht ist. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse lassen eine
physikalisch-chemische Wechselwirkung der Probenmolekile mit den Bakterien vermuten.
Diese fihrt bei ausgewahlten Mikroorganismen (Bacillus-Arten) zur vollstdndigen Inaktivierung.
Hierbei weisen die stark vernetzten Lysozymoligomere (MMW und HMW) in niedrigen
Konzentrationen eine bessere Wirksamkeit als das unbehandelte Monomer (HEWL) auf.
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Weitere Hinweise auf den Interaktionsmechanismus kdnnte eine genaue Untersuchung der
Zusammensetzung des Mediums nach abgeschlossener Inkubation auf vorhandene
Stoffwechselprodukte geben. Unterschiede im Nahrstoffverbrauch von ungehindert
wachsenden oder mit modifiziertem Lysozym versetzten Bakterien sind zu erwarten.

4.5 Vergleichende Untersuchungen an dem strukturanalogen Protein
a-Lactalbumin

Neben dem HuhnereiweiBlysozym wurden erste orientierende Studien mit dem bovinen
a-Lactalbumin (a-LA) durchgefiihrt. Untersucht werden sollte der Grad der enzymatischen
Oligomerisierung nach Normal- bzw. Hochdruckinkubation unter vergleichbaren Inkubations-
bedingungen (Tabelle 4-5). Aufgrund der evolutionsbiologischen Verwandischaft beider
Proteine und ihrem darauf basierendem strukturell vergleichbaren Aufbau war das Verhalten
von a-LA nach enzymatische Inkubation mit mTGase unter Atmosphéaren- und Hochdruck von
Interesse. Hierfir wurde das a-LA zun&chst aus dem Molkenproteinisolat der Firma ARLA
isoliert (Mailliart und Ribadeau-Dumas, 1988). a-LA ist ein calciumbindendes Protein. Das
Metallion beeinflusst die native Konformation des Molekils (holo-Form) und ist nachweislich far
die Stabilitat des Proteins verantwortlich (Hendrix et al., 2000). Die Isolierung wurde daher ohne
und mit Calciumzusatz (0,5% CaCl,, w/v) durchgefihrt.

Nach SDS-PAGE wurde der Gehalt von a-LA im Proteinanteil des Isolates ohne Calciumzusatz
(-Ca) zu 88,0 £ 1,4% und mit Calciumzusatz (+Ca) zu 86,1 +2,3% Reinheit bestimmt. Es
verblieb ein geringer Teil B-Lactoglobulin (B-LG) im Isolat. AnschlieBend wurden die
Calciumgehalte ermittelt (Tabelle 4-17).

Tabelle 4-17: Ubersicht der verschieden isolierten o-Lactalbuminproben; Calciumgehalte
t-Standardabweichung [%], Anteil des a-Lactalbumins am Protein [%] ermittelt lber SDS-PAGE und
abgeschatztes Stoffmengenverhaltnis unter Einbezug eines gemittelten Restwassergehaltes von 5% in
gefriergetrockneten Proben (Karl-Fischer-Titration, Kapitel 3.7.1)

Anteil a-LA am Stoffmengen-

Probe Abkulrzung Calciumgehalt

Protein [%] verhéltnis a-LA : Ca
Molkenproteinisolat ARLA 50,9 0,5* 1:4
a-Lactalbumin-Standard a-LA- 100,0 3,07 +0,03** 1:12
(kommerziell) Standard
a-Lactalbumin ohne a-LA -Ca 88,0 0,173 £ 0,003** 1:0,71
Calciumzusatz
a-Lactalbumin mit a-LA +Ca 86,1 13,5+ 0,3*** 1:86
Caliciumzusatz
a-Lactalbumin ohne a-LA -Ca, 88,0 0,068 + 0,004** 1:0,28
Calciumzusatz, 2fach 2X
dialysiert
a-Lactalbumin mit Calicium-  a-LA +Ca, 86,1 0,674 +0,013* 1:2,86
zusatz, 2fach dialysiert 2X

*Datasheet ARLA, **ICP-OES, ***calciumsensitive Elektrode Cu ISE; Daten aus der Wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von Bahr (2012)
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Der Calciumgehalt des Molkenproteinisolats wurde dem Datenblatt der Firma ARLA
entnommen. Der kommerziell erworbene a-Lactalbumin-Standard, das isolierte a-LA ohne
Calciumzusatz (a-LA -Ca) als auch die zweifach dialysierten Proben (Tabelle 4-17, 2x) wurden
von Frau Schulze im Institut fir Bioanalytik an der TU Dresden mittels ICP-OES (inductively-
coupled-plasma optical-emission-spectroscopy) analysiert. Der hohe Calciumgehalt der
isolierten Probe mit Calciumzusatz (a-LA +Ca) wurde Uber eine calciumsensitive Elektrode (Cu
ISE) ermittelt. Weiterhin aufgeflhrt ist das, aus der Protein- und Calciumbestimmung
abgeschatzte, Stoffmengenverhaltnis. Bei einem Stoffmengenverhaltnis des a-LA zu Calcium
von 1:1 steht theoretisch jedem Proteinmolekil ein Calciumion zur Verfliigung. Das heiBt es liegt
vollsténdig in der holo-Form vor. Die Ausgangssubstanz, das Molkenproteinisolat besaB einen
geringen Uberschuss an Calcium gegeniiber dem a-LA, so dass dieses sich komplett in der
stabileren holo-Form befinden sollte.

Nach Dialyse der Isolate gegen destilliertes Wasser sank der Calciumgehalt in den Proben
stark ab, und nicht mehr jedem Proteinmolekll stand ein Calciumion zur Verfligung. Die
holo-Form geht in die weniger stabile apo-Form (ohne Ca-Bindung) uber. Das isolierte a-LA -Ca
(1:0,71) besteht zu etwa einem Drittel aus der apo-Form, wohingegen der Calciumgehalt der
zweifach dialysierten Probe auf 0,068% absinkt, was etwa noch einem Drittel holo-Form
entspricht (1:0,28). Das nach Calciumzusatz isolierte a-LA weist aufgrund der Gefriertrocknung
und der damit verbundenen Konzentrierung einen sehr hohen Uberschuss an Calcium (1:86)
auf. Dieses lIsolat und die daraus generierten Proben (a-LA +Ca, 2x, Stoffmengenverhaltnis
1:2,86) liegen vollstéandig in der holo-Form vor.

Um das Vernetzungspotential von a-LA mit dem von HEWL zu vergleichen, wurden die in
Tabelle 4-17 dargestellten, nicht zusatzlich dialysierten Praparate mit/ohne Ca-Zusatz analog
dem Lysozym in Abbildung 4-1 unter HD mit mTGase behandelt. Tabelle 4-18 fasst die
Inkubationsbedingungen und resultierenden Vernetzungsraten zusammen. Abbildung 4-47 und
Abbildung 4-48 zeigen die dabei gebildeten Oligomere nach elektrophoretischer Trennung.

Tabelle 4-18: Ubersicht der a-Lactalbumin-Vernetzungsparameter fiir die Proteinisolate ohne und mit
Calcium (-/+Ca), siehe auch SDS-PAGE Abbildung 4-47 und Abbildung 4-48, Probenbezeichnung in
Anlehnung an HEWL-Proben (vgl. Tabelle 4-5)

