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1 Einleitung

1.1 Biomineralisation

Unter dem Begriff Biomineralisation versteht man allgemein die Fahigkeit von lebenden
Organismen, Mineralien zu produzieren.>3 Auf diese Weise entstehen Kompositmateria-
lien aus einem meist kristallinen anorganischen Material und einem kleinerem Anteil an
organischen Bestandteilen, auch Biomineralien genannt. Uber den Aufbau durch Hierar-
chieebenen aus diesen organischen und anorganischen Bestandteilen zeigen viele Biomi-
neralien einzigartige Materialeigenschaften, die perfekt auf die Anforderung der spateren
Funktion abgestimmt sind.* Mehr als sechzig unterschiedliche Mineralien werden so von
Lebewesen gebildet.? Die Kontrolle iiber Orientierung, Polymorphie und Morphologie der
entstehenden Biomineralien erfolgt meist iber die Wechselwirkung der organischen Matrix
mit den sich bildenden anorganischen Kristallen. Dabei dienen die organischen Bestand-
teile wie z. B. Kollagenfasern oder die Proteine der extrazellularen Matrix als Templat
der Mineralisation und kontrollieren so den Ort der Nukleation als auch die Orientierung.
Ein eindrucksvolles Beispiel fiir die Kontrolle iiber die Polymorphie von Biomineralien und
fiir die hervorragenden Materialeigenschaften sind die Schalen von Mollusken. Abbildung
1.1 zeigt die Schale von Haliotis laevigata. Die &uflere Schicht der Muschel besteht aus
thermodynamisch stabilen Calcit. Innen ist die Muschelschale aus Perlmutt aufgebaut.
Perlmutt besteht zu 95% aus CaCOj in der metastabilen Modifikation Aragonit.® Dabei
sind die Aragonitplattchen regelméflig hexagonal geformt und in einer bevorzugten kris-

tallografischen Orientierung ausgerichtet (Abbildung 1.1b & 1.1c¢).
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Abbildung 1.1: Die Schale von Haliotis laevigata als Beispiel fiir ein Biomineral. Foto der
inneren Schicht Perlmutt (a). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des
Querschnittes von Perlmutt (b). Vergrofierte Aufnahme der plattchenformigen
Aragonitstruktur (c). Abbildungen aus Heinemann et al., 2011.5

Obwohl Perlmutt zu 95% aus CaCOj, besteht, zeigt es eine um etwa das 3000-fache erhohte
Bruchfestigkeit gegeniiber geologisch vorkommenden CaCO,. Grund hierfiir ist die hierar-
chische Struktur aus Aragonitschichten und einem organischen Fasernetzwerk aus Chitin
(Ziegel-Mortel-Prinzip) (Abbildung 1.1b). Bei mechanischer Belastung werden entstehen-
de Risse in der anorganischen Komponente durch das organische Netzwerk abgefangen
und koénnen sich nicht durch weitere Aragonitschichten fortpflanzen.”8

Ein tieferes Verstandnis tiber den Entstehungsmechanismus solcher Biomaterialien eroff-
net neue Moglichkeiten fiir das Design, aber auch die Einsatzbereiche neuer Materialien.*
Hierfiir ist es jedoch notwendig, die molekularen Mechanismen dieser Vorgiange zu verste-

hen. Ein Ansatzpunkt bietet die klassische Nukleationstheorie.

1.1.1 Klassische Nukleationstheorie und Pranukleationscluster

Kristallisation oder Mineralisation lédsst sich allgemein unterteilen in Keimbildung und
Kristallwachstum. Im ersten Schritt, der Keimbildung, kommt es zur Phasentrennung in
einem tiberséttigten System. Die Keimbildung, auch Nukleation genannt, stellt den ent-
scheidenden Schritt in der Kristallisation dar.* Uber die Nukleation kann demnach die
Kristallisation kontrolliert werden.”

Der Mechanismus der Nukleation wird durch die klassische Nukleationstheorie beschrie-
ben. Sie wurde urspriinglich fiir die Nukleation aus iibersattigtem Wasserdampf entwickelt
und anschliefend auf die Kristallisation in Losungen iibertragen.*? Die klassische Nuklea-
tionstheorie beruht auf der Annahme, dass das Wachstum eines Nukleationskeims durch
die Anlagerung einzelner Monomere wie z. B. Atome, Ionen oder Molekiilen voranschreitet.
Das Wachstum des Keims fithrt einerseits zur Zunahme der Volumenenergie, gleichzeitig
aber auch zur Bildung einer Grenzfliche und damit verbunden zu einer Grenzfléchen-

spannung und Oberflichenenergie. Die Volumenenergie ist negativ, da der entstehende
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Abbildung 1.2: Grundlage der klassischen Nukleationstheorie. Abbildung nach Gebauer et al.,
2011.4

Festkorper thermodynamisch stabiler ist als die ibersattigte Losung; die Volumenenergie
treibt die Nukleation an. Die Oberflachenenergie wirkt der Nukleation entgegen. Fiir die

freie Energie des Systems gilt:

4
AG = —TIr’ pg Ay + 4I1r?y (1.1)
3 S——
—_———
r= Radius des wachsenden Kristalls
ps = Teilchendichte im Kristall
Ap = Hfest — Miissigs Differenz im chemischen Potential
v = Phasengrenzenergie

Dabei entspricht der erste Term in Gleichung 1.1 dem Beitrag der Volumenenergie und

3

der zweite Term der Oberflichenenergie. Da die Volumenenergie proportional zu r° und

2 ist, dominiert bei einem kleinen Radius die

die Oberflichenenergie proportional zu r
Oberflachenenergie, bei einem grofien Radius die Volumenenergie. Der Radius, ab den
die Volumenenergie tiberwiegt, wird als kritische Gréfle des wachsenden Keims bezeichnet
(siehe Abbildung 1.2). Dies fiihrt zu einem metastabilen Ubergangszustand. Die Hohe
dieses Ubergangszustandes bestimmt die kinetische Barriere der Nukleation. Keime, die
kleiner sind als die kritische Grofle, sind instabil und l6sen sich aufgrund der Oberflachen-
energie wieder auf. Keime, die grofler sind als die kritische Grofle, wachsen unbegrenzt

weiter.
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Die Hohe der Nukleationsbarriere entspricht dabei dem Maximum der Funktion bei

AG 1673
— und r, =

dr 3(ps|Apl)

Damit ergibt sich fiir die Hohe der Nukleationsbarriere:

167~3
A = 7 (1.2)

(ps| Apul)

1
Das bedeutet die Hohe der Nukleationsbarriere ist ~ +® und ~ ———, also stark abhingig

A
von der Phasengrenzenergie v und der Ubersittigung. A
Durch die Zugabe eines Nukleationskeims kann die Nukleationsrate deutlich beschleunigt
werden. Befindet sich ein Nukleationkeim in der Losung entspricht dieser einem Nukleus
iiber kritischem Radius. Als Folge kann die Kristallisation einfach anschlieen.!?
Die klassische Nukleationstheorie ist allerdings nur beschrankt vorhersagekréftig. GroS-
tes Problem der Nukleationstheorie ist die sogenannte Kapillaritdtsannahme. Dabei wird
angenommen, dass die Energien eines nanoskopischen Keims iiber makroskopische Gro-
Ben wie Grenzflichenspannung bzw. thermodynamische Stabilitdt quantifiziert werden
konnen. Fir Keime im unteren Nanometerbereich sind diese makroskopischen Grofien
allerdings wenig realistisch. Dies wird durch das Abweichen vieler experimenteller Ergeb-
nisse von der klassischen Nukleationstheorie bestatigt. Viele Biomineralien bilden sich
iiber stabile Prinukleationscluster und polyamorphe Zwischenstufen.*!'! Geméi8 der Ost-
waldschen Stufenregel bildet sich dabei zuerst die energiereichste Phase, die anschliefflend
aufgrund ihrer hoheren Loslichkeit in eine stabile Modifikation umkristallisiert.'?
Beim Konzept der stabilen Pranukleationscluster bilden sich vor der Nukleation, also der
Phasentrennung, unabhéingig von der Ubersittigung, kleinste, stabile Assoziate. Diese bil-
den bei der Phasentrennung zuerst amorphe Nanopartikel, die sich erst anschlieend in
Kristalle umwandeln. Diese Form der Nukleation wird auch fiir Hydroxylapatit postuliert.
Im Gegensatz zur klassischen Nukleationstheorie verlduft die Phasentrennung tiber Clus-
teraggregation und nicht iiber die Anlagerung Monomere an einen einzelnen Keim (siehe
Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Nukleation nach der klassischen Nukleationstheorie (oben) und nach dem al-
ternativen Konzept der stabilen Prinukleationscluster (unten).!3

1.2 Calciumphosphate

Auf den Menschen bezogen stellen Calciumphosphate die wichtigsten Biomineralien dar.'*
Als carbonathaltiges Hydroxylapatit bilden sie die mineralischen Hauptbestandteile in
Knochen, Zéhne und mineralisierten Sehnen und gewéhrleisten die mechanische Stabili-
tat als auch die erforderliche Hérte. Die Kristallisation an einer falschen Stelle (pathogene
Kristallisation, ektope Mineralisation) fithrt beispielsweise zu Arteriosklerose, Steinbil-
dung oder Zahnstein.

Alle Calciumphosphate sind in ihrer reinen Form farblos, in der Natur kommen sie jedoch
meist farbig durch Einlagerung von Ubergangsmetallen vor. Die geologisch bedeutendsten
sind Fluorapatit und Phosphorit, die nattirlich in Sediment- und Eruptivgestein vorkom-
men. Wirtschaftlich ist der Hauptanwendungsbereich die Herstellung von Phosphatdiin-
gern. Alle Calciumphosphate zeichnen sich durch eine schlechte Wasserloslichkeit aus, sind
jedoch alle in Séuren 16slich. Anhand ihres Ca/P-Verhéltnisses kénnen Calciumphosphate
eingeteilt werden. Dabei gilt, je kleiner das Verhéltnis von Calcium zu Phosphat, desto

saurer das Mineral, desto besser ist es wasserloslich.
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1.2.1 Octacalciumphosphat

Octacalciumphosphat Cag(HPO,),(PO,), x 5H,O (OCP) wird haufig als metastabile Zwi-
schenstufe bei der Ausfillung des thermodnyamisch stabileren Hydroxylapatit aus einer
wassrigen Losung gefunden. Kristallografisch ist es aus apatitdhnlichen Schichten aufge-
baut, die durch hydratisierte Schichten voneinander getrennt sind. OCP ist Bestandteil
von Zahnstein und Blasensteinen.'® Des weiteren wird OCP als wichtige Zwischenstufe bei

der in vivo Bildung von Biomaterialien, wie z. B. Knochen oder Dentin, vermutet.'?16:17

1.2.2 Amorphes Calciumphosphat

Amorphes Calciumphosphat (ACP) besitzt ein Ca/P-Verhéltnis im Bereich von 1,2 - 2,2.
Bei der Fallung von Calciumphosphaten aus wéssriger Losung tritt ACP héufig als Zwi-
schenprodukt auf. Durch Elektronenmikroskopie wurde ACP als runde Partikel mit einem
Durchmesser von 20 - 200 nm charakterisiert. Es wird vermutet, dass ACP kugelférmige
Cluster der chemischen Formel Cay(PO,), bildet, die als erste Keime bei der Kristallisa-
tion von Hydroxylapatit auftreten.!® Fiir ACP wird weiterhin eine bessere Osteokonduk-
tivitat als fiir Hydroxylapatit und eine gute Bioaktivitiat beschrieben.'® Als Vorlaufer fiir
Hydroxylapatit, wird ACP bereits in oral care Produkten eingesetzt, z. B. in Kombination
mit Caseinphosphopeptiden (CPP).20-2!

1.2.3 Hydroxylapatit

Hydroxylapatit (Ca,o(PO,)s(OH),) stellt das am schlechtesten wasserlosliche Calciumphos-
phat dar. Chemisch reines Hydroxylapatit kristallisiert monoklin in der Raumgruppe
P2;/b (Abbildung 1.4a). Oberhalb von 250 °C findet die Umwandlung in ein hexago-
nales Kristallgitter der Raumgruppe P63/m statt (Abbildung 1.4b). Diese Struktur wird

durch Fremdionen stabilisiert. Daher findet sich in der Natur meist das hexagonale Gitter.
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(b)

Abbildung 1.4: Kristallstruktur von  Hydroxylapatit in einem  monoklinen Kris-
tallgitter (a) und einem hexagonalen Kristallgitter (b). Calciu-
matome sind als griine, Phosphoratome durch blaue und Sauer-
stoffatome  durch  rote Kugeln dargestellt. (http://www.cup.uni-
muenchen.de/ac/kluefers/homepage/L/biominerals/apatite)

Biologisch stellt Hydroxylapatit den mineralischen Anteil des grofiten Hartgewebes im
menschlichen Korper dar, dem Knochen. Dort gewéhrleistet es die mechanische Stabili-
sierung. Knochen ist ein Verbundwerkstoff aus etwa 35% organischen Komponenten und
einem Anteil von 65% an anorganischem Material, hauptsichlich Hydroxylapatit. Die or-
ganische Komponente besteht zu etwa 95% aus Kollagenfasern des Typs I. Die gestreckten
Hydroxylapatitkristalle sind dabei parallel an den Kollagenfasern ausgerichtet. Zusatzlich

dazu ist Hydroxylapatit der mineralische Bestandteil der Zahnhartsubstanzen.
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1.3 Zahnaufbau

Der menschliche Zahn setzt sich aus vier unterschiedlichen Komponenten zusammen.??

Der anorganische Hauptbestandteil ist dabei Hydroxylapatit. In Abbildung 1.5 sind die

einzelnen Komponenten anhand eines menschlichen Zahnschnittes veranschaulicht.

Abbildung 1.5: Darstellung der unterschiedlichen Komponenten in einem menschlichen Zahn-
schnitt. Der Zahn wird umbhiillt von Enamel (E). Darunter befindet sich das
Dentin (D), an den Wurzeln wird der Zahn vom Cementum (C) umgeben. Im
Zahninneren befindet sich die Pulpa (P), in der die Blutgefifie und Nerven
verlaufen.

Im Zahninneren befindet sich die sogenannte Pulpa (P). In ihr verlaufen die BlutgeféBe,
Fibroblasten, Lymphozyten und Nerven. Sie besteht hauptsachlich aus organischem Ma-
terial. An den Wurzeln wird der Zahn von einer Schicht Cementum umbhiillt. Das Dentin
(D), auch Zahnbein genannt, ist ahnlich wie der menschliche Knochen ein Verbundwerk-
stoff und macht den Hauptteil der Zahnhartsubstanz aus. Es besteht zu etwa 70% aus
Hydroxylapatit, die organische extrazellulare Matrix besteht hauptséchlich aus Kollagen-
fasern des Typs 1.14 Das Dentin befindet sich direkt unter der dritten Hartsubstanz, dem
Enamel (E). Im Gegensatz dazu ist es weicher und absorbiert den Stress des dariiberlie-
genden Zahnschmelzes und verhindert so den Bruch. Auf der Krone wird der Zahn von
einer ca. 1-2 mm dicken Schicht Enamel (E), dem Zahnschmelz, umgeben. Enamel besteht
zu uber 95 - 97% aus Hydroxylapatit. Damit stellt Enamel das hirteste Material gebildet
von Vertebraten dar und ist dartiber hinaus das am hochsten mineralisierte Gewebe im
menschlichen Korper.??

Nicht nur der Anteil an Hydroxylapatit, sondern auch die Anordnung und Struktur der
Hydroxylapatitkristalle in Enamel und Dentin zeigen signifikante Unterschiede. Im Ena-

mel sind die Kristalle nadelférmig in Richtung der kristallografischen c-Achse verlangert,
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besitzen eine Lange von bis zu 100 wm, sind allerdings meist nur 50 nm breit und zeigen
eine hochgeordnete Struktur (sieche Abbildung 1.6).%%24

Abbildung 1.6: Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme von hierarchischem Enamel.?

Dies lasst darauf schliefen, dass die beiden Hartgewebe des menschlichen Zahns durch
zwei unterschiedliche Biomineralisationsprozesse, der Dentinogenese und der Amelogene-

se, gebildet werden.

1.3.1 Dentinogenese

Dentin besteht zu etwa 70% aus Hydroxylapatit und enthalt hauptsachlich Kollagen als

organischen Bestandteil.?®

Es dhnelt in seinem Aufbau und seiner mechanischen Belast-
barkeit den Knochen. Die Dentinogenese, der Aufbau des Dentins, beginnt mit der Se-
zernierung einer extrazellularen Matrix durch die Odontoblasten. Hauptbestandteil dieser

Matrix sind Kollagen-Fasern, hauptsichlich des Kollagen Typ 1.25

Die anschlieende Calci-
umphosphatbildung wird durch verschiedene Enzyme reguliert, die sich in der Membran
von Matrixvesikeln der Odontoblastenfortsitze befinden. Eine alkalische Phosphatase,
die an die Oberfliche der Membran gebunden ist, ist verantwortlich fiir die Ablagerung
von Calciumphosphat an den Kollagenfasern. Durch eine Adenosinmonophosphoestera-
se (AMPase) und eine anorganische Pyrophosphatase (PPiase) werden Phosphationen
aus AMP und Pyrophosphat (PPi) freigesetzt. Das benétigte PPi wird von einer Ca*™
ATPase zur Verfiigung gestellt, diese reguliert auflerdem die initiale Mineralisierung.?3

Durch Zusammenspiel dieser Enzyme kommt es in einem ersten Schritt zur Zunahme an
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Ca’*- und PO3 -Tonen und zur Bildung von amorphem Calciumphosphat. Dieses wan-
delt sich in das kinetisch begtinstigte Octacalciumphosphat Cag(HPO,),(PO,), x 5H,0,
eine Vorstufe von Hydroxylapatit, um. Daraus entsteht das thermodynamische Produkt
Hydroxylapatit.!” Die anfinglichen Nanokristalle vergrofiern sich zu Nadeln, was eine
Auflésung der Matrixvesikel bewirkt. In der zweiten Phase wachsen die freien Kristalle
abhingig von der extrazelluliren Ca?*/PO}  -Konzentration und unter Einfluss nicht-
kollagener Matrixproteine entlang der Kollagenfasern.?2¢ Das mengenméBig wichtigste
dentinspezifische Matrixprotein ist das Dentinphosphoprotein (DPP). DPP weist einen
hohen Anteil an Phosphoserin (45 - 50 %) und Aspartatresten (35 - 38 %) auf.?>2” Vor al-
lem im C-terminalen Bereich finden sich Wiederholungen des Motivs Asp-Ser-Ser (DSS).%
Aufgrund seiner stark negativen Ladung besitzt es eine hohe Affinitat zu Ca?*-Ionen.?
In Anwesenheit von Ca?*-Ionen bildet DPP eine B-Faltblattkonformation aus, was zur
Bildung einer stark negativ geladenen Oberfliche fithrt, die mit dem wachsenden Hy-
droxylapatitkristall in Wechselwirkung tritt.>3° Nach Bindung an die Kollagenfasern im
Pridentin erhoht es dort vermutlich die lokale Konzentration an Ca?t und ermoglicht
die initiale Bildung von Hydroxylapatit.?>3!:32 Durch Bindung an die kristallografische
(100)-Fléche des wachsenden Kristalls werden zudem GroBe und Form des entstehenden
Hydroxylapatits gesteuert.>® DPP entsteht aus dem inaktiven Dentinsialophosphoprotein
(DSPP), das von den Odontoblasten sezerniert wird.** An der Pradentin-Dentingrenze fin-
det die Hydrolyse von DSPP in DPP und das Dentinsialoprotein (DSP) statt.?” Yarbrough
et al. verwendeten Peptide, die Wiederholungen des Motivs DSS in verschiedener Anzahl
aufwiesen, fur in vitro Bindungsversuche an Hydroxylapatit. Fiir das Peptid (DSS)g konn-
te die hochste Bindungsaffinitit nachgewiesen werden.?® Interessanterweise konnte nach
Fluoreszenzmarkierung und Inkubation an humane Zahnschnitte die Bindung dieses Pep-
tides ausschlieflich an Dentin und nicht an Enamel nachgewiesen werden. Das Peptid
(DSS)s zeigte in anschlieBenden Mineralisierungsexperimenten ein deutliches Potential
fiir die Nukleierung von Hydroxylapatit nach der Immobilisierung an Polystyrolbeads.?®
Chung et al. konnten ebenfalls fur das Peptid (DSS)3; ein Remineralisierungspotenzial
nachweisen.8

Ein weiteres nichtkollagenes Matrixprotein wahrend der Dentinogenese ist das Dentin-
Matrix-Protein 1 (DMP1). Es ist ebenfalls stark negativ geladen und wird von den Odon-
toblasten gebildet. He et al. konnten in vitro nachweisen, dass sich der saure C-terminale
Bereich von DMP1 in Gegenwart von Ca?*- Ionen zu -Faltblatt-Strukturen zusammenla-
gert. An dieser Oberfliche konnte die Nukleierung von Hydroxylapatit initiiert werden.3”
In weiteren Untersuchungen konnten He et al. firr die Cluster pA (ESQES, 386-390) und
pB (QESQSEQDS, 414-422) innerhalb der C-terminalen Doméne von DMP1 eine Nu-

kleationsaktivitdt nachweisen. In Kombination zeigten diese Cluster eine beschleunigende
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Nukleation, wohingegen die einzelnen Cluster keine Mineralbildung induzierten.3” Weitere
nichtkollagene Matrixproteine sind Osteocalcin und Osteopontin, die an der Regulation

des Kristallwachstums wihrend der Dentinogenese beteiligt sind.?%38

1.3.2 Amelogenese

Im Gegensatz zum Dentin besteht der Zahnschmelz fast ausschliefllich aus Hydroxylapatit
(~95%).1* Damit ist der Zahnschmelz das hirteste Material des menschlichen Kérpers. Die
Bildung des Zahnschmelzes, die Amelogenese, setzt etwas spéter als die Dentinogenese ein.

Sie ist eine Leistung von Epithelzellen, den Ameloblasten, und verlduft in drei Stufen:3°
e Bildung der organischen Matrix
e Mineralisierung der organischen Matrix
e Schmelzreifung

Dabei stellt Amelogenin das mengenmafig wichtigste Protein der organischen Matrix dar
(90%).%° Amelogenin kann in drei Bereiche unterteilt werden: (1) Die ersten 45 Amino-
sduren des N-terminalen Bereichs besitzen einen hohen Anteil an Tyrosin. Dieser Bereich
wird daher auch als TRAP (Tyrosinreiches Amelogenin-Peptid) bezeichnet. (2) Der hy-
drophobe zentrale Bereich besteht aus Wiederholungen von X-Y-Pro, wobei X und Y oft
Glutamin sind. (3) Die C-terminale Region besitzt negativ geladene Aminosauren, welche
die Bindung von Calciumphosphat ermoglichen.*! Durch self-assembly bildet Amelogenin
Nanosphéren, an deren AuBenseite sich die Hydroxylapatitkristalle bilden und weiter-
wachsen konnen. Auf diese Weise beeinflusst Amelogenin die Nukleation, das Kristall-
wachstum sowie die Orientierung als auch die Morphologie der entstehenden Hydroxyla-
patitkristalle.#>"#* Eine natiirliche splicing Variante ist LRAP (Leucinreiches Amelogenin-
Polypeptid), die sich aus der N-terminalen und der C-terminalen Region von Amelogenin
zusammensetzt. Festkorper-NMR-Analysen haben gezeigt, dass auch hier der C-terminale

t.45 Le Norcy et al. konnten

Bereich fiir die Bindung an Hydroxylapatit verantwortlich is
zeigen, dass diese splicing Variante sich beziiglich der Fahigkeit, Nanospharen auszubilden,
ahnlich verhalt wie das full length Amelogenin. Weiterhin konnten sie in vitro die regula-
torischen Eigenschaften auf die Mineralisation von Hydroxylapatit nachweisen.® Weitere
Bestandteile der extrazelluliren Matrix sind unter anderem Enamelin und Ameloblastin.
Direkt nach Bildung der organischen Matrix beginnt die Mineralisierung durch Einla-
gerung von Hydroxylapatitkristallen. Durch den apikalen Fortsatz (Tomes-Fortsatz) der

t.39

Ameloblasten werden diese Kristalle zu Schmelzprismen zusammengefass Um Raum

fiir die wachsenden Kristalle zu schaffen, werden wahrend der Schmelzreifung die organi-

11
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schen Bestandteile der Matrix von einer Reihe Proteinasen abgebaut und anschlieend von
den Ameloblasten resorbiert, so dass fast ausschliefSlich die anorganischen Hydroxylapatit-

Kristalle zuriickbleiben.*”

1.4 Zahnpflege

1.4.1 Ansatze

Der Zahnschmelz stellt das héarteste Gewebe im menschlichen Kérper dar. Durch den
strukturierten Aufbau und den hohen Mineralanteil von iiber 95% weist er eine unver-
gleichliche mechanische Stabilitdt auf. Durch die Abwesenheit einer organischen Matrix je-
doch besitzt Enamel keine Selbstheilungsprozesse wie z. B. Knochen. Durch Ca?*-haltigen
Speichel besteht die Méglichkeit, die Zahnoberfliche durch Abscheiden von Hydroxylapa-
tit zu remineralisieren. Die Stabilisierung der Ca?"-Ionen wird dabei vor allem durch das
Protein Statherin, aber auch durch andere saure prolinreiche Speichelproteine gewéhrleis-
tet.*®49 Aufgrund des hohen Anteils an sauren Aminoséduren wie Glutamat und Aspar-
tat, aber auch wegen der Phosphorylierung der enthaltenen Serinreste, besitzt Statherin
eine hohe Affinitét gegeniiber Ca?*-Ionen. Durch Bindung an erste Calciumphophosphat-
Cluster wird deren Wachstum gehemmt und die spontane Prézipitation aus dem Speichel
verhindert. Ahnlich wie Milch stellt Speichel daher eine iiberséttigte Losung in Hinblick
auf Calciumphosphate dar. Durch die hohe Konzentration an Calciumphosphaten besitzt
Speichel die Fihigkeit, die Zahnoberfliche zu remineralisieren.®®

Auf der anderen Seite sind Zéhne einer stetigen Demineralisation ausgesetzt. Im Normal-
fall befinden sich die Prozesse De- und Remineralisierung im Gleichgewicht.? Wird dieses
Gleichgewicht gestort und die Demineralisierung tiberwiegt, kommt es zu Erosionen an der
Zahnoberflache. Sind zusétzlich Bakterien an diesem Prozess beteiligt, spricht man von
Karies. Saure-produzierende Bakterien, die iiber die Nahrung in den Mundraum gelan-
gen, bilden einen Biofilm auf der Zahnoberfliche (Plaque) und setzen dort als Metabolite
Sauren frei. Diese Sauren diffundieren in bzw. an den Zahn und lésen dort sukzessiv das
Hydroxylapatit auf. Dies fiihrt anfanglich zur Entstehung kleinerer Kariesldsionen, bei
andauerndem Ungleichgewicht zur Bildung von Lochern im Zahn.5? Karies stellt eine der
haufigsten Volkskrankheiten dar. Die Behandlung und Vorbeugung dieses Phanomens hat
daher in den vergangenen Jahrzehnten das wissenschaftliche Interesse auf sich gezogen.
Vielversprechend dabei ist vor allem der Zusatz von Fluorid in Mundpflegeprodukten.
Aber auch die positive Wirkung von Nanopartikeln konnte durch mehrere Studien belegt

werden. Ein weiterer Ansatz ist die biomimetische Rekonstruktion der Zahnoberflache.
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1.4.2 Fluorid

In vielen Studien wurde belegt, dass Fluorid dentalen Karies reduziert.?*5® Durch den
Zusatz von Fluorid im Trinkwasser in verschiedenen Landern konnte dort das Kariesri-
siko um 30% erniedrigt werden. Heute wird Fluorid zur Karies-Pravention in praktisch
allen Mundpflegeprodukten zugesetzt.’® Durch Einbau der Fluoridionen in die Zahnober-
fliche bildet sich Fluorapatit (Ca,(PO,)sF,). Fluorapatit besitzt eine deutlich schlechtere
Loslichkeit in Wasser und ist zu dem in einem weiten Bereich saurestabiler als Hydroxyla-
patit. Dies hat zur Folge, dass in einem pH-Bereich, der durch dentalen Plaque erzeugt
wird, die Prazipitation von Hydroxylapatit unterbunden wird, die Mineralisierung von
Fluorapatit jedoch stattfinden kann.’” Somit kann durch den Einbau von Fluorid die De-
mineralisierung der Zahnoberfliche inhibiert werden. In hohen Konzentrationen und in
einem niedrigen pH-Bereich ist das Hauptreaktionsprodukt allerdings CaF,. Weiterhin
interagiert Fluorid mit Wachstumsprozessen in den saure-produzierenden Bakterien.

Eine iiberméflige Aufnahme von Fluorid fithrt jedoch zu Fluorosis und damit zu Zahnver-

formung, braunen Streifen und Pittings an der Zahnoberfliche.%®

1.4.3 Nanohydroxylapatit

Ein weiterer Ansatz fiir die Behandlung von erodierten Zahnoberflichen ist die Zuga-
be von Nanokristallen. Fiir Nanopartikel aus amorphem Calciumcarbonat (Nano-ACC)
konnte in vitro in Kollagen beschichteten Gefaflen eine Mineralbildung beobachtet wer-
den. Nach Behandlung mit einer Zahnpasta, die Nano-ACC in einer Konzentration von
1% enthalt, zweimal taglich fiir 20 Tage wurde eine Remineralisierung von artifiziellen
Kariesldsionen beschrieben. Das Remineralisierungspotential wird durch die Einlagerung
der Nanopartikel an die Kollagenfasern und die anschlieflende Freisetzung von Ca?*-Ionen
erklért.? Nanohydroxylapatit (Nano-HA) dhnelt in seiner Morphologie, Kristallstruktur
und Kristallinitdt den Kristalliten im Zahnschmelz und weist eine sehr gute Biokompati-
bilitdt und Bioaktivitat auf.’®:! Der genaue Wirkmechanismus wird noch diskutiert. Es
wird davon ausgegangen, dass sich die Nanopartikel in die Karieslésionen einlagern, dort
als Ca-Reservoir dienen und so die Remineralisierung férdern.®! So konnten Huang et al.
fur eine 10% ige Nano-HA-Suspension in vitro eine deutliche Remineralisierung von Kuh-
ziahnen nachweisen.®? In einem pH Cycling Model aus Demineralisierung (pH 4,5) und
Remineralisierung (pH 7,0) konnte weiterhin iiber Microhardness Messungen eine Zunah-
me in der Harte abhéngig von der Konzentration im Bereich von 1% - 10% an Nano-HA
gezeigt werden.%® Ein Beispiel fiir Nano-HA in der Mundpflege ist Biorepair™. Dieses

enthilt eine Kombination aus ZnCO, und Hydroxylapatit.54
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1.4.4 Proteinvermittelte Remineralisierung

Neben den Zuséatzen von Fluorid und Nano-HA stellen biomimetische, proteinvermittel-
te Ansétze eine vielversprechende Moglichkeit dar, erodierte Zahnoberflichen zu behan-
deln. Ein Beispiel fiir die proteinvermittelte Remineralisierung ist der Wirkstoff CPP-ACP
(Recaldent™). Der Komplex aus Casein Phosphopeptiden und amorphem Calciumphos-
phat (CPP-ACP) wird aus dem Milchprotein Casein gewonnen. Wie Speichel stellt auch
Milch eine an verschiedenen Calciumphosphat-Festphasen iibersattigte Losung dar. Im
Falle der Milch erfolgt die Stabilisierung der Calciumphosphate durch das Milchprotein
Casein. Ahnlich wie Statherin weist dieses ebenfalls einen hohen Anteil an negativ gela-
denen Aminoséuren auf. Durch tryptischen Verdau werden verschiedene Casein Phospho-
peptide hergestellt.®> Vier dieser Peptide, die alle das Motiv Phosphoserin-Phosphoserin-
Phosphoserin-Glutamat-Glutamat enthalten, zeigten dabei die Stabilisierung sehr hoher
Ca’*- und PO?™-Konzentrationen sowohl in sauren als auch alkalischen pH-Bereichen.%67
Eine 1% ige CPP-Lésung konnte 60 mM Ca?* und 36 mM PO?~ stabilisieren.%” Nach
Komplexierung von amorphem Calciumphosphat stellt dies den Wirkstoff CPP-ACP dar.
Durch CPP-ACP wird eine Verabreichung von hohen Konzentrationen an amorphem Cal-

t.%% Recaldent ist kommerziell in Kaugummis (Trident Xtra Care,

ciumphosphat ermoglich
Recaldent) und in Zahnpasten (MI Tooth Mousse, MI Tooth Paste) erhéltlich. Das remi-
neralisierende Potential konnte sowohl in wvitro als auch in vivo nachgewiesen werden.%”
2010 beschrieben Manton et al. den Zusatz von 0,2 % (w/v) CPP-ACP zu vier handels-
iiblichen Soft Drinks mit einem pH-Wert von 2.9. Zahnproben wurden in vitro 30 min
bei 37 °C den Losungen ausgesetzt. An allen Proben ohne CPP-ACP wurden deutliche
Erosionen beobachtet, mit Zusatz von CPP-ACP wurden deutlich geringere Erosionen
gefunden.™ In einer klinischen Studie von 2008 wurde das remineralisierende Potential
der Kaugummis nachgewiesen. Uber einen Zeitraum von zwei Jahren kauten 2720 Schul-
kinder 3 x 10 min taglich die Kaugummis. Nach Ablauf der zwei Jahre konnte bei 18 %
der Probanden ein Riickgang von Karies und bei 53 % eine deutliche Remineralisierung
beobachtet werden.”t Andersson et al. untersuchten den Effekt von CPP-ACP enthal-
tender Zahncreme auf White-Spot Lésionen. In einer klinischen Studie mit 26 Personen
verwendete eine Gruppe 3 Monate eine Zahncreme mit CPP-ACP und anschlieend 3
Monate eine fluoridhaltige Zahnpasta. Die Kontrollgruppe verwendete sechs Monate eine
fluoridhaltige Zahnpasta und eine fluoridhaltige Mundspiilung. Wahrend in der Kontroll-
gruppe lediglich 25 % der White Spot Lésionen zuriickgingen, wurden in der Gruppe,
die die CPP-ACP haltige Zahnpasta verwendeten, ein Riickgang von 63 % beobachtet.™
Insgesamt wurden das remineralisierende Potential in elf klinischen Studien bestétigt.?