mTGase-
. a-LA . Temperatur  Druck Vernetzungsgrad
Proben-Bezeichnung Aktivitat
[%] i [°C] [MPa] -Ca [%] +Ca [%]
[U/g Protein]
a-LA 2 - 40 0,1 6,6 +0,5 5,6 +0,6
a-LA + HD 2 - 40 600 2,0+0,5 5,2+0,6
a-LA+ mTGase 2 40 40 0,1 72,0+0,6 39,4 +1,7
a-LA + mTGase + HD 2 40 40 600 67,2+3,5 40,3 +4,7
(,a-LA-LMW")
,a-LA-MMW* 3 50 60 600 70,8 +0,3 345+22
,0-LA-HMW'* 3 160 60 600 69,0 +£1,3 40,9 +4)7
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Abbildung 4-47: SDS-PAGE der a-LA-Proben ohne Ca-Zusatz (vgl. Tabelle 4-18, Spuren von B-LG in
allen aufgearbeiteten Proben); + HD (Bahn 1/2); + mTGase (Bahn 3/4); LMW* (Bahn 5/6, + mTGase +
HD, entspricht LMW bei HEWL); MMW* (Bahn 7/8, 3%, 50 U, 30 min, 60°C bei 600 MPa) und ,HMW"
(Bahn 9/10, 3%, 160 U, 30 min, 60°C bei 600 MPa); M - Marker; a-LA - Standard, unbehandeltes
a-Lactalbumin
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Abbildung 4-48: SDS-PAGE der a-LA-Proben mit Ca-Zusatz (vgl. Tabelle 4-18, Spuren von B-LG in
allen aufgearbeiteten Proben); + HD (Bahn 1/2); + mTGase (Bahn 3/4); LMW"* (Bahn 5/6, + mTGase +
HD, entspricht LMW bei HEWL); MMW* (Bahn 7/8, 3%, 50 U, 30 min, 60°C bei 600 MPa) und ,HMW"
(Bahn 9/10, 3%, 160 U, 30 min, 60°C bei 600 MPa); M - Marker; a-LA - Standard, unbehandeltes
a-Lactalbumin
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Das Monomer des a-LA ist mit einer Molmasse von theoretisch 13,8 kDa bei zirka 11 kDa im
SDS-Gel auf vergleichbarer Hohe wie das HEWL zu detektieren. Die a-LA-Proben, die ohne
Zugabe von mikrobieller Transglutaminase bei 40°C mit und ohne Hochdruck untersucht
wurden, weisen einen geringen Anteil von vernetztem Protein von 2,0 bis 6,6% auf. Diese
geringe Vernetzung trat unabhangig vom Calciumgehalt auf und kann auf die nach der
Inkubation stattfindende thermische Deaktivierung der mTGase bei 85°C Uber der
Denaturierungstemperatur des a-LA zurtickgefiihrt werden (Abbildung 4-47 und Abbildung 4-48,
Bahn 1 und 2).

Die Inkubation der Proben ohne Calciumzusatz mit mTGase resultiert in Abhangigkeit von den
Inkubationsparametern in Oligomerisierungsraten von 67,2 bis 72,0%. Die entsprechenden
Elektropherogramme weisen jeweils flinf Banden auf, welche auf die Vernetzung mit mTGase
zurlckzufthren sind (Abbildung 4-47, Bahn 3 - 10). Durch die Verunreinigung der Praparate mit
B-LG resultieren jedoch nicht nur ,reine“ a-LA-Oligomere sondern auch gemischte Isopeptide
aus beiden Proteinen. So befinden sich beispielsweise kurz Uber- und unterhalb der
Markerbande bei 29,0 kDa die mutmaBlichen Vernetzungsbanden des a-LA-Dimers
(M = 28,4 kDa) und des Heterooligomers a-LA/B-LG-Dimers (M = 32,2 kDa). Die tatséchlich
ermittelten Molmassen von 27,7 + 0,6 kDa bzw. 31,2 £ 0,2 kDa sind dabei etwas geringer als
die theoretisch berechneten. Dies korreliert jedoch mit den Ergebnissen der Molmassen des
Lysozyms (Kapitel 4.1, Tabelle 4-1). Das a-LA ist somit im Gegensatz zum Lysozym schon bei
Atmospharendruck als Substrat fir die mTGase verflgbar. Bestatigende Untersuchungen zur
enzymatischen Vernetzung dieses Proteins bei Normaldruck wurden von Gauche et al. (2008)
publiziert.

Weiterhin ist das im Isolat verbliebene B-LG im Vergleich zum a-LA resistenter gegenlber der
Vernetzung durch mTGase (Rodriguez-Nogales et al., 2006; Lauber et al., 2001b) und reagiert
enzymatisch nur erhitzt oder unter Hochdruckinkubation zum Homooligomer. Die detektierten
Vernetzungsbanden, die durch Einbindung dieses Proteins hervorgerufen wurden, sind hier
jedoch auch ohne Hochdruckbehandlung zu sehen. Folglich besitzt das B-LG mindestens eine
schon bei Atmosphéarendruck zugangliche reaktive Stelle (Lys- oder GIn-Rest) fir die mTGase,
welche nicht fir eine Homooligomerisierung ausreicht, aber mit a-LA interagieren kann. Die
Glutaminreste des B-LG stehen erst unter Hochdruck fur eine Vernetzung zur Verfigung
(Partschefeld et al., 2007a), so dass die Verknlpfung von B-LG mit a-LA bei Normaldruck Gber
einen Lysinrest des B-LG vollzogen werden muss. a-LA hingegen besitzt nur einen Glutaminrest
in B-Faltblattstruktur (Kapitel 2.1.4, Abbildung 2-6). Die anderen theoretisch zur Reaktion
beféhigten Aminosdurereste finden sich in a-Helices oder in ungeordneten Strukturen. Damit
sind sie flr das Enzym viel besser zugénglich. Die von Lee et al. (2002) identifizierten reaktiven
Reste des a-LA liegen an diesen fur die mTGase erreichbaren Stellen (Lyss: a-Helix, Glns,:
turn), damit ist eine Vernetzung zum Homooligomer bei Normaldruck maéglich. Neben den
diskreten Banden im SDS-Gel treten auch Proteinschlieren oberhalb von 67 kDa auf, welche
auf die Anwesenheit von grdBeren, nicht mehr klar voneinander trennbaren Proteinoligomeren
hinweisen.

Einen relativ konstanten, wenngleich niedrigeren Vernetzungsgrad mit 34,5 bis 40,9% weisen
auch die a-LA-Proben mit Calciumzusatz (a-LA +Ca) und mTGase auf (Tabelle 4-18, Abbildung
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4-48). MutmasBlich besitzt die mTGase hier eine herabgesetzte Affinitat, da die reaktiven
Aminosduren des Proteins, welches bei Anwesenheit des Metallions eine kompaktere
Konformation (holo-Form) aufweist, erschwert erreichbar sind. So befindt sich nur ein Teil der
reaktiven Lysin- und Glutaminreste an der Oberflache des a-LA-Molekils und ein anderer Teil
in der Nahe des Calciumions. Ein weiterer Grund, warum die Vernetzung im Vergleich zu
HEWL geringer ist, kdnnte der hohe Calciumgehalt in Lésung sein (Stoffmengenverhaltnis:
1:86). Der deutliche Uberschuss an lonen stellt eine Behinderung der mTGase (iber
elektrostatische Wechselwirkungen dar, indem die positiv geladenen Calciumionen mit dem
negativ geladenen Cystein an Position 64 im katalytischen Zentrum des Enzyms interagieren
und eine Bindung des Substrats verhindern. Weitere Untersuchungen zur Reaktion der Ca-
sensitiven TGasen kdénnten sich an dieser Stelle anschlieBen.

Nieuwenhuizen et al., (2003) untersuchten die Modifizierung von apo- und holo-a-LA und
stellten wie Hendrix et al. (2000) fest, dass die apo-Form des Proteins thermisch instabiler ist
als die durch Calcium stabilisierte Form. Die Oligomerisierung der 2%-Probe ohne
Calciumzusatz mit 40 U mTGase (a-LA -Ca) betragt 72,6% bei 40°C und ist ca. ein Drittel héher
als die 2%-Probe mit 40 U mTGase (a-LA +Ca, 39,4% Vernetzung), was den ungefahren
Gehalt an apo-Protein von zirka 29% (Molmassenverhaltnis 1:0,71,Tabelle 4-17)
wiederspiegelt. Somit scheinen die reaktiven Stellen bei der apo-Form signifikant besser flir das
Enzym zugénglich zu sein.