Es wird davon ausgegangen, dass die CPP-ACP-Komplexe in die Zahnschmelzlasionen
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diffundieren. Aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu Hydroxylapatit binden die Caseinphos-
phopeptide an den Zahnschmelz und geben die amorphen Calciumphosphatpartikel an
die Umgebung ab, was zu einer lokalen Ubersittigung und damit zu einer erhohten Re-
mineralisierung fithrt.™ ™

Ein weiteres Beispiel fiir die biomimetische Remineralisierung ist das Peptid P;-4. Dieses
Peptid wurde rational entworfen um Hydrogele auszubilden. Uber spezifische Wechsel-
wirkungen der Seitenketten untereinander lagern sich die Peptide bei Anderungen im
pH-Wert oder in der Salzkonzentration zu einer antiparallelen -Faltblattstruktur zusam-
men, die wiederum sogenannte Nanotapes ausbilden (Abbildung 1.7). Die Hydrogelbildung
wird zum einen durch hydrophobe Wechselwirkungen der Glutaminreste (Q) an N- und
C-Terminus der Peptides, zum anderen durch m-7mt-Stapelkrafte zwischen den aromatischen
Aminosduren Phenylalanin (F) und Tryptophan (W) ermoglicht. Durch elektrostatische
Interaktion zwischen dem Arginin (R) an Position 3 und dem Glutamat (E) an Positi-
on 9 wird die antiparallele Ausrichtung der Peptide zueinander gewihrleistet.” Durch
das Glutamat an Position 7 erhalten die entstandenen Oberflichen eine negative Ladung.
Elektrostatische Wechselwirkungen mit Ca?*-Ionen fithren zu einer lokalen Ubersittigung

an dieser Oberfliche und zur Bildung von Hydroxylapatit.

(a) w

(®)

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des hierarchisch gebildeten Netzwerk aus P11-4 Mo-
lekiilen.”®
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Kirkham et al. konnten fiir dieses Peptid einen remineralisierenden Effekt auf einer ero-
dierten Zahnoberfliche nachweisen.”™ In leicht verinderter Form (QRFEWEFEQQF) ist

dieses Peptid auch als Curodont™ bekannt und findet Anwendung im Bereich oral care.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und Charakterisierung von unterschiedlichen Pro-
teinen fiir den Einsatz in oral care Produkten. Hierfiir wurden von der BASF SE, Ludwigs-
hafen, unterschiedliche Proteine gestellt, die entweder einen direkten Bezug zum Aufbau
menschlicher Zahne aufweisen oder eine Affinitat zu Calciumionen oder Oberflachen im
Allgemeinen besitzen. Dabei handelte es sich unter anderem um unterschiedliche Deriva-
te des wahrend der Amelogenese auftretenden Amelogenins, aber auch um Proteine, die
wahrend der Dentinogenese eine Rolle spielen. Es wurden weiterhin Derivate des Speichel-
proteins Statherin sowie Fusionskonstrukte des oberflichenaktiven Hydrophobins DewA
untersucht.

Diese Proteine sollten zum einen, nach Fluoreszenzmarkierung, auf ihre Bindefahigkeit
an Hydroxylapatit, dem mineralischen Hauptbestandteil menschlicher Zahne, untersucht
werden. Des weiteren sollten diese Proteine beziiglich ihrer Nukleationseigenschaften be-
wertet werden. Um dies zu ermoglichen sollten in dieser Arbeit mogliche Binde- und
Nukleationsassays entwickelt bzw. den Anspriichen der spateren Anwendung in Mundpfle-
geprodukten angepasst werden. Hierfiir sollten die unterschiedlichen Assays jeweils einmal
in gepufferten Salzlosungen getestet, eine weitere Versuchsreihe sollte unter realitétsné-
heren Bedingungen durchgefiihrt werden. Durch Bewertung in dieser Screeningkaskade
sollten aus einem Pool von 24 Proteinen mogliche Kandidaten identifiziert werden.
Anhand eines moglichen Kandidats aus diesem Screening sollte weiterhin durch gerichte-
te Mutagenese ein tieferes Verstédndnis iiber die Nukleation von Hydroxylapatit erlangt
werden. Nach Identifizierung des fir die Nukleation verantwortlichen Bereichs innerhalb
dieses Proteins sollten iiber einen Alaninscan und die Erstellung verschiedener Deletions-
mutanten die fiir die Nukleation kritischen Aminoséduren identifiziert werden. Durch eine
fokussierte Bibliothek, basierend auf einer verkiirzten Mutante, sollte weiterhin der Ein-
fluss von Aminosduren mit unterschiedlichen Funktionalitdten untersucht und das Protein

in Bezug auf eine beschleunigte Nukleation weiter optimiert werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz) oder Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen, wenn nicht anders aufgefithrt. Verwendeten Enzyme wurden von
Thermo Scientific (Karlsruhe, Deutschland) bezogen, wenn nicht anders aufgefithrt. Die
Mundwasserformulierungen A und B, sowie die untersuchten Proteine wurden freund-

licherweise von der BASF SE (Ludwigshafen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

2.2 Medien

LB-Medium (Luria-Bertani Medium)™

Trypton 1 %(w/v)
Hefeextrakt 0,5 %(w/v)
NaCl 0,5 %(w/v)

LB-Agarplatten

LB-Medium 500 mL
Agar 10 g
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2 Material & Methoden

EC3-Medium

Trypton 1,5 %(w/v)
Hefeextrakt 1,5 %(w/v)
Glycerol 3,0 %(w/v)
KH,PO, 0,2 %(w/v)
(NH,),SO, 0,5 %(w/v)
MgSO, x 7 H,O 0,1 %(w/v)
CaCl, x 2 H,O 0,01 %(w/v)
bx SL4 1 %(w/v)

Die Salze wurden getrennt eingewogen und gelost. Nach Zugabe der Salze zu den iibrigen
gelosten Bestandteilen wurde der pH mit 5 M NaOH,, auf 7,0 eingestellt. Die Zugabe der

sterilen Spurenelementlosung 5x SL4 erfolgte nach dem Autoklavieren.

5x Spurenelementléosung SL4

Titriplex I1I
FeSO, x H,O
ZnS0O, x 7 H,0O
MnCl, x 4 H,O
H,BO,

Co(Cl, x 6 H,O
CuCl, x 2 H,O
NiCl, x 6 H,O

Na,MoO, x 2 H,O

1,5 g/L
1,0 g/L
50 mg/L
15 mg/L
150 mg/L
100 mg/L
5 mg/L
10 mg/L
15 mg/L

Die Spurenelementlésung wurde nach dem Autoklavieren kiithl und dunkel gelagert.
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2 Material & Methoden

2.3 Puffer

2.3.1 Puffer zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

TFB1-Puffer (pH 6,8 mit Essigsidure)

RbCl 100 mM
MnCl, 50 mM
KAc 30 mM
CaCl, 10 mM
Glycerol 15 %(v/v)

TFB2-Puffer (pH 8,8 mit KOH)

MOPS 10 mM
RbCl 10 mM
CaCl, 75 mM
Glycerol 15 %(v/v)

2.3.2 Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

4x Trenngelpuffer (pH 8,8 mit HCl,.)

Tris 1,0 M

4x Sammelgelpuffer (pH 6,8 mit HClL.,,.)

Tris 0,50 M

6x SDS-Probenpuffer

4x Sammelgelpuffer 7 mL
Glycerol 3 mL
SDS lg
DTT 930 mg
Bromphenolblau 1,2 mg

Der 6x SDS-Probenpuffer wurde zu 500 puL aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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2 Material & Methoden

10x SDS-Laufpuffer

Tris 30 g/L
Glycin 144 g/L
SDS 10 g/L

Coomassie-Farbelosung

Coomassie Brilliant Blue 0,1 %(w/v)

Ethanol 30 %(v/v)

Essigsaure 10 %(v/v)
Entfarbelosung

Ethanol 30 %(v/v)

Essigsaure 10 %(v/v)

Trenngel (15%)

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid-Losung
4x Trenngelpuffer

SDS (10%)

ddH,O

APS (40%)

TEMED

Sammelgel (6%)

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid-Losung
4xSammelgelpuffer

ddH,0

APS (40%)

TEMED

20

15 mL
7,5 mL
0,3 mL
6,1 mL
0,15 mL
0,01 mL

1,33 mL
2,5 mL

6 mL
0,05 mL
0,005 mL



2 Material & Methoden

2.3.3 Losungen fiir Bindeversuche

HBST-Puffer pH 7,5 (HEPES-buffered saline Tween)

HEPES
NaCl
Tween 20

Mundwasserformulierungen

NaF
Na-Saccharin
NaH,PO, x H,O
Na,HPO, x 2H,0
Glycerol
1,2-Propandiol
Sorbitol
Polysorbat 20

Poloxamer 407

A

0.4 %(w/v)
1,0 %(w/v)
7.5 %(w/v)
7.5 %(w/v)
5,5 %(w/v)
1,0 %(w/v)

50 mM
150 mM
0,1 %(v/v)

0,05 %(w/v)

0,02 %(w/v)
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B

0,05 %(w/v)

0,02 %(w/v)

0.4 %(w/v)
1,0 %(w/v)
7.5 %(w/v)
7.5 %(w/v)
5.5 %(w/v)

1,0 %(w/v)



2 Material & Methoden
2.3.4 Losungen fiir Nukleationsversuche

Artifizieller Speichel nach Panich™

10x K,HPO,/KH,PO, (pH 7,1)

K,HPO, 8,04 g/L
KH,PO, 3,65 g/L

10x Salzlosung

KCI 6,5 g/L
MgCl, 0,58 g/L
CaCl, 1,65 g/L

2- Amino-2-methyl-1-propanol (pH 10,5 mit HCl.,.)

2-Amino-2-methyl-1-propanol 150 mM

o-Cresolphthalein Complexone

o-Cresolphthalein Complexone 5 mM

Das o-Cresolpthalein Complexone (CPC) wurde in 300 puL. HCl e gelost und mit ddH,O
auf 5 mL aufgeftllt. Fiir Versuche in artifiziellem Speichel wurden nach Losen des o-
Cresolphthalein Complexones in HCl.,,. 455 mM 8-Hydroxyquinolin zugegeben und an-
schliefend mit ddH,O auf 5 mL aufgefiillt.

CPC-Mastermix
o-Cresolphthalein Complexone (5 mM) 326 pL

2-Amino-2-methyl-1-propanol (150 mM) 4,3 mL
ddH,O ad 50 mL

Der CPC-Mastermix wurde taglich frisch angesetzt und dunkel gelagert.
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Molybdat-Reagenz (pH 5,0 mit HCl,.)

Ammoniummolybdat 15 mM
Zinkacetat 100 mM

10% Ascorbinsiure (pH 5,0 mit HCl,.)

Ascorbinsdure 1 g/10 mL

Die Ascorbinsaurelésung wurde fiir die Versuche taglich frisch angesetzt.

2.3.5 Sonstige Puffer

TBS-Puffer (pH 7,5 mit HCl,.) (Tris-buffered saline)

Tris 50 mM
NaCl 150 mM

PBS-Puffer (pH 7,4 mit HCl,,.) (Phosphate-buffered saline)

NaCl 140 mM
Na,HPO, x 2H,0 10 mM

KCl 2,7 mM
KH,PO, 1,8 mM

2.4 Antibiotika

Stammlosung Arbeitskonzentration
Ampicillin =~ 1 mg/mL in ddH,0 100 pg/mL
Kanamycin 0,5 mg/mL in ddH,O 25 pg/mL
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2 Material & Methoden

2.5 Plasmide

Vektor Insert Herkunft

pQE60-BM144 pQEG0 40YaaD-CPL12-DewA-Hisg BASF SE, Ludwigshafen,
Deutschland

pQE60-BM145 pQE6G0 40aaYaaD-P11-4-DewA-Hisg BASF SE, Ludwigshafen,
Deutschland

2.6 E. coli Stamme

Genotyp Herkunft

Escherichia coli XL1 blue endAl  gyrA96(nal®) thi-1 recAl Agilent, USA
lac glnV44 F’[::Tnl0 proABT lacld
A(lacZ)M15]hsdR17(rg ~ mg 1)

Escherichia coli BL21 (DE3) F~ ompT hsdSg (r~ m~) gal dem A Invitrogen, Carls-
(DES3 [lacl lacUV5-TT genel indl sam7 bad, USA
ninb|)

Escherichia coli C41 (DE3) F~ ompT hsdSg gal dem (rp —  Universitdt Hohen-
mp ~)(DE3) (weitere uncharakterisier- heim, Stuttgart

te Mutationen)

Escherichia coli C43 (DE3) F~ ompT hsdSg gal dem (rgp —  Universitdt Hohen-
mp ~)(DE3) (weitere uncharakterisier- heim, Stuttgart

te Mutationen)

Escherichia coli M15 [pREP4] nal® str® rif® thi~ lac™ ara™ gal™ mt~ Qiagen GmbH, Hil-
f recAT wor® lont den, Deutschland
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2 Material & Methoden

2.7 Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten QuikChange Primer wurden von der Firma Meta-
bion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert, die Standard-Sequenzierungsprimer pQE-
FP und pQE-RP wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland)
bereitgestellt.

Sequenz*

Funktion

MME_BM144 K47A_FP

MME_BM144 K47A_RP

5’-ccgeatgggcaaggeacagecgtatcacee-3’

5’-gggtgatacggetgtgecttgeccatgegg-3’

QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144

MME_BM144_H51A_FP

MME_BM144_ H51A_RP

5’-gaaacagccgtat gccaaccattccgcag—ﬁi’

5’-ctgcggaatggttggegeatacggetgtttc-3’

QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144

MME_BM144 KK46/7AA_FP

MME_BM144_ KK46/7AA_RP

5- ggcegeatgggegeggeacagecgtatcacce-3’

5’- gggtgatacggcetgtgeegegeccatgeggee-3’

QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144

MME_BM144_KK46/7AA_H51A_FP

MME_BM144 KK46/7AA_H51A_ RP

5’—ggcacagccgtat@cca&ccattccgcag—?)’

5’-ctgcggaatggttggegeatacggetgtgee-3’

QuikChange Primer,
Alaninmutation in BM
144

MME_ 145 Q49A_ FP

MME_ 145 Q49A _RP

5’-gcatgggeaagaaagegeagegettegaatgg-3’

5’- ccattcgaagegetgegetttettgeecatge-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 _R51A_FP

MME_145_R51A_RP

5’—ggcaagaaacagcagcttCgaatgggag—3’

5’- cteccattegaaggectgetgtttettgee-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145_F52A_FP

MME_ 145 F52A_RP

5’- gaaacagcagcgegecgaatgggagtttg-3’

5’- caaactcccattcggegegetgetgttte-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 ES53A_FP

MME_ 145_E53A_RP

5’- cagcagcgcttegeatgggagttitgaac-3’

5’- gttcaaactcccatgegaagegetgetg-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145_W54A_FP

MME_145_W54A_RP

5’-gcagcgcttcgaageggagtttgaacaacag-3’

5- ctgttgttcaaactcegettcgaagegetge-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 ES55A_FP

MME_ 145_E55A_RP

5- gegettegaatgggegttitgaacaacaggg -3’

5- ccctgttgttcaaacgeccattcgaagege-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145_F56A_FP

MME_ 145 F56A_RP

5’- gettcgaatgggaggeggaacaacaggge-3’

5’- geectgttgttecgeeteccattegaage-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 E57A_FP

MME_ 145 E57A_RP

5'- cgaatgggagttt\underlinegcacaacagggcatge-3’

5’- geatgcectgttgtgeaaactcecatteg-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145_QQ49/50AA_FP

MME_145_QQ49/50AA _RP

5- gcatgggcaagaaagcg@cgcttcgaatgg—3’

5’- ccattcgaagcegegecegcetttettgeccatge-37

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MM_ 145 EE55/7TAA_FP

MME_ 145_EE55/7AA_RP

5-gettcgaatgggegtttgeacaacagg-3’

5’-cctgttgtgeaaacgeecattcgaage-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 EEE52/5/7AAA_FP

MME_145_EEE52/5/TAAA_RP

5’- gecagcgettegeatgggegtttge-3’

5’- gcaaacgcccatgegaagegetge-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145
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2 Material & Methoden

Sequenz*

Funktion

MME_ 145_F52AW54A__FP

MME_ 145 F52AW54A RP

5- gaaacagcagcgcgccgaa&gagtttgaac—?}’

5’- gttcaaactccgctteggegegetgetgttte-3

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_ 145 F52/6AAWb54A_FP

MME_ 145 F52/6AAW54A RP

5’- gcegaageggaggeggaacaacaggge-3’

5- geectgttgttecgeeteegettegge-3’

QuikChange Pimer,
Alaninscan BM 145

MME_BM145_ F60_FP

MME_BM145 F60_RP

5’- gggagtttgaacaacagttcggcatgegette-3’

5’- gaagcgcatgecgaactgttgttcaaactcee-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145 Del 1_FP

MME_BM145 Del 1 RP

5’

cgcatgggcaagaaacagegcttcgaatggg-3’

5’- cccattcgaagegetgtttcttgeeccatgeg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145_ Del 2 FP

MME_BM145_Del _2_RP

5’- cgcatgggcaagaaacgcttcgaatggg-3’

5’- cccattcgaagegtttettgeccatgeg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145 Del 3 FP

MME_BM145_ Del 3 RP

5’- cgaatgggagtttgaaggcatgegettcateg-3’

5’- cgatgaagcgcatgccttcaaactcccatteg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145 Del 4 FP

MME_BM145_Del 4 RP

5’- cgcatgggcaagaaattcgaatgggagtttg-3’

5’- caaactcccattcgaatttcttgeccatgeg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145 Del 5 FP

MME_BM145 Del 5 RP

5’- cgaatgggagtttggcatgegettcateg-3’

5’- cgatgaagcgcatgccaaactcccattcg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145_ Del 6_FP

MME_BM145_Del 6_RP

5’- gaaattcgaatgggagggcatgegettecateg-3’

5’- cgatgaagcgcatgeccteccattegaatttce-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145_Del _7_FP

MME_BM145_Del_7_RP

5’- caagaaattcgaatggggcatgegettcateg-3’

5’- cgatgaagcgcatgccccattcgaatttettg -3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145_ Del 8 FP

MME_BM145_Del 8 RP

5’- gggcaagaaattcgaaggcatgegettcateg -3’

5’- cgatgaagcgcatgecttcegaatttettgeee -3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_BM145_Del_9_FP

MME_BM145_ Del 9 RP

5’- cgcatgggcaagaaagaatgggagtttgaac-3’

5’- gttcaaactcccattctttcttgeccatgeg-3’

QuikChange Primer,
Deletionmutation BM 145

MME_ 145-8 F49Y FP

MME_ 145-8 F49Y_ RP

5’- gcatgggcaagaaatacgaatgggagtttg-3’

5’-caaactcccattcgtatttcttgeccatge -3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8__W51Y_FP

MME_ 145-8 W51Y_RP

5’-gcaagaaattcgaatagtttgaaggeatg-3’

5’- catgccttcaaactcatattcgaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8_F53Y_FP

MME_145-8 F53Y_RP

5'- gaaattcgaatgggagtatgaaggcatgege-3’

5~ gcgeatgectteatactcccattegaattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8 F49S_FP

MME_ 145-8 F49S_RP

5’- gcatgggcaagaaatccgaatgggagttte-3’

5’- caaactcccatteggatttcttgeccatge -3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 _W51S_FP

MME_ 145-8 W51S_RP

5’-gcaagaaattcgaaagcgagtttgaaggcatg-3’

5’-catgccttcaaactegetttegaatttettge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8 F53S_FP

MME_ 145-8 F53S_RP

5’- gaaattcgaatgggagtctgaaggcatgege-3’

5’- gegeatgecttcagactcecattcgaattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8
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Sequenz*

Funktion

MME_ 145-8 F49H FP

MME_ 145-8 F49H RP

5’- gcatgggcaagaaacacgaatgggagtttg-3’

5’- caaactcccattegtgtttettgeecatge -3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 W51H_FP

MME_ 145-8_W51H_RP

5’- gcaagaaattcgaacatgagtttgaaggcatg-3’

5’- catgccttcaaactcatgttcgaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
14518

MME_ 145-8 F53H_FP

MME_ 145-8 F53H_RP

5’- gaaattcgaatgggagcatgaaggcatgege-3’

5’- gegeatgecttcatgeteecattegaatttce-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 F49R_FP

MME_ 145-8_F49R_RP

5’- gecatgggcaagaaacgcgaatgggagtttg-3’

5’- caaactcccattegegtttcttgeecatge -3

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 _W51R_FP

MME_ 145-8 W51R_RP

5’- gcaagaaattcgaacgcgagtttgaaggeatg-3’

5’- catgccttcaaactcgegttegaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 F53R_FP

MME_ 145-8_F53R_RP

5- gaaattcgaatgggagegtgaaggeatgege-3’

5’- gegeatgecttcacgeteccattegaattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 F49V_FP

MME_ 145-8_F49V_RP

5- gcatgggcaagaaagtcgaatgggagtttg-3’

5’- caaactcccattegactttcttgeecatge -3

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 W51V_FP

MME_ 145-8_W51V_RP

5’- gcaagaaattcgaagtggagtttgaaggeatg-3’

5’- catgccttcaaactccacttcgaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
14518

MME_ 145-8_F53V_FP

MME_ 145-8 F53V_RP

5- gaaattcgaatgggaggtggaaggcatgege-3’

5’- gecgeatgecttecaccteccattegaattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8_E50D__FP

MME_ 145-8_E50D__RP

5’-gggcaagaaattcgattgggagtttgaagge-3’

5’- gecttcaaactcccaatcgaatttcttgeee-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8 E52D_FP

MME_ 145-8 _E52D_RP

5’-gcaagaaattcgaatgggattttgaaggeatg-3’

5’-catgccttcaaaatcccattegaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8_ E54D_FP

MME_ 145-8__E54D__RP

5’-cgaatgggagtttgatggcatgegettcateg-3’

5’-cgatgaagcgcatgccatcaaactcccattceg-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8 E50/2DD_FP

MME_ 145-8 _E50/2DD_RP

5- gcaagaaattcgattgggattttgaaggeatg-3’

5~ catgccttcaaaatcccaatcgaatttcttge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_145-8 E50/2/4DDD_FP

MME_ 145-8_E50/2/4DDD_RP

5- cgattgggattttgatggcatgegettcateg-3’

5’- cgatgaagcgcatgccatcaaaatcccaateg-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8_E50Q_FP

MME_145-8 E50Q_ RP

5’- gggcaagaaattccagtgggagtttgaagge-3’

5’- gecttcaaactcecactggaatttettgeee-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_ 145-8 E52Q_FP

MME_ 145-8 E52Q_RP

5’- gcaagaaattcgaatggcagtttgaaggeatg-3’

5’-catgccttcaaactgecattcgaatttettge-37

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8

MME_ 145-8 E54Q_FP

MME_ 145-8 E54Q_RP

5’ cgaatgggagtttcagggeatgegetteateg-3’

5’- cgatgaagcgceatgeectgaaactcecatteg-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
1458

MME_145_8_2 F49R_FP

MME_145_8_ 2 F49R RP

5’- gcatgggcaagaaacgcgattgggattttg-3’

5’- caaaatcccaatcgegtttcttgeecatge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8 DDD
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Sequenz*

Funktion

MME 145 8 2 FWF/RRR_FP

MME_145 8 2 FWF/RRR_RP

5’- gcaagaaacgcgatcgegatcgtgatggeatg-3’

5’- catgccatcacgatcgegatcegegtttettge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8 DDD

MME_ 145 8 2 F49S FP

MME_145_8 2 F49S RP

5’- gcatgggcaagaaatccgattgggattttg-3’

5’- caaaatcccaatcggatttcttgeeccatge-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8_DDD

MME_ 145 8 2 FF49/53SS_FP

MME_145 8 2 FF49/53SS_RP

5’- gaaatccgattgggattctgatggcatgege-3’

5’- gegeatgecatcagaateccaateggattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8 DDD

MME_145 8 2 FWF/SSS_FP

MME 145 8 2 FWF/SSS RP

5’- gcaagaaatccgatagegattctgatggeatg-3’

5’- catgccatcagaatcgetateggatttettge -3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8 DDD

MME_ 145 8 2 FWF/SRS_FP

MME_145 8 2 FWF/SRS_RP

5’- gaaatccgatcgegattctgatggeatgege-3’

5’- gegeatgcecatcagaatcgegateggattte-3’

QuikChange Primer,
fokussierte Bibliothek BM
145A8 DDD

pQE-FP

pQE-RP

5‘-cggataacaatttcacacag-3

5-gttctgaggtcattactgg-3°

Sequenzierungsprimer

* einzufiithrende Mutationen sind unterstrichen

FP Forward-Primer

RP Reverse-Primer

2.8 Kits

Zymo™ Miniprep Kit
BCA Protein Assay Kit

Zymo Research, Freiburg, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
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2.9 Molekulargewichtsstandard

PageRuler™ Prestained Protein Ladder ~ Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland

kDa
—~170 —|
—~130

—~100—

Gel U Blot

Abbildung 2.1: Molekulargewichtstandard fiir die SDS-PAGE Analyse, PageRuler™ Prestai-
ned Protein Ladder. (www.piercenet.com/product/pageruler — prestained —
protein — ladder — 10 — 170k)

2.10 Proteine

BioMin Nr. Name Organismus MW [kDa]
1-2 Amelogenin* Homo sapiens 17,4
4-3 LRAP (Leucinreiches Amelogeninpolypep- Homo sapiens 8,5
tid)*
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* Homo sapiens / Aspergillus ni- 30,6
dulans
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* Homo sapiens /Haliotis laevi- 35,6
gata
10 (AmelogeninA42aaN-term. + Al7aaC-term.)-  Homo sapiens / Aspergillus ni- 22,9
DewA* dulans
11-2 (Amelogenin: 23aa C-term.)-DewA* Homo sapiens / Aspergillus ni- 16,8
dulans
47 DMP1 Derivat (#64)79* Homo sapiens 16,0
50-2 Carboanhydrase (CanA)* Muyceliophthora thermophila 27,2
60 Peptides out of MI tooth mousse (ohne CMC)  MI tooth mousse™ 1,3
65 homemade Recaldent (Trypsin verdautes Ca- - 1,3
sein) mit ACP
77-5 R580-Amelogenin* Homo sapiens 19,4
78 (DSS)635 synthetisch 1,8
79 #3-1 (LIKHILHRL)?3? synthetisch 1,1
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BioMin Nr. Name Organismus MW [kDa]

92 YaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus 47,0
nidulans

93 40aaYaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus 19,0
nidulans

104-1 R580-40aaYaaD-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus 21,0
nidulans

107 Amelogenin (M11A, P21A)* Homo sapiens 17,0

113 VP1_100aa-StatherinDD* Polyomavirus/ Homo sapiens 18,4

114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) synthetisch 2,5

115 Statherinpeptid (phosphoryliert) synthetisch 2,3

144 40aaYaaD-CPL12%6-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus 20,7
nidulans

145 40aaYaaD-P11-476-DewA* Bacillus subtilis / Aspergillus 21,8
nidulans

146 40aaYaaD-HRC* Bacillus subtilis / Homo sapi- 22,1
ens

163 CPL1236-G2-BioMin107* Homo sapiens 19,0

140 Pq1-4767 synthetisch 1,6

* enthalt C-terminal einen Hisg-Tag
1 wurde nicht im Screening bewertet, sondern lediglich auf das Nukleationsverhalten in artifiziellem

Speichel untersucht
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2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Ortsgerichtete Mutagenese (QuikChange)

Fiir den Austausch oder Deletion einzelner Aminosauren in BioMin 144 und BioMin 145
wurde die QuikChange Methode verwendet. Die hierfiir verwendeten Primer sind unter
2.7 aufgefiihrt. Die einzufithrenden Mutationen befinden sich in der Mitte der entworfenen
Primer. Forward- und Reverse-Primer sind komplementér zueinander. Fir die Einfiih-
rung von Einzelmutationen diente das entsprechende Wildtyp-Plasmid (pQE60-BM144
bzw. pQE60-BM145) als Templat. Als Templat fir die Einfihrung der Doppel- und Drei-
fachmutationen wurde das Plasmid mit bereits enthaltener Einzel- bzw. Doppelmutation
verwendet. Der Ansatz und das Temperaturprogramm sind in Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4
aufgefiihrt.

Nach Ablauf der QuikChange wurde parentale DNA durch Dpnl (5 U) fir ca. 2 h bei
37 °C verdaut. 10 puL. des Ansatzes wurden anschlieffend in chemisch-kompetente E. coli

XL1 blue Zellen transformiert.

Tabelle 2.3: Zusammensetzung des QuikChange-Ansatzes.