Abbildung 4-49: Vergleich der Positionen von Glutamin- (links) und Lysinresten (rechts) in a-LA (oben,
pdb-File 1f6r) und HEWL (unten, pdb-File 1e8l) (Discovery Studio Visualizer, v2.5, Accelrys Software)
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Unabhéangig von der beinhalteten Menge an Calcium scheint der Einsatz von héheren Protein-
und Enzymkonzentrationen (Tabelle 4-18, Proben: ,a-LA-MMW* und ,a-LA-HMW?) zu keiner
Steigerung des Vernetzungsgrades bei 600 MPa zu fihren. Die Oligomerisierung des Proteins
fand bereits bei 0,1 MPa statt, wobei die Struktur des a-LA wahrend der zlgigen
Probenvorbereitung durch Isopeptidausbildungen zum Teil stabilisiert wurde. Bei HD-Inkubation
war dann keine komplette Auffaltung des Moleklls mehr gegeben. Dieser Einflussparameter
war damit geringer als beim HEWL, welches ausschlieBlich unter HD ab 400 MPa
oligomerisierte.

Die Ursachen firr ein derart abweichendes Oligomeriserungsverhalten liegen vor allem in der
Anzahl und Position der reaktiven AS begrindet (Abbildung 4-49). Mit 12 Lysin- und 6
Glutaminenden besitzt ao-LA doppelt so viele theoretische Reaktionsorte wie das
evolutionsbiologisch verwandte HEWL, welches eine analoge Sekundarstruktur und ebenfalls
vier Disulfidbriicken aufweist.

Interessanterweise ist a-LA wie HEWL ebenfalls in der Lage in vitro amyloide Fibrillen zu bilden
(Trexler und Nilsson, 2007). Dies geschieht mittels Proteolyse im sauren Milieu Uber einen
aufgefalteten Zustand unter Verlust der Ca-Bindung, &hnlichen den Inkubationsbedingungen
des HEWL (Goers et al., 2002). So zeigt sich, dass die beiden Proteine viele Eigenschaften
teilen. Spannend ist daher die Untersuchung des Einflusses der Oligomerisierung auf die
Struktur-Funktions-Beziehung des Proteins a-LA, welche an dieser Stelle noch aussteht.

4.6 Orientierende Untersuchungen zur nicht-enzymatischen
In-Vakuo-Thermo-Vernetzung von HEWL und ausgesuchten
Proteinen

Die Richtung der Vernetzung firr Proteinstrukturen ist bei enzymatisch katalysierten Reaktionen
sehr spezifisch. Abhangig von den zur Verfigung stehenden, potentiell reaktiven Aminos&uren
hingegen qilt dies fir die In-Vakuo-Thermo-Vernetzungen nicht. Daher dienten die folgenden
Ergebnisse einem generellen Vergleich der Eigenschaften der Reaktionspartner Uber die
Vernetzungsintensitaten sowie der Reaktionsorte zwischen enzymatisch und nicht-enzymatisch
oligomerisierten Proben.

Die zu untersuchenden Proteine oder Proteinmischungen HEWL, B-Casein (B-CN) und ein
Molkenproteinisolat wurden nach der Methode von Simons et al. (2002), Yaghoubi et al. (2007)
und Maroufi et al. (2008), welche unter anderem bereits das HEWL untersuchten, vernetzt. Die
nicht-enzymatische Oligomerisierung der trockenen Proben erfolgte thermisch bei einer
bestimmten Temperatur, einem zuvor in Lésung definierten pH-Wert, evakuiert oder nicht
evakuiert und Uber einen festgelegten Zeitraum. Dieser Reaktionsablauf wurde zyklisch
wiederholt. Die optimalen Reaktionsparameter und die Vernetzungen, auch Cross-Links (engl.:
Quervernetzung) genannt, wurden mithilfe einer SDS-PAGE detektiert.

Bei der nicht-enzymatischen In-Vakuo-Thermo-Vernetzung werden Uber Kondensations-

reaktionen kovalente lIsopeptide gebildet, welche ohne Einbau chemischer Gruppen unter
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Abspaltung von Wasser oder Ammoniak entstehen. Es wird daher in der Fachliteratur auch von
Zero-Length Cross-Links (ZLCL) gesprochen. Bei den eingesetzten Milchproteinen ist vor allem
die Bildung der Isopeptide N-e-(B-Aspartyl-)Lysin (Asp_Lys) und N-g-(y-Glutamyl)-Lysin
(Glu_Lys) gut untersucht (Schmitz et al., 1976). Fir das HEWL werden analog die gleichen
Isopeptide vermutet, da bereits die Bildung einer oder mehrerer Amidbindungen von Simons et
al. (2002) und Yaghoubi et al. (2007) postuliert wurden. Der eindeutige Nachweis konkreter
Isopeptide stand bislang noch aus.

Ausgewahlte Probenanséatze wurden mittels der Aminoséaureanalyse (ASA) charakterisiert und
quantitativ abgeschéatzt. Uber den elektrophoretischen Vergleich der Vernetzungsprodukte
beziehungsweise den ermittelten Gehalt an Isopeptid(en) wurde die Bewertung einer intra- oder
intermolekularen Vernetzung ermdéglicht. Weiterhin erfolgte ein elektrophoretischer Abgleich der
nicht-enzymatisch gebildeten Crosslinks mit den Oligomeren aus enzymatisch generierten
HEWL-Oligomerproben.

4.6.1 Einfluss verschiedener Reaktionsparameter auf die Vernetzung von
HEWL

Die Untersuchung der Reaktionsparameter erfolgte exemplarisch an HEWL. Die
Ausgangsparameter orientierten sich in erster Linie an den von Simons et al. (2002
verwendeten Bedingungen. Laut dem dazugehérigen Patent (WO 03/018613, 2003) wurden die
Parameter wie pH-Wert und Temperatur speziell auf das jeweils zu untersuchende Protein
abgestimmt. Der pH-Wert wurde in der L6sung vor der Lyophilisation eingestellt und sollte im
Bereich des pH-Optimums von HEWL liegen, so dass dessen biologische Aktivitdt nach
Inkubation und Rehydratisierung nicht verloren geht. Zudem sollte die gewahlte Temperatur zu
keiner Denaturierung des Proteins fuhren und der Einfluss des Vakuums wéahrend der
Inkubation untersucht werden. Basierend auf diesen Uberlegungen wurden von der
Arbeitsgruppe um Simons (2002) daher die Standardbedingungen fiir HEWL mit pH 7,0 Gber
24 h bei 85°C mit 4 bis 7 Wiederholungszyklen unter Vakuum (3,3 x 10° MPa) festgelegt. Die
Daten der Versuchsparameteroptimierung stammen aus der wissenschaftlichen
Abschlussarbeit von Noack (2011).

Der Einfluss der Lyophilisation auf verschiedene Proteinproben wurde zu Beginn mit
unbehandeltem HEWL bei Raumtemperatur unter Vakuum dberprift. Das Lésen und der
Einsatz des Vakuums wahrend der Gefriertrocknung fihrten fir Lysozym zu keiner Vernetzung.
Es bedarf demnach héherer Temperaturen um eine Oligomerisierung zu induzieren.

Die mittels Erhitzung im Vakuum postulierte Verschiebung des Gleichgewichtes der
Kondensationsreaktion auf die Produkiseite (Kapitel 2.3.2) wurde Uber drei Zyklen an
evakuierten und nicht evakuierten HEWL-Proben bei 85°C Uberprift. Die evakuierte Probe wies
mit zunehmender Zyklenzahl einen intensiver werdenden Dimergehalt auf. Die unter
Atmospharendruck inkubierte Probe hingegen zeigte bereits ab dem ersten Zyklus einen relativ
starken Dimeranteil, welche mit steigender Zyklenzahl nicht zunahm. Basierend auf der
detektierten zyklen-abhangigen Vernetzung kann die ZLCL-Methode als langsamer und somit
schonender beschrieben werden. Dies ist mdglicherweise von Nutzen, sollte ein gezieltes
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Erreichen von bestimmten Gehalten an Dimeren gewilnscht sein. Gleichwohl erreicht die
evakuierte Probe nach drei Zyklen lediglich eine vergleichbare Vernetzungsintensitat zur
Inkubationen ohne Vakuumeinsatz. Die von Simons et al. (2002) postulierte starkere
Oligomerisierung im Vakuum konnte nicht bestétigt werden. Trotz eines im Vergleich zu deren
Arbeit um eine 10er Potenz niedrigeren Drucks, schien die Vernetzung in der nicht evakuierten
Probe vergleichbar. Denkbar ist, dass das Reaktionsvolumen nicht ausreichend war, um einen
signifikanten Unterschied zwischen den evakuierten und den Proben ohne Vakuum zu
erzeugen. Angaben zur GréBe |hres ReaktionsgefaBes machte Simons et al. (2002) nicht. Der
Einfluss eines kontinuierlich angelegten Vakuums wurde deshalb mithilfe eines
Vakuumtrockenschrankes (V = 0,5 m?) tiberpriift. Es konnten hierbei jedoch keine Unterschiede
zu den mittels Vakuum-Hydrolyse-Réhrchen generierten Proben detektiert werden. Folglich
erwies sich ein Evakuieren der Proben als nicht notwendig.

Weiterhin wurden fiir die 24 stiindige Inkubation der Lyophilisate Temperaturen von 70, 85 und
100°C getestet. Die Versuche wurden nur bei Normaldruck durchgefihrt, da der
Temperatureinfluss im Vakuum, wie oben diskutiert, gering war. Mittels SDS-PAGE konnte
neben der intensiven Monomerbande des Lysozyms (~12 kDa) bei der Inkubationstemperatur
von 70°C eine sehr schwache Dimerbande (27 kDa) detektiert werden. Diese Bande trat nach
der Inkubation bei 85°C mit hdherer Intensitat auf. Erst eine Temperatur von 100°C, und damit
Uber der Denaturierungstemperatur des HEWL, fiihrte jedoch zur Ausbildung weiterer
Vernetzungsbanden, dem Trimer (~43kDa) und Tetramer (~57 kDa), so dass eine
temperaturabhéangige Oligomerisierung bestétigt wurde.

Ursache fir eine hdhere Vernetzung bei 100°C ist das verbesserte Verdunsten des
Kondensationswassers und folglich die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts auf die
Produktseite. Weiterhin kann bei 100°C eine (ir-)reversible partielle Denaturierung des HEWL
zu einer Freilegung der innen liegende Aminosaureseitenketten fihren. Bei einer irreversiblen
Denaturierung unter zu starker Hitzeeinwirkung werden zusétzlich die Disulfidbriicken gespalten
und eine Rekombination mit anderen Proteinen resultiert (Stauff, 1956). Dabei wird die
vorhandene biologische Aktivitat in der Regel verringert. Das HEWL in Lésung weist bereits ab
einer Temperatur von 75°C (Sophianopoulos und Weiss, 1964) erste Anzeichen einer
Denaturierung auf, welche im trockenen Zustand allerdings erst bei sehr viel héheren
Temperaturen erfolgt, da es zu keinen Interaktionen mit dem Lésungsmittel Wasser kommen
kann (Mark und Gunsteren, 1992). Eine unbegrenzte Zunahme der Vernetzung ist aber bei
noch héheren Temperaturen nicht zu erwarten, denn ab 150°C (Simons et al., Patent: WO
03/018613, 2003) werden die Proteine karbonisiert und schlieBlich pyrolysiert.

Der pH-Wert wurde Uber einen Bereich von 7 bis 10 untersucht, die Temperatur wurde auf 70°C
festgesetzt. Wassrige HEWL-Lésungen hatten einen niedrigen pH-Wert von 3 - 4, welcher
mutmaBlich auf die in der Aufarbeitung verwendeten Sauren zurlickzufiihren ist. Simons et al.
(2002) arbeiteten bei pH 7 und eine zunehmende Vernetzung des Lysozyms ist nahe des
isoelektrischen Punktes mit 10,5 bis 11 (Jolles, 1969) zu erwarten. Jedoch kann es nahe dem
isoelektrischen Punkt zur Proteinausfallung kommen, da Proteine in diesem Bereich die
geringste Loslichkeit aufweisen (Belitz et al., 2001) und HEWL zudem laugenlabil ist (Jolles et
al, 1966). Es zeigte sich, dass mit steigendem pH-Wert eine geringe Zunahme des
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Dimergehaltes auftritt. Dies Ergebnis bestatigt die Theorie, dass in der Nahe des
isoelektrischen Punktes die Ladungsverhaltnisse fir die Kondensationsreaktion am gunstigsten
sind.

Zusammenfassend konnte fiir die beiden Parameter Temperatur (70, 80 und 100°C) und
pH-Wert (pH 7 bis 10) ein direkter Zusammenhang zur nicht-enzymatischen Vernetzung der
HEWL-Proben hergestellt werden, wobei der Einfluss der Temperatur auf die Proteinproben
starker war. Im Zusammenspiel beider Parameter erfuhr das HEWL allerdings eine sehr hohe
Vernetzung und Aggregation von bis zu 90%.

In Anlehnung an den Versuchsaufbau von Simons et al. (2002) wurden die Proben im trocknen
Zustand Uber einen Zeitraum von 24 h im Trockenschrank bei 85°C erhitzt, anschlieBend in
Wasser geldst (pH 7) und erneut lyophilisiert. Dies dient vor allem einer Durchmischung der
Probe und ermdglicht statistisch gesehen bei einer nachfolgenden thermischen Inkubation den
zuvor mdglicherweise verdeckten Aminosauren die Oligomerisierung. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden bis zu sechs Zyklen (pH 7, 85°C, 24 h, evakuiert) mit einer HEWL-Probe durchgeflhrt.
Diese zeigte bis zum 5. Zyklus auch einen leicht ansteigenden Dimergehalt, nahm dann aber im
6. Zyklus kaum mehr zu (Abbildung 4-50). Eine Behandlung der trockenen Proteinprobe Uber
144 h ohne erneute Durchmischung stagnierte bereits nach 48 h. Vermutlich waren nach dieser
Zeit alle zuganglichen Seitenketten der Aminosduren abreagiert und die unglnstig liegenden
Aminosauren konnten keine zuséatzlichen Vernetzungen mehr ausbilden.
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Abbildung 4-50: SDS-PAGE von unbehandeltem HEWL und nach Inkubation (evakuiert mit 85°C, pH 7
Uber 24 h und bis zu sechs Zyklen (1 - 6), vgl. zu Simons et al. (2002)); M - Marker

Grundsatzlich konnte eine gute Oligomerisierung (>25%) des HEWL bei hohen Temperaturen
Uber der Denaturierungstemperatur, pH-Werten nahe dem isoelektrischen Punkt (pH ~11) nach
vier Zyklen mit oder ohne Vakuum erreicht werden.

4.6.2 ldentifizierung der gebildeten Isopeptide

Nach erfolgreicher thermischer Vernetzung mit und ohne Einsatz von Vakuum (ZLCL), sollte die
Frage nach den beteiligten Isopeptiden geklart werden. Wie bereits erwahnt konnten
theoretisch zwei verschiedene Dipeptide entstehen (Simons et al., 2002). Aus Lysin (Lys) und
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Asparagin (Asn) bzw. -sdure (Asp) war die Bildung von Asp_Lys méglich, mit Glutamin (Gin)
bzw. -saure (Glu) wurde Glu_Lys gebildet.

Die Gber ASA mit Ninhydrin-Nachsaulenderivatisierung analysierten Isopeptidstandards wurden
dem unbehandelten HEWL zudotiert und konnten nach Optimierung der Trennung zwischen
den beiden AS Valin und Methionin detektiert werden. In Abbildung 4-51 sind zwei ausgewéhlte
thermisch behandelte HEWL-Proben den relevanten Isopeptidstandards und dem
unbehandelten HEWL gegenlber gestellt. Wie eindeutig zu erkennen ist, kann in den Proben
ausschlieBlich Asp_Lys (~39,0 min) und kein Glu_Lys (~40,5 min) nachgewiesen werden. Die
Peakhdhe und -flache korreliert zudem mit den Vernetzungsgraden, welche im nachfolgenden
Kapitel noch n&her besprochen werden. Leichte Retentionszeitverschiebungen werden mithilfe
der eluierenden Aminosduren Methionin und Valin detektiert und in der Auswertung
berlcksichtigt.