Komponente Endkonzentration Volumen

10x Pfu Ultra™ II DNA-Polymerase Puffer 1x 5 uL

Primer FP 2 ng/uL 1 uL

Primer RP 2 ng/uL 1 uL

dNTP-Mix 50 uM 1 uL

Templat-DNA ca. 100 ng x pL

Pfu Ultra™ II Fusion HS DNA Polymerase 1 uL
ddH,0 ad 50 pL
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Tabelle 2.4: PCR-Temperaturprotokoll.

Zahl der Zyklen Temperatur Zeit Funktion
1 95 °C 2 min Initiale Denaturierung
18 95 °C 2 min Denaturierung
50 °C 30 sec Annealing
72 °C 2 min Elongation
1 72 °C 7 min Finale Elongation
1 30 °C x

2.11.2 Plasmidisolierung aus E. coli Zellen

Die Plasmidisolierung aus E. coli XL1 blue Zellen wurde mit dem Zyppy ™ Plasmid
Miniprep Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Isolierung erfolgte aus einer 3 mL
LB-Ubernachtkultur der entsprechenden E. coli XL1 blue Zellen. Die Plasmid-DNA wurde
in 30 — 40 uL. ddH,O eluiert. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde spektroskopisch

bei 260 nm mit dem Nanodrop ermittelt.

2.11.3 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Die Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach dem Rubidiumchlorid-
Protokoll. 100 mL vorgewdrmtes LB-Medium, fir E. coli M15 [pREP4] nach Zugabe
von 25 pg/mL Kanamycin, wurden mit 200 pL einer entsprechenden Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37 °C, 180 rpm kultiviert. Nach Erreichen einer ODggg von 0,5 wurden
die Zellen abzentrifugiert (5 min, 4000 rpm, 4 °C), das Pellet in 30 mL eiskaltem TBF1-
Puffer resuspendiert und fir 90 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 4000
rpm, 4 °C) wurden die Zellen in 4 mL eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert und weitere
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zu 120 pL aliquotiert und in

fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei -80 °C gelagert.
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2.11.4 Hitzeschock-Transformation

Fiir die Transformation in chemisch-kompetente E. coli Zellen wurden diese auf Eis aufge-
taut und 100 uLL der kompetenten Zellen mit 10 pl. des QuikChange Ansatzes oder 1 pulLL
Plasmid-DNA versetzt. Nach 30 min auf Eis erfolgte der Hitzeschock fiir 90 sec bei 42 °C.
Die Zellen wurden fiir 2 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 500 uL. LB-Medium
bei 37 °C, 350 rpm fiir 45 — 60 min inkubiert. 20, 50, 100 und 250 pL der Zellen wurden
auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

2.11.5 Sequenzierung

Nach Transformation und folgender Plasmidisolierung wurden alle QuikChange Konstruk-
te bei der GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) unter Verwendung der Standard-
Sequenzierungsprimer pQE-FP bzw. pQE-RP (siehe 2.7) sequenziert. Die erhaltenen Se-
quenzen wurden mit EMBOSS Needle Alignment ausgewertet.

2.12 Proteinbiochemische Methoden

2.12.1 Expression der Mutanten von BioMin 144 und BioMin 145

Fir die Expression der verschiedenen Mutanten von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) wurden die E. coli Stdmme BL21 (DE3), die C41 (DE3) und C43 (DE3) sowie
M15 [pREP4] untersucht. Die Expression der Mutanten von BioMin 145 (40aaYaaD-P1;-
4-DewA) wurde lediglich in E. coli M15 [pREP4] tberpriift. Eine Vorkultur aus 3 mL
EC3-Medium, versetzt mit 100 pg/mL Ampicillin fiir die £. coli Stimme BL21 (DE3),
C41 (DE3) und C43 (DE3), fiir E. coli M15 [pREP4] mit zusdtzlich 25 pg/mL Kana-
mycin, wurde mit einer Einzelkolonie frisch transformierter E. coli Zellen angeimpft und
iiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm in einem Schiittelinkubator kultiviert. Am Folgetag
wurden fiir die Mutanten von BioMin 144 10 mL EC3-Medium in einem 100 mL Erlen-
meyerkolben, fiir die Mutanten von BioMin 145 3 mLL EC3-Medium in einem Reagenzglas,
nach Zugabe der entsprechenden Antibiotika, mit der Vorkultur auf eine optische Dich-
te bei 600 nm (ODgo) von 0,5 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 180
rpm. Nach 90 min wurde mit 1 mM Isopropyl-8-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.

Nach weiteren 3 h bei 37 °C, 180 rpm wurde 1 mL der Kultur entnommen und fiir die
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SDS-PAGE-Analyse verwendet. Fiir die E. coli Stamme BL21 (DE3), C41 (DE3) und C43
(DE3) erfolgte die Kultivierung nach Induktion aulerdem bei 30 °C. Die entsprechenden
Vorkulturen wurden bei 4 °C aufbewahrt. Die Expression wurde jeweils fiir zwei Klone

jeder Mutante durchgefiihrt.

Die préaparative Expression der Alaninmutanten von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) sowie der Alanin- und Deletionsmutanten von BioMin 145 (40aaYaaD-Py;-4-
DewA) erfolgte in 500 mL EC3-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben mit Schikane.
Die fokussierte Bibliothek von BioMin 145 wurde in 100 mL EC3-Medium in einem 500
mL Erlenmeyerkolben mit Schikane exprimiert. 50 mL bzw. 10 mL EC3-Medium wurden
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit 20 uL der entsprechenden Vorkultur
aus der Uberpriifung der Expression angeimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C,
180 rpm inkubiert. Am Folgetag wurde die Hauptkultur nach Zugabe der entsprechenden
Antibiotika auf eine ODgy von 0,5 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und
180 rpm. Nach Erreichen einer ODgoy von ca. 2,5 (etwa 2 h) wurde mit 0,5 mM IPTG
induziert. Nach weiteren 4 h bei 37 °C und 180 rpm wurden die Zellen geerntet. Die Kul-
tur wurde bei 4 °C, 8000 rpm, 20 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Biofeuchtmasse des erhaltenen Pellets wurde bestimmt und das Pellet entweder direkt

aufgeschlossen oder bei -20 °C gelagert.

2.12.2 Zellaufschluss und Renaturierung

Fir den Zellaufschluss wurde das Pellet in TBS (Tris-buffered saline)-Puffer auf eine
Endkonzentration von 20 %(w/v) resuspendiert und homogenisiert. Der Zellaufschluss
erfolgte fiir die Alaninmutanten von BioMin 144 sowie fiir die Alanin- und Deletions-
mutanten von BioMin 145 mittels eines Homogenisators. Die Zellen der fokussierten Bi-
bliothek wurden durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss
wurden lésliche Proteine durch Zentrifugation (8000 rpm, 4 °C, 20 min) und einmaliges
Waschen mit TBS-Puffer entfernt. Das erhaltene Pellet wurde anschliefend in ddH,O auf
eine Endkonzentration von 10 %(w/v) resuspendiert. Die Renaturierung des Zielproteins
erfolgte durch langsames Zutropfen von 1 M NaOH,, auf eine Endkonzentration von 0,1
M. Nach 10 miniitigem Rithren bei Raumtemperatur wurde mit 2% iger H;PO, auf einen
pH von 7,5 riicktitriert und ausgefallene Proteine durch Zentrifugation (8000 rpm, 4 °C,
20 min) entfernt. Der Uberstand wurde weiter verwendet.

BioMin 144 und die entsprechenden Alaninmutanten wurden anschliefend iiber immo-
bilisierte Metallionen-Affinitdtschromatografie (IMAC) aufgereinigt. Hierfir wurden die
Proteinproben in einen Dialyseschlauch (Spectra/Por 1, MWCO = 6 - 8 kDa, Spectrum
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Laboratories Inc., Los Angeles, USA) iiberfithrt und bei 4 °C fiir 4 h gegen das 100-fache
Volumen an Bindepuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) dialysiert.

Fiir die Mutanten auf Basis von BioMin 145 erfolgte zunachste die Dialyse in 5 mM Tris
pH 7.5. AnschlieBend wurde 1 M MgCl, auf eine Endkonzentration von 4,2 mM zugegeben
und ein Verdau mit DNAse I fiir 1 h bei Raumtemperatur angeschlossen, um vorhandene
DNA zu entfernen. Proteinproben, die fiir Nukleationsexperimente verwendet werden soll-
ten, wurden anschliefend gegen 5 mM Tris-HCI pH 7,5 fiir zwei Tage dialysiert. Hierbei
wurde der Puffer dreimal gewechselt. Proben fiir Bindungsversuche wurden iiber Nacht
gegen 150 mM KPi pH 7,7 dialysiert.

2.12.3 Ni?"-Affinitatschromatografie

Die Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144 sowie der Wildtyp BioMin 144 wurden
nach Renaturierung geméfl den Herstellerangaben tiber IMAC im Batchverfahren auf-
gereinigt.8 Hierfiir wurde 1 mL 50% Ni-NTA Agarose-Losung (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) dreimal in 4 mL Bindepuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imi-
dazol) gewaschen. Anschlieend wurden 4 mL Proteinlosung zur Ni-NTA-Agarose gegeben
und die Zielproteine fiir 1 h bei 4 °C unter leichtem Rotieren an die Matrix gebunden.
Die Suspension wurde in eine leere Saule tiberfiihrt und der Durchfluss gesammelt. Um
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen wurde dreimal mit 4 mL Waschpuffer (50
mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Die Zielproteine wurden in
2 mL Elutionspuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Die
Proteinproben wurden anschlieBend gegen 5 mM Tris-HCI pH 7,5 fiir zwei Tage dialysiert.

Der Puffer wurde zweimal gewechselt.

2.12.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die Methode beruht auf der Reduktion
von Cu?t zu Cu™ in alkalischer Losung durch Proteine. Die entstandenen Cu'-Ionen
bilden mit Bichinoinsdure (BCA) einen violetten Komplex, der bei 562 nm spektrome-
trisch detektiert werden kann. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte geméafl den
Herstellerangaben im Mikrotiterplattenmafistab. Die Messung der Absorption bei 562
nm wurde an einem Spektramax 340PC Mikrotiterplattenlesegerdt (Molecular Devices
GmbH, Biberach, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Erstellung einer Standardgeraden wur-

de Bovinserum Albumin in Konzentrationen von 0 mg/mL — 2 mg/mL verwendet.
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2.12.5 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat

Polyacrylamidgelelektrophorese) nach Laemmli!

Fiir die Expressionsanalyse wurde 1 mL Zellkultur abzentrifugiert (1 min, 14 000 rpm)
und 20 pL. des erhaltenen Pellets mit 30 ul 2x SDS-Probenpuffer vermischt. Von den
unterschiedlichen Aufarbeitungsschritten wurden jeweils ca. 10 pug fiir die SDS-PAGE
Analyse verwendet. Die Proben wurden fiir 10 min bei 95 °C denaturiert, kurz abzentri-
fugiert und 10 uL iiber ein 15% iges SDS-Gel (Zusammensetzung siehe 2.3.2) aufgetrennt.
Als Molekulargewichtsstandard wurde ein PageRuler™ Prestained Protein Ladder (siehe
2.9) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde in einer Hoefer SE 250 Elektrophoresekammer
(Hoefer, San Francisco, CA, USA) bei 25 mA pro Gel durchgefithrt. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurden die Gele in Coomassie-Farbelosung fiir etwa 2 h gefarbt und
anschlieend in Entfirbelosung entfiarbt. Die Dokumentation wurde an einem Quantum
ST 4 System (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland) durchgefiihrt.
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2.13 Bindeversuche

2.13.1 Fluoreszenzmarkierung

Um die Bindung der verschiedenen Proteine an Hydroxylapatit zu untersuchen, wurden
diese zunéachst fluoreszenzmarkiert. Hierfiir wurde der Farbstoff 5(6)-Carboxyfluorscein in
Form des reaktiven Succinimidylesters (5(6)-FAM SE) verwendet. Durch Bildung einer
Amidbindung erfolgt die Markierung an primiren Amingruppen, dem N-Terminus des
Proteins als auch an vorhandenen Lysinresten. Durch Wahl eines pH-Wertes bei ca. 7
kann die Reaktion mit Lysinresten grofitenteils unterbunden werden.®? Fiir die Markie-
rung wurden 1 — 2 mg Protein in 1 mL 150 mM KPi pH 7,7 verwendet. Das Markierungs-
reagenz 5(6)-FAM SE wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelost. Der Farbstoff wurde
in 10-fachem Uberschuss zur Proteinlésung getropft und das Reaktionsgemisch fiir 1 h
bei 25 °C und 400 rpm in einem Eppendorf Themomixer inkubiert. Anschliefend wur-
de iiberschiissiges Markierungsreagenz durch Zugabe von 1,5 M Hydroxylamin auf eine
Endkonzentration von 0,15 M geblockt. Das Gemisch wurde fiir eine weitere Stunde bei
25 °C und 400 rpm inkubiert. Die markierten Proteine wurde tiber PD-10 Séulen (GE
Healthcare, Dornstadt, Deutschland) mit einem MWCO = 5 kDa in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,0 umgepuffert und von geblocktem Farbstoff getrennt. Fiir Peptide erfolgte
der Pufferwechsel iiber PD Midi Trap G-10 mit einem MWCO = 0,7 kDa (GE Healthcare,
Dornstadt, Deutschland).

2.13.2 Proteinkonzentrations- und Markierungsgradbestimmung

Sowohl die Proteinkonzentration als auch der Markierungsgrad (Anzahl Farbstoff pro
Proteinmolekiil) wurden spektrometrisch bestimmt. Hierfiir wurde die Absorption bei
280 nm fiir den Proteinanteil und bei 494 nm fiir den Farbstoff gemessen. Zur Berechnung
der Absorption des Proteins wurde gemafi Formel 2.1 der Anteil des Farbstoffs bei 280

nm subtrahiert.

AProtein = A280nm - (CF : A494nm) (21)

CF: Korrekturfaktor, CF(FAM) = 0,3

Der Markierungsgrad oder Degree of Labeling (D.O.L.) ergibt sich aus Formel 2.2. Die

markierten Proteine wurden aliqoutiert und bei -20 °C gelagert.
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o A494nm - MW

DOL =———7—"7—""—
c(Protein) - €

(2.2)

D.O.L.: Degree of Labeling
MW: Molekulargewicht des Proteins [g/mol]
e: Extinktionskoeffizient, e(FAM) = 68.000

2.13.3 Bindeversuche an Hydroxylapatitpulver

Um die Bindung der unterschiedlichen Proteine an Hydroxylapatit zu beurteilen, wurden
2 uM 5(6)-FAM-markiertes Protein an 10 mg Hydroxylapatitpulver gebunden. Hierfiir
wurden 10 mg Hydroxylapatit in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefifie abgewogen, drei-
mal mit Bindepuffer gewaschen und mindestens 1 h bei Raumtemperatur und leichtem
Schwenken dquilibriert. Die Probe wurde abzentrifugiert und der Uberstand abgenom-
men. Das so vorbehandelte Hydroxylapatitpulver wurde in den Bindungsexperimenten
eingesetzt. Zu dem Pulver wurde das fluoreszenzmarkiertes Protein in einer Endkonzen-
tration von 2 uM gegeben. Als Bindepuffer diente zum einen HBST-Puffer, zum anderen
wurden zwei Mundwasserformulierungen A und B, die von der BASF SE zur Verfiigung ge-
stellt worden waren, als 50% ige Losungen eingesetzt (Zusammensetzung siehe 2.3.3). Das
Peptid #3-1 LIKHILHRL (BioMin 79), das als nicht-bindendes Peptid an Hydroxylapa-

™ extrahierte

tit beschrieben wurde, diente als Negativkontrolle.?> Aus MI tooth mousse
Peptide (BioMin 60) sowie das literaturbeschriebene (DSS)s** (BioMin 78) wurden als
Positivkontrollen verwendet. Die Bindung erfolgte fiir 2 h bei 37 °C unter Lichtausschluss
und Rotation. Nicht gebundene Proteine wurden im Anschluss durch dreimaliges Waschen
mit Bindepuffer entfernt. Der Uberstand direkt nach der Bindung sowie die einzelnen
Waschschritte wurden fiir die Quantifizierung durch Messung der Fluoreszenzintensitét
aufbewahrt, das Hydroxylapatitpulver wurde fiir Untersuchungen mit dem Fluoreszenz-

mikroskop verwendet. Alle Bindeversuche wurden als Triplikate durchgefiihrt.

2.13.4 Messung der Fluoreszenzintensitaten

Zur Quantifizierung der Bindung der verschiedenen Proteine an Hydroxylapatit wurde die
Fluoreszenzintensitit aus den Uberstinden der Bindungsexperimente untersucht. Hierfiir
wurden zum einen der Fluostar Galaxy (BMG Labtech GmbH,Ortenberg, Deutschland),
zum anderen der Polarstar Omega (BMG Labtech GmbH,Ortenberg, Deutschland) ver-
wendetet. Die Anregung erfolgte bei 485-12 nm, die Emission wurde bei 520 nm detektiert.
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Durch Erstellen einer Eichgeraden wurde der lineare Messbereich ermittelt. Die zu mes-
senden Proben wurden dem entsprechend verdiinnt, so dass sich die Messwerte im linearen
Bereich befanden. Die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich der detektierten Fluo-

reszenzintensitit in der Probe vor (Fa) und nach (Fg) der Bindung (Formel 2.3).

Cgebunden = (1 - 7) * CAnfang (23)

2.13.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Bindung der untersuchten fluoreszenzmarkierten Proteine an Hydroxylapatit wurde
auBerdem mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 2000 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
unter Verwendung eines eGFP-Filters (EX470/40, EM525/50) visualisiert. Fur die Unter-
suchungen wurde das Hydroxylapatitpulver aus den Bindungsversuchen in 10 mM NaCl,
50 mM HEPES pH 7,5 resuspendiert. Die Dokumentation erfolgte mit einer schwarz/weif3-
Digitalkamera.

Das Hydroxylapatitpulver wurde weiterhin auf Autofluoreszenz bei den verwendeten Wel-
lenlédngen iberprift. Den schwarz/weil-Fluoreszenz-Aufnahmen wurde nachtréaglich mit

der Software ZEN (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ein griner Kanal zugewiesen.

2.13.6 Bindung an menschliche Zahnschnitte

Neben der Bindung an Hydroxylapatitpulver wurde die Bindung der verschiedenen Pro-
teine an menschliche Zahnschnitte untersucht. Hierfiir wurden menschliche Backen- und
Weisheitszahne verwendet. Die Zahne wurden dreimal in 70% igem Isopropanol gewaschen
um eventuelle Riickstdnde zu entfernen. Die Lagerung erfolgte in PBS (Phosphate buffe-
red saline)-Puffer mit 1% Euxyl K (Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland).
Die Anfertigung der Zahnschnitte wurde vom Institut fiir Mineralogie, Universitat Stutt-
gart, durchgefiithrt. Die Zahnproben wurden in Hartwachs eingegossen, mit einem Mikro-
tom in ca. 10 um diinne Scheiben geschnitten und anschliefend auf Objekttrager aufge-
klebt. Abschliefend wurde die Oberfliche der Zahnschnitte abgeschliffen und poliert.

Die so praparierten Zahnschnitte wurden vor der Verwendung in Bindungsversuchen drei-
mal mit Mundwasser B gewaschen und fiir mindestens 1 h &quilibriert. Die Bindung
der fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte wie in 2.13.3 fiir 2 h bei 37 °C, jedoch ohne
Rotation. Bindungsversuche an Zahnschnitte wurden ausschliefilich in 50% igem Mund-
wasser B durchgefiihrt. Das markierte Protein wurde in einer Endkonzentration von 2

uM eingesetzt, das Endvolumen betrug 6 mL in einer 6 mm Petrischale. Nach Bindung
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wurden die Zahnschnitte dreimal mit Mundwasser B und dreimal mit ddH,O abgespiilt.

Die qualitative Analyse der Bindung erfolgte tiber Fluoreszenzmikroskopie (2.13.5).

2.14 Nukleationsversuche

2.14.1 Phosphatbestimmung

Vor Untersuchung der Nukleationsaktivitdt der einzelnen Proteinproben wurden diese
auf eventuelle Phosphatriickstédnde iiberpriift. Die Bestimmung der Phosphatkonzentra-
tion in den verschiedenen Proben erfolgte nach Saheki et al.®3 Die Methode beruht auf
der Reduktion eines Phosphomolybdat-Komplexes durch Ascorbinséure in der Anwesen-
heit von Zn**-Ionen. Der gebildete Chromophor besitzt sein Absorptionsmaximum bei
850 nm. Fir die Ermittlung der Phosphatkonzentration in den Proteinl6sungen wurden
die Proben gemafl Tabelle 2.5 unter Verwendung des Molybdat-Reagenzes (15 mM Am-
moniummolybdat, 100 mM Zinkacetat) in einem Endvolumen von 270 pL in einer 96
well-Mikrotiterplatte vorbereitet. Die Reduktion wurde durch die Zugabe der Ascorbin-
sdure gestartet und erfolgte bei 30 °C fir 20 min. Die Absorption bei 850 nm wurde an
einem Spektramax 340PC Mikrotiterplattenlesegerat (Molecular Devices GmbH, Biber-
ach, Deutschland) gemessen. Durch Vergleich mit einer Standardgeraden im Bereich von

0 mM — 4 mM wurde die Phosphatkonzentration errechnet.

Tabelle 2.5: Ansatz zur Ermittlung der Phosphatkonzentration.

Komponente Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Ammoniummolybdat 15 mM 11,1 mM
200 puL
Zinkacetat 100 mM 47 mM
Ascorbinsaure 10 % 1,85 % 50 uL
Probe 20 uL
Endvolumen 270 uL
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2.14.2 Absorptionsmessung bei 820 nm

Um die Nukleationsaktivitat der verschiedenen Proteine und Peptide beurteilen zu kon-

t.84 Die Bildung von

nen wurde ein Nukleationsassay nach Gungormus et al. verwende
Calciumphosphat wird dabei durch die Messung der entstehende Triibung bei 820 nm
detektiert. Anstelle von (-Glycerolphosphat und einer alkalischen Phosphatase, wie von
Gungormus et al. beschrieben, wurde in dieser Arbeit anorganisches Phosphat verwendet.
Nach verschiedenen Vorversuchen wurden Konzentrationen von 3,0 mM CaCl, und 1,8
mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 fiir die Nukleationsexperimente
festgelegt. Dabei entspricht das Verhéltnis Ca/P = 1,67 in der Nukleationslosung dem in
Hydroxylapatit. Alle Lésungen wurden direkt vor dem Versuch steril filtriert (0,2 pm) um
unkontrollierte Prazipitation durch Kontamination mit kleinen Partikeln zu vermeiden.
In einer 96 well-Mikrotiterplatte wurden 25 uM Protein und 1,8 mM Na,HPO, vorgelegt
und die Reaktion durch die Zugabe von 3,0 mM CaCl, gestartet. Das Endvolumen betrug
200 uL. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Protein. Um Verdampfen zu verhin-
dern wurde die Mikrotiterplatte mit einer selbstklebenden Folie abgeklebt. Der Ansatz
wurde bei 37 °C {iber einen Zeitraum von 24 h inkubiert. Die Messung der Triibung der
Nukleationslosung erfolgte innerhalb der ersten 8 h stiindlich und nach 24 h bei 820 nm.

Alle Versuche wurden als Triplikate durchgefiihrt.

2.14.3 Abnahme der Ca’"-Konzentration

Als Alternative zur Messung der Absorption bei 820 nm wurde die Nukelationsaktivi-
tat durch die Abnahme der Konzentration an Ca?*-Ionen in der Nukleationslésung be-
wertet. Hierbei wird durch den Verbrauch an Ca?"-Ionen in der Nukleationslésung auf
die Bildung von Calciumphosphat riickgeschlossen. Dies bietet gegeniiber der Messung
der entstehenden Tritbung bei 820 nm den Vorteil, dass falschpositive Ergebnisse durch
eventuell ausgefallenes Protein unterbunden werden. Zur Ermittlung der ¢(Ca*") in der
Losung wurde das Farbreagenz o-Cresolphthalein Complexone verwendet. Dieses bildet
in alkalischer Losung mit Ca?" - Ionen einen violetten Komplex, der sein Absorptions-
maximum bei 575 nm besitzt. Fiir die Versuche in kiinstlichem Speichel wurde auflerdem
8-Hydroxyquinolin zugesetzt, um vorhandene Mg?"-Ionen zu maskieren.®® Die Nukleati-
onsversuche wurden zum einen in HEPES-Puffer wie unter 2.14.2 als auch in artifiziellem
Speichel durchgefiihrt. Fiir den artifiziellen Speichel wurde die Zusammensetzung nach
Panich et al. gewéhlt, auf den Zusatz von Carboxymethylcellulose wurde jedoch verzich-
tet.”™ Fiir Versuche in artifiziellem Speichel wurden 25 pM Protein und 100 uL der 10x
KH,PO,/K,HPO,-Losung in einem 2 mL Eppendorfreaktionsgefifl vorgelegt und die Re-
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aktion durch Zugabe von 100 pl. der 10x Salzlésung gestartet. Fir Versuche in HEPES
wurden wie unter 2.14.2 beschrieben 25 pM Protein und 1,8 mM Na,HPO, vorgelegt,
abschliefend erfolgte die Zugabe von 3,0 mM CaCl,. Das Endvolumen betrug in beiden
Fallen 1 mL. Als Negativkontolle diente ein Ansatz ohne Protein. Die Ansétze wurden
bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer inkubiert. Zu Beginn der Messung und jede
weitere Stunde, bei Untersuchung der erstellten Mutanten auf Basis von BioMin 145 an-
féinglich alle 30 min, wurden 20 L. Probe entnommen. Vor der Probenentnahme wurde der
Ansatz durch Vortexen gemischt. Eventuell vorhandene Niederschlag wurde abzentrifu-
giert (3 min, 13500 rpm) und die Konzentration an Ca*" in der Losung bestimmt. Fiir die
Ermittlung der Ca?*t-Konzentration wurde ein CPC-Mastermix (33 uM o-Cresolphthalein
Complexone, 3 mM 8-Hydroxyquinolin (fiir Versuche in artifiziellem Speichel), 21,74 mM
2-Amino-2-methyl-1-propanol) verwendet (Tabelle 2.6). Die spektroskopische Messung der
Proben erfolgte in einer 96 well-Mikrotiterplatte in einem Endvolumen von 250 uL bei 575
nm. Durch Abgleich mit einer Standardgeraden im Bereich von 0 mM — 0,6 mM wurde
auf die Calciumkonzentration in der Nukleationslosung zuriickgerechnet. Alle Nukleati-

onsversuche wurden als Triplikate durchgefiihrt.

Tabelle 2.6: Ansatz zur Ermittlung der Ca?t-Konzentration.

Komponente Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
o-Cresolphthalein Complexone 33 uM 30 uM
8-Hydroxyquinolin* 3 mM 2,75 mM 230 pL
2-Amino-2-methyl-1-propanol 21,74 mM 20 mM
Probe - - 20 puL
Endvolumen 250 uL

* bei Versuchen in artifiziellem Speichel enthalten
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2.14.4 Nukleation mit Fluorid

Um den Einfluss von Fluorid auf die Nukleation zu untersuchen wurde der Verbrauch
an Ca?*-Tonen aus der Losung verfolgt (siehe 2.14.3). Versuche unter Zusatz von Fluorid
wurden ausschliellich in artifiziellen Speichel durchgefiihrt. Nach Untersuchungen ver-
schiedener Fluoridkonzentration wurde eine Endkonzentration von 250 ppm Fluorid ge-
wahlt. Diese entspricht der Konzentration von Fluorid in den meisten Mundspiilungen.

Die Experimente wurden als Triplikate durchgefiihrt.

2.15 Charakterisierung der gebildeten Prazipitate

2.15.1 Rontgenpulverdiffraktometrie

Die Charakterisierung des wahrend der Nukleationsversuchen entstandenen Niederschla-
ges erfolgte durch Rontgenpulverdiffraktometrie. Um ausreichend Material hierfiir zu er-
halten wurden die Ansétze auf ein Endvolumen von 30 mL fiir die Nukleation in HEPES-
Puffer, auf 100 mL fiir die Nukleation in artifiziellem Speichel vergrofiert. Die Reaktionslo-
sungen wurden bei 37 °C fiir 4 h oder tiber Nacht inkubiert. Der entstandene Niederschlag
wurde abzentrifugiert (15 min, 4000 rpm) und finfmal in ddH,O gewaschen. Die Mes-
sung der Proben erfolgte an einem Rontgenpulverdiffraktometer Bruker D8 Advance im
Institut fur Mineralogie, Universitdt Stuttgart, mit Cu_ K, Radiation (A = 1,54 A) und
einer Scangeschwindigkeit von 0,005° /step im Bereich von 20=24° - 67°.

2.15.2 Transmissionselektronen-Mikroskopie

Die Morphologie der entstandenen Kristalle wurde mittels Transmissionselektronen-Mikros-
kopie (TEM) analysiert. Fir die TEM-Untersuchungen wurden die Nukleationsansétze
(siche 2.14.3) nach 4 h oder tiber Nacht abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde fiinfmal
in ddH,0O gewaschen und in ddH,O resuspendiert. 5 pL. Probe wurden auf ein Form-
var/Carbon beschichtetes Cu 100mesh TEM Grid (Plano, Wetzlar, Deutschland) aufgetra-
gen und luftgetrocknet. Die Messungen wurden an einem Tecnai G2 Sphera Transmissions-
elektronen-Mikroskop, Biologisches Institut, Universitiat Stuttgart, bei einer Beschleuni-

gungsspannung von 120 kV durchgefiihrt.
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3.1 Screening

3.1.1 Bindungsversuche

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und Charakterisierung von Proteinen fiir den
Einsatz in oral care Produkten. Hierfiir wurden von der BASF SE, Ludwigshafen, 24 un-
terschiedliche Proteine zu Verfiigung gestellt. Es wurden neun Amelogeninderivate, drei
Statherinderivate, fiinf Hydrophobin-Fusionskonstrukte sowie sieben weitere Proteine und
Peptide untersucht (siehe 2.10). Die Identifikation Hydroxylapatit-bindender Proteine ist
dabei der erste Schritt um eine gerichtete Zahnmineralisierung zu ermoéglichen. Fiir die
Untersuchung der Bindefahigkeit der einzelnen Proteine wurden diese wie unter 2.13.1
beschrieben mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5(6)-Carboxyfluorescein N-terminal markiert.
Nach der photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration sowie des Markierungs-
grades (siehe 2.13.2) wurde das Bindeverhalten der unterschiedlichen Proteine an Hydro-
xylapatit bewertet. Die Bindeversuche wurden dabei zum einen in HBST-Puffer durchge-
fithrt, um eine prinzipielle Bindung an Hydroxylapatit zu untersuchen. Um, in Hinblick auf
die spétere Anwendung, die Versuchsbedingungen relevanter zu gestalten, wurde zum an-
deren die Bindung in zwei Mundwasserformulierungen getestet (Zusammensetzung siche
2.3.3). Beide Formulierungen besitzen grofitenteils dieselbe Zusammensetzung, unterschei-
den sich jedoch im enthalten Detergenz. Mundwasser A enthéalt 1 %(w/v) Polysorbat 20,
Mundwasser B 1 %(w/v) Poloxamer 407. Da bei ersten Versuchen in 100% igem Mund-
wasser nur sehr geringe Mengen an gebundenem Protein nachgewiesen werden konnten,
wurde fir diese Versuche 50% iges Mundwasser verwendet. Dies entspricht in etwa der

Verdiinnung durch den Speichel im Mundraum.
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3.1.1.1 Bindungsversuche an Hydroxylapatitpulver

Zur Bewertung des Bindeverhaltens der unter 2.10 aufgefithrten Proteine wurden diese
nach Fluoreszenzmarkierung an Hydroxylapatitpulver (Fluka) gebunden. Nach Waschen
und Aquilibrieren des Targets erfolgte die Bindung von 2 uM Protein an 10 mg Target
fur 2 h bei 37 °C (siche 2.13.3). Alle Bindeversuche wurden sowohl in HBST-Puffer als
auch in 50% igem Mundwasser durchgefiihrt. Die quantitative Bewertung erfolgte durch
Messung der Restfluoreszenz im Uberstand direkt nach der Bindung und den einzelnen
Waschschritten (siehe 2.13.4). Durch Vergleich der Fluoreszenzintensitédten vor und nach
der Bindung wurde auf den Anteil an gebundenem Protein zuriickgerechnet. Gebundene
Proteine wurden aulerdem durch Fluoreszenzmikroskopie qualitativ nachgewiesen. Bei-
spielhaft sind in diesem Abschnitt die entsprechenden Fluoreszenzbilder fiir die Bindung

der Kontrollen aufgefiihrt.