0,84 . .
1 HEWL + Glu_Lys P
- HEWL + Asp_Lys | |
VAP (S eaacacs HEWL 100°C i )
---- HEWL 85°C P
0,6 ——HEWL i "
— ‘ Asp_Lys Glu_Lys ' i
E 0,4 :
<
0,2
0,0
36

Retentionszeit [min]

Abbildung 4-51: ASA-Chromatogrammausschnitt, HEWL unbehandelt, HEWL bei 85 und 100°C unter
Normaldruck, pH 7 nach je 4 Zyklen Uber 24 h Inkubation, sowie unbehandeltes HEWL mit
Isopeptidstandard Asp_Lys bzw. Glu_Lys dotiert

Die in Abbildung 4-51 dargestelllen Proben enthielten 0,19 (85°C) bzw.
0,40 mmol Asp_Lys/100 g HEWL (100°C). Neben dem Isopeptid Asp_Lys konnte das
Vernetzungsprodukt Lysinoalanin (LAL) in beiden Proben identifiziert werden, wobei nur sehr
geringe Gehalte in der bei pH 7 und 85°C temperierten Probe enthalten waren. Die bei 100°C
gelagerte Probe wies dabei einen erhdhten Gehalt auf. Fir die HEWL-Proben ist allerdings
nicht auszuschlieBen, dass weitere Crosslinks wie Histidinoalanin oder Lanthionin entstehen,
vor allem aufgrund der hohen Temperatureinwirkung von bis zu 100°C Gber 24 Stunden kann
es zu den in Abschnitt 2.3.1 beschrieben weiteren nicht-enzymatisch katalysierten
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Oligomerisationen kommen. Die Untersuchung weiterer Vernetzungsprodukte war jedoch nicht
Bestandteil der Fragestellung.

4.6.3 Vergleich der nicht-enzymatischen und enzymatischen Vernetzung
von HEWL

Als ein erster Vergleich der beiden Oligomerisierungsmethoden wurden exemplarisch je zwei
Proben einer Vernetzungsmethode ausgewahlt und miteinander in Beziehung gesetzt. Die
Proben wurden so gewahlt, dass sie einen ungefahr vergleichbaren Vernetzungsgrad
aufwiesen. Da in Vorversuchen unter thermischem ZLCL nur geringe Oligomerisierungsraten
realisierbar waren, wurden HEWL-Proben im LMW-Bereich (0-30% Vernetzung) ausgewahlt.
Die Versuchsparameter und Resultate der vier analysierten Proben sind in Tabelle 4-19
einander gegeniibergestellt.

Tabelle 4-19: Detaillierte Versuchsparameter und Ergebnisse der enzymatisch inkubierten Proben im
Vergleich zu den thermisch oligomerisierten (nicht-enz.) Analysen

Methode Probe Vernetzung [%] Isopeptid LAL

1 enzymatisch 2% HEWL, pH 7,5, 40 U mTGase, 30 12,3 Glu_Lys -
min, 600 MPa, 40°C

2 enzymatisch 3% HEWL, pH 7,5, 120 U mTGase, 25,9 Glu_Lys -
30 min, 600 MPa, 40°C

3 nicht-enz. 10 mg HEWL, pH 7,0, 85°C, je 3 x 23,7 Asp_Lys ja
Uber 24 h

4 nicht-enz. 10 mg HEWL, pH 7,0, 100°C, je 3 x 30,5 Asp_Lys ja
Uber 24 h

Besonders deutlich wird der Unterschied zwischen den beiden Inkubationsmethoden zur
Oligomerisierung des globuldren HEWL in der SDS-PAGE (Abbildung 4-52). Die thermisch bei
Normaldruck vernetzten Proben weisen einen hohen Gehalt an Dimeren auf und nur geringe
Mengen hdéher vernetzter Oligomere (Abbildung 4-52, Bahn 3 und 4). Die mit mTGase
behandelten Proben zeigen dagegen eine Vernetzung bis hin zu den hdheren Oligomeren,
welche Uber die gewéahlte Gelelektrophorese nicht mehr vollstandig in die einzelnen Fraktionen
getrennt werden und als Proteinschleier Gber dem Penta- bzw. Hexamer sichtbar sind (Bahn 2).
Die einzelnen Banden nehmen dabei kontinuierlich mit steigendem Vernetzungsgrad zu
héheren Oligomeren hin zu.

Der gréBte Unterschied zwischen den durch mTGase induzierten und den Uber trockene,
thermische Vernetzung gebildeten HEWL liegt jedoch in der Qualitat der Vernetzungsprodukte.
Bei der enzymatischen Oligomerisierung wurde aufgrund der spezifischen Reaktion der
mTGase ausschlieBlich Glu_Lys gebildet, wohingegen die nicht-enzymatische Vernetzung zur
Bildung von Asp_Lys und Lysinoalanin (LAL) flihrte. Die Gehalte von Asp_Lys liegen bei zirka
0,10 - 0,40 mmol/100 g HEWL und nehmen mit steigender Inkubationstemperatur zu. Die
Messwerte liegen damit leicht unter den fir die enzymatische Vernetzung detektierten
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Isopeptidgehalten (vgl. Tabelle 4-7). Das LAL wurde im direkten Zusammenhang mit Asp_Lys
in trocken, thermisch inkubierten Proben zu 0,2 - 0,4 mmol/100g HEWL bestimmt.
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Abbildung 4-52: SDS-PAGE des reduzierten, enzymatisch und nicht-enzymatisch vernetzten HEWL

HEWL - unbehandeltes HEWL; 1 - enzymatisch mit 2% HEWL, 40 U mTGase; 2 - enzymatisch mit 3%
HEWL, 120 U mTGase; 3 - nicht-enzymatisch bei 85°C und 4 - nicht-enzymatisch bei 100°C aus der
Tabelle 4-19; M - Molmassenmarker

Da fur beide Untersuchungen HEWL als Protein verwendet wurde, liegen die detektierten
Unterschiede in den Parametern der einzelnen Methode begriindet, welche eine strukturelle
Veranderung des Ausgangsmaterials und eine variierende Zuganglichkeit einzelner AS im
Proteinmolekul fir die Reaktionen bedingen. Die flir die enzymatische Bildung des Isopeptids
Glu_Lys, sowie die nicht-enzymatische Bildung von Asp_Lys bendtigte AS Lysin ist mit 6
mol/mol HEWL (Lysi, Lysis, Lysas, LySgs, LySo7 und Lysi4¢) in ausreichender Zahl enthalten, so
dass inter- und intramolekulare Vernetzungen gebildet werden konnten. Weiterhin ist die fir die
enzymatische Oligomerisierung notwendige AS Glutamin nur zu 3 mol/mol HEWL (Gilngy, Glns;
und Giny24) enthalten. Das geringe Vorkommen von Gin limitiert die enzymatische Reaktion, so
dass nur nach hochdruckinduzierter Auffaltung eine intermolekulare Vernetzung nachweisbar
ist. Allerdings wird durch die Betrachtung der [CLAA]min (Abschnitt 4.2.2) und dem Nachweis der
sechs Isopeptide (Kapitel 4.2.3) deutlich, dass eine Mehrfachvernetzung sowohl intra- als auch
intermolekular erfolgt.

FOr die nicht-enzymatische Vernetzung des HEWL durch Hitzeeinwirkung ist davon
auszugehen, dass es sich um eine Kondensationsreaktion zwischen der Asparaginsaure,
welche im HEWL zu 7 mol/mol oder dem Asparagin, welche zu 14 mol/mol HEWL im Protein
vorkommt und dem Lysin handelt. Allein die zirka vierfach héhere Verflgbarkeit von Asp und
Asn (3 21 mol/mol HEWL) gegenlber Glu und Gln mit insgesamt 5 mol/mol HEWL spricht fir
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die Ausbildung des Isopeptids Asp_Lys. Zudem liegen nur etwa 30% der Asp und Asn in stark
strukturierten Bereichen (a-Helix oder B-Faltblatt) vor, wahrend es fir Glu und Gin Uber 60% der
AS sind. Weiterhin werden mutma@lich die Asparaginreste den Asparaginsauren vorgezogen,
da die Hydroxide eine durchschnittlich héhere Bindungsenthalpie als die Amine aufweisen.
Unter BerUcksichtigung der theoretisch zur Verfigung stehenden 97,9 mmol/100 g HEWL
Asparagin und dem detektierten Asp_Lys-Gehalt von 0,10 - 0,40 mmol/100 g HEWL kann
davon ausgegangen werden, dass nur ein Asparinrest reaktiv ist. Bei der In-Vakuo-Thermo-
Vernetzung des HEWL handelt es sich demnach wie bei der enzymatischen Vernetzung um
eine gerichtete Oligomerisierung. In Anbetracht der Positionen und Lésungsmittelzuganglichkeit
der AS im Molekl findet die Reaktion vermutlich an Asp,g statt.