3.1.1.1.1 Kontrollen

Als Positivkontrolle in den Bindeversuchen wurde zum einen das Peptid (DSS)g (BioMin
78) eingesetzt. Dieses Peptid wurde aufgrund der aktiven Sequenz des Dentinphospho-
proteins entworfen und in der Literatur als Hydroxylapatit-Binder beschrieben.?® Als wei-
tere Positivkontrolle dienten aus kommerziell erhéltlichen MI tooth mousse™ extrahier-
te Peptide (BioMin 60). Diese Peptide wurden durch Trypsin-Verdau des Milchproteins
Casein erhalten.?! Als Negativkontrolle wurde das in der Literatur als Hydroxylapatit-
nichtbindend beschriebene Peptid #3-1 (LIKHILHRL) eingesetzt.*

In den Bindungsversuchen konnte fiir die Positivkontrollen BioMin 60 und BioMin 78
eine deutliche Bindung an Hydroxylapatitpulver in HBST-Puffer nachgewiesen werden
(Diagramm 3.1). Fur BioMin 60 lag der Anteil an gebundenem Peptid bei 70 (£8)%, fiir
BioMin 78 bei 84 (£8)%. Fiir die Negativkontrolle #3-1 (BioMin79) wurde lediglich eine
unspezifische Bindung von unter 5% gebundenem Peptid nachgewiesen. Bei Versuchen in
50% igen Mundwasserformulierungen konnte fiir BioMin 60 eine deutliche Bindung mit
37 (£3)% an gebundenem Peptid in Mundwasser A und 30 (£1)% in Mundwasser B de-
tektiert werden. Fiir BioMin 78 und BioMin 79 konnte weder in Mundwasser A noch in

B eine Bindung nachgewiesen werden.
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Diagramm 3.1: Zusammenfassung der Bindung der verwendeten Kontrollen an 10 mg Hydro-
xylapatit in HBST-Puffer (weif), 50% igem Mundwasser A (rot) und 50%
igem Mundwasser B (grau). BioMin 60 = Peptide extrahiert aus MI tooth
mousse ' M, BioMin 78 = (DSS)g, BioMin 79 = Peptid #3-1.

Wie unter 2.13.5 beschrieben wurden die quantitativen Bindungsergebnisse durch Fluo-
reszenzmikroskopie bestatigt. Durch griine Fluoreszenz an den verwendeten Hydroxylapa-
titpartikeln wird eine erfolgreiche Bindung der markierten Proteine angezeigt. Fiir die Po-
sitivkontrolle BioMin 60 konnte sowohl in HBST-Puffer als auch in den beiden Mundwas-
serformulierungen A und B auf diese Weise eine Bindung an Hydroxylapatit nachgewiesen
werden (Abbildung 3.1). Wie ein Vergleich der unterschiedlichen Fluoreszenzbilder zeigt,
lassen sich mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie keine quantitativen Aussagen iiber den
Anteil an gebundenem Protein machen. Dies dient lediglich der qualitativen Uberpriifung
der Fluoreszenzintensitatsmessungen. Fiir das Peptid (DSS)s wurde in HBST-Puffer eben-
falls eine deutliche Bindung beobachtet. Die Fluoreszenzbilder in Abbildung 3.2 zeigen
deutlich, dass kein gebundenes Peptid in den Mundwasserformulierungen an Hydroxyla-
patit nachgewiesen werden konnte und bestatigen somit die Ergebnisse der quantitativen
Fluoreszenintensitdtsmessungen. Wie Abbildung 3.3 zeigt, konnte fiir die Negativkontrol-
le Peptid #331 weder in HBST-Puffer noch in den beiden Mundwasserformulierungen
eine Bindung nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den quantitativen Messungen der

Fluoreszenzintensitat iiberein.
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(b) Mundwasser A (c) Mundwasser B

(e) Mundwasser A (f) Mundwasser B

Abbildung 3.1: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 uM BioMin 60 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c¢/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 pm.

(a) HBST (b) Mundwasser A (c) Mundwasser B

(d) HBST (e) Mundwasser A (f) Mundwasser B

Abbildung 3.2: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 uM BioMin 78 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c¢/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 pm.
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(a) HBST (b) Mundwasser A
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(d) HBST (e) Mundwasser A

Abbildung 3.3: Mikroskopiebilder nach der Bindung von 2 uM BioMin 79 an 10 mg Hydroxyla-
patit in (a/d) HBST, (b/e) Mundwasser A und (c¢/f) Mundwasser B. (a)-(c)
zeigen die Durchlichtbilder, (d)-(f) die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen.
Der rote Balken entspricht 200 pm.

3.1.1.1.2 Amelogenin und Amelogeninderivate

Amelogenin ist das mengenméfig wichtigste extrazellulare Matrix-Protein wahrend der
Amelogenese, dem Aufbau des Zahnschmelzes.*® Nach self-assembly des Proteins dient es
als Templat fiir die Bildung und das Wachstum der Hydroxylapatitkristalle. Durch spezi-
fische Bindung an die kristallografische (100)-Flache des wachsenden Kristalls steuert es
auBlerdem dessen Morphologie.

In dieser Arbeit wurden neun Amelogeninderivate untersucht. Neben dem full length Ame-
logenin wurde auch die natiirliche splicing Variante LRAP (Leucinreiches Amelogeninpoly-
peptid) und ein Alaninvariante bewertet. Auflerdem wurden verschiedene Fusionskon-
strukte untersucht. Die Kombination des full length Amelogenins an Perlucin aus H. lae-
vigata, an das Hydrophobin DewA aus A. nidulans, sowie an das TiO, mineralisierende
19mer Peptid R5 (SSKKSGSYSGSKGSKRRIL)® wurden auf ihre Bindungseigenschaften
hin bewertet. Des weiteren wurden zwei Fusionskonstrukte aus verkiirzten Varianten des
Amelogenins an das Hydrophobin DewA untersucht. Zum einen wurde der hydrophoben
Mittelteil (A42aa N-term. + Al7aa C-term.), zum anderen der hydrophile, negativ gela-
dene C-terminalen Bereich (23aa C-term.) des Amelogenins mit dem Hydrophobin DewA
kombiniert. Das Fusionskonstrukt aus der Alaninvariante (M11A, P21A) des Amelogenins
mit dem Hydroxylapatit mineralisierendem Peptid CPL12 (QPYHPTIPQSVH)® wurde

ebenfalls bewertet.
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Diagramm 3.2: Zusammenfassung der Bindung der verschiedenen Amelogeninderivate an
10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puffer (weil), 50% igem Mundwasser A
(rot) und 50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 1-2: full length Ame-
logenin, BioMin 4-3: LRAP, BioMin 7-2: Amelogenin-DewA, BioMin &8-2-
1: Amelogenin-Perlucin, BioMin 10: (AmelogeninA42aa N-term.4+Al7aa C-
term.)-DewA, BioMin 11-2: (Amelogenin: 23aa C-term.)-DewA, BioMin 77-5:
R5-Amelogenin, BioMin 107: Amelogenin (M11A, P21A), BioMin 163: CPL12-
Amelogenin (M11A, P21A).

Wie Diagramm 3.2 zeigt, lasst sich lediglich fiir die Experimente in HBST-Puffer eine
Bindung fiir die Amelogeninderivate an Hydroxylapatit nachweisen. Dabei zeigten das
full length Amelogenin (BioMin 1-2) und das Fusionskonstrukt R5-Amelogenin (BioMin
77-5) eine maBige Bindung im Bereich von 25%. Fir die Variante LRAP (BioMin 4-3), be-
stehend aus der N- sowie C-terminalen Region des Amelogenins, und das Fusionsprodukt
BioMin 8-2-1 (Amelogenin-Perlucin) konnten Bindungsraten von ca. 60% detektiert wer-
den. Durch Fusion des full length Amelogenin (BioMin 7-2) sowie der verkiirzten Varianten
Amelogenin A42aa N-term. + Al7aa C-term. (BioMin 10) und Amelogenin: 23aa C-term.
(BioMin 11-2) an das Hydrophobin DewA wurde ebenfalls eine Bindung im Bereich von
60% detektiert. Die Alaninvariante M11A, P21A (BioMin 107) zeigte in HBST-Puffer
das beste Ergebnis mit einem gebundenen Proteinanteil von 70 (£2)%. Die Bindefihig-
keit von BioMin 107 konnte durch die N-terminale Fusion des Hydroxylapatit-bindenden
12mer CPL12% (BioMin 163) nicht weiter gesteigert werden, fiir dieses Konstrukt konn-
ten lediglich 60 (+8)% gebundenes Protein nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der
Bindungsergebnisse in den Mundwasserformulierungen konnte fiir das Fusionskonstrukt
Amelogenin-Perlucin (BioMin 8-2-1) ein geringer Anteil an gebundenem Protein in der
Mundwasserformulierung A nachgewiesen werden (2 (+2)%). In Mundwasser B wurde fiir

keines der untersuchten Amelogeinderivate eine Bindung detektiert.
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3.1.1.1.3 Statherinderivate

Statherin gehort zu den Speichelproteinen und besitzt einen hohen Anteil an negativ gela-
denen Aminosduren wie Aspartat, Glutamat und Phosphoserin. Aufgrund seiner Ladung
zeigt Statherin eine hohe Affinitdt zu Ca®*'-Ionen und ist fiir die Stabilisierung dieser
im Speichel mitverantwortlich.*®4 In dieser Arbeit wurden insgesamt drei Statherinva-
rianten auf ihr Bindeverhalten gegeniiber Hydroxylapatit untersucht. BioMin 113 ist ein
Fusionskonstrukt aus dem Viralen Capsid Protein 1 (VP1) aus dem Polyomavirus und
Statherin. Die Peptide BioMin 114 und 115 bestehen aus den 21 N-terminalen Aminoséau-
ren des Statherins (DSSEEKFLRRIGRFGYGYGPY). In BioMin 115 sind auflerdem alle
vorhandenen Serinreste phosphoryliert, BioMin 114 stellt die unphosphorylierte Variante
dar.

Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse (Diagramm 3.3) weist die unphosphorylierte Va-
riante BioMin 114 die geringste Bindung mit 20 (+£4)% gebundenem Peptid an Hydroxyla-
patit in HBST-Puffer auf. BioMin 113 sowie das phosphorylierte Statherinpeptid (BioMin
115) weisen beide hohe Binderaten mit 75 (£2) bzw. 85 (+2)% auf. In den Mundwas-
serformulierungen behélt nur die phosphorylierte Variante des Statherinpeptides (BioMin
115) die Bindeféhigkeit. In Mundwasser A konnten 20 (+4)%, in Mundwasser B 14 (£3)%
an gebundenem Peptid an Hydroxylapatit nachgewiesen werden. Fiir BioMin 113 und das
unphosphorylierte Statherinpeptid (BioMin 114) konnte in den Mundwasserformulierun-

gen keine Bindung nachgewiesen werden.
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Diagramm 3.3: Zusammenfassung der Bindung der untersuchten Statherinderiavte an 10 mg
Hydroxylapatit in HBST-Puffer (weil), 50% igem Mundwasser A (rot) und
50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 113: VP1_ 100aa-Statherin, BioMin
114: Statherinpeptid (unphosphoryliert), BioMin 115: Statherinpeptid (phos-
phoryliert).
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3.1.1.1.4 Hydrophobine

Neben den Amelogenin-Hydrophobin-Konstrukten BioMin 10 und BioMin 11-2, die be-
reits unter 3.1.1.1.2 behandelt worden sind, wurden fiinf weitere Fusionskonstrukte an
das Hydrophobin DewA aus A. nidulans untersucht (Diagramm 3.4). Die Konstrukte mit
der Synthase YaaD aus B. subtilis BioMin 92 (YaaD-DewA) und BioMin 93 (40aaYaaD-
DewA) zeigten eine méaBige Bindungsrate von 30 (£5)% bzw. 43 (£5)% in HBST-Puffer.
Durch Fusion der Peptide R5% (BioMin 104), CPL12%¢ (BioMin 144) und Py;-47° (BioMin
145) an BioMin 93 konnte Bindung bis auf 72 (£2)% fir BioMin 145 gesteigert werden.
Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse in den Mundwasserformulierungen verlor ledig-
lich BioMin 92, bestehend aus der full length Synthase YaaD und dem Hydrophobin DewA,
seine Bindefiahigkeit. Die verkiirzte Variante BioMin 93 (40aaYaaD-DewA) hingegen zeig-
te eine Bindung von 19 (£4)% bzw. 25 (£3)%. Durch Fusion des TiO, mineralisierende
Peptides R5% wurde die Bindefihigkeit auf 2 (+1)% erniedrigt. Im Gegensatz dazu konnte
durch Fusion der Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL1236 in BioMin 144 und P;;-47°
in BioMin 145 die Bindung auf 27 - 36% weiter erhoht werden. Beide Konstrukte zeigten
damit eine Bindefdhigkeit an Hydroxylapatit, die vergleichbar mit der der Positivkontrolle
BioMin 60 ist (Diagramm 3.1).
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Diagramm 3.4: Zusammenfassung der Bindung der untersuchten DewA-Fusionskonstrukte
an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puffer (weif}), 50% igem Mundwasser A
(rot) und 50% igem Mundwasser B (grau). BioMin 92: YaaD-DewA, Bio-
Min 93: 40aaYaaD-DewA, BioMin 104-1: R5-40aaYaaD-DewA, BioMin 144:
40aaYaaD-CPL12-DewA, BioMin 145: 40aaYaaD-P11-4-DewA.
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3 Ergebnisse

3.1.1.1.5 Weitere Proteine

Neben den bisher beschriebenen Proteinen wurden noch vier weitere Proteine unter-
sucht. Die Carboanhydrase CanA aus M. thermophila (BioMin 50-2), das Derivat #64
des Dentin-Matrix-Protein 1 (DMP1), das von Tsuji et al. beschrieben wurde (BioMin
47)," das HRC (Histidin-reiches Calcium bindendes Protein) (BioMin 146) und ein dem
MI tooth mousse™ entsprechenden Peptidgemisch (BioMin 65). Dieses sogenannte ho-
memade Recaldent wurde bei der BASF SE durch tryptischen Verdau des Milchproteins
Casein hergestellt. Wie in Diagramm 3.5 abgebildet weisen BioMin 47 und BioMin 50-2
gute Binderaten von ca. 50% in HBST-Puffer auf. Fur das homemade Recaldent konnten
in HBST-Puffer lediglich 14 (+1)% gebundenes Peptid nachgewiesen werden. BioMin 146
zeigte sehr gute Bindeeigenschaften an Hydroxylapatit in HBST-Puffer mit 95 (+2)%. In
den Mundwasserformulierungen konnte fiir BioMin 47 und BioMin 50-2 keine Bindung
nachgewiesen werden. BioMin 65 zeigte eine geringe Bindung (4 (£1)% bzw. 5 (£1)%)
und fiir BioMin 146 wurden méfige Binderaten mit 8 (+3)% in Mundwasser A und 10
(£4)% in Mundwasser B gefunden.
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Diagramm 3.5: Zusammenfassung der Bindung an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-Puffer
(wei}), 50% igem Mundwasser A (rot) und 50% igem Mundwasser B (grau)
von BioMin 47: DMP1 Derivat (#64), BioMin 50-2: CanA, BioMin 65: Ca-
sein nach Trypsinverdau (homemade Recaldent), BioMin 146: Histidin-reiches
Calcium bindendes Protein (HRC).
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3 Ergebnisse

3.1.1.1.6 Zusammenfassung der Bindung an Hydroxylapatitpulver

Insgesamt wurden 24 unterschiedliche Proteine auf ihr Bindeverhalten gegeniiber Hydro-
xylapatitpulver untersucht. Fiir den Grofiteil dieser Proteine konnten gute Binderaten
von tber 50% an gebundenem Protein an Hydroxylapatit in HBST-Puffer nachgewiesen
werden (siche Tabelle 3.1). Mit iiber 70% gebundenem Protein erwiesen sich die Positiv-
kontrollen BioMin 60 (Recaldent) und BioMin 78 (DSSg), die Statherinkonstrukte BioMin
113 (VP1-Statherin), BioMin 115 (phophor. Statherinpeptid), das Hydrophobinkonstukt
BioMin 145 (40aaYaaD-P;;1-4-DewA) und das Histidin-reiche Calcium-bindende Protein
(BioMin 146) als quantitativ beste Binder. In den Bindungsexperimenten, die in den bei-
den Mundwasserformulierungen durchgefiihrt worden waren, wurden lediglich neun Bin-
der identifiziert (Diagramm 3.6). Von diesen neun Proteinen zeigten BioMin 8-2-1, BioMin
65, BioMin 104-1 und BioMin 146 geringe Binderaten mit weniger als 10%. BioMin 60
(Recaldent), BioMin 93 (40aaYaaD-DewA), BioMin 115 (phosphoryliertes Statherinpep-
tid), BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-Pj;-4-DewA)
wiesen mit tiber 10% an gebundenem Protein eine gute Bindefidhigkeit an Hydroxylapatit
in den Mundwasserformulierungen auf. Die Positivkontrolle BioMin 60 sowie die DewA-
Fusionskonstrukte BioMin 144 und BioMin 145 stellten mit 30% gebundenem Protein

oder mehr die besten Binder dar.

40 I Mundwasser A
[ Mundwasser B
9
£
2
e
o
3 20
c
(0]
©
c
>
Ke)
[0]
(@]
0 -

A I SRR B RSN
Gl @\Q N O \Q QO Q& Q Q
€ & . o & NN
N P P N o o o o
Q"\O Q)\o ) Q QO <

Diagramm 3.6: Zusammenfassung der neun bindenden Proteine in Mundwasser A (rot) und
Mundwasser B (grau).

23
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Tabelle 3.1: Bewertung der 24 untersuchten Proteine beziiglich ihrer Bindefédhigkeit gegeniiber
Hydroxylapatit in HBST-Puffer sowie den Mundwasserformulierungen A und B
(Mund A und Mund B). Die Bindeergebnisse sind als prozentualer Anteil an ge-
bundenem Protein dargestellt.

BioMin Nr. Name HBST Mund A Mund B
1-2 Amelogenin* 2245 n.d. n.d.
4-3 LRAP* 59+1 n.d. n.d.
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* 56+1 n.d. n.d.
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* 601 241 n.d.
10 (AmelogeninA42aaN-term. + Al7aaC-term.)-  58%5 n.d. n.d.
DewA*
11-2 (Amelogenin:23aaC. term.)-DewA* 62+3 n.d. n.d.
47 DMP1 Derivat (#64)7°* 49+4 n.d. n.d.
50-2 Carboanhydrase* 55+1 n.d. n.d.
60 Peptides out of MI tooth mousse ™ 7019 37+3 30+1
65 homemade Recaldent after Trypsin treatment 1441 4+1 541
of Casein

77-5 R580-Amelogenin* 1242 n.d. n.d.
78 (DSS)63° 8449 n.d. n.d.
79 #3-1 (LIKHILHRL)3? 3+1 n.d. n.d.
92 YaaD-DewA* 3045 n.d. n.d.
93 40aaYaaD-DewA* 43+11 19+4 2543
104-1 R580-40aaYaaD-DewA* 63+1 2+1 2:+1
107 Amelogenin (mutein M11A, P21A)* 69+2 n.d. n.d.
113 VP1-100aa-StatherinDD* 7542 n.d. n.d.
114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) 16+4 n.d. n.d.
115 Statherinpeptid (Phosphoryliert) 8612 2044 14+3
144 40aaYaaD-CPL1286-DewA* 50+3 2743 36+2
145 40aaYaaD-P11-476-DewA* 72+1 3142 3041
146 40aa YaaD-HRC* 96+1 8+3 10+4
163 CPL1286-G2-BioMin 107* 6012 n.d. n.d.

* enthalt C-terminal einen Hisg-Tag
n.d. nicht detektierbar
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3 Ergebnisse
3.1.1.2 Bindung an menschliche Zahnschnitte

Die neun in den Mundwasserformulierungen bindenden Proteine sowie die Negativkon-
trolle BioMin 79 (Peptid #3-1) wurden, in Hinblick auf die spatere Anwendung, auf
ihr Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte getestet. Die Zahnschnitte wurden wie
unter 2.13.6 am Institut fiir Mineralogie hergestellt. Abbildung 3.4a zeigt einen solchen
Zahnschnitt. Im vergroflerten Ausschnitt sind die einzelnen Komponenten gekennzeichnet
(Abbildung 3.4b). Ummantelt wird der Zahn von einer Schicht Enamel (E). Darunter
befindet sich das weichere, den Knochen dhnliche Dentin (D). Im unteren Teil werden die
Zahnwurzeln vom sogenannten Cementum (C) umhiillt. Im Zahninneren befindet sich die
Pulpa (P), in der Blutgefafie und Nerven lokalisiert sind. Aufgrund der beschréankten An-
zahl an Zahnschnitten wurden die Bindungsversuche lediglich in 50% igem Mundwasser
B durchgefiihrt. Nach Bindung von 2 uM fluoreszenzmarkiertem Protein fiir 2 h bei

37 °C und mehreren Waschschritten wurden gebundenen Proteine unter dem Fluoreszenz-

mikroskop qualitativ nachgewiesen.

() (b)

Abbildung 3.4: Abbildung eines fiir die Bindungsexperimente verwendeten Zahnschnittes (a)
und die vergrofierte Darstellung des Zahnschnittes (b) mit Kennzeichnung der
einzelnen Kompartimente, Enamel (E), Dentin (D), Pulpa (P) und Cementum

(©).

Fiir alle neun untersuchten Proteine konnte eine deutliche Bindung an die Zahnschnitte
visualisiert werden. Abbildung 3.5 zeigt die entsprechenden Aufnahmen fiir die Positiv-
kontrolle BioMin 60 (aus MI tooth mousse ™ extrahierte Peptide). In Abbildung 3.5b ist
ersichtlich, dass die Bindung der Peptide hauptsichlich an das Dentin (in der Abbildung
mit D gekennzeichnet) stattgefunden hat, am hérteren Enamel (E) konnte keine Fluores-
zenz und somit keine sichtbar gebundenen Peptide nachgewiesen werden. Wie Abbildung

3.6 zeigt, wurde fiir das Fusionskonstrukt BioMin 145 aus dem Hydrophobin DewA und
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3 Ergebnisse

dem Peptid P11-4 ein dhnliches Verhalten nachgewiesen. Ebenso wie fiir BioMin 60 konnte
hauptséachlich eine Bindung an das Dentin detektiert werden. Alle neun untersuchten Pro-
teine zeigten dieses Bindeverhalten, eine gute Bindung an Dentin, jedoch keine Bindung
gegeniiber dem hérteren Enamel (die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen befinden sich

im Anhang unter 7.1).

Abbildung 3.5: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 60 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.

()

Abbildung 3.6: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 145 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weilen Buchstaben gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Lediglich fiir die Negativkontrolle #3-1 konnte nur eine geringe unspezifische Bindung an

die beiden Hartsubstanzen, Dentin und Enamel, nachgewiesen werden (Abbildung 3.7).

(b)

Abbildung 3.7: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 79 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse
3.1.2 Nukleationsexperimente

Neben der Bindung an Hydroxylapatit ist die Nukleation bzw. Mineralisierung von Hy-
droxylaptit ausschlaggebend fiir den Aufbau von Zahnschmelz in oral care Produkten.
Daher wurden die unter 2.10 aufgefiihrten Proteine auf ihre Nukleationseigenschaften ge-
geniiber Hydroxylapatit untersucht. Hierfir wurden die Proteinproben zunéchst auf ihren
Phosphatgehalt (siehe 2.14.1) tiberpriift und gegebenenfalls gegen 5 mM Tris-HCI pH 7,5
dialysiert, um eventuelle Phosphatriickstdnde zu entfernen. Auf diese Weise konnte fiir al-
le Proben eine gleiche Konzentration an Phosphat wahrend der Nukleationsexperimente

gewahrleistet werden.

3.1.2.1 Nukleation in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
3.1.2.1.1 Messung der Triibung bei 820 nm

Die Nukleationsfahigkeit der unterschiedlichen Proteine gegeniiber Hydroxylapatit wurde
durch die Triibung der Losung bei 820 nm bestimmt. Dieser Assay wurde nach Gungor-
mus et al. an die Anforderungen dieser Arbeit angepasst.®* Wie unter 2.14.2 beschrieben
wurde anstelle von (-Glycerolphosphat und Verwendung einer alkalischen Phosphatase
anorganisches Phosphat eingesetzt. Fiir ein passendes setup wurden verschiedene Parame-
ter variiert. Zu Beginn wurde die Variation der CaCl,, NaHPO, und Proteinkonzentration
untersucht. Da sich in den ersten Vorversuchen die Reproduzierbarkeit der Nukleationser-
gebnisse als problematisch erwiesen hatte, wurden alle Losungen direkt vor Verwendung
steril filtriert (2 wm) um unkontrollierte Prézipitation durch kleine Partikel zu unterbin-
den. Nach Untersuchung unterschiedlicher Konzentrationen wurde die finale Zusammen-
setzung auf 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
und 25 pM Protein festgelegt. Dabei wurde ein Ca/P Verhéltnis von 1,67 gewahlt, welches
dem in Hydroxylapatit entspricht. Die Messung der Triibung erfolgte stiindlich bei 820
nm fiir 8 h und nach 24 h.
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Diagramm 3.7: Messung der Mineralbildung tiber die Absorption bei 820 nm in der Nuklea-
tionslésung aus 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,5. Es wurden Proteine identifiziert, die eine beschleunigende
Wirkung (z. B. BioMin 1-2), stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) oder
keinen Effekt (z. B. BioMin 47) auf die Mineralbildung besitzen, jeweils im
Vergleich mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).

Die Absorbtionsmessungen bei 820 nm zeigten, dass die Proteine im Vergleich zur Kon-
trolle ohne Protein, drei unterschiedliche Nukleationsverhalten aufweisen (Diagramm 3.7).
Fiir die Kontrolle ohne Protein konnte innerhalb der ersten 3 h keine Prazipitation nachge-
wiesen werden. Der Anstieg der Absorptionskurve nach 3 h zeigt, dass hier eine zunehmen-
de Mineralbildung einsetzte. Nach Inkubation von 8 h bei 37 °C erreicht die Absorption
einen Endwert von ~ 0,06. Der Grof3teil der hier untersuchten Proteine zeigte ein ahnliches
Nukleationsverhalten wie die Kontrolle ohne Protein. Als Beispiel ist in Diagramm 3.7 das
Derivat #64 des Dentin-Matrix-Protein 1 (DMP1) (BioMin 47) aufgefithrt. Es konnten
jedoch auch Proteine identifiziert werden, die einen stabilisierenden Effekt auf die Nuklea-
tionslésung ausiibten. In Gegenwart solcher Proteine, wie z. B. den aus MI tooth mousse™
extrahierten Peptiden (BioMin 60), wurde eine zeitlich verzogerte, in einigen Féllen auch
keine Mineralbildung detektiert. Im Gegensatz dazu war es auch moglich, Proteine zu
identifizieren, die eine beschleunigende Wirkung auf die Triitbungsentwicklung zeigten. In
Diagramm 3.7 wird dies veranschaulicht durch das full length Amelogenin (BioMin 1-2).
Ein grofler Nachteil dieses Assays ist die Moglichkeit durch ausfallende Proteine falsch-
positive Ergebnisse zu erhalten. Dies wiirde ebenfalls zu einer Tritbung der Losung fithren
und koénnte somit die eigentliche Messung der Mineralbildung verfalschen. Deshalb wurde

in einem weiteren Assay die Abnahme der Calciumkonzentration verfolgt.
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3.1.2.1.2 Messung der Ca’"-Ionenabnahme

Neben den Tritbungsmessungen bei 820 nm wurde die Abnahme der Calciumionenkon-
zentration in der Nukleationslosung verfolgt. Die Abnahme der Calciumkonzentration in
der Losung ist auf die Bildung des Minerals zurtickzufithren. Wie unter 2.14.3 beschrieben
wurde zur Ermittlung der aktuellen Ca?*-Konzentration der Farbstoff o-Cresolphthalein
Complexone (CPC) verwendet. CPC bildet im alkalischen Milieu in Gegenwart von Ca?*-
Ionen einen violetten Komplex, der photometrisch bei 575 nm detektiert werden kann.
In Anlehnung an die Doktorarbeit von Kaur wurde die optimale Zusammensetzung zur
Ca?"-Bestimmung ermittelt.> Die finale Zusammensetzung fiir die Nachweisreaktion wur-
de auf 0,03 mM CPC, 20 mM 2-Amino-2-methyl-1-propanol und 20 puL. Probe in einem
Endvolumen von 250 pL festgelegt.
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Diagramm 3.8: Abnahme der Calciumkonzentration in der Nukleationslosung aus 3,0 mM
CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Es wurden
Proteine identifiziert, die eine beschleunigende Wirkung (z. B. BioMin 1-2),
eine stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) und keinen Einfluss (BioMin
47) auf die Nukleation besitzen, jeweils im Vergleich mit der Kontrolle ohne
Protein (Blank).

Auch bei der Detektion der Ca?*-Ionenkonzentration konnten drei unterschiedliche Nu-
kleationstrends beobachtet werden (Diagramm 3.8). Die Kontrolle ohne Protein zeigt
innerhalb der ersten 3h keine Abnahme in der Ca?"-Konzentration. Nach 3 h sinkt die
Konzentration von 3,0 mM auf 1 mM ab. Innerhalb der folgenden 5 h erreicht die Ca?*-

Konzentration eine Endwert von 0,5 mM. Wie BioMin 47 zeigte der Grofiteil der unter-

60
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suchten Proteine einen dhnlichen Nukleationsverlauf verglichen mit der Kontrolle ohne
Protein. Allerdings konnten auch hier sieben Verbindungen identifiziert werden, die eine
stabilisierende Wirkung aufwiesen, wie die aus MI tooth mousse™ extrahierten Peptide
(BioMin 60). Weitere Vertreter dieser Gruppe sind BioMin 65, BioMin 92, BioMin 93,
BioMin 113, BioMin 115 und BioMin 163 (Diagramm 3.9). In Anwesenheit dieser Prote-
ine wurde die Nukleation verzogert (verglichen mit der Kontrolle) oder in einigen Féllen

vollstandig unterbunden.
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Diagramm 3.9: Abnhame der Calciumkonzentration in der Nukleationslésung aus 3,0 mM
CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Dargestellt
sind Proteine, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation besitzen.

Im Gegensatz hierzu konnten andererseits sieben Proteine identifiziert werden, deren An-
wesenheit in einer Beschleunigung der Nukleation resultierte. Wéahrend in der Kontrolle
ohne Proteine iiber drei Stunden ein stabile Konzentration von 3,0 mM CaCl, beibehal-
ten wurde, zeigten einige Verbindungen bereits innerhalb der ersten beiden Stunden eine
deutliche Abnahme in der Calciumkonzentration. Als Beispiel hierfiir ist in Diagramm 3.8
das full length Amelogenin (BioMin 1-2) aufgefithrt. Zu den beschleunigend wirkenden
Proteinen gehorten weiterhin BioMin 4-3, BioMin 7-2, BioMin 77-5, BioMin 107, BioMin
144 und BioMin 145 (Diagramm 3.10). Das Hydrophobinkonstrukt BioMin 144 zeigte

dabei den deutlichsten Einfluss auf die Nukleation.
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Diagramm 3.10: Abnhame der Calciumkonzentration in der Nukleationslésung aus 3,0 mM
CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5. Dargestellt
sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation besitzen.

Die gesamten Nukleationergebnisse des CPC-Assays in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH
7,5 sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Die grafische Darstellung der Nukleationsver-
laufe aller Proteine befindet sich im Anhang unter 7.2.

Das wahrend der Nukleation gebildete Prazipitat wurde fiir ausgewahlte Proteine iiber
Rontgen-Pulverdiffraktometrie charakterisiert. Abbildung 3.8 zeigt die entsprechenden
Pulverspektren fiir die Prézipitate, gebildet in Anwesenheit der Hydrophobinkonstrukte
BioMin 145 (a) und BioMin 144 (b) sowie fiir die Kontrolle ohne Protein (c). In allen
Proben wurden Hauptsignale bei 20 = 25,9 °, 20 = 31,8 ° sowie 20 = 32,2 ° detek-
tiert, die den kristallografischen (002) und (211) bzw. (112) Flichen von Hydroxylapatit
entsprechen. Weiterhin wurde das gebildete Mineral fiir die Amelogeninderivate BioMin
1-2, BioMin 4-3, BioMin 107, sowie fiir das unphosphorylierte Statherinpeptid (BioMin
114), das Histidin-reiche Calcium bindende Protein HRC (BioMin 146) und das Hydro-
phobinfusionsprotein BioMin 104-1 untersucht. In allen Féllen konnte Hydroxylapatit als
gebildete Phase identifiziert werden. Die entsprechenden Spektren fiir diese Proteine be-
finden sich im Anhang unter 7.2.1.

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der entstandenen Prézipitate sind in
Abbildung 3.9 dargestellt und zeigen plattchenférmige Kristalle. In Abwesenheit von Pro-
teinen lagerten sich diese Kristalle zu sphérischen Strukturen zusammen. Dabei entstan-
den runde Gebilde mit einem Durchmesser von 1 - 2 um (Abbildungen 3.9a und 3.9b). In
Gegenwart des Fusionskonstruktes BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) bildeten sich
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ebenfalls plattchenformige Kristalle. Im Gegensatz zu den sphéarischen Partikel ohne Pro-
tein wurden in Anwesenheit von BioMin 144 feinere, netzartige Strukturen ausgebildet

(Abbildung 3.9c und 3.9d).
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Abbildung 3.8: Pulverdiffraktogramm der Préizipitate gebildet in der Nukleationslosung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 145 (a), BioMin 144 (b) und ohne Protein (c).

(d)
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Abbildung 3.9: TEM-Aufnahmen des Préazipitats gebildet in der Nukleationslésung aus 3,0
mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
Abwesenheit von Proteinen in (a) und (b). TEM-Aufnahmen des Préazipitats
gebildet in Gegenwart von 25 pM BioMin 144 in (c) und (d). Balken entspre-
chen in (a)/(c) 500 nm und (b)/(d) 100 nm.
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3 Ergebnisse
3.1.2.2 Nukleation in artifiziellem Speichel

Um die Nukleationsexperimente der spateren Anwendung gegeniiber relevanter zu gestal-
ten, wurden Versuche zur Abnahme in der Ca?"-Konzentration in artifiziellem Speichel
durchgefiihrt. Dies entspricht einer moglichen Applikation in Mundspiilungen. Mogliche
Kandidaten sollten nach der Bindung an die Zahnoberfliche in der Lage sein, die gerich-
tete Abscheidung von Hydroxylapatit aus dem Calcium- und Phosphathaltigen Speichel
an der Zahnoberflache zu fordern. Fiir die Versuche wurde die Speichelzusammensetzung
nach Panich™ gewihlt, auf den Zusatz von Carboxymethylcellulose wurde verzichtet. Die
Abnahme in der Calciumkonzentration wurde wie in HEPES-Puffer durchgefiihrt. Uber
einen Zeitraum von 6 h wurden stiindlich Proben entnommen und der Uberstand auf die
aktuelle Ca**-Konzentration untersucht. Dem CPC-Reagenz wurden fiir diese Versuche
455 mM 8-Hydroxyquinolin zugesetzt, um die enthaltenen Mg?*-Ionen zu maskieren.®

Wie in den voraus gegangenen Versuchen wurde drei unterschiedliche Nukleationstrends
detektiert. In der Kontrolle ohne Proteine sinkt die Ca?*-Konzentration innerhalb der

ersten Stunde von 1,45 mM auf 1,2 mM (Diagramm 3.11).

—n— Blank
154 —e— BioMin 60
. —a— BijoMin 145
_,§§\§\§ —v— BioMin 146
\ -
= 1,01 — %\}——"
E
S I
(&} 0,5 T
I\ ﬁ\
e l\i>§%§
0,0 - . : . : .
0 2 4 6
Zeit [h]

Diagramm 3.11: Abnahme der Calciumkonzentration in artifiziellem Speichel nach Panich.™
Es wurden Proteine identifiziert, die eine beschleunigende Wirkung (z. B.
BioMin 145), eine stabilisierende Wirkung (z. B. BioMin 60) und keinen Ein-
fluss (BioMin 146) auf die Nukleation besitzen, verglichen mit der Kontrolle
ohne Protein (Blank).
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3 Ergebnisse

Wiéhrend der zweiten Stunde féllt die Konzentration leicht auf einen Wert von 1,0 mM,
innerhalb der dritten Stunde beginnt die eigentliche Prazipitation und nach 4 h ist eine
Konzentration von ca. 0,4 mM erreicht, die innerhalb der folgenden zwei Stunden noch
leicht auf einen Endwert von 0,3 mM absinkt. Wie bereits in HEPES-Puffer wiesen die
meisten der untersuchten Proteine einen dhnlichen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle
ohne Protein auf. Wahrend der Versuche in artifiziellem Speichel konnten sieben Proteine
identifiziert werden, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation ausiibten. Dies
resultierte in einer zeitlichen Verzogerung im Nukleationsverlauf bzw. die Mineralbildung
wurde tiber sechs Stunden hinweg komplett unterbunden. Zu diesen Proteinen zahlten Bio-
Min 8-2-1, BioMin 60, BioMin 65, BioMin 92, BioMin 104-1, BioMin 113 und BioMin 115
(s. BioMin 60 in Diagramm 3.11). Weiterhin zeigten fiinf Verbindungen eine beschleuni-
gende Wirkung auf den Nukleationsverlauf. Zu diesen gehoérten BioMin 4-3, BioMin 11-2,
BioMin 77-5, BioMin 144 und BioMin 145. Erneut zeigten die Hydrophobinfusionskon-
strukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-Py;-4-DewA)
die starkste Beschleunigung im Nukleationsverlauf. Innerhalb von zwei Stunden wurde
eine stabile Endkonzentration von 0,2 mM erreicht (Diagramm 3.12). Die Nukleationsver-

laufe aller Proteine befinden sich im Anhang unter 7.3.

—a— Blank
—e— BioMin 4-3
1,5 —a— BioMin 11-2
—w— BioMin 77-5
—e— BioMin 144
. —<— BioMin 145
= 1,04
E
‘©
S
© 05 \ & E
0,0 T T T T T T
0 2 4 6

Zeit [h]

Diagramm 3.12: Abnahme der Calciumkonzentration in artifiziellem Speichel nach Panich.™
Dargestellt sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nuklea-
tion besitzen, verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).
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3 Ergebnisse

Fiir die beiden Hydrophobinkonstrukte BioMin 145 und BioMin 144 und die Kontrolle
ohne Protein wurden die gebildeten Prazipitate tiber Pulverdiffraktometrie charakteri-
siert. Wie Abbildung 3.10 zeigt, konnte in allen Fallen Hydroxylapatit als Hauptphase
identifiziert werden. Es wurden Hauptsignale bei 20 = 25,9 °, 20 = 31,8 ° sowie 20 =
32,2 ° gefunden, die indikativ sind fiir Hydroxylapatit.
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Abbildung 3.10: Pulverdiffraktogramme der Prizipitate gebildet in artifiziellem Speichel in
Gegenwart von BioMin 145 (a), BioMin 144 (b) und ohne Protein (c).

Die Aufnahmen tiber Transmissionelektronen-Mikroskopie zeigen fiir die gebildeten Pra-
zipitate plattchenformige Kristalle (Abbildung 3.11). In Abwesenheit von Protein wurden
sphérische Zusammenlagerungen dieser Kristalle gefunden (Abbildung 3.11a). Kristalle,
die in Gegenwart der Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 bzw. BioMin 145 gebildet wor-
den waren, zeigten hingegen eine feinere Struktur (Abbildung 3.11b bzw. 3.11c¢).

(a) (b) ()

B} 2000 — T

Abbildung 3.11: TEM-Aufnahme des Prézipitats gebildet in artifiziellem Speichel in Abwe-
senheit von Proteinen in (a). TEM-Aufnahmen des Prézipitats gebildet in
Gegenwart von 25 M BioMin 144 (b) und BioMin 145 (c). Balken entspre-
chen 100 nm.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Nukleation in HEPES Puffer und artifiziellem Speichel sind in Tabelle
3.2 gegentibergestellt. Diese zeigen, dass die Nukleationseigenschaften einiger Proteine von
der verwendeten Nukleationslosung (Puffer oder Speichel) abhéngig sind. Dies betrifft vor
allem Proteine, die einen weniger stark ausgepriagten Effekt aus die Nukleation ausiiben.
Ein Beispiel ist das full length Amelogenin (BioMin 1-2). Wahrend in artifiziellem Speichel
keine Wirkung zu beobachten ist und somit der Nukleation ohne Protein dhnelt, ist in
HEPES-Puffer eine beschleunigende Wirkung zu beobachten. Als weiteres Beispiel zeigte
das Konstrukt aus dem verkiirzten YaaD und dem Hydrophobin DewA (BioMin 93) in
HEPES-Puffer einen etwas verzogerten Nukleationsverlauf, die Nukleation in artifiziellem
Speichel verlauft hingegen wie die Kontrolle ohne Protein. Im Gegensatz dazu zeigen
Proteine, die die Nukleation iiber einen Zeitraum von sechs Stunden vollsténdig inhibieren
(BioMin 60, BioMin 65, BioMin 113, BioMin 115), diesen inhibierenden Effekt sowohl in
einer gepufferten Salzlésung als auch in artifiziellem Speichel. Ebenso weisen die beiden
Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 und BioMin 145 in beiden Losungen eine deutlich
beschleunigende Wirkung auf.

Tabelle 3.2: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus den Nukleationsexperimenten in einer Nu-
kleationslosung aus 3,0 mM CaCl, und 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 und artifiziellem Speichel.

Nukleation

BioMin Nr. Name HEPES Speichel
1-2 Amelogenin* + o
4-3 LRAP* + +
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* + o
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* o
10 (AmelogeninA42aa N-term. + Al7aa C- o o

term.)-DewA*
11-2 (Amelogenin: 23aa C)-DewA* o +
47 DMP1 Derivat (#64)* o o
50-2 Carboanhydrase* o o
60 Peptides out of MI tooth mousse™
65 homemade Recaldent after Trypsin treatment

of Casein
T7-5 R5-Amelogenin* + +
78 6xDSS o o
79 #3-1 (LIKHILHRL) o o
92 YaaD-DewA*
93 40aaYaaD-DewA* - o
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3 Ergebnisse

Nukleation
BioMin Nr. Name HEPES Speichel
104-1 R5-40aaYaad-DewA* o -
107 Amelogenin (M11A, P21A)* + o
113 VP1-100aa-StatherinDD* - -
114 Statherinpeptid (unphosph.) o o
115 Statherinpeptid (phosph.) - -
144 40aaYaaD-CPL12-DewA*
145 40aaYaaD-P11-4-DewA*
146 40aa YaaD-HRC* o o
163 CPL12-G2-BioMin107* - o

* enthélt C-terminal einen Hisg-Tag
- zeigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Proteine eine Verzégerung im Nukleationsverlauf
o zeigt einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein

+ zeigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein eine Beschleunigung im Nukleationsverlauf
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3 Ergebnisse
3.1.2.3 Nukleation in artifiziellem Speichel unter Zusatz von Fluorid

Der positive Effekt von Fluorid auf die Remineralisierung der Zahnoberfliche wurde durch
verschiedene Studien untersucht und bestatigt. Der Effekt ist hauptséachlich auf die Bil-
dung von Fluorapatit (Ca,y(PO,)¢F,) zurtickzufithren. Dies entsteht durch Substitution
der Hydroxylgruppen in Hydroxylapatit und besitzt im Vergleich zu diesem eine hohere
Stabilitéit in einem breiten pH Bereich.20:%5:87:88 Daher wird Fluorid bereits in vielen oral
care Produkten zugesetzt.

In dieser Arbeit wurde weiterhin der Einfluss von Fluorid auf die Nukleation von Hydro-
xylapatit in artifiziellem Speichel untersucht. Nach Validierung unterschiedlicher Konzen-
trationen im Bereich von 100 - 500 ppm Fluorid erfolgte die Festsetzung auf eine End-
konzentration auf 250 ppm. Die unter 2.10 aufgefiihrten Proteine wurden beziiglich ihres
Nukleationsverhaltens in artifiziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluorid bewer-
tet. Bei Untersuchung der unterschiedlichen Proteine zeigten lediglich drei Verbindungen
eine beschleunigende Wirkung auf den Nukleationsverlauf (Diagramm 3.13). Wahrend in
der Losung ohne Protein die Ca?t-Konzentration innerhalb der ersten Stunde von 1,5 mM
auf 0,8 mM abfallt und auf diesem Niveau verbleibt, wurden in Anwesenheit der Fusions-

konstrukte aus dem TiO,-mineralisierenden Peptid R5%° und dem full length Amelogenin

(BioMin 77-5), der Hydrophobinkonstrukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12%6-DewA) und
BioMin 145 (40aaYaaD-P;;-47-DewA) weiter Ca*"-Tonen aus der Losung verbraucht.

Nach 5 h wird eine Endkonzentration von 0,2 mM Ca?* erreicht.

T
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Diagramm 3.13: Nukleation in artifiziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluorid. Ge-
zeigt sind Proteine, die eine beschleunigende Wirkung auf den Nukleations-
verlauf besitzen verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank).
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3.1.3 Zusammenfassung Screening

Fir die Applikation in Mundpflegeprodukten wurden insgesamt 24 Protein und Peptide
auf ihr Bindeverhalten gegentiber Hydroxylapatit in HBST-Puffer und zwei Mundwasser-
formulierungen hin untersucht. Aulerdem wurden diese Proteine beziiglich ihrer Nuklea-
tionseigenschaften in HEPES-Puffer und artifiziellem Speichel bewertet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Bei Bewertung dieser Proteine zeigten lediglich
zwei Verbindungen (BioMin 144 und BioMin 145) sowohl bindende Eigenschaften in den
Mundwasserformulierungen als auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation in
HEPES-Puffer und in artifiziellem Speichel.
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Bindungsergebnisse in HBST-Puffer und den Mundwasserformulierungen dargestellt als % an gebundenem
Protein sowie der Nukleationsergebnisse in HEPES-Puffer und artifiziellem Speichel und in Gegenwart von 250 ppm Fluorid.

Bindung Nukleation
BioMin Name
HBST Mundw. A Mundw. B  HEPES Speichel Fluorid

1-2 Amelogenin* 2245 n.d. n.d. + o o
4-3 Leucinreiches Amelogeninpolypeptid* 59+1 n.d. n.d. + + o
7-2 Amelogenin-Hydrophobin* 5611 n.d. n.d. + o o
8-2-1 Amelogenin-Perlucin* 60+1 2+1 n.d. o — o
10 (AmelogeninA42aa N-term. + A 17aa  58+5 n.d. n.d. o o o

C-term.)-DewA*
11-2 (Amelogenin: 23aaC)-DewA* 6243 n.d. n.d. o + o
47 DMP1 Derivate (#64)7* 49+4 n.d. n.d. o o o
50-1 Carboanhydrase (CanA)* 55+1 n.d. n.d. o o o
60 Peptides out of MI tooth mousse™ 7049 3713 301 — — o
65 homemade Recaldent after Trypsin 1441 4+1 5+1 - — o

treatment of Casein
77-5 R5%9-Amelogenin* 1242 n.d. n.d. + + +
78 (DSS)63° 8449 n.d. n.d. o o o
79 #3-1 (LIKHILHRL)?3® 3+1 n.d. n.d. o o o

92 YaaD-DewA 305 n.d. n.d. — — o

9SSIUQOSI &
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Bindung Nukleation
BioMin Name

HBST Mundw. A Mundw. B  HEPES Speichel Fluorid
93 40aaYaaD-DewA 43£11 19+4 25£3 - o o
104-1 R580-40aaYaaD-DewA* 63+1 2+1 2+1 o - o
107 Amelogenin (M11A, P21A)* 6942 n.d. n.d. + o o
113 VP1-100aa-StatherinDD* 7512 n.d. n.d. - - o
114 Statherinpeptid (unphosphoryliert) 16+4 n.d. n.d. o o o
115 Statherinpeptid (phosphoryliert) 8642 20+4 1443 - - o
144 40aaYaaD-CPL12%¢-DewA* 50+3 2743 36+2 + + +
145 40aaYaaD-P1-476-DewA* 72+1 3142 30+1 + + +
146 40aaYaaD-HRC* 961 8+3 10+4 o o o
163 CPL12%-G2-BioMin 107* 60+12 n.d. n.d. - o o

9SSIUQOSI &

* enthélt C-terminal einen Hisg-Tag

n.d. nicht detektierbar

+ Nukleation beschleunigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
o Nukleation verlduft wie die Kontrolle ohne Protein

- Nukleation verzogert im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
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3.2 Protein Engineering

Aus 24 untersuchten Proteinen zeigten zwei Konstrukte sowohl bindende Eigenschaften
in den Mundwasserformulierungen A und B als auch eine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation von Hydroxylapatit in artifizellem Speichel (siehe 3.1.3). Abbildung 3.12
zeigt den schematischen Aufbau dieser Konstrukte, BioMin 144 und BioMin 145. Beide
Proteine besitzen dasselbe Grundgertist aus einer verkiirzten Form der Synthase YaaD aus
B. subtilis (40aaYaaD) und dem Hydrophobin DewA aus A. nidulans. Sie unterscheiden
sich jedoch in der Sequenz des eingefiihrten Peptids (in Abb. 3.12 blau unterstrichen).
BioMin 144 enthélt das 12mer CPL12, das von Chung et. al iiber Phage Display gegen
Hydroxylapatit identifiziert worden war.?¢ BioMin 145 weist die Peptidsequenz fiir das
11mer Pq;-4 auf. Py;-4 wurde rational entworfen, um Hydrogele auszubilden, auf deren
Oberfliche Hydroxylapatit nukleiert werden kann.” In leicht verinderter Form (QRFE-
WEFEQQF) ist dieses Peptid als Curodont™ bereits in Mundpflegeprodukten erhéltlich.
Die in Abbildung 3.12 rot markierte Aminoséduren wurden durch die Klonierung der Pep-

tidsequenzen zusétzlich in die Konstrukte eingefiihrt.

BioMin 144 MGKKQPYHPTIPQSVH —] DewA |

CPL12
BioMin 145 MGKKQQRFEWEFEQQG—{ DewA |
P11-4

Abbildung 3.12: Schematischer Aufbau der Konstrukte BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-
DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P1;-4-DewA). Beide Konstrukte besitzen
dasselbe Grundgeriist aus 40aaYaaD (gelb) und DewA (orange), unterschei-
den sich jedoch in der Aminosiuresequenz des eingefithrten Peptids CPL1236
und P11-4.7 Die entsprechende Peptidsequenz ist in der Abbildung blau un-
terstrichen. Rot markierte Aminoséduren (MGKK, G) wurden durch Klonie-
rung der Peptide zusétzlich in die Konstrukte eingefiihrt.

Das entsprechende Grundkonstrukt 40aaYaaD-DewA (BioMin 93) ohne insertiertes Pep-
tid wurde ebenfalls durch das Screening beziiglich der Bindeeigenschaften und Nukleati-
onsaktivitat bewertet. BioMin 93 zeigte sowohl in HBST-Puffer als auch in den Mund-
wasserformulierungen gute Bindefidhigkeit (Diagramm 3.14a). In den Mundwasserformu-
lierungen A und B lag die Bindung bei 20 (£4)% bzw. 25 (£3)%, in HBST-Puffer bei
43 (£5)%. Durch den Einbau der Hydroxylapatit-bindenden bzw. nukleierenden Peptide
konnte diese Bindung auf 27 (+3)% bzw. 36 (£2)% fir BioMin 144 und auf 31 (£2)%
bzw. 30 (£1)% fir BioMin 145 in den Mundwasserformulierungen noch gesteigert wer-
den. In HBST-Puffer wurde die Bindung auf 50 (£3)% fiir BioMin 144 und 72 (£1)% fiir

73



3 Ergebnisse

BioMin 145 erhoht. In Hinblick auf die Nukleationseigenschaften in artifiziellem Speichel
zeigte BioMin 93 einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein (Diagramm
3.14b). Beide Konstrukte, BioMin 144 als auch BioMin 145, hingegen weisen eine deutli-
che Beschleunigung der Nukleation auf, verglichen mit der Kontrolle ohne Protein (Blank,
schwarz). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass in den Konstrukten BioMin 144
und BioMin 145 das Hydrophobin DewA fiir die Bindungsfihigkeit an Hydroxylapatit ver-
antwortlich ist, wahrend die Nukleationsaktivitit auf das jeweilige Peptid zuriickzufiihren
ist. Neben den bindenden Eigenschaften scheint DewA auflerdem einen stabilisierende
Funktion auf die eingefiihrten Peptide zu besitzen. Wie in Diagramm 3.14b gezeigt, weist
das einfache Peptid P-4 (BioMin 140) alleine ebenfalls keine Nukleationsaktivitat auf.

(a) (b)

[ JHBST
I Mundwasser A

M B
100 I Mundwasser — e Blank

1.5 —e— BioMin 93
—a— BioMin 144
—v— BioMin 145

. { —e— BioMin 140
50 T T ‘ l\

0,5

c(Ca®) [mM]

gebundenes Protein [%]

\T T\%
p —
OJ 0;0 T T T
@‘\QQ & X \(\"b‘ 0 2 4 6
& Q,\OQ Q‘,\OQ Zeit [h]

Diagramm 3.14: (a) Graphische Darstellung der Bindefédhigkeit von BioMin 93, BioMin 144
und BioMin 145 in HBST-Puffer (weifl) und den Mundwasserformulierungen
A (rot) und B (grau). Durch Einbau der Peptide CPL12 (BioMin 144) und
P11-4 (BioMin 145) wird die Bindungkapazitiit weiter erhcht. (b) Ubersicht
iiber das Nukleationsverhalten der Konstrukte BioMin 93, BioMin 140 (Py-
4), BioMin 144 und BioMin 145 in artifiziellem Speichel im Vergleich mit der
Kontrolle ohne Protein (Blank).

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden anhand der Sequenz von BioMin 144 und Bio-
Min 145 Mutanten erstellt, um den Einfluss einzelner Aminosduren auf die Nukleation
von Hydroxylapatit zu untersuchen. Dabei dienten ausschliellich die Aminoséduresequen-
zen der eingefithrten Peptide CPL12 (BioMin 144) und Py;-4 (BioMin 145) sowie die
zusatzlich eingefithrten Aminosduren (MGKK) als Target fir die ortsgerichtete Mutage-
nese. Die gewlinschten Mutationen wurden tiber die QuikChange Methode (siehe 2.11.1)
unter Verwendung der entsprechenden Primer (siehe 2.7) eingefithrt. Die Plasmide mit
den Genen, codierend fiir die Wildtypkonstrukte BioMin 144 und BioMin 145, wurden
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freundlicherweise von der BASF SE zur Verfiigung gestellt. Als Vektor diente das Qiagen-
Plasmid pQE60. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung bestétigt.

Nach Expression wurden die erstellten Mutanten beztiglich ihrer Bindeaktivitat in HBST-
Puffer und 50% igem Mundwasser B sowie auf ihr Nukleationsverhalten in artifiziellem

Speichel hin bewertet.

3.2.1 BioMin 144 Varianten

BioMin 144 enthélt das 12mer CPL12 (QPYHPTIPQSVH), das tiber Phage Display gegen
Hydroxylapatit-Kristalle identifiziert wurde.®® Chung et al. konnten neben der Bindung
dieses Peptides an Hydroxylapatit auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation
nachweisen.®® Aufler den 12 Aminosiuren von CPL12 wurden durch die Klonierung der
Peptidsequenz in BioMin 93 die vier Aminosduren MGKK N-terminal von CPL12 einge-
fithrt.

BioMin 144 wurde als Target fiir die ersten Mutageneseexperimente gewéhlt. Fiir die orts-
gerichtete Mutagenese wurden ausschliefllich die Aminosduren von CPL12 sowie die zu-
satzlichen Aminosauren Methionin (M), Glycin (G), Lysin (K), die N-terminal an CPL12
anschliefen, in Betracht gezogen. In ersten Versuchen sollte der Einfluss positiv geladener
Aminosduren auf die Nukleation von Hydroxylapatit untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden das Lysin an Position 47 sowie das Histidin 52 durch Alanin substituiert. Weiter-
hin wurde eine Doppelmutante KK47/48AA und eine Tripelmutante KK47/48 /H52AAA
erstellt und durch Sequenzierung bestétigt (Abbildung 3.13).

45 60

BioMin 144 fiaavead|—M GKKQPYHPTIPQSVH — [ DewA

144_K4TA  fioaavaad|— M GAKQPYHPTIPQSVH —IDewA T
144_H52A  foaavaad|— M GKKQPYAPTIPQSVH — [ DewA
144_KKAT/ABAA  fiaavead|— M GAAQPYHPTIPQSVH — DewA
144_KKA7/48/H52AAA ioaavead | — M GAAQP YAPTIPQSVH — [ DewA

Abbildung 3.13: Schematischer Aufbau von BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und den
erstellten Alaninmutanten. Die Peptidsequenz von CPL12 sowie die zusétz-
lich eingefithrten Aminosduren MGKK sind zwischen der verkiirzten Form
des YaaD (gelb) und dem Hydrophobin DewA (orange) dargestellt. Einge-
fithrte Alaninmutationen sind rot markiert.
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3.2.1.1 Expression und Renaturierung der BioMin 144-Alaninmutanten

Hydrophobine kénnen aus der Natur nur mit geringen Ausbeuten extrahiert werden.
Durch Fusion von Proteine, die eine hohe Expressionsrate in F. coli aufweisen, an den
N-Terminus des Hydrophobins DewA konnte die BASF SE die rekombinante Expression
solcher Hydrophobinfusionskonstrukte als Inclusion bodies in E. coli etablieren. Als guter
Fusionspartner hatte sich in diesen Untersuchungen die Synthase YaaD aus B. subtilis
sowie die verkiirzte Form 40aaYaaD herausgestellt.®”

Fiir die Expression wurde der E. coli Stamm M15 [pREP4] gewéhlt, der fir die Expression
der pQE-Vektoren von Qiagen empfohlen wird.®! Wie die SDS-PAGE Analyse in Abbil-
dung 3.14 zeigt, konnte in E. coli M15 [pREP4] eine ausreichende Expression von BioMin
144 und der Alaninmutanten gewéhrleistet werden. Bei 21 kDa sind deutliche Banden
erkennbar, welche dem Molekulargewicht der Zielproteine entsprechen (in der Abbildung
3.14 durch den roten Pfeil gekennzeichnet). Fiir die Mutanten wurde die Expression je-
weils fir zwei Klone im 3 mL Mafistab getestet (Bahnen 2-9). Als Positivkontrolle fiir die
SDS-PAGE dienten Zellen von BioMin 144 exprimiert bei der BASF SE (Bahn 1).

25 kDa

15 kDa
10 kDa *

Abbildung 3.14: Expressionsiibersicht der Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144 in E.
coli M15 [pREP4]. SDS-Gel von Proteinproben 3 h nach Induktion mit 1
mM IPTG bei 37 °C und 180 rpm. Aufgetragen sind als Positivkontrolle
Zellen von BioMin 144 exprimiert bei der BASF SE (1) sowie die Alaninmu-
tanten KA7A-1 (2), KATA-2 (3), H52A-1 (4), H52A-2 (5), KK47/48AA-1 (6),
KKAT7/48AA-2 (7), KKAT7/48/H52AAA-1 (8), KK47/48 /H52AAA-2 (9), Mo-
lekulargewichtsstandard (M). Durch den roten Pfeil werden die Zielproteine
gekennzeichnet (21 kDa).
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Nachdem eine ausreichende Expression der Mutanten in E. coli M15 [pREP4| nachgewie-
sen werden konnte, wurden diese in 500 mL EC3 als Inclusion bodies exprimiert (siche
2.12.1). 4 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet und das erhaltene Pellet in TBS-Puffer resuspendiert und mittels Homogenisator
aufgeschlossen. Abbildung 3.15a zeigt die SDS-PAGE Analyse der einzelnen Aufarbei-
tungsschritte. Nach Aufschluss der Zellen mittels Homogenisator ist eine deutliche Bande
bei 21 kDa zu erkennen, die dem Zielprotein zuzuordnen ist (Bahn 1). Durch anschlie-
Bende Zentrifugation wurden 16sliche Proteine abgetrennt (Bahn 2). Durch Waschen in
TBS-Puffer wurden noch vorhandene Proteine der l6slichen Fraktion entfernt (Bahn 3).
Das Zielprotein wurde durch Zugabe von 1 M NaOH,, auf eine Endkonzentration von
100 mM fiir 10 min bei Raumtemperatur renaturiert. Die anschlieSende Einstellung des
pH-Wertes auf 7.5 erfolgte durch Titration mit 2% iger H;PO,. Ausgefallene Proteine
wurden durch erneute Zentrifugation abgetrennt und das Targetprotein konnte in 16sli-
cher Form erhalten werden (Bahn 4). Fiir die Renaturierung wird an dieser Stelle lediglich
die SDS-PAGE Analyse fiir den Wildtyp gezeigt, die Aufarbeitung der Mutanten lieferte

ahnliche Ergebnisse.

(a) (b)

BioMin144 || 144_KK47/48AA

T

R N H R N

)
J

- —

25 kDa

B
i

25 kDa

SE
(e
ST

15 kDa

;
!