Der bloBe Einsatz des Vakuums wéahrend der Lyophilisation flhrte in den vorangegangenen
Untersuchungen zu keiner Oligomerisierung. Der Einfluss auf die Struktur von Enzymen,
welcher zu einer Proteinauffaltung fihren wirde, wurde von Desai et al. (1994) untersucht. Die
von ihm festgestellte partielle und reversible Denaturierung im Vakuum reichte offenbar in den
vorliegenden Studien nicht fr eine Modifikation. Zudem besteht die Méglichkeit, dass thermisch
induziert eine effektivere partielle Auffaltung des Proteins stattfindet und so die unzuganglichen
AS erreichbar werden um als potentielle reaktive Stelle zur Verfligung zu stehen. Aufgrund der
Hitzestabilitat, welche durch die vier Disulfidbriicken hervorgerufen wird (Jollés et al., 1966),
kénnen vermutlich die neben einem Cystein liegende AS, aufgrund sterischer Hinderung nur bei
héherer Temperatur (100°C) zur Isopeptidbildung beitragen. Dies betrifft acht der potentiell
reaktiven AS (Glu;, Asngs, Asnzz, Asngs ASpes, ASN74, Asniiz und LySqqs).

Generell ist die mTGase-Behandlung fir das Protein schonender, da die Reaktion im wassrigen
Milieu stattfindet. Sie ist aber nachweislich mit weitreichenden Konsequenzen fur die
Funktionalitéat verbunden, da das Protein vollstandig aufgefaltet und dann vernetzt wird. Dem
gegeniber steht die thermische Vernetzung, welche mutmaBlich Uberwiegend oberflachlich
stattfindet und bei welcher das aktive Zentrum des HEWL womdglich unmodifiziert erhalten
bleibt. Die Zuganglichkeit der reaktiven AS fur eine enzymatische oder thermische
Oligomerisierung ist dabei maBgeblich von der Sekundar- bzw. Tertiarstruktur sowie von der
sterischen Hinderung durch eventuelle Disulfidbriicken wahrend der Reaktion abhéngig.

Die enzymatische und nicht-enzymatische Methode unterscheiden sich prinzipiell hinsichtlich
ihrer Vernetzungstellen und der Art, sowie der Menge an intermolekularen Verkntpfungen.

4.6.4 Vergleich der In-Vakuo-Thermo-Vernetzung an HEWL mit B-Casein
und erste Untersuchungen an einem Molkenproteinisolat

Neben HEWL wurde das Molkenproteinisolat von ARLA und das Milchprotein B-Casein (8-CN)
bezuglich der nicht-enzymatischen Vernetzung unter Standardbedingungen untersucht. Die
Analysen weiterer Proteine sollten eine Abschatzung des sekundaren und tertiaren
Struktureinflusses auf die resultierende Oligomerisierung ermdglichen. Im Elektropherogramm
sind die drei Ausgangsproben und drei aufeinander folgende Zyklen einander gegentber
gestellt (Abbildung 4-53). Bei dem Protein B-CN handelte es sich um eine (ber einen langeren
Zeitraum gelagerte Probe, die bereits unbehandelt erste Vernetzungen aufwies. Die beiden
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anderen Proben (Molkenproteinisolat und HEWL) zeigten unbehandelt hingegen nur die zu
erwartenden Banden bei zirka 13 und 16 kDa.

Die fir HEWL diskutierte schwache Oligomerisierung zum Dimer wird erneut deutlich (Kapitel
4.6.1). Im Gegensatz dazu kommt es bei B-CN und dem Molkenproteinisolat bereits ab dem
ersten Zyklus zu einer starken Vernetzung, welche an Intensitat Gber den zweiten bis zum
dritten Zyklus zunimmt. Fir die B-CN-Proben wurde die Oligomerisierung nach dem dritten
Zyklus so stark, dass einige gréBere Bestandteile der Probe nicht mehr in das SDS-Gel
migrieren konnten und in den Taschen zuriickblieben. Strukturelle und biologische
Verwandtschaft zugrunde legend ist fir a-LA (45,1% Bestandteil des Molkenproteinisolats) und
HEWL eine &hnliche Oligomerisierung zu erwarten. Die Struktur des Molkenproteins wird aber
maBgeblich von der Anwesenheit der Metallionen Calcium beeinflusst, welche nach Dialyse des
Molkenproteinisolats zum Teil entfernt sind und a-LA somit nicht die Stabilitat wie HEWL
aufweist (Abschnitt 4.1, Hendrix et al., 2000). Folglich sind um zirka ein Drittel hdhere
Vernetzungen zu erwarten und auch zu beobachten (vgl. Calciumgehalte in Kapitel 4.5). Die
zum Teil calciumfreien Proteine werden vergleichbar mit B-CN, welches natirlicherweise keine
Sekundarstruktur aufweist, sehr leicht in-vakuo oligomerisiert. So dass B-Casein vor den
Molkenproteinisolat und dann HEWL die starkste Oligomerisierung aufweist.
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Abbildung 4-53: SDS-PAGE von HEWL, B-CN und Molkenproteinisolat (ARLA) nach je drei Zyklen
(HEWL: 1-3, B-CN: 4-6 und ARLA: 7-9) unter Standardbedingungen mit 85°C Uber 24 h und pH 7

In Tabelle 4-20 sind die Aminosauregehalte der potentiell reaktiven AS des a-LA, B-LG, B-CN
sowie HEWL aufgelistet. Aufgrund des héheren Vorkommens von Glutamin (GIn) und -séure
(Glu) im Vergleich zu Asparagin (Asn) und -saure (Asp) in B-CN ist zu vermuten, dass mehr
Glu_Lys als Asp_Lys wahrend des ZLCL unter Vakuum entsteht. Fir HEWL ist das Verhaltnis
umgekehrt, das Molkenproteinisolat (bestehend aus a-LA und B-LG) weist ein relativ
ausgeglichenes Verhaltnis der vier Aminoséuren auf. Trockenes, hitzebehandeltes a-LA enthalt
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nachweislich Glu_Lys und weist Uber 5% Lysin des Proteins gebunden in Isopeptidbindungen

auf (Schmitz et al., 1976).

Tabelle 4-20: Vergleich isopeptidbildender Aminosauren in a-LA (LALBA_BOVIN), 3-LG (LACB_BOVIN),

B-CN (CASB_BOVIN) und HEWL (LYSC_CHICK) (http:/www.uniprot.org/)

Aminosaure a-LA B-LG B-CN HEWL
Asparaginséure (Asp) 13 10 4 7
Asparagin (Asn) 8 5 5 14
Glutaminsaure (Glu) 7 16 19 2
Glutamin (Gin) 6 9 20 3
Lysin (Lys) 12 15 11 6
Anzahl der AS 123 162 209 129