L4

i

15 kDa

|
w.
|

10 kDa

Abbildung 3.15: (a) Coomassie gefirbtes SDS-Gel (15%) der einzelnen Schritte der Prote-
inaufarbeitung am Beispiel von BioMin 144. Aufgetragen sind das Homoge-
nisat nach Aufschluss (1), die lésliche Fraktion nach Zentrifugation (2), der
Waschschritt mit TBS (3) und Uberstand nach Renaturierung mit NaOH
und abschliefender Zentrifugation (4).(b) Ubersicht iiber die Reinigung des
Wildtyps BioMin 144 und der Doppelmutante 144 KK47/48AA. SDS-Gel
von Proteinproben nach Zellaufschluss (H), Renaturierung mit NaOH (R)
und nach Ni?*-Affinititschromatografie (N). Durch den roten Pfeil werden
die Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).
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Wiéhrend die von der BASF SE gestellte Proteinprobe von BioMin 144 eine deutli-
che Beschleunigung im Nukleationsverlauf in artifiziellem Speichel aufwies (siche Dia-
gramm 3.14b (S. 74)), zeigte die in dieser Arbeit erstellte Proteinprobe keinen Unterschied
im Nukleationsverlauf verglichen mit der Probe ohne Protein. Um eventuell stérende Fak-
toren bzw. Substanzen zu entfernen, wurden die hier erstellten Mutanten ebenso wie der
Wildtyp nach Renaturierung iiber Ni?T-Affinitdtschromatografie im Batchverfahren auf-
gereinigt. Abbildung 3.15b zeigt beispielhaft die einzelnen Aufarbeitungsschritte fiir den
Wildtyp BioMin 144 und die Doppelmutante 144 KK47/48AA. Die Aufreinigung der
iibrigen Mutanten lieferte dhnliche Ergebnisse. Dargestellt sind die Proteine nach Zel-
laufschluss (H), nach Renaturierung (R) und nach Ni*T-Affinitatschromatografie (N). Die
SDS-PAGE Analyse zeigt zum einen den zusatzlichen Reinigungseffekt durch die IMAC
(immobilisierte Metallionen-Affinitédtschromatografie), allerdings auch, dass durch Aufrei-
nigung iiber die Ni?*-Batchsiule ein GroBteil des Proteins verloren geht. Die Ausbeute an
aufgereinigtem Zielprotein konnte weder durch Variation des Bindepuffers noch der Imida-
zolkonzentration oder der Inkubationszeit verbessert werden. Die Proteinkonzentrationen

befanden sich nach Aufreingung unter 1 mg/mL.
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3 Ergebnisse

3.2.1.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der BioMin 144-Alaninmutanten an
Hydroxylapatit

Die erstellten Mutanten wurden mit 5(6)-Carboxyfluorescein markiert und in Bindeversu-
chen eingesetzt (siehe 2.13.1 und 2.13.3). In Diagramm 3.15 sind die Bindungsergebnisse
zusammengefasst. Fiir die Bindung in HBST-Puffer zeigten sich nur minimale Unterschie-
de, die Bindung des Wildtypes BioMin 144 befand sich bei 75 (£3)%, fiir die Einfach- und
Doppelmutanten im Bereich von 70%. Fiir die Tripelmutante 144 KK47/48/H52AAA
konnte eine leichte Verschlechterung der Bindung (60 (£1)%) festgestellt werden. Bei Be-
trachtung der Bindung in 50% igem Mundwasser B wiesen bereits die Alaninsubsitutionen
an Position K47 eine leichte Abnahme in der Bindekapazitat auf. Wahrend die Binderate
fir den Wildtyp bei 37 (£3)% lag, zeigten sowohl die Einzelmutante 144 K47A mit 21
(£2)% als auch die Doppelmutante 144 KK47/48AA mit 17 (£4)% eine Verschlechte-
rung in der Bindung in 50% igem Mundwasser B. Fiir die Tripelmutante wurde lediglich
14 (+4)% gebundenes Protein detektiert. Die Mutation an Stelle H52 hingegen zeigte mit
30 (£4)% eine geringe Abnahme in Bezug auf die Bindung in Mundwasser B.

Fir das Konstrukt BioMin 144 sind demnach fiir die Bindung in 50% igem Mundwasser
B die positiven Ladungen an den Positionen K47 und K48 von groflerer Bedeutung als
die Ladung an der Position H52. In HBST-Puffer sind diese Effekte weniger deutlich zu
beobachten.
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Diagramm 3.15: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Alaninmutanten und
des BioMin 144 Wildtypes. Bindungsversuche wurden mit 2 uM 5(6)-
Carboxyfluorescein-markiertem Protein an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-
Puffer (weifle Balken) und 50% igem Mundwasser B (graue Balken) durch-
gefiihrt.
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3.2.1.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der BioMin
144-Alaninvarianten

Nach Aufreinigung tiber IMAC und anschlieBender Dialyse in 5 mM Tris-HCI1 pH 7,5 wur-
den die erstellten Alaninmutanten auf ihr Nukleationsverhalten in artifiziellem Speichel
hin bewertet (siche 2.14.3). Wie Diagramm 3.16 zeigt, wies BioMin 144 (rot) eine deutliche
Beschleunigung in der Abnahme der Ca?*-Konzentration auf verglichen mit der Kontrolle
ohne Protein (Blank, schwarz). Innerhalb von zwei Stunden sank die Konzentration von
1,5 mM auf eine stabile Endkonzentration von 0,3 mM. Einen dhnlichen Nukleationsver-
lauf zeigten die Mutanten 144 K47A und 144 KK47/48AA. Fir diese Alaninmutanten
konnte lediglich eine geringe Verzogerung im Nukleationsverlauf detektiert werden. Nach
2 h lag die Konzentration an freien Ca?"-Ionen in der Lésung noch bei 0,5 mM, nach
einer weiteren Stunde wurde die Endkonzentration von 0,3 mM erreicht. Die Mutante
144 H52A hingegen zeigte eine deutliche Verzogerung in der Abnahme der Ca?-Ionen
aus der Losung verglichen mit dem Wildtyp BioMin 144. Nach 2 h lag die ¢(Ca*") noch
bei 0,8 mM. Durch Substitution aller drei Aminosduren durch Alanin (Tripelmutante
144 KKA47/48/H52AAA) wurde dieser Effekt noch weiter verstarkt. Im Gegensatz zu
den Bindungsversuchen (3.2.1.2) zeigte die Mutation an Position H52 in den Nukleati-
onsversuchen in artifiziellem Speichel eine deutliche Verschlechterung im Vergleich zum
Wildtypkonstrukt BioMin 144. Die positiven Ladungen an den Positionen K47 und K48

sind von geringer Bedeutung fiir die Nukleation in artifiziellem Speichel.

L —a— Blank
1.5 —e— BioMin 144
p —a— 144 _K47A
—v—144_H52A

—eo— 144 _KK46/47AA

1.0 —<— 144_KK46/47/H52AAA

c(Ca®) [mM]
/HKL

0,5
RS =

0,0

Zeit [h]

Diagramm 3.16: Abnahme der Ca?*-Konzentration in artifiziellem Speichel in Anwesenheit
der BioMin 144-Alaninmutanten, des Wildtypes BioMin 144 (rot) und ohne
Protein (schwarz).
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3 Ergebnisse
3.2.2 BioMin 145 Varianten
3.2.2.1 Alanin- und Deletionsmutanten

Als weiterer Ausgangspunkt fiir die Untersuchung durch ortsgerichtete Mutagenese wur-
de das Konstrukt BioMin 145 (40aaYaaD-Pq;-4-DewA) gewahlt. BioMin 145, besitzt wie
in Abbildung 3.12 (S. 73) gezeigt, dasselbe Grundgeriist wie BioMin 144. Es enthélt am
N-Terminus eine verkiirzte Form der Synthase YaaD (40aaYaaD) und am C-Terminus
das Hydrophobin DewA. Zwischen diesen Proteinen befindet sich die Peptidsequenz von
P-4, QQRFEWEFEQQ), ein von Kirkham et al. rational entworfenes Peptid.”® Dieses
Peptid ist aufgrund seiner Aminosiuresequenz in der Lage, sich durch pH-Anderung oder
Anderungen in der Salzkonzentration zu antiparallelen B-Faltbliattern zusammenzulagern.
Dies wird durch Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten im Peptid ermdoglicht. Die
Hydrogelbildung wird zum einen durch hydrophobe Wechselwirkungen der Glutaminreste
(Q) an N- und C-Terminus des Peptides, zum anderen durch m-w-Stapelkréfte zwischen
den aromatischen Aminoséuren Phenylalanin (F) und Tryptophan (W) erreicht. Durch
elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem Arginin an Position 3 und dem Glutamat
an Position 9 wird die antiparallele Ausrichtung der Peptide zueinander gewéihrleistet.”™
Durch das Glutamat an Position 7 erhalten die geformten Nanotapes eine negativ gelade-
ne Oberfliche, die als Templat fiir die Nukleation von Hydroxylapatit dient.”

Fir die ortsgerichtete Mutagenese wurden ausschlielich die eingefiihrten Aminoséduren
von Py;-4 in Betracht gezogen. Um die Bedeutung der einzelnen Aminosduren auf das
Nukleationsverhalten zu ermitteln wurde zunachst ein Alaninscan durchgefiihrt. Hierfir
wurden die Aminosduren schrittweise durch Alanin substituiert. Es wurden acht Einfach-
mutanten, drei Doppel- und zwei Tripelmutanten erstellt (Abbildung 3.16a). Ab einer
Konzentration von 15 mg/mL bildet Py;-4 Hydrogele aus. Wie Diagramm 3.14b (S. 74)
zeigt, besitzt das Peptid alleine (BioMin 140), in der Konzentration, die in dieser Arbeit fiir
die Nukleationsexperimente verwendet wurde (25 uM), keinen Einfluss auf die Nukleation.
Ein moglicher Grund hierfiir ist, dass bei dieser Konzentration (25 uM = 0,04 mg/mL)
die Zusammenlagerung der einzelnen Peptide zu einem makroskopischen Gebilde, welches
als Templat fiir die Nukleation dienen konnte, nicht gewéhrleistet ist. In BioMin 145 wird
die Stabilisierung des Peptids offenbar durch den Fusionspartner DewA gewéhrleistet. In
einem nachsten Schritt sollte daher der fiir die Nukleation essentielle Bereich innerhalb
P11-4 identifiziert werden. Hierfiir wurden ausgehend von der Peptidsequenz von P-4
schrittweise sowohl N-terminal als auch C-terminal Aminoséuren deletiert (Abbildung
3.16b). Auf diese Weise wurden zwolf Deletionsmutanten erstellt. Die Deletionsvarian-
te 145-A2 (40aaYaaD-QRFEWEFEQQF-DewA) enthélt die Sequenz des abgewandelten
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P,1-4, das als Curodont™ vertrieben wird. Verglichen mit P;;-4 wurde in diesem Peptid

ein N-terminales Glutamin deletiert, C-terminal ein zuséatzliches Phenylalanin eingefiihrt.

()
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der erstellten Alaninmutanten (a) und Deletions-
mutanten (b) auf Basis von BioMin 145 (40aaYaaD-P;;-4-DewA). Die Pep-
tidsequenz von P11-4 sowie die verkiirzten Sequenzen sind zwischen der ver-
kiirzten Form des YaaD (gelb) und dem Hydrophobin DewA (orange) dar-
gestellt. Alaninsubstitutionen sind rot markiert.
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3.2.2.1.1 Expression und Renaturierung der BioMin 145-Alanin- und Deleti-

onsmutanten

Wie fiir die BioMin144-Mutanten wurde fiir die Expression der Mutanten von BioMin 145
E. coli M15 [pREP4] gewihlt. Nach Uberpriifung einer erfolgreichen Expression im 3 mL-
MafBstab, wurde die Expression wie unter 2.12.1 in 500 mL EC3 Medium durchgefiihrt.
Die so geziichteten Zellen wurden mit dem Homogenisator aufgeschlossen und geméf dem
NaOH-Protokoll renaturiert (siehe 2.12.2). Wie bereits bei der Expression von BioMin 144
zeigte BioMin 145 ebenfalls einen veranderten Nukleationsverlauf im Vergleich zur BASF-
Proteinprobe. In verschiedenen Versuchen konnte noch vorhandene DNA als Storfaktor
identifiziert werden. Da die Aufreinigung iiber Ni?*-Affinitdtschromatografie zu einem ho-
hen Verlust in der Proteinausbeute gefiihrt hatte, wurde fiir die Aufarbeitung dieser und
aller folgenden BioMin145-Varianten ein DNAse I-Verdau gewahlt, um vorhandene DNA
zu entfernen. Hierfiir wurden die Proteinproben nach Renaturierung und Dialyse in 5 mM
Tris-HCI pH 7,5 mit DNAse I sowie 4 mM MgCl, versetzt und 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieflend folgte eine erneute Dialyse in 5 mM Tris-HCI pH 7,5. Alle Mutan-
ten konnten erfolgreich exprimiert werden, die Proteinkonzentrationen lagen im Bereich
zwischen 2 - 4 mg/mL (Abbildung 3.17 und 3.18).
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Abbildung 3.17: Coomassie gefirbtes SDS-Gel (15%) der erstellten Alaninmutanten auf Ba-
sis von BioMin 145. Aufgetragen sind die Proteinproben nach Renaturierung
und anschlieBendem DNAse I-Verdau. Durch den roten Pfeil werden die Ziel-
proteine gekennzeichnet (21 kDa).
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Abbildung 3.18: Coomassie gefidrbtes SDS-Gel (15%) der erstellten Deletionsmutanten auf
Basis von BioMin 145. Aufgetragen sind die Proteinproben nach Renaturie-
rung und anschliefendem DNAse I-Verdau. Durch den roten Pfeil werden die
Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).

3.2.2.1.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der BioMin 145-Alanin- und

Deletionsmutanten an Hydroxylapatit

Um den Einfluss der Alaninsubstitutionen sowie der Deletionen zu untersuchen, wurden
die erstellten Mutanten auf ihr Bindeverhalten in HBST-Puffer und 50% igem Mundwas-
ser B hin bewertet. Nach Fluoreszenzmarkierung wurden die Mutanten wie unter 2.13.3
an 10 mg Hydroxylapatit fir 2 h, 37 °C gebunden und der Anteil an gebundenem Protein
iiber Messung der Fluorezenzintensitaten bestimmt.

Die Bindungsergebnisse sind in Diagramm 3.17 zusammengefasst. In HBST-Puffer zeigten
einfache Alaninsubstiutionen nur einen geringen Einfluss auf die Bindungskapazitiat des
Konstruktes. Fur die Bindung des Wildtyps BioMin 145 (40aaYaaD-P;-4-DewA) konnte
ein Anteil von 71 (£6)% gebundenem Protein detektiert werden. Die Bindung der Einzel-
mutanten befand sich in einem vergleichbaren Bereich. Lediglich die Alaninsubstitution
an der Position E53 resultierte in einer leicht erniedrigten Bindung. Fiir die Mutante
145 E53A wurde eine Bindung von 61 (£6)% nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse wur-
den auch fir die Bindung der Einfachmutanten in 50% igem Mundwasser B erhalten. Die
Bindung des Wildtypkonstruktes BioMin 145 befand sich bei 30 (£2)%, fir die Einfach-
mutanten wurden Binderaten im Bereich von 28 - 32 % gebundenem Protein detektiert.
Wie bereits in HBST-Puffer zeigte auch hier die Mutante 145 E53A mit 24 (£3) % eine
Verschlechterung in der Bindekapazitit, verglichen mit dem Wildtyp. Die Doppelsubsti-
tution an den Positionen QQ49/50 zeigte keinen Einfluss auf die Bindung. Die Binderaten
befanden sich bei 74 (£7)% in HBST-Puffer bzw. bei 31 (£3)% in 50% igem Mundwasser
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B. Bei Betrachtung der Alaninsubstitutionen an den Positionen der aromatischen Amino-
sduren Phenylalanin (F52, F56) und Tryptophan (W54) zeigte sowohl die Doppelmutante
145 _F52/W54AA als auch die Tripelmutante 145 F52/W54/F56AAA in HBST-Puffer
nur eine minimale Verschlechterung in der Bindefahigkeit (66 (£5)% (145 F52/W54AA)
bzw. 67 (£5)% (145_F52/W54/F56AAA)). In den Bindeversuchen in 50 % igem Mund-
wasser B wurde vor allem fiir die Tripelmutante 145 F52/W54/F56 AAA eine Verschlech-
terung in den Bindeeigenschaften (21 (£1)%) nachgewiesen. In Hinblick auf die negativ ge-
ladenen Glutamatreste fiihrte bereits die Doppelsubstitution an den Positionen EE53/55
zu einer geringeren Bindung mit 61 (+7)% in HBST-Puffer, die Bindekapazitéat der Tripel-
mutante befand sich mit 62 (£6)% im selben Bereich. Deutlicher werden die Unterschiede
bei Betrachtung der Bindung in der Mundwasserformulierung. Hier konnte fiir die Mu-
tante 145_EE53/55AA noch 22 (£2)% an gebundenem Protein detektiert werden, fir die
Tripelmutante lediglich 16 (£6)%.
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Diagramm 3.17: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Alaninmutanten auf Basis
von BioMin 145 (40YaaD-Pj;-DewA) an 10 mg Hydroxylapatit in HBST
(weiB) und 50% igem Mundwasser B (grau).

Fiir die Deletionsmutanten wurden dhnliche Ergebnisse erzielt (Diagramm 3.18). Sowohl
die Glutaminreste an den Positionen 49, 50, 58 und 59 (145_ A1, A5, A7), als auch das
Arginin an der Position 51 (145_ A6, A8) konnten deletiert werden ohne die Bindungsfa-
higkeit des Konstruktes in HBST-Puffer und der Mundwasserformulierung zu beeinflussen.
Mit 65 - 72% in HBST-Puffer und 28 - 30% in der Mundwasserformulierung B befand
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sich die Bindung dieser Mutanten im Bereich des Wildtyps (BioMin 145). Auch die C-
terminale Einfithrung eines zusétzlichen Phenylalanins in 145 A2 (sowie 145 A3 und
A4) zeigte keinen Effekt auf die Bindung. Fir diese Mutanten konnten 67 - 72% bzw.
27 - 31% an gebundenem Protein detektiert werden. Die Deletion des negativ geladenen
Glutamatrestes in 145 A9 (40aaYaaD-FEWEF-DewA) resultierte jedoch in einer leich-
ten Verringerung der Bindekapazitit. In HBST-Puffer wurde ein Anteil an gebundenem
Protein von 65(4+4)% und 26 (£3)% in Mundwasser B detektiert. Durch weitere Deletion
der C-terminalen Aminosduren Phenylalanin und des zweiten Glutamatrestes in 145 A1l
(40aaYaaD-FEW-DewA) wurde die Bindefdhigkeit weiter erniedrigt. Die Bindungsergeb-
nisse von 145 A11 befanden sich bei 57 (£6)% in HBST-Puffer und bei 22 (+£4)% in 50%

igem Mundwasser B.
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Diagramm 3.18: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Deletionsmutanten auf Basis
von BioMin 145 (40YaaD-Pj;-DewA) an 10 mg Hydroxylapatit in HBST
(weif}) und 50% igem Mundwasser B (grau).

Die Analyse der Bindefahigkeit der verschiedenen Alaninvarianten sowie der Deletions-
mutanten auf Basis von BioMin 145 (40YaaD-Pj;-4-DewA) hat gezeigt, dass vor allem
die negativ geladenen Glutamatreste an den Positionen E53, E55 und E57 einen grofien
Einfluss auf die Bindekapazitat des Konstruktes besitzen. Substitutionen durch Alanin an
mehr als einer dieser Stellen oder auch die Deletion einer dieser Aminosaduren resultierte

in einer Verschlechterung der Bindefahigkeit.
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3.2.2.1.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der BioMin 145-Alanin-

und Deletionsmutanten

Die erstellten BioMin 145-Alanin- und Deletionsmutanten wurden neben ihrer Bindefa-
higkeit auch auf ihr Nukleationsverhalten in artifiziellem Speichel untersucht.

Beziiglich der Nukleationsaktivitat konnte fiir die erstellten Einfachmutanten im Alan-
inscan kein signifikanter Unterschied im Vergleich zum Wildtyp (BioMin 145) festge-
stellt werden. Ebenso zeigte die Mutante 145 QQ49/50AA ein vergleichbare Nukleation
wie der Wildtyp. Bei Substitution aller drei aromatischen Aminosduren durch Alanin in
der Mutante 145_F52/W54 /F56 AAA konnte eine leichte Verzogerung detektiert werden.
Wiéhrend in Proben mit dem Wildtyp BioMin 145 die Prézipitation bereits nach zwei
Stunden beendet war, erreichte diese Mutante dieses stabile Niveau erst nach drei Stun-
den (Diagramm 3.19a). Einen deutlichen Einfluss auf die Nukleationsaktivitat konnte fiir
die Substitution von Glutamat durch Alanin verzeichnet werden. Wie Diagramm 3.19b
zeigt, besitzt die Doppelmutante 145 EE53/55AA bereits eine verminderte Nukleations-
aktivitdt. Ahnlich wie die Mutante 145 F52/W54/F56AAA wurde in Anwesenheit der
Mutante 145 EE53/55AA das stabile Endniveau von 0,3 mM Ca?* erst nach drei Stun-
den erreicht. Noch deutlicher wird dieser Effekt bei Substitution aller drei Glutamatreste.
Fir die Mutante 145 EEE53/55/57TAAA konnte eine deutliche Verzogerung der Nuklea-
tion, im Vergleich zum Wildtyp (BioMin 145), festgestellt werden, die Nukleation verlief

ahnlich wie die Kontrolle ohne Protein.

(a) (b)
1.5 —u— Blank 15
—e— BioMin 145 [ —a— Blank
—a— QQ49/50AA —e— BioMin 145
—v— F52/W54AA —a— E53/E55AA
— 5\; —e— F52/W54/F56AAA — é\z —v— E53/E55/E57AAA
S 1,0 S 1.0 T
S €
= = B ¥
o I} E
05 0,5 *
0,0 T T 0,0 T T
0 2 4 0 2 4
Zeit [h] Zeit [h]

Diagramm 3.19: Abnahme der Ca?*-Konzentration in artifiziellem Speichel in Anwesenheit
der Alaninmutanten ausgehend von BioMin 145. Dargestellt ist der Einfluss
der Doppel- und Tripelmutanten fir die Glutaminreste und aromatischen
Aminosauren in (a) und der Doppel- bzw. Tripelmutante fiir die Glutama-
treste (b). In schwarz dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot der
Nukleationsverlauf fiir den Wildtyp BioMin 145.
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3 Ergebnisse

Die Deletionsmutante 145 A2, die das in Curodont aktive Peptid QRFEWEFEQQF ent-
hélt, zeigte dasselbe Nukleationsverhalten wie der Wildtyp (BioMin 145). Durch Deletion
der N-terminalen Aminosduren Q und R in 145 A3 bzw. 145 A4 wurde die Nukleati-
onsfiahigkeit ebenfalls nicht beeintrachtigt (Diagramm 3.20a). Entsprechendes gilt fiir die
Deletionsmutanten 145 A5 bzw. 145 A6, die C-terminal kein zuséatzliches Phenylalanin
enthalten. Auch die Deletion der C-terminalen Glutaminreste in 145 A7 bzw. 145 A8

zeigte keine Verschlechterung des Nukleationsverhaltens (Diagramm 3.20Db).

(a) (b)
15 —=— Blank —=— Blank
' —e— BioMin 145 ' —e— BioMin 145
—A— 145 Al —A— 145 _AS
—v—145 A2 —v—145 A6
= 10 =i —e—145 A3 —e—145 A7
e + —a— 145 M ' —a— 145 A8
k1
05 i\i 05 AN
= u
0,0 T T 0,0 T T
0 2 4 0 2 4
Zeit [h] Zeit [h]

Diagramm 3.20: Abnahme der Ca?*-Konzentration in artifiziellem Speichel in Anwesenheit
der Deletionsmutanten 145 Al - A4 (a) und 145 A5 - A8 (b) ausgehend
von BioMin 145. In schwarz dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot
der Nukleationsverlauf fiir den Wildtyp BioMin 145.

Die Deletion des C-terminalen Glutamatrestes in 145 A9 (40aaYaaD-FEWEF-DewA)
fithrte hingegen zu einer detektierbaren Verschlechterung in den Nukleationseigenschaf-
ten. Die Deletion eines weiteren Glutamatrestes in 145 All (40aaYaaD-FEW-DewA)
resultierte im fast vollstindigen Verlust der Nukleationsaktivitat. Die Nukleation verlief
in Anwesenheit von 145 A1l dhnlich wie die Kontrolle ohne Protein (Blank). Nach 2 h
befand sich die Ca?t-Konzentration noch bei 0,84 mM, wohingegen in Anwesenheit des
Wildtyps BioMin 145 eine Konzentration von 0,38 mM in der Nukleationlosung detek-
tiert werden konnte. Die Deletion der aromatischen Aminosiduren Phenylalanin (F) in
145 A10 (40aaYaaD-FEWE-DewA) und Tryptophan (W) in 145 A12 (40aaYaaD-FE-

DewA) fithrten zu keiner weiteren Verschlechterung. (Diagramm 3.21).
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—=— Blank

—e— BioMin 145

—A— 145 A9
—/i\$\; —v—145_A10

!?\N e san
\i&jtgg

0,0 . . . .
0 2 4

Zeit[h]

¢(Ca*)[mM]

0,5

Diagramm 3.21: Abnahme der Ca?*-Konzentration in artifiziellem Speichel in Anwesenheit
der Deletionsmutanten 145_A9-12 ausgehend von BioMin 145. In schwarz
dargestellt ist die Kontrolle ohne Protein, rot der Nukleationsverlauf fiir den
Wildtyp BioMin 145.

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass die Aminoséduresequenz von Pq;-4
innerhalb des Konstruktes BioMin 145 (40aaYaaD-P;-4-DewA) auf die sechs Aminosau-
ren F EW E F E in 145 AS8 reduziert werden kann, ohne die Nukleationsaktivitiat des
Konstruktes zu beeinflussen (Diagramm 3.20b). Durch weitere Deletion der Glutamatres-
te in 145 A9 und 145 A11 hingegen geht die Nukleationsfahigkeit schrittweise verloren
(Diagramm 3.21). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Alaninmutationen. Hier zeig-
ten die Substitutionen an den Positionen E53, E55 und E57 durch Alanin die deutlichsten
Effekte beziiglich der Nukleationsaktivitat (Diagramm 3.19b).
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3 Ergebnisse

3.2.2.2 Fokussierte Bibliothek

Im vorherigen Abschnitt war das Hauptaugenmerk auf die Bedeutung der in P-4 ent-
haltenen Aminosduren gelegt. Durch Untersuchung der Deletionsvarianten konnte fiir die
Deletionsmutante 145 A8, die von den urspriinglich elf Aminoséduren noch sechs (FEWE-
FE) enthélt, eine wildtyp-ahnliche Nukleationsaktivitat nachgewiesen werden. Im néchs-
ten Schritt wurde nun versucht, die Nukleationsaktivitat weiter zu steigern. Hierfiir wurde
auf Basis der verkiirzten Sequenz FEWEFE in 145_ A8 eine fokussierte Bibliothek erstellt
(Abbildung 3.19). Dabei wurden zum einen die negativ geladenen Glutamatreste an den
Positionen 50, 52 und 54 durch das ungeladene Homolog Glutamin (Q) erstetzt. Zum an-
deren wurden diese durch das ebenfalls negativ geladene, jedoch eine kiirzere Seitenkette
besitzende Aspartat substituiert. Ausgehend von der Substitution E50D wurde weiterhin
eine Doppelmutante (EE50/52DD) und eine Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) erstellt.
Die aromatischen Aminoséuren Phenylalanin (F) an den Positionen 49, 53 sowie das Tryp-
tophan an Position 51 wurden durch Histidin (H) substituiert, um eine postiv geladene
Aminosaure einzufiihren. Auflerdem wurde an diesen Positionen ein Tyrosin eingefiihrt,
um den Einfluss einer hydroxylierten Aminosdure zu untersuchen. Um mogliche Unter-
schiede von Aminosduren mit aromatischen und nicht-aromatischen Seitenketten auf die
Nukleation von Hydroxylapatit zu ermitteln, wurden an den Positionen 49, 51 und 53
auBerdem die Aminoséuren Arginin (R, postiv geladen), Serin (S, hydroxyliert) und Valin

(V, ungeladen) eingefiihrt.

49 54
BioMin145_A8 FEWEFE [ pewa |

Abbildung 3.19: Schematische Darstellung der erstellten fokussierten Bibliothek auf Basis der
verklrzten Mutante 145 AR. Substitutionen der aromatischen Aminosauren
F49, W51 und F53 sind griin gekennzeichnet, dabei ist X = R, H, S, Y, V.
Substitutionen an den Glutamatresten E50, E52 und E54 sind pink gekenn-
zeichnet, dabei ist Z = Q, D. Auflerdem wurden eine Doppel- (EE50/52DD)
und eine Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) erstellt.
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3.2.2.2.1 Expression und Renaturierung der fokussierten Bibliothek

Die gewiinschten Mutationen wurden iiber die QuikChange Methode eingefithrt und konn-
ten durch Sequenzierung bestatigt werden. Lediglich die Mutante E54Q konnte nicht ge-
neriert werden. Die insgesamt 22 Mutanten der fokussierten Bibliothek wurden in 100 mL
EC3 Medium exprimiert. 4 h nach Induktion mit 0,5 mM IPTG wurden die Zellen geerntet
und mittels Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach Renaturierung mit NaOH wur-
de vorhandene DNA durch DNAse I verdaut (siehe 2.12.2). Die Proteinkonzentrationen
befanden sich nach Aufarbeitung im Bereich von 1,5 - 3 mg/mL (Abbildung 3.20).

(a) (b)
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23
- -
- Ll
— ..
—
o -
S -
25kDa  ww 25 kDa

|
|
i
|

15 kDa 15 kDa

J
A
:

\
'

10 kDa 10 kDa

Abbildung 3.20: Expressionsibersicht der fokussierten Bibliothek auf Basis der Deletions-
mutante 145 AS8. Dargestellt sind die Proteine nach Renaturierung; in
(a) BioMin 145 (1), E50D (2), E52D (3), E54D (4), EE50/52DD (5),
EEE50/52/54DDD (6), F49Y (7), W51Y (8), F53Y (9), F49S (10), W51S
(11), F53S (12); in (b) E50Q (13), E52Q (14), F49H (15), W51H (16), F53H
(17), F49R (18), W51R (19), F53R (20), F49V (21), W51V (22), F53V (23).
Durch den roten Pfeil werden die Zielproteine gekennzeichnet (21 kDa).

3.2.2.2.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der fokussierten Bibliothek

Ziel der fokussierten Bibliothek war die Steigerung der Nukleationsaktivitit des Kon-
struktes. Dennoch wurden ausgewéhlte Mutanten, nach Expression und Fluoreszenzmar-
kierung, auf ihre Bindeverhalten an Hydroxylapatit hin bewertet. Es wurde stellvertretend
fiir die einzufithrenden Aminosauren jeweils nur die Substitution an Position F49 bzw.
E50 sowie die Doppelmutante EE50/52DD und die Tripelmutante EEE50/52/54DDD un-
tersucht (Diagramm 3.22). Bei Betrachtung der Bindungsergebnisse ist auffallend, dass

die Einftihrung der funktionellen Gruppen durch eine Aminosaure mit einer aromatischen
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Seitenkette (Y/H) jeweils zu einer leicht verminderten Bindefahigkeit fithrte verglichen
mit der Einfihrung der entsprechenden nicht-aromatischen Aminoséure (R/S). So be-
fand sich die Bindung fiir die Mutanten F49Y bzw. F49H bei 64 (£6)% bzw. 66 (£6)% in
HBST-Puffer, fiir die entsprechenden Mutanten F49S bzw. F49R konnte eine Bindung von
71 (+6)% bzw. 72 (£4)% detektiert werden. Ahnliches konnte bei den Bindeversuchen in
der Mundwasserformulierung B beobachtet werden. Wahrend die Bindung der Mutante
F49H bei 29 (+£4)% lag, konnte fiir die Mutante F49R eine leicht erhéhte Bindefahigkeit
von 34 (£2)% detektiert werden. Die Substitution durch Valin an der Position 49 hatte
keinen Einfluss auf die Bindefahigkeit.

Die Substitution des Glutamatrestes an der Position E50 durch das ungeladene Glutamin
bewirkte eine signifikante Verminderung der Bindefdhigkeit. In HBST-Puffer konnten 55
(£3)%, in der Mundwasserformulierung lediglich 26 (£4)% detektiert werden. Im Gegen-
satz zur Substitution durch das ungeladene Glutamin, fiithrte die einfache Substitution
durch das negativ geladene, jedoch etwas kleinere Aspartat zu keiner Verdnderung in der
Bindfdhigkeit in HBST-Puffer (71 (£6)%). In der Mundwasserformulierung wurde fur
die Mutante E50D eine minimale Verbesserung der Bindefdhigkeit von 30 (£2)% auf 33
(£2)% beobachtet. Der simultane Austausch von Glutamat durch Aspartat an den Posi-
tionen E50 und E52 bewirkte eine leichte Steigerung der Bindekapazitat. Fir die Mutante
EE50/52DD konnten in HBST-Puffer eine Bindung 74 (+£4)%, in der Mundwasserformu-
lierung 34 (£2)% gezeigt werden. Durch zusétzlichen Austausch des Glutamatrestes an
der Position E54 durch Aspartat in der Dreifachmutante EEE50/52/54DDD konnte die
Bindung auf 76 (£4)% bzw. 41 (£4)% in HBST-Puffer bzw. 50% igem Mundwasser B

gesteigert werden.
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Diagramm 3.22: Bindungsiibersicht der fokussierten Bibliothek an 10 mg Hydroxylapatit in
HBST (wei}) und 50% igem Mundwasser B (grau). Es wurde jeweils nur ein
Vertreter pro eingefiihrter Aminosdure auf sein Bindeverhalten hin unter-
sucht. 92
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3.2.2.2.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der fokussierten Biblio-
thek

Durch die erstellten Mutanten der fokussierten Bibliothek sollte vor allem der Einfluss der
unterschiedlichen Aminosduren und der damit eingefithrten Funktionalitdten auf das Nu-
kleationsverhalten untersucht werden. Die Substitution der negativ geladenen Glutama-
treste durch das ungeladenen Homolog Glutamin resultierte in einer deutlichen Verzo-
gerung im Nukleationsverlauf. Dies ist in Abbildung 3.23a beispielhaft fiir die Mutante
E50Q dargestellt. Der Austausch der einzelnen Glutamatreste E50, E52 und E54 durch das
ebenfalls negativ geladene Aspartat (D) fithrte bereits zu einer leichten Beschleunigung
der Nukleation verglichen mit dem Wildtypkonstrukt BioMin 145 (in Abbildung 3.23a
durch die Mutante E50D dargestellt). Deutlicher zu erkennen ist dies bei Betrachtung der
Doppelmutante (EE50/52DD) bzw. der Tripelmutante (EEE50/52/54DDD) (Diagramm
3.23b). Die Doppelmutante EE50/52DD wies bereits eine beschleunigte Nukleation auf,
dieser Effekt konnte durch Substitution des dritten Glutamatrestes mit Aspartat an der

Position Eb4 weiter verstarkt werden.

(a) (b)
15 —a— Blank 15 —a— Blank
: —e— BioMin 145 : —e— BioMin 145
\ —aA—E50D —aA— EE50/52DD
—v—E50Q —v— EEE50/52/54DDD
—_— —_—
% 1,04 = \E\§ % 1,0 1\i ;\§
= Y = \
L]
o 7 o
0.5 ; Y i 05 2 $
R [ O [
L3
TT—v
0,0 T T 0,0 T T
0 2 4 0 2 4
Zeit [n] Zeit [n]

Diagramm 3.23: Abnahme in der Calciumkonzentration in artifiziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit ein-
facher Substitution an Position E50 (a) und die Doppelmutante EE50/52DD
bzw. Tripelmutante EEE50/52/54DDD (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle
ohne Protein (Blank).
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In Hinblick auf die aromatischen Aminoséduren F49, W51 und F53 fithrte die Substitution
durch das nicht-aromatische, ungeladene Valin (V) zu keiner Veranderung im Nukleati-
onsverhalten. Die Einfithrung der hydroxylierten Aminosduren Tyrosin (Y) und Serin (S)
resultierte fiir das aromatische Tyrosin in einer Verzogerung der Nukleation. Im Gegen-
satz dazu fiihrten die Substitutionen durch Serin an den Stellen F49, W51 bzw. F53 in

allen drei Féllen zu einer Beschleunigung im Nukleationsverlauf (Diagramm 3.24b).

(a) (b)
15 —a— Blank 15 —a— Blank
’ —e— BioMin 145 —e— BioMin 145
—A— F49Y —A— F49S
—v—W51Y —v—W51S

—e—F53Y —e—F538

0,5

c(Ca’")[mM]
’/H/“’“”
¢(Ca*)[mM]

, ; }
Ni— N

0,0 T T 0,0 T T
0 2 4 0 2 4

Zeit [h] Zeit[h]

Diagramm 3.24: Abnahme der Calciumkonzentration in artifiziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit
Substitution an den Position F49, W51, F53 durch die hydroxylierten Ami-
noséuren Tyrosin (a) und Serin (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle ohne
Protein (Blank).

Die Einfiihrung von Histidin an den Positionen F49, W51 und F53 fithrte zu einer leich-
ten Verzogerung im Nukleationsverlauf (Diagramm 3.25a). Die Substitution durch das
ebenfalls positiv geladene Arginin resultierte in einer leichten Beschleunigung in der Nu-
kleation (Diagramm 3.25b). Dies ldsst den Schluss zu, dass in dem Konstrukt 145 A8
nicht-aromatische Aminoséuren (R, S) einen beschleunigendere Wirkung auf die Nuklea-

tion besitzen als Aminoséuren, die einen Aromaten (H, Y) in der Seitenkette aufweisen.
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() (b)

—a— Blank

18 —e— BioMin 145
—a—F49H
—v—W51H
—e—F53H
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Diagramm 3.25: Abnahme der Calciumkonzentration in artifiziellem Speichel in Gegenwart
der Mutanten der fokussierten Bibliothek. Dargestellt sind Mutanten mit
Substitutionen an den Position F49, W51, F53 durch die positiv geladenen
Aminoséuren Histidin (a) und Arginin (b) jeweils im Vergleich zur Kontrolle

ohne Protein (Blank).

Durch Untersuchung der fokussierten Bibliothek konnten weitere Erkenntnisse tiber den
Einfluss verschiedener Aminosduren auf die Nukleation erlangt werden. So konnte durch
die Bewertung der Mutanten E50Q und E52Q nochmals gezeigt werden, dass eine nega-
tive Ladung an diesen Stellen von grofler Bedeutung fiir die Nukleation in artifiziellem
Speichel ist. Wird diese Ladung durch Aspartat ausgetauscht, zeigte sich eine Beschleuni-
gung der Nukleation verglichen mit Glutamat. Ebenfalls resultierte die Einfithrung einer
hydroxylierten sowie einer positiv geladenen Aminosdure an den Positionen 49, 51 und
53 in einer verstarkten Nukleation. Dieser Effekt wird jedoch nur bei Einfithrung nicht-

aromatischer Aminoséuren beobachtet. Dabei konnte allerdings kein Unterschied zwischen

1,5

—a— Blank

—e— BioMin 145
—A—F49R
—v—W51R
—e—F53R

- :
i : Zeit [h] '

den verschiedenen Positionen festgestellt werden.
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3.2.2.3 Kombinationsvarianten

Auf Basis dieser Erkenntnisse, dass sich nicht-aromatische, geladene oder hydroxylierte
Aminosduren positiv auf die Nukleation auswirken, wurden weitere Mutanten erstellt.
Mutationen, die bei Untersuchung der fokussierten Bibliothek einen beschleunigenden
Effekt auf die Nukleation gezeigt hatten, wurden in einem weiteren Schritt kombiniert.
Hierfiir wurden in die Mutante EEE50/52/54DDD (hier und im folgenden als BioMin
145_MME bezeichnet) an Stelle der aromatischen Aminosduren F49, W51 und F53 zum
einen Serinreste eingefiihrt und in einer zweiten Mutante durch Arginin ersetzt. Eine

Kombination aus Serin und Arginin wurde ebenfalls erstellt (Abbildung 3.21).

49 54

BioMin145_MME FDWDFD — DewA |
BioMin145_MME_SSS SDSDSD —] DewA |
BioMin145_MME_RRR RDRDRD — DewA |
BioMin145_MME_SRS SDRDSD —] DewA |

Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der erstellten Kombinationsmutanten auf Basis
von BioMin 145_MME (40aaYaaD-FDWDFD-DewA).

3.2.2.3.1 Expression und Renaturierung der Kombinationsmutanten

Die Expression der drei Kombinationsmutanten erfolgte in 100 mL EC3 Medium. 4 h
nach Induktion mit 0,5 mM IPTG bei 37 °C wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet. Das erhaltenen Zellpellet wurde durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und
die Zielproteine gemafl 2.12.2 renaturiert. Abbildung 3.22 zeigt die SDS-PAGE Analyse
der einzelnen Aufarbeitungsschritte fiir die Kombinationsmutanten. Nach Renaturierung
und DNAse I-Verdau konnten die Zielproteine in léslicher Form erhalten werden (Bahn
4). Die Proteinkonzentrationen befanden sich im Bereich von 2,0 - 3,0 mg/mL (Abbildung
3.22).
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BioMin 145 BioMin 145 BioMin 145
MME_SSS MME_RRR MME_SRS
M 1 2 3 4(1 2 3 4[1 2 3 4

25 kDa

15 kDa

Abbildung 3.22: Coomassie gefiarbtes SDS-Gel (15%) der Aufarbeitungsschritte der Kombina-
tionsmutanten. Aufgetragen sind fiir die Variante BioMin 145 MME_ SSS;
BioMin 145 MME_RRR und BioMin 145 MME_ SRS das Homogenisat
(1), die losliche Fraktion (2), der Waschschritt in TBS-Puffer (3) und das
Protein nach Renaturierung (4). Durch den roten Pfeil werden die Zielpro-
teine gekennzeichnet (21 kDa).

3.2.2.3.2 Untersuchung der Bindeeigenschaften der Kombinationsvarianten

Die Untersuchung der Kombinationsmutanten beziiglich ihrer Bindeeigenschaften an Hy-
droxylapatit zeigte eine weitere Verbesserung fiir die Mutanten BioMin 145 MME_ SRS
und BioMin 145 MME_ RRR gegeniiber der Mutante BioMin 145 MME. In beiden
Féllen konnte die Bindung in HBST-Puffer von 76 (£4%) auf ca. 82% gesteigert wer-
den. In Hinblick auf die Bindung in Mundwasser B wies lediglich die Mutante Bio-
Min 145 MME_RRR eine weitere Verbesserung auf. Wahrend fiir die Mutante BioMin
145_ MME eine Bindung von 41 (£3)% detekiert wurde, lag der Wert fiir die Kom-
binationsmutante BioMin 145 MME_RRR bei 45 (£3)%. Fir die Mutante BioMin
145 _MME_ SRS wurde in Mundwasser B keine weitere Verbesserung detektiert (40 (+4)%).
Im Gegensatz hierzu zeigte die Kombination aus Aspartat und Serin in der Mutante Bio-
Min 145 MME_SSS verglichen mit BioMin 145 MME eine geringere Bindefahigkeit
gegentiber Hydroxylapatit. Mit 72 (£2)% gebundenem Protein in HBST-Puffer bzw. 33
(£4)% in der Mundwasserformulierung befindet sich die Bindeféhigkeit dieser Mutante
unter den Werten, die fiir die Mutante BioMin 145 MME detektiert worden waren, je-
doch in einem vergleichbaren Bereich wie fiir den Wildtyp BioMin 145 (70 (£2)% bzw.
30 (£2)%).
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Diagramm 3.26: Ergebnisse der Bindungsversuche der erstellten Kombinationsvarianten und
des BioMin 145 Wildtypes. Bindungsversuche wurden mit 2 pM 5(6)-
Carboxyfluorescein-markiertem Protein an 10 mg Hydroxylapatit in HBST-
Puffer (weifle Balken) und 50% igem Mundwasser B (graue Balken) durch-
gefiihrt.

Die erstellten Kombinationsmutanten wurden neben ihrer Bindeeigenschaft an Hydro-
xylapatitpulver auch an menschliche Zahnschnitte in 50% igem Mundwasser B gebunden.
Gebundene Proteine wurden nach Inkubation fiir 2 h bei 37 °C und fiinfmaligem Waschen
unter dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert. Abbildung 3.23 zeigt die entsprechenden
Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen. Wie bereits bei vorherigen Bindeversuchen an
Zahnschnitte konnte auch fiir die hier untersuchten Mutanten lediglich eine Bindung an

das Dentin (D), nicht aber an das héartere Enamel (E) nachgewiesen werden.

(b) (c) (d)

Abbildung 3.23: Menschliche Zahnschnitte nach Bindung der Kombinationsmutanten BioMin
145__MME_SSS (a)/(b) und BioMin 145 MME_RRR (c)/(d) in 50% igem
Mundwasser B. (a)/(c) zeigen Durchlichtaufnahmen, (b)/(d) die entsprechen-
de Fluoreszenzaufnahmen. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D)
und Enamel (E) sind durch die weilen Buchstaben gekennzeichnet.
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3.2.2.3.3 Untersuchung der Nukleationseigenschaften der Kombinationsmu-

tanten

Neben der Bindung war das Hauptaugenmerk auf den Einfluss der Mutationen auf das
Nukleationsverhalten gelegt. Die neu erstellten Kombinationsvarianten wurden daher auf
ihre Nukleationseigenschaften in artifiziellem Speichel hin untersucht (Diagramm 3.27).
Im Gegensatz zu den Bindeversuchen zeigte hier die Kombination aus Aspartat und Serin
in der Variante BioMin 145 MME_SSS (40aaYaaD-(SD)s;-DewA) eine leichte Beschleu-
nigung in der Mineralbildung verglichen mit der Variante BioMin 145 MME (40aaYaaD-
FDWDFD-DewA). Fiir die beiden anderen Kombinationsmutanten BioMin 145 MME__ SRS
(40aaYaaD-SDRDSD-DewA ) und BioMin 145 MME_RRR (40aaYaaD-(RD)3;-DewA) wur-
de ebenfalls eine leichte Steigerung der Nukleationaktivitat detektiert.

3 —a— Blank

1,5 —e— BioMin 145

P —a— BioMin145_MME

.\E —v— BioMin145_MME_SSS
\ﬁ_‘i —e—BioMIn145_MME_SRS

—<«— BioMin145_MME_RRR

0,0 y T y T
0 2 4

Zeit [h]

é%i

Diagramm 3.27: Abnahme der Ca?*-Konzentration in artifiziellem Speichel in Anwesenheit
der Kombinationsmutanten im Vergleich mit der Kontrolle ohne Protein
(Blank).

Die wéahrend der Nukleation gebildeten Préazipitate wurden iiber Pulverdiffraktometrie
analysiert. Die Analyse lieferte fiir die drei Kombinationsvarianten als auch die Mutante
BioMin 145_MME die fir Hydroxylapatit charakteristischen Signale (Abbildung 3.24).
Fiir die Kombinationsvarianten ((a)-(c)) und die Mutante BioMin 145 MME (d) wurden
Signale bei 20 = 25,9 °, 20 = 31,8 ° sowie 20 = 32,2 ° detektiert, die den kristallografi-
schen (002) und (211) bzw. (112) Flachen in Hydroxylapatit entsprechen. Mit den Kom-

binationsvarianten war es demnach moglich das Fusionskonstrukt BioMin 145 in Hinblick
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auf eine beschleunigte Nukleation zu optimieren, ohne dabei die Fahigkeit zur Bildung

von Hydroxylapatit zu verlieren.

Lin (Counts)

2-Theta - Scale

Abbildung 3.24: Pulverdiffraktogramm des wiahrend der Nukleationsexperimente in artifiziel-
lem Speichel gebildeten Prazipitates in Anwesenheit der Kombinationsmu-
tanten BioMin 145 MME_SSS (a), BioMin 145 _MME_SRS (b), BioMin
145  MME_ RRR (c), der Mutanten BioMin 145 MME (d) und ohne Pro-
tein (e).
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4.1 Screening

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von potentiellen Proteinen fiir den Einsatz in
Mundpflegeprodukten. Hierfiir wurden von der BASF SE, Ludwigshafen, 24 unterschied-
liche Proteine gestellt. Um diese in Bezug auf ihre Bindeeigenschaften und Nukleations-
fahigkeit gegeniiber Hydroxylapatit, dem mineralischen Hauptbestandteil der Zahnhart-
substanzen, zu bewerten, wurde ein Screeningsystem aufgebaut. In Abbildung 4.1 ist
schematisch der Aufbau der Screeningkaskade dargestellt. Hierbei sollten mogliche Kan-
didaten in der Lage sein, die gerichtete Remineralisierung der Zahnoberflache zu fordern.
Sie sollten daher eine deutliche Bindefdhigkeit gegeniiber Hydroxylapatit aufweisen, an-
derseits auch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation besitzen. Die Versuche
wurden zum einen in einer Pufferlosung durchgefiihrt, zum anderen erfolgte eine weitere
Versuchsreihe unter realitatsnaheren Bedingungen. Bindeversuche wurden in zwei 50%
igen Mundwasserformulierungen, Nukleationsexperimente in artifiziellem Speichel durch-
gefiihrt. Proteine, die sowohl eine gute Bindung in den Mundwasserformulierungen als
auch eine beschleunigte Nukleation in artifiziellem Speichel zeigen, stellen mogliche Kan-

didaten fir die Verwendung in Mundpflegeprodukten dar.
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Pool aus
24 Proteinen

/ N

Hydroxylapatit-bindende Hydroxylapatit-nukleierende
Proteine Proteine

positive Bindung beschleunigte Nukleation

positive Bindung Hydroxylapatit als
gebildete Phase

Mogliche Proteine
fur die Mundpflege

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit erstellten Screeningkaskade.
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4.2 Auswahl der Proteine

In dieser Arbeit wurden 24 Proteine auf ihr Binde- und Nukleationsvermogen gegentiber
Hydroxylapatit untersucht. Hierfiir wurden auf der einen Seite Proteine gewdahlt, deren
natiirliche Funktion im Bereich des Zahnaufbaus liegt. Hierzu zéhlen die unterschiedli-
chen Amelogeninderivate. Dabei wurde neben dem full length Amelogenin (BioMin 1-2)
und der natiirlichen splicing Variante LRAP (BioMin 4-3) auch Fusionskonstrukte an das
oberflachenaktive Hydrophobin DewA (BioMin 7-2) sowie an Perlucin (BioMin 8-2-1),
ein Protein aus der Perlmutt-Mineralisation untersucht. In Kombination an DewA wur-
den auflerdem der hydrophobe Mittelteil (BioMin 10) und der hydrophile C-terminale
Bereich (BioMin 11-2) des Amelogenins getestet. Durch die Mutationen M11A und P21A
im full length Amelogenin (BioMin 107) wurde eine bessere Expression gewéahrleistet und
eine Fragmentierung konnte vermieden werden (personliche Mitteilung Dr. Thomas Sub-
kowski, BASF SE).

Als ein Beispiel fiir ein Protein, das wahrend der Dentinogenese aktiv ist, wurde das DMP1
Derivat (#64) getestet (BioMin 47). Dieses Protein wurde von Tsuji et al. ausgehend von
den Motiven A (ESQES) und B (QESQSEQDS) des DMP1 entworfen.”™ Fiir das Derivat
#64 konnte von der Forschergruppe eine beschleunigte Nukleation von Hydroxylapatit
nachgewiesen werden.

Eine weitere Gruppe untersuchter Proteine stellen die Statherinderivate dar. Als Speichel-
protein ist Statherin an der Stabilisierung von Ca?*-Ionen im Speichel mitverantwortlich.
In verschiedenen Studien konnte die Bindung an Hydroxylapatit iber den N-terminalen
Bereich nachgewiesen werden.*®4%909 Daher wurden in dieser Arbeit zwei Statherin-
peptide, die die 21 N-terminalen Aminosduren enthalten untersucht. Um zuséitzlich die
Bedeutung von Phosphoserinresten zu ermitteln, wurde zum einen eine phosphorylierte
Variante (BioMin 115) sowie eine unphosphorylierte getestet (BioMin 114).

Das Hydrophobin DewA aus A. nidulans wurde aufgrund seiner oberflichenaktiven Ei-
genschaften gewahlt. Die Fusion an die Synthase YaaD aus B. subtilis (BioMin 92) sowie
an die verkiirzte Form 40aaYaaD (BioMin 93) diente dabei lediglich der rekombinanten
Expression des Proteins.®” Fiir eine gezielte Bindung und Nukleation von Hydroxylapatit
wurden an das Konstrukt BioMin 93 auflerdem die Hydroxylapatit-bindenden Peptide
CPL12 (BioMin 144) und Py;-4 (BioMin 145) fusioniert.”8

Aufgrund seiner Ca?*-Bindefihigkeit wurde weiterhin das Histidinreiche Calcium-bindende
Protein HRC (BioMin 146) in das Screening aufgenommen.”® Als Kontrolle dienten fiir
die Bindung aus MI tooth mousse ™ extrahierte Peptide, die aus dem Milchprotein
Casein gewonnen wurden (BioMin 60). Wie bereits erwahnt konnte fiir diese in unter-

schiedlichen klinischen Studien eine remineralisierende Wirkung nachgewiesen werden.?"
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Als ein vergleichbares Produkt wurde das homemade Recaldent (BioMin 65) verwendet.
Dieses wurde bei der BASF SE durch tryptischen Verdau von Casein erhalten. Als weite-
re Positivkontrolle diente das Peptid DSSg, fiir das von Yarbrough et al. die Bindung an
Hydroxylapatit nachgewiesen werden konnte.?> Dieselbe Forschergruppe beschrieben das

t.35

Peptid #3-1 als nicht-bindend gegeniiber Hydroxylapatit.””> Dieses Peptid diente in dieser

Arbeit als Negativkontrolle.

4.3 Identifikation Hydroxylapatit-bindender Proteine

Fiir eine gerichtete Mineralisierung ist die Bindung eines potentiellen Kandidaten an
die Zahnoberfliche fiir die Applikation in oral care Produkten unumgénglich. Aulerdem
fithrt die Mineralisierung von Hydroxylapatit an unerwiinschten Stellen zu pathologi-
schen Produkten, wie z. B. Zahnstein.'* In dieser Arbeit wurden daher die méglichen
Kandidaten beztiglich ihrer Bindeeigenschaften an Hydroxylapatitpulver bewertet (sie-
he 3.1.1.1). Zum Nachweis der Bindung dienten in diesem Fall Fluoreszenzmessungen.
Diese bieten den Vorteil, dass zum einen quantitative Messungen tiber die Fluorezenzin-
tensitdt aus der Losung, zum anderen die dabei erhalten Ergebnisse tiber Fluorezenz-
mikroskopie qualitativ tiberpriift werden konnen. Als Markierungsreagenz wurde 5(6)-
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester gewéhlt. Dies reagiert mit priméren Amingruppen
unter Bildung einer Amidbindung und ermoglicht so die N-terminale Markierung der
Proteine. Der C-Terminus, der vor allem fiir die Amelogeninderivate als ausschlaggebend

fir die Bindung postuliert wird, bleibt frei zuginglich.45 959

4.3.1 Bindeversuche an Hydroxylapatitpulver

Das Peptid #-3 (LIKHILHRL), das in dieser Arbeit als Negativkontrolle verwendet wurde,
zeigte lediglich in HBST-Puffer eine geringe, unspezifische Bindung unter 5% an Hydro-
xylapatitpulver. In Mundwasser konnte keine Bindung detektiert werden. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von Yarbrough et al. iiberein, die dieses Peptid, ebenfalls nach Fluores-
zenzmarkierung, als nicht-bindend gegeniiber Hydroxylapatit beschrieben hatten.?® Das
Peptid (DSS)g, das von der gleichen Gruppe auf die Bindung an Hydroxylapatit untersucht
wurde, zeigte gute Bindeeigenschaften in HBST-Puffer. In den Mundwasserformulierungen

™ extrahier-

konnte hingegen keine Bindung detektiert werden. Die aus MI tooth mousse
ten Peptide (BioMin 60) zeigten sowohl in HBST-Puffer als auch in beiden Mundwasser-
formulierungen gute Bindeeigenschaften. Die enthaltenen Peptide wurden durch trypti-

schen Verdau des Milchproteins Casein erhalten. Dieses ist bekannt fiir seine hohe Affi-
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nitit gegeniiber Ca?*.% Im Gegensatz dazu zeigte ein vergleichbares Produkt der BASF
SE, BioMin 65 (homemade Recaldent), lediglich eine méafiige Bindeaktivitat gegeniiber
Hydroxylapatit in den Mundwasserformulierungen. Ahnlich wie BioMin 60 wurde dieses
Produkt ebenfalls durch tryptischen Verdau von Casein erhalten. Das unterschiedliche
Bindeverhalten lasst sich vermutlich auf die abweichende Zusammensetzung der Produk-
te zurtckfiihren. Wéahrend BioMin 65 ein Gemisch aus verschiedenen Peptiden darstellt,
ist in BioMin 60 vermutlich nur ein Peptid (T1: EMEAES(P)S(P)IS(P)S(P)EEIVEQK)
enthalten.’>% Dieses Peptid ist durch den hohen Anteil an Glutamat (E) und phospho-
rylierten Serinresten (S(P)) stark negativ geladen, wodurch die guten Bindeeigenschaften
an Hydroxylapatit, selbst in einer komplexen Losung, wie Mundwasser, erklart werden
koénnen.

Eine vergleichbare Bindung wie die Positivkontrolle BioMin 60 weist das phosphorylierte
Statherinpeptid BioMin 115 auf. BioMin 115 besteht aus den 21 N-terminalen Aminosau-
ren des Speichelproteins Statherin (DS(P)S(P)EEKFLRRIGRFGYGYGPY). Es enthilt,
ahnlich wie BioMin 60, einen hohen Anteil an negativ geladenen Aminosduren und zu
dem phosphorylierte Serinreste. Die Bedeutung der Phosphorylierung fiir die Bindung
wird durch Vergleich mit dem entsprechenden Statherinpeptid ohne Phosphoserinreste,
BioMin 114, deutlich. Fiir dieses Peptid wurde in HBST-Puffer eine deutlich geringere Bin-
dung mit lediglich 20% nachgewiesen, fiir die phosphorylierte Variante konnte ein Wert von
85% erreicht werden. In keiner der beiden Mundwasserformulierungen wurde fiir BioMin
114 eine Bindung detektiert (Diagramm 3.3). Die Bedeutung der Phosphorylierung fiir
die Bindung an Hydroxylapatit wurde bereits fiir Statherin und andere Speichelproteine
nachgewiesen. 2003 konnten Yin et al. bei der Untersuchung des Speichelproteins Histatin
1 eine deutlich hohere Bindeaffinitéit fiir das phosphorylierte Protein an Hydroxylapatit
beobachten, verglichen mit dem Protein ohne Phosphorylierung.®” Nach Dephosphorylie-
rung zeigten ebenso die Prolin-reichen Proteine A und C eine verminderte Bindung an

£.49:98 Dies wurde ebenfalls fiir Statherin nachgewiesen.? 192

Hydroxylapati
Fiir die verschiedenen Amelogeninderivate konnte lediglich eine Bindung in HBST-Puffer
detektiert werden (Diagramm 3.2). Dabei zeigte das full length Amelogenin, ebenso wie
das Fusionsprodukt aus Amelogenin und dem TiO, mineralisierendem Peptid R5,%0 die
niedrigste Binderate. Fir Amelogenin ist bekannt, dass die Bindung an Hydroxylapa-
tit hauptsachlich iiber den C-terminalen Bereich stattfindet. Dieser enthélt einen hohen
Anteil an geladenen Aminosiduren.*® Shaw et al. konnten die Bindung dieses Bereiches
an Hydroxylapatit iiber Festkorper-NMR-Messungen bestéitigen.”® Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Deletion des C-terminalen Bereiches in witro zu einer vermin-
derten Affinitit gegeniiber Hydroxylapatitkristallen fiihrt.!®® Wihrend in der Literatur

fir Amelogenin und die splicing Variante LRAP (Leucinreiches Amelogenin-Polypeptid)
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ein vergleichbares Bindeverhalten beschrieben wird, zeigte in dieser Arbeit das Entfernen
des hydrophoben Mittelteils des Amelogenins in BioMin 1-2 eine erhohte Binderate fir
das Leucinreiche Amelogenin-Polypeptid LRAP (BioMin 4-3). Interessanterweise fithrten
die Substitutionen M11A und P21A in Amelogenin (BioMin 107) zu einer gesteigerten
Bindefahigkeit. Fiir den N-terminalen Bereich des Amelogenins wurde lediglich eine ge-
ringe Affinitat zu Hydroxylapatit nachgeweisen.”® Durch Austausch des Methioninrestes
an Position 11 und des Prolinrestes an Position 21 durch das kleinere Alanin konnte die
Bindefihigkeit des Konstruktes gesteigert werden. Auch die Fusion an das oberflichen-
aktive Hydrophobin DewA aus A. nidulans erhéhte die Bindefahigkeit (BioMin 7-2). Die
Kombination des substituierten Amelogenins an das 12mer CPL12 (BioMin 163) fiihrte
zu keiner Verbesserung der Bindefahigkeit.

Eine vergleichbare Bindung in den Mundwasserformulierungen, wie die Positivkontrolle
BioMin 60, zeigten die Hydrophobinfusionskonstrukte BioMin 144 und BioMin 145. Hy-
drophobine sind oberflachenaktive amphiphile Proteine aus Pilzen, die eine starke Tendenz
zum self-assembly besitzen und auf hydrophoben und hydrophilen Oberflachen stabile Mo-
nolayer ausbilden. Aufgrund ihrer hohen Oberflichenaktivitét finden Hydrophobine unter
anderem Anwendung in der Modifikation von Oberfléchen bis hin zum Coating von Me-
dikamenten.!?41% Sje besitzen keine enzymatische Aktivitat und werden daher auch als
performance proteine bezeichnet.'* Aus der Natur kénnen Hydrophobine nur in geringen
Ausbeuten extrahiert werden. Durch Fusion an Proteine, die eine hohe Expressionsrate
in E. coli besitzen, konnte von der BASF SE die rekombinante Expression des Hydropho-
bins DewA aus A. nidulans in E. coli ermoglicht werden. Als optimaler Fusionspartner
erwies sich in den Untersuchungen die Synthase YaaD aus B. subtilis sowie eine verkiirzte
Version von YaaD.%

Das Hydrophobin DewA gehort zur Klasse I der Hydrophobine. Diese zeichnen sich durch
eine hohe Stabilitdt und eine erhohte Resistenz gegeniiber hohen Temperaturen sowie
Detergenzien und Losemitteln aus.!'® Kiirzlich wurde die Struktur des Hydrophobins
DewA in Losung iiber NMR-Messungen gelost.!t! Fiir beide Konstrukte, YaaD-DewA
(BioMin 92) und 40aaYaaD-DewA (BioMin 93), konnte eine gute Bindung in HBST-
Puffer detektiert werden. In den Mundwasserformulierungen behielt jedoch nur BioMin
93 seine Bindeféhigkeit. Fiir das Fusionskonstrukt YaaD-DewA (BioMin 92) konnte kei-
ne Bindung nachgewiesen werden, moglicherweise aus sterischen Griinden des grofleren
YaaD. Durch Einbau der Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL12% und P;;-4"® konn-
te die Bindefahigkeit noch weiter gesteigert werden (Diagramm 3.4). Die Fusion an das
TiO, mineralisiernde R5 fiihrte zu einer Verschlechterung in der Bindekapazitat. In Ver-
bindung von DewA mit Amelogeninderivaten wie in BioMin 7-2 (Amelogenin-DewA),
BioMin 10 (AmelogeninA42aaN-term.+A17aaC-term.-DewA) und BioMin 11-2 (Amelo-
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genin: 23aaC-term.-DewA) konnten gute Binderaten in HBST-Puffer detektiert werden,
in den Mundwasserformulierungen konnte jedoch keine Bindung nachgewiesen werden.
Moglicherweise wird hier, wie auch bei BioMin 92, die Bindung bzw. die Ausbildung eines
Monolayers aufgrund sterischer Griinde gestort.