Allein aufgrund des hohen prozentualen Anteils an Lysin in a-LA, B-LG und B-CN (12, 15 bzw.
11 mol Lys/mol Protein)  kbnnten  doppelt so viele Isopeptide als im HEWL
(6 mol Lys/mol Protein) gebildet werden. Die héheren Anteile der Aminosauren Asn und Asp im
HEWL im Vergleich zu GIln und Glu fihren nach vorangegangen Untersuchungen nur zur
Ausbildung von Asp_Lys (Abschnitt 4.6.3).
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Abbildung 4-54: ASA-Chromatogrammausschnitt nach EH von HEWL (links) und 8-CN (CN, rechts),
unbehandelt und nach thermischer Inkubation (ZLCL) bei 85°C und 100°C Uber je 4 Zyklen mit 24 h
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Fir das Molkenproteinisolat oder das isolierte a-LA stehen die ASA-Untersuchungen noch aus.
Es ist jedoch zu vermuten, dass in beiden Proben aufgrund der strukturellen Gegebenheiten
sowohl Glu_Lys als auch Asp_Lys entsteht. Eine Vernetzung Uber die Bildung von LAL ist
zudem nicht ausgeschlossen, da zum Beispiel das a-LA im Gegensatz zum B-CN zwar keine
Phosphoserin-Reste, aber 8 mol Cys/mol Protein enthélt, welches auch zur Bildung von LAL
fihren kann. In den Proben des B-CN konnten neben LAL beide Isopeptide nachgewiesen
werden (Abbildung 4-54). Die Gehalte an LAL sind mit 0,5- 1,9 mmol/100 g B-CN deutlich
gegendber dem im Lysozym identifizierten LAL (0,2 - 0,4 mmol/100g) erhéht. Die offene
Struktur des Caseins scheint eine Umsetzung der finf Phosphoserinreste zu Dehydroalanin
(DHA) als Vorstufe des LAL zu beguUnstigen (Kleyn und Klostermeyer, 1980), wohingegen die
B-Eliminierung Uber die Abspaltung von Schwefelwasserstoff der Cysteine des Lysozyms
aufgrund der stabilen Disulfidbriicken im HEWL verzdgert ablauft. Weiterhin zu sehen ist, dass
sowohl Glu_Lys als auch Asp_Lys in B-CN gebildet werden (Abbildung 4-54), obwohl nur
geringe Anteile an Asn und Asp im Molekidl vorhanden sind (Tabelle 4-20). Dies beweist
abschlieBend wie essentiell die strukturellen Voraussetzungen der eingesetzten Proteine flr
eine vielféaltige Oligomerisierung sind und dass nicht allein die bloBe Haufigkeit der
Aminosauren sondern ihre Lage im Molekul maBgeblich die Vernetzung beeinflusst.

4.7 Fazit der Untersuchungen zur enzymatischen und der nicht-
enzymatischen Vernetzung verschiedener Proteine

Es konnte dargelegt werden, dass Lysozym aus Huhnereiwei3 durch mikrobielle
Transglutaminase nur bei gleichzeitiger Applikation von hohem hydrostatischem Druck
vernetzbar ist. Nach Bildung definierter Produkte bei gerichteter Oligomerisierung wurden mit
zunehmender Enzymaktivitdt und Inkubationstemperatur weitere Vernetzungsprodukte
detektiert. Die sich daraus ergebenden funktionellen Konsequenzen und die resultierenden
strukturelle Informationen wurden in den Kapiteln 4.4.1 bis 4.4.5 fur HEWL aufgezeigt.

Das evolutionsbiologisch verwandte und strukturell sehr ahnlich aufgebaute a-Lactalbumin
konnte in ersten Untersuchungen bereits unter Atmosphéarendruck enzymatisch bis zu 72%
oligomerisiert werden. Die Anwesenheit von Calciumionen sorgte jedoch unabhéngig von den
gewdhlten Reaktionsparametern (Temperatur, Druck, Protein- und Enzymkonzentration) fur
eine etwa 30%ig geringere Vernetzung. Flr weitere Milchproteine wie das B-Casein wurde
bereits in der Literatur gezeigt, dass schon geringe Enzymaktivititen der mTGase unter
Normaldruck fir eine intensive Vernetzung ausreichen (Partschefeld et al., 2007b).

Uber die mTGase-induzierten Vernetzungen hinaus wurden ausgewéhlte nicht-enzymatische
Inkubationen unter erhéhter Temperatur und Vakuum analysiert. Neben HEWL, welches unter
nicht denaturierenden Bedingungen nur bis zum Dimer oligomerisierte, wurde B-Casein und das
Molkenproteinisolat von ARLA untersucht. Die Milchproteine vernetzten stérker und bildeten
héhere Oligomere. Die rdumliche Struktur und thermische Stabilitéat der Proteine war dabei flr
den Grad der Vernetzung ausschlaggebend. AuBerdem war die Anzahl der potentiellen

reaktiven Aminosauren im Protein und deren Zuganglichkeit im Molekul fir die Ausbildung der
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kovalenten VerknlUpfungen von Bedeutung. So konnte bei der In-Vakuo-Thermo-Vernetzung
(ZLCL) neben dem bereits in den enzymatisch behandelten Proben nachgewiesenen Isopeptid
Glu_Lys auch das Asp_Lys gebildet werden.

Trotz der geringeren Anzahl an méglichen Reaktionspartnern war die Oligomeren-Ausbeute fur
HEWL bei der enzymatischen mit zirka 75% hdher als bei der nicht-enzymatischen Vernetzung
unter nicht denaturierenden Bedingungen (moderate Temperaturen von 85°C, 25%
oligomerisiert). Allein aufgrund der Primdrstruktur ist keine verallgemeinernde Aussage
bezlglich der Oligomerisierung durch Hochdruck- oder Vakuumbehandlung méglich. Abhangig
von den gewahlten Inkubationsbedingungen lassen sich aber mit beiden Methoden kovalent
verknipfte Proteine erzeugen. Eine funktionelle Charakterisierung der mittels ZLCL erzeugten
HEWL-Proben steht noch aus.
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Untersuchungen zur Reaktion von Proteinen wahrend einer Hochdruckbehandlung (HD)
ermdglichen ein besseres Verstandnis der Reaktivitdt und Struktur auf molekularer Ebene. In
der vorliegenden Arbeit wurde die enzymatische Oligomerisierung von HihnereiweiBlysozym
(HEWL) mithilfe der druckstabilen mikrobiellen Transglutaminase (mTGase) unter HD
untersucht. Die resultierenden Oligomere wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer strukturellen
und funktionellen Eigenschaften charakterisiert. Vergleichende Untersuchungen wurden mit
dem evolutionsbiologisch verwandten Protein, dem a-Lactalbumin durchgefihrt. AbschlieBend
erfolgten orientierende Studien zur nicht-enzymatischen Vernetzung von HEWL und
ausgewahlten Milchproteinen, bei welchen eine kovalente Verknupfung Uber vergleichbare
Isopeptide nachgewiesen werden konnte.

Kompakte, globuldre Proteine, wie das untersuchte HEWL stellten unter Normaldruck keine
Substrate fir die mTGase dar. Auch war eine enzymatische Vernetzung nach erfolgter
Hochdruckbehandlung aufgrund der Reversibilitat der druckinduzierten Auffaltung nicht méglich.
So wurde HEWL nur bei simultaner Behandlung mit mTGase und hohem hydrostatischem
Druck zu Homooligomeren vernetzt. Neben einem geeigneten Puffersystem wurden der pH-
Wert, die Inkubationszeit, die Temperatur, der hydrostatische Druck, die Enzymaktivitat der
mTGase und die Proteinkonzentration des Lysozyms verandert. Abhangig von den
Reaktionsbedingungen wurden Produkte mit stark variierenden Vernetzungsgraden erhalten,
wobei eine maximale Oligomerisierung von zirka 75% aus einer 3%igen HEWL-Probe in Tris-
HCI-Puffer bei pH 7,5 mit 160 U mTGase/g Protein Gber 30 min, 600 MPa und 40°C erreicht
wurde. Zudem erfolgte eine Kategorisierung aller resultierenden Proben anhand ihres mittels
Gelelektrophorese bestimmten Vernetzungsgrades in drei Untergruppen: LMW (niedrig
vernetzt, 0 - 30%), MMW (mittel vernetzt, 30 - 60%) und HMW (hoch vernetzt, 60 - 100%).

In den so vernetzten Proben wurden das reaktionsspezifisch gebildete Isopeptid
N-g-(y-L-Glutamyl)-L-Lysin (Glu_Lys) nachgewiesen und die beteiligten reaktiven Aminosauren
identifiziert. Die Bestimmung von Glu_Lys, welches fir die kovalenten Verknipfungen
verantwortlich ist, erfolgte nach enzymatischer Hydrolyse am Aminosaureanalysator mit
Ninhydrin-Nachsaulen-Derivatisierung. Eine erste Abschatzung des Isopeptidgehaltes zeigte
zudem, dass es bei der Oligomerisierung sowohl zu inter- als auch intramolekularer Vernetzung
kam. Der minimal notwendige Gehalt an Cross-Link-Aminoséuren, [CLAA]m» lag zum Teil um
den Faktor zwei unter dem Gehalt des quantifizierten Glu_Lys.

AnschlieBend konnte nach tryptischem Verdau Uber die RP-HPLC/ESI-TOF-MS fur die gering
vernetzten Proben (LMW) genau eine definierte kovalente Verknupfungsstelle ermittelt werden.
Far die MMW- und HMW-Proben wurden finf bzw. sechs Peptidfragmente detektiert. Bei den
LMW-Proben wurde Lys; mit Glnyo; vernetzt. Den hdher oligomerisierten Proben konnten die
Lysinreste Lysi, Lysis, Lysiie und die Glutaminreste Ging, Glnsz, Glnyoy zugeordnet werden.
Somit gelang eine erste strukturelle Aufklarung der Vernetzungsprodukte. Der Aufbau der
Oligomere lauft demnach zuerst gerichtet und linear ab. Insbesondere bei hdheren
Temperaturen und Enzymaktivitdten werden jedoch ungeordnete Strukturen gebildet. Die
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einzelnen Vernetzungsprodukte scheinen aufgrund der Lage der reaktiven Aminosauren im
HEWL-Molekdl Gber mehrere intermolekulare Bindungen eine variierende Struktur auszubilden.
Eine Quantifizierung der einzelnen Isopeptide erfolgte nicht, orientierende MS-Untersuchungen
lassen aber vermuten, dass auch hier bevorzugte Reaktionsorte existieren.

Die vernetzten Proben wurden nachfolgend Gber Ammoniumsulfatféllung konzentriert und
mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) fraktioniert. Die Ausbeuten der GPC waren sehr
gering. Eine Fraktionierung in einzelne, selektiv verknlpfte Oligomere wurde nicht erreicht. Die
enzymatisch oligomerisierten Proben sowie ausgewahlte GPC-Fraktionen mit hdheren
Oligomeren wurden hinsichtlich funktioneller und struktureller Konsequenzen untersucht.
Begonnen wurde dabei mit der lytischen Enzymaktivitdt des HEWL gegen Zellwande des
Micrococcus lysodeikticus. Eine abnehmende bzw. verbleibende Lyseaktivitat korrelierte mit
einer zunehmenden Oberflachenhydrophobitat der Oligomerengemische. Beide GrdBen
verhielten sich indirekt proportional zueinander. Wahrend der hydrophobe Kern des Molekuls
mit steigender Oligomerisierungsrate freigelegt wurde, senkte sich die Lyseaktivitat bis auf null
ab. Eine rdumliche Deformation oder Barriere entstand mutmaBlich im oder in der Nahe des
reaktiven Zentrums (Gluss und Aspsp) des Lysozyms, so dass der Enzym-Substrat-Komplex
nicht mehr ausgebildet werden konnte.

Die Untersuchung der Veranderung sekundarer und tertidrer Strukturbestandteilte erfolgte
mithilfe der Zirkular-Dichroismus-Spektroskopie. Gleichwohl fir die Tertidrstruktur keine groBen
Veranderungen aufgezeigt wurden, ist fir die Sekundarstruktur mit zunehmendem
Vernetzungsgrad eine Abnahme der a-Helices und eine Zunahme von ungeordneten und
B-Faltblatt-Bereichen detektiert worden. Es konnte daher die unter Hochdruck bekannte
Auffaltung des HEWL Uber die enzymatische Vernetzung derart stabilisiert werden, dass eine
vollstandige Ruckfaltung nicht mehr gegeben war.

Das Fibrillierungsverhalten der oligomerisierten Proben im Sauren im Vergleich zum
unbehandelten HEWL stellte eine weitere Charakterisierungsmdglichkeit dar. Die Analyse der
inkubierten Proben erfolgte mithilfe dreier photometrischer Methoden (Umsetzung mit den
Reagenzien 8-Anilino-1-naphtalinsulfonsaure, Kongorot oder Thioflavin T). Die fibrillierten
Proben wurden zudem transmissionselekironenmikroskopisch (TEM) untersucht. Mit
zunehmender Vernetzung war dabei eine abnehmende Fibrillierungsneigung zu beobachten,
welche gut strukturell zu erklaren ist, da die zusatzlichen, kovalenten Isopeptidbindungen die
Proteinmolekile gegen eine saure Auffaltung stabilisieren. Eine Auffaltung ist jedoch die
Grundvoraussetzung fir eine Assoziation und Bildung in-vitro-induzierter, amyloider Strukturen.

Ferner wurde das antimikrobielle Verhalten der Praparate gegen grampositive und -negative
Mikroorganismen getestet. Unbehandeltes Lysozym zeigt grundséatzlich gegentber
grampositiven Mikroorganismen eine gute antimikrobielle Aktivitat. Eingesetzt wurden der
Agardiffusions- und der bakterielle Hemmtest (Tribungsassay). Hierbei zeigten alle gepriften
Proben keine Wirkung gegenlUber gramnegativen Bakterien. Die antimikrobielle Wirkung
gegeniber den grampositiven Mikroorganismen variierte stark. Das Phanomen der erhdhten
Sensibilitdt gegentiber ausgewahlten Bakterienstdmmen im niederkonzentrierten Bereich wurde
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fir Bacillus subtilis (grampositiv) und die mittel- bzw. hochvernetzten Proben im Vergleich zu
unbehandelten HEWL (je 0,00625% Probe, w/v) reproduzierbar nachgewiesen.

Auf die umfassende Charakterisierung der enzymatisch vernetzten HEWL-Proben folgten
orientierende Vergleichsstudien mit dem evolutionsbiologisch verwandten a-Lactalbumin (a-LA).
Die enzymatische Oligomerisierung konnte fir das Molkenprotein dabei im Gegensatz zum
HEWL bereits unter Atmospharendruck erzielt werden. Die Vernetzungsraten betrugen,
unabhangig von den untersuchten Rahmenparametern aber abhangig vom Calciumgehalt, zirka
35% (mit Ca) bis 72% (ohne Ca). Das a-LA als Calcium-bindendes Protein wurde somit durch
die Abwesenheit des Metallions derart destabilisiert, dass es fur die mTGase besser umsetzbar
wurde. Die im Vergleich zum Lysozym vermehrt enthaltenen potentiell reaktiven Aminosauren
(doppelt so viel Lys und Gin) trugen ebenfalls zu einer starkeren Oligomerisierung bei.

AbschlieBend erfolgten Studien zu nicht-enzymatischen, vakuuminduzierten Kondensations-
reaktionen. Dabei wurde trockenes HEWL im Vakuum thermisch induziert vernetzt. Die
Methode ist in der Literatur als Zero-Length-Cross-Linking (ZLCL) beschrieben. Die
Untersuchung der Parameter Vakuum, Temperatur, pH-Wert und Zyklenzahl erfolgte an dem
globularen Protein. Dieses konnte unter nicht denaturierenden Bedingungen bis zum Di- und
Trimer vernetzt werden. Weitere Milchproteinproben (ein Molkenproteinisolat und B-Casein)
wurden nur exemplarisch unter Standardbedingungen untersucht. Hierbei wurde das
Molkenproteinisolat deutlich besser als HEWL und das B-Casein bei 85°C Uber je 24 h und
Einsatz von Vakuum am starksten oligomerisiert. Die gute Umsetzung des B-Caseins ist dabei
auf die fehlende Tertidar- und Sekundarstruktur zurlickzufihren. Zum Teil entstanden auch
Casein-Polymere, welche nicht mehr elektrophoresegangig waren. Die beteiligten Isopeptide
wurden analog zu den enzymatisch vernetzten Proben (ber die Aminosaureanalytik
nachgewiesen. Es konnte das Isopeptid N-e-(B-Aspartyl-)Lysin (Asp_Lys) neben Lysinoalanin
(LAL), aber kein Glu_Lys in HEWL nachgewiesen werden. Beide Isopeptide (Asp_Lys und
Glu_Lys) sowie LAL sind dagegen im B-Casein gebildet worden. Der Einfluss struktureller
Gegebenheiten auf die Reaktionsfahigkeit der Proteine konnte folglich eindeutig belegt werden.
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