In den Bindeversuchen konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, die Bindung unter-
schiedlicher Proteine durch Fusion von Peptiden zu beeinflussen. So fithrte die Fusion der
Hydroxylapatit-bindenden Peptide CPL12 (BioMin 144) und P-4 (BioMin 145) an das
Hydrophobin DewA zu einer deutlich gesteigerten Bindung. Im Gegensatz dazu, resultier-
te die Kombination mit dem TiO, mineralisierendem Peptid R5 an Amelogenin (BioMin
77-5) zu keiner Verbesserung und die Kombination an das Hydrophobin DewA (BioMin
104-1) sogar zu einer Erniedrigung in der Bindeféhigkeit (Diagramm 4.1).
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Diagramm 4.1: Vergleich der Bindung verschiedener Fusionsproteine nach Einbau von
Hydroxylapatit-bindender bzw. -nichtbindender Peptide an Hydroxylapatit.
BioMin 1-2: Amelogenin, BioMin 77-5: R5-Amelogenin, BioMin 93: 40aaYaaD-
DewA, BioMin 104-1: R5-40aaYaaD-DewA, BioMin 144: 40aaYaaD-CPL12-
DewA, BioMin 145: 40aaYaaD-P11-4-DewA.

Generell ist festzuhalten, dass die Bindeergebnisse der Versuche in HBST-Puffer und den
Mundwasserformulierungen stark von einander abweichen. Proteine, die eine hervorra-
gende Bindung in HBST-Puffer aufwiesen (z. B. BioMin 113 oder BioMin 146), verloren
ihre Bindefdhigkeit in den Mundspiilungen teilweise vollstandig. Moglicher Grund hier-
fiir konnte die komplexe Zusammensetzung der Mundwasserformulierungen sein. Denkbar
ware auch, dass die hohere Viskositdat der Mundwasser durch den Zusatz von Glycerol,
die Bindung einiger Proteine beeinflusst. Dies miissten durch entsprechende Experimen-

te bestatigt werden. Zwischen den beiden Mundwasserformulierungen konnten lediglich
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geringe Unterschiede detektiert werden. Beide Mundwasserformulierungen unterscheiden
sich nur im enthaltenen Detergenz. Mundwasser A enthélt Polysorbat 20, in Mundwas-
ser B ist das nicht-schdumende Pluronic 127 enthalten. Die Wahl des Detergenz scheint

demnach einen geringeren Einfluss auf die Bindung auszuiiben.

4.3.2 Bindung an menschliche Zahnschnitte

In Mundwasser bindende Proteine wurden weiterhin auf ihr Bindeverhalten an mensch-
liche Zahnschnitte untersucht. Dabei konnte in allen Fallen eine Bindung hauptsachlich
an Dentin beobachtet werden (siehe 3.1.1.2). An Enamel wurde, wenn tiberhaupt, nur
ein geringer Anteil an gebundenem Protein nachgewiesen. Dies wurde bereits von Yar-
brough et al. beschrieben. Fiir das Peptid (DSS)s wurde, ebenfalls nach Markierung mit
5(6)-Carboxyfluorescein, lediglich eine Bindung an Dentin festgestellt.*® In Dentin liegen
die Hydroxylapatitkristalle in einer weniger geordneten Struktur vor als im Zahnschmelz.
Yarbrough et al. fithrten die spezifische Bindung an Dentin auf die Préaferenz des Peptides
an weniger geordnete Strukturen zuriick. Moglich wére jedoch auch, dass aufgrund der

weicheren Struktur des Dentin, die Bindung an diesem erleichtert wird.
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4.4 ldentifikation Hydroxylapatit-nukleierender Proteine

Nukleation, oder auch Keimbildung, ist der wichtigste Schritt der Mineralisation. Dabei
kommt es zur Phasentrennung in einer tiberséattigten Losung und damit verbunden zur
Bildung der ersten Keime. Uber die Nukleation kann demnach die Mineralisierung kon-
trolliert werden.*” Daher wurden die in dieser Arbeit untersuchten Proteine neben ihrer
Bindefahigkeit gegeniiber Hydroxylapatit auch beziiglich ihre Nukleationseigenschaften
bewertet. Hierfiir wurde zum einen die Mineralbildung durch Messung der Absorption bei
820 nm untersucht, zum anderen durch Messung der Abnahme in der Calciumkonzentrati-
on (siehe 3.1.2.1). Um der spateren Applikation entsprechend eine zligige Mineralisierung
der Zahnoberflache zu gewéhrleisten, wurde in dieser Arbeit eine beschleunigte Nukleati-

on als positiv bewertet.

Der verwendete Nukleationsassay durch Messung der Absorption bei 820 nm wurde nach
Gungormus et al. 2008, angepasst.®* Die Forschergruppe verwendete dabei eine alkalische
Phosphatase, um die biologischen Verhaltnisse wahrend der Dentinogenese zu imitieren.
In dieser Arbeit wurde stattdessen anorganisches Phosphat verwendet. Im Vergleich zu
Detektion der Nukleation durch Verfolgung der Abnahme in der Calciumkonzentration, er-
wies sich Absorptionsmessung bei 820 nm als eher anféllig fiir Stérungen. Durch Messung
der Absorption bei 820 nm kann nicht zwischen der Bildung eines anorganischen Prézipi-
tates und dem eventuellen Ausfallen von Proteinen unterschieden werden. Daher wurde
zusétzlich die Abnahme der Calciumkonzentration untersucht. Die eigentlich relevanten
Nukleationsversuche in artifiziellem Speichel erfolgten ausschliefllich durch Messung der
Calciumkonzentration (siehe 3.1.2.2). Zur Bestimmung der ¢(Ca?") wurde das Reagenz
o-Cresolphthalein verwendet. Dieses bildet im alkalischen pH-Bereichen mit vorhandenen
Ca?*-Tonen einen stabilen violetten Komplex.%

Gungormus et al. untersuchten 2008 den Einfluss der beiden 7mer Peptide HABP1 und
HABP2, die iiber Phage Display gegen Hydroxylapatit identifiziert worden waren. Fur
beide Peptide wurde eine Verzogerung der Nukleation detektiert verglichen mit der Kon-
trolle ohne Peptid.?* Diesselbe Forschergruppe untersuchte 2012 das Nukleationsverhalten
von Amelogenin-basierten Peptiden (ADPs). Dabei wurden drei unterschiedliche Nuklea-
tionsverhalten beobachtet. Der Grofiteil der Peptide zeigte einen Nukleationsverlauf wie
die Kontrolle ohne Peptid. Das Peptid ADP7, fiir das eine hohe Bindeaffinitit an Hy-
droxylapatit iiber Quartz Crystal Microbalance nachgewiesen werden konnte, bewirkte
eine Verzogerung der Nukleation. Fiir das full length Amelogenin rM180 sowie fiir das
Peptid ADP5, fiir das keine Bindeaffinitdt an Hydroxylapatit detektiert werden konnte,
zeigten einen beschleunigten Nukleationsverlauf.!1? Diese drei unterschiedlichen Nukleati-

onsverhalten wurden auch in dieser Arbeit beobachtet. Es wurden Proteine gefunden, die
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einen stabilisierenden Effekt auf die Nukleationslosung ausiibten, als auch solche die einen
Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein zeigten. Aulerdem konnten Proteine
identifiziert werden, die eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation hatten.
BioMin 60 und auch das phosphorylierte Statherinpeptid BioMin 115 zeigten beide einen
deutlich stabilisierenden Effekt (siehe Tabelle 4.1). Sowohl in HEPES-Puffer als auch in
artifiziellem Speichel konnte die Nukleation tiber einen Zeitraum von 8 h bzw. 6 h voll-
standig unterbunden werden. Dies entspricht ihrer natiirlichen Funktion in Milch bzw.
Speichel. Wie bereits erwahnt weisen sowohl BioMin 60 als auch BioMin 115 einen ho-
hen Anteil an negativ geladenen Aminosauren wie Aspartat, Glutamat und Phosphose-
rin auf. Es wird vermutet, dass beide aufgrund ihrer Ladung an am Anfang gebildete
Calciumphosphat-Cluster in der Milch bzw. dem Speichel binden. Auf diese Weise wird
das Kristallwachstum gehemmt, so dass die Cluster die kritische Grofle, die fir die Nu-
kleation erforderlich ist, nicht erreichen.%” Dies erklirt zum einen die gute Bindefihigkeit
als auch den stabilisierenden Charakter dieser beiden Verbindungen.

Im Gegensatz dazu zeigten die Amelogeninderivate BioMin 4-3 (LRAP) und BioMin 77-5
(R5-Amelogenin) eine beschleunigende Wirkung in artifiziellem Speichel, jedoch konn-
te keine Bindung in den Mundwasserformulierungen nachgewiesen werden. Dies ist ein
Beispiel dafiir, dass aufgrund von Bindeeigenschaften keine Aussagen tiber die minerali-
sierenden Fahigkeiten eines Proteins getroffen werden kénnen. Dies wurde ebenfalls von
Gungormus et al. beobachtet. Die Forschergruppe untersuchte die Bindungs- und Nuklea-
tionseigenschaften verschiedener Amelogenin-basierter Peptide. Dabei zeigte das Peptid
ADP5, das auf dem N-terminalen Bereich des Amelogenins basiert, keine Bindeaffini-
tét gegeniiber Hydroxylapatit, jedoch eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation.
Es wird vermutet, dass dieses Peptid mit den Ca?*-Ionen in der Losung wechselwirkt
und so eine lokale Ubersittigung bewirkt.!!? Das eine gute Bindefihigkeit nicht zwangs-
laufig auch einer mineralisierenden Wirkung entspricht, zeigt das Hydrophobinkonstrukt
BioMin 93 (40aaYaaD-DewA). Obwohl es auch in den Mundwasserformulierungen gu-
te Bindeeigenschaften besitzt, zeigte es einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne
Protein. Durch Einbau der Hydroxylapatit bindenden Peptide CPL12 (BioMin 144) und
Py1-4 (BioMin 145) wurde jedoch ein stark beschleunigender Effekt beobachtet, sowohl
in HEPES-Puffer als auch in artifiziellem Speichel. Das freie Peptid P-4 hingegen weist
keine nukleierenden Eigenschaften in artifiziellem Speichel auf (Diagramm 3.14b). Die-
ses Peptid wurde rational entworfen um Hydrogele zu bilden. Ab einer Konzentration
von 15 mg/mL beginnt die Hydrogelbildung.”® Dabei entstehen sogenannte Nanotapes,
die aufgrund der Primarstruktur des Peptides eine negativ geladene Oberfléche besitzen.
Diese makroskopische Struktur dient anschliefend als Templat fiir die Nukleation von Hy-

droxylapatit. Dieses Prinzip der Stabilisierung ist in der Natur weit verbreitet. Zahlreiche
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natiirlich vorkommende Proteine zeigen erst nach Stabilisierung an einer festen Oberfliache
oder Ausbildung einer definierten Sekundarstruktur (z. B. -Faltblatt) mineralisierende
Eigenschaften. In freier Losung zeigen sie keinen oder einen stabilisierenden Einfluss auf
die Nukleation.3 33:35,36,79,113-116

Da das freie P;; — 4 einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein zeigt, das
Fusionskonstrukt 40aaYaaD-Pq;-4-DewA (BioMin 145) hingegen stark beschleunigend auf
die Nukleation wirkt, kann dem Hydrophobin DewA, neben den bindenden Fahigkeiten,
auch eine stabilisierende Eigenschaft zu geschrieben werden.

Bei Betrachtung der Nukleationsergebnisse in HEPES-Puffer und artifiziellem Speichel
lassen sich kleinere Schwankungen ausmachen (Tabelle 4.1). So zeigten beispielsweise eini-
ge Amelogeninderivate in HEPES eine beschleunigende Wirkung, in artifiziellem Speichel
allerdings keinen Effekt. Die Nukleation ist stark von der Ubersittigung abhingig.* 1044
Die Ubersittigung eines Systems lisst sich unter Beriicksichtigung der Aktivitdten und

der Loslichkeitsprodukte berechnen. Fiir die Hohe der Nukleationsbarriere gilt:

1673
A = 7 (4.1)

(ps|Apl)

Das bedeutet, die Hohe der Nukleationsbarriere ist ~ 7* und ~ also stark ab-

1
. |Ap|’
hdngig von der Phasengrenzenergie v und der Ubersattigung. Die Unterschiede in den
Nukleationsversuchen in artifiziellem Speichel und HEPES-Puffer sind vermutlich auf die

unterschiedliche Ubersittigung der beiden Losungen zuriickzufiihren.

111



4qn!

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Bindungsergebnisse in HBST-Puffer und den Mundwasserformulierungen in % sowie der Nukleations-
ergebnisse aus dem CPC (o-Cresolphthalein Complexone) Assay in HEPES-Puffer und artifiziellem Speichel. Griin markiert
sind Proteine, die eine Bindefihigkeit in den Mundwasserfromulierungen besitzen, jedoch keine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation; rot markierte Proteine weisen nur eine erhéhte Nukleationsaktivitat auf; gelb markierte Proteine zeigen sowohl
bindende als auch nukleierende Eigenschaften.

BioMin

Name

HBST

Mundw A Mundw B

Bindung

Nukleation CPC

Zahnschnitt HEPES Speichel

60
65
93
104-1
115
1-2
7-2
107
4-3
77-5
11-2
146
145
144

Peptides out of MI tooth mousse™™

homemade Recaldent
40aaYaaD-DewA*
R5-40aaYaaD-DewA*
Statherinpeptid phospho.
Amelogenin*
Amelogenin+Hydrophobin*
Amelogenin (mutein 11MA, 21PA)*
LRAP*
R5-Amelogenin*
(Amelogenin: 23aa C)-DewA*
40aaYaaD-HRC*
40aaYaaD-P11-4-DewA*
40aaYaaD-CPL12-DewA*

96+1
72+1
50£3

8+3
31£2
27£3

10+4
30£1
36£2

o
o

D it +
+

* enthélt C-terminal einen Hisg-Tag

n.d. nicht detektierbar
D Bindung an Dentin

+ Nukleation beschleunigt im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
o Nukleation verlduft wie die Kontrolle ohne Protein
- Nukleation verzégert im Vergleich zur Kontrolle ohne Protein
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4.4.1 Charakterisierung der entstandenen Prazipitate

Fiir ausgewahlte Proteine wurde der wahrend der Nukleation gebildete Niederschlag durch
Pulverdiffraktometrie analysiert. Hierfiir wurde das nach 4 h in der Nukleationslosung
entstandene Prazipitat untersucht. Um ausreichend Material zu erhalten, mussten die
Nukleationsansatze auf 30 mL bzw. 100 mL vergréflert werden. Aufgrund der begrenz-
ten Menge an Protein erfolgte die Analyse der gebildeten Niederschlage nicht fiir alle
Proteine. Fiir zwei Amelogeninderivate (BioMin 1-2, BioMin 4-3), das unphosphorylierte
Statherinpeptid (BioMin 114), drei Hydrophobinkonstrukte (BioMin 104-1, BioMin 144,
BioMin 145) sowie das Histidinreiche Calciumbindende Protein (BioMin 146) wurde der
entstandene Niederschlag analysiert. In allen Fallen konnte das gebildete Mineral durch
Pulverdiffraktometrie als Hydroxylapatit identifiziert werden (Abbildung 3.8 & 3.10, Ab-
schnitt 7.2.1). Dies gilt auch fiir die Kontrolle ohne Protein. Die dabei erhaltenen Spektren
zeigen unterschiedliche Intensitaten, die vermutlich auf Unterschiede in der Materialmenge
zuriickzufiithren sind. Eindeutige Unterschiede in der Kristallinitat konnen daraus nicht
abgeleitet werden. Dies wiirde sich in einer veranderten Halbwertsbreite der einzelnen
Peaks deutlich machen. Diese scheinen in den hier enthaltenen Spektren jedoch gleich zu
sein.

Weiterhin wurden die Morphologie der Kristalle iiber Transmissionselektronen-Mikroskopie
untersucht. Hierbei konnten pléattchenartige Kristalle gefunden werden, die bereits fiir Hy-
droxylapatit beschrieben worden sind.™ 8112 Gungormus et al. konnten plittchenférmige
Kristalle wihrend der Nukleation von Hydroxylapatit in Gegenwart des Peptides HABP1
sowie des full length Amelogenins und der Peptide ADP7 und ADP5 nachweisen.4 112 Dies
wurde ebenfalls von Tsuji et al. bei der Untersuchung unterschiedlicher Peptide, die ausge-
hend von dem Dentin Matrix Protein 1 entworfen wurden, beschrieben.”™ Beide Forscher-
gruppen beobachteten die Zusammenlagerung der Kristalle zu sphéarischen Gebilden, wenn
kein Peptid in der Losung vorhanden war. Dies konnte in dieser Arbeit bestatigt werden.
In Abwesenheit von Proteinen lagerten sich diese Kristalle zu sphérischen Gebilden zu-
sammen, wohingegen in Gegenwart von Proteinen feinere, netzartige Strukturen gefunden
wurden (vergleiche Abbildung 3.9 & 3.11). Die Analyse tiber Rasterelektronenmikroskopie
zeigte ebenfalls fiir das Prézipitat, das wahrend der Nukleation in artifiziellem Speichel in
Anwesenheit des Hydrophobinkonstruktes BioMin 145 (40aaYaaD-P;;-4-DewA) gebildet
worden war, eine netzartige Struktur, wohingegen in Abwesenheit von Proteinen kugelfor-
mige Préazipitate erhalten wurden (personliche Mitteilung Thorsten Henkes, Universitét
Stuttgart).

In dieser Arbeit wurde in allen untersuchten Fallen lediglich Hydroxylapatit als gebil-
dete Phase identifiziert. In der Literatur wird jedoch fir Hydroxylapatit die Nukleation
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iiber amorphe Zwischenstufen postuliert.® ™ Dies konnte in dieser Arbeit nicht nachge-
wiesen werden. Allerdings ist festzuhalten, dass sowohl fir die Pulverdiffraktometrie als
auch die Analyse tiber Transmissionselektronen-Mikroskopie der Niederschlag nach 4h
untersucht wurde. Um moglich amorphe Zwischenstufen nachzuweisen, wére die Analyse
des gebildeten Prazipitates zu einem fritheren Zeitpunkt interessant gewesen. Wie in den
Nukleationsverlaufen in artifiziellem Speichel (Diagramm 3.11) deutlich ist, féllt die Kon-
zentration an ¢(Ca?") innerhalb der ersten Stunde von 1,5 mM auf etwa 1,0 mM. Dies ist

eventuell auf die Bildung von amorphen Precursors zuriickzufiihren.

4.4.2 Nukleation mit Fluorid

Fluorid konnte als potenter Remineralisierungsagent identifiziert werden.?*®® Auch in die-
ser Arbeit wurde der Einfluss von Fluorid auf die Nukleation untersucht (siehe 3.1.2.3).
Hierfiir wurde die Nukleation in artifiziellem Speichel in Gegenwart von 250 ppm Fluo-
rid untersucht. Die Wirkung von Fluorid ist stark Konzentrations- und pH-abhéngig. Bei
geringer Konzentration wird die Bildung des stabilen Fluorapatit postuliert. Fan et al. be-
obachteten die Bildung von fluoriertem Hydroxylapatit in Anwesenheit von Amelogenin
und 1 mg/mL Fluorid bei einem pH von 7,6.117 Abhéngig von der Konzentration und
des pH Wertes ist jedoch die Bildung von CaF, wahrscheinlicher. Vor allem in niedri-
gen pH Bereichen ist die Bildung von CaF, thermodynamisch geférdert.!® 119 Weiter-
hin konnte ein Drei-Phasen-System aus CaF,, Ca(OH), und Fluorapatit nachgewiesen
werden.!'® 129 Gerth et al. untersuchten 2007 den Wirkmechanismus von Fluorid in Be-
zug auf die Zahnoberfliche. Als Fluoridquelle wurde Elmex® verwendet. Dieses enthélt
1% Olaflur (N’- octadecyltrimethylendiamine-N,N,N’-tris(2-ethanol)-dihydrofluorid) und
Dectaflur (9-octadecenylaminehydrofluorid). Menschlicher Zahnschmelz wurde in vitro fiir
1-2 min mit Elmex® bei 20 °C behandelt und anschliefend iiber Rontgen-Photoelektronen-
spektroskopie analysiert. Dabei konnte ein System aus CaF, an der auleren Zahnoberfla-
che und einer Schicht Fluorapatit direkt am Zahnschmelz nachgewiesen werden. Zwischen
diesen Bestandteilen wurde eine diinne Schicht Ca(OH), detektiert. Als Wirkmechanismus
postulierten die Forscher anhand dieser Ergebnisse zu Beginn die Bildung einer Schicht
CaF, auf dem Zahnschmelz. Diese Schicht reagiert anschlieBend mit dem Hydroxylapatit
der Zahnoberfldche zu Fluorapatit und Ca(OH),.!*® Dieser Bildungsmechanismus wurde
bereits 1937 von Maclntire et al. postuliert und 2010 von Miiller et al. bestétigt, wobei
in dieser Studie CaF, als Hauptkomponente identifiziert wurde, wahrend Fluorapatit und

Ca(OH), nur in geringer Konzentration nachgewiesen werden konnte.!'?%:12!
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4.5 Protein Engineering

Von den 24 untersuchten Proteinen zeigten nur zwei sowohl bindende als auch nukleieren-
de Eigenschaften (siehe 3.1.3). BioMin 144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145
(40aaYaaD-P;;-4-DewA) besitzen das Hydrophobin DewA, das zu den Bindeeigenschaf-
ten der beiden Konstrukte beitrdagt. Die Nukleationsfahigkeit beruht in beiden Fallen auf
dem eingefithrten Peptid. Kiirzlich wurde ein dhnliches Konstrukt aus dem Hydrophobin
HFB II und Polyglutamat fiir die Mineralisierung von CaCO, beschrieben.!?2

Auf Basis der Aminosiduresequenz dieser Peptide wurden Alaninvarianten erstellt, um den
Einfluss der verschiedenen Aminoséuren auf die Nukleation zu untersuchen (siehe 3.2).
CPL12 besitzt die Aminosduresequenz Q P Y HP T I P Q S V H und wurde iiber
Phage Display gegen Hydroxylapatitkristalle identifiziert. Ein Sequenzvergleich zeigt eine
hohe Homologie gegeniiber Kollagenfasern des Typs 1 sowie Amelogenin bzw. Statherin
(Abbildung 4.2).%6

BioMin 144 40aaYaaD M|GKIIKI 'Q P EF P [N P QEIVIHE DewA

CPL12 eQPMEPEIP BV H
Kollagen Typ | Gr@cr@cr@cr@
Kollagen o | MrEQePEIVAQKIN W
Amelogenin arPlarPePMaroHl

Statherin GrMaorPNPEePLM

Abbildung 4.2: Aminosduresequenz des Peptids CPL12 sowie Aminosédurebereiche, die eine
hohe Homologie zu CPL12 aufweisen, aus Kollagen Typ I, Amelogenin und
Statherin.®0 Fiir BioMin 144 sind zusitzlich die vier Aminosiuren (MGKK)
des Spacers aufgefiihrt.

Der Einfluss der positiv geladenen Aminosauren wurde anhand von BioMin 144 bewertet.
Hierfiir wurden vier Alaninvarianten (K47A, H52A, KK47/48AA und KK47/48 /H52AAA)
erstellt. Die Bewertung dieser Mutanten beziiglich ihrer Bindeeigenschaften hat gezeigt,
dass die Lysinreste K47 bzw. K48, die als Spacer zwischen YaaD und dem Peptid CPL12
dienen, einen bedeutenden Einfluss auf die Bindefdhigkeit an Hydroxylapatit besitzen.
Substitution dieser Aminosiduren durch Alanin fithrte fir die Mutante 144 K47A zu ei-
ner Verringerung in der Bindung auf 21 (£2)%, fir die Doppelmutante 144 KK47/48AA
auf 17 (£4)% in Mundwasser B verglichen mit dem Wildtyp (37 (£3)%). 1992 wurde
bereits von Fernandez et al. eine deutliche Adsorption an Hydroxylapatit fiir Polylysin

beschrieben.?? Die Bedeutung von Lysinresten fiir die Bindung an Hydroxylapatit wurde
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anhand von Statherin und Statherinpeptiden bereits iiber Festkorper-NMR-Messungen
nachgewiesen.? Verglichen mit den Lysinresten K47 und K48 zeigte das Histidin an Po-
sition 52 mit einer Bindung von 30 (£4)% nur einen geringen Einfluss auf die Bindung an
Hydroxylapatit. Beziiglich der Nukleationseigenschaften allerdings fithrte die Substituti-
on des Histidin 52 durch Alanin zu einer deutlich verlangsamten Nukleation verglichen
mit dem Wildtyp-Konstrukt BioMin 144 (Diagramm 3.2.1.3). Bei zusitzlichem Austausch
der Lysinreste K47 bzw. K48 in der Tripelmutante 144 KK47/48/H52AAA wird dieser
Effekt weiter verstarkt. Fiir die Nukleation spielt das Histidin an Position 52 demnach
eine entscheidende Rolle. Diese Ergebnisse decken sich mit Experimenten von Chung et
al. Durch Substitution in CPL12 von H4 und H12 durch Alanin wurde fiir das Peptid
nach Immobilisierung keine Nukleation innerhalb von 2 h detektiert. Normalerweise zeig-
te CPL12 in diesen Versuchen eine deutliche Mineralbildung innerhalb von 2 h.®¢ Fiir die
Nukleation von grofler Bedeutung sind auflerdem die Proline P2, P5 und P8. Alaninsubsi-
tutionen fithrten auch an diesen Positionen zu keine Nukleation innerhalb von 2h.8¢ Diese

Ergebnisse wurden ebenfalls fiir das Konstrukt BioMin 144 bestitigt.!?*

Als zweites Targetprotein fiir die Untersuchung durch Mutagenese wurde BioMin 145
gewihlt. Dieses enthélt das Peptid P1;-4 (QQRFEWEFEQQ).™ Innerhalb der Peptidse-
quenz wurde zu Beginn ein Alaninscan durchgefithrt. Dabei zeigten vor allem die Substi-
tutionen an den negativ geladenen Glutamatresten an den Positionen E53, E55 und E57
einen Einfluss auf die Nukleationseigenschaften des Konstruktes. Es konnte eine deutli-
che Verzogerung in der Nukleation detektiert werden, wenn mehr als ein Glutamat durch
Alanin ersetzt worden war. Dass negativ geladene Aminosiuren eine bedeutende Rolle fiir
das Nukleationsvermogen verschiedener Proteine gegeniiber Hydroxylapatit besitzen, ist

7,35,38, 113,115,125, 126 G wyrde fiir das stark negativ geladenene Bone Sialo-

weithin bekannt.
protein 1993 von Hunter et al. eine stark beschleunigende Wirkung auf die Nukleation von
Hydroxylapatit beobachtet.?® Dabei wird das Nukleationsverhalten zwei Polyglutamat-
Doménen im N-terminalen Bereich des Proteins zugeschrieben.!?5:127:128 Gajjeraman et
al. identifizierten den C-terminalen Bereich des Dentin Matrix Proteins 1 (DMP1) als
ausschlaggebend fiir die Nukleation von Hydroxylapatit. In Nukleationsversuchen zeigte
der N-terminale Bereich (Aminoséduren 1-334) eine stabilisierende Wirkung, wohingegen
fiir den C-terminalen Bereich (334-489), der zahlreiche Glutamat- und Serinreste enthélt,
eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation von Hydroxylapatit.!?® In weiteren Un-
tersuchungen konnten He et al. fiir die Cluster pA (ESQES, 386-390) und pB (QESQSE-
QDS, 414-422) innerhalb der C-terminalen Doméne von DMP1 eine Nukleationsaktivitat
nachweisen. In Kombination zeigten diese Cluster eine beschleunigende Nukleation, wohin-
gegen die einzelnen Cluster keine Mineralbildung induzierten.” Glutamat- und Aspartat-

reiche Cluster in Osteonectin konnten als Bindungsstelle fiir Hydroxylapatit identifiziert
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werden. 2% 139 Durch elektrostatische Wechselwirkungen kénnen mittels negativ geladener
Aminosiduren Ca?*-Ionen aus der Losung rekrutiert werden, was eine lokale Ubersittigung
zur Folge hat. Auch in anderen Ca?*-bindenden Proteinen spielen saure Aminoséuren ei-
ne wichtige Rolle. Ca?* ist eines der wichtigsten Metalle in biologischen Systemen und
wechselwirkt mit einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine, dabei zeigen sich jedoch nur
wenige Unterschiede in der Ca?*-Bindestelle. Das hiufigste Bindemotiv ist die EF-Hand.
Dieses Bindemotiv wurde 1973 von Krestinger beschrieben fiir Parvalbumin und besteht
aus einer Helix-Loop-Helix-Struktur.!3! Die Bindung des Ca?"-Ions findet iiber sechs der
zwolf Aminosduren des Loops statt (Abbildung 4.3a). Die Koordination erfolgt hierbei
iiber Carbonylsauerstoffatome von Peptidbindungen und Carboxylgruppen saurer Ami-
noséuren in einer pentagonal bipyramidalen Anordnung (CN=7). Die Koordination wird
héufig durch ein Wassermolekiil vervollstandigt (Abbildung 4.3b).

(a) (b)

Abbildung 4.3: (a) Die Helix-Loop-Helix-Struktur aus Calmodulin (CaM). Die Bindung des
Ca?*-Tons (gelb) erfolgt iiber die Aminosiuren des Loops. (b) Koordination
des Ca?*-Ions (gelb) in CaM in einer pentagonalen bipyramidalen Anordnung
(durchgezogene Linien). Die NH-Gruppen der Peptidbindungen sind schwarz,
Sauerstoffatome rot und das koordinierende Wassermolekiil blau markiert.'3?

Tabelle 4.2 zeigt die Aminosdureverteilung an den einzelnen Positionen der EF-Hand. Auf-
fillig ist auch hier, die hohe Anzahl an negativ geladenen Aminosauren. An den Positionen,
die fiir die Ca?"-Koordination zusténdig sind, befinden sich hauptsichlich Aspartat- und

Glutamatreste.
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Tabelle 4.2: Aminosdureverteilung (in %) innerhalb der Sequenz des EF-Hand-Loops. Fiir
Aminosiuren, die an der Ca?*-Koordination beteiligt sind, sind die Position (X,
Y, Z, -X, -Y, -Z) und die Art der Koordination (iiber die Seitenreste (sc) oder
iiber die Peptidbindung (bb)) angegeben.!3?

EF-Loop-Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
X Y Z -Y X Z

Koordinierender Ligand
sc sc sc bb sc sc

Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr Ile Asp Phe Glu Glu
am haufigsten auftretend

100% 29% 6% 56% 52% 96% 23% 68% 32% 23% 29% 92%

. Ala  Asn  Lys Ser Phe  Val Ser Tyr Asp Asp
auch haufig vorkommend
Gln Arg  Asn Lys Leu Thr Ala Lys
Thr Asn Gln Glu Thr Ala
Val Tyr Asn  Leu Pro
Ile Glu Gly Glu Asn
Glu Arg Gln  Lys
Arg

Die Bedeutung der negativ geladenen Aminosauren wurde weiterhin durch die Deletions-
mutanten bestatigt. Die Deletion der Glutamatreste fithrte zu einer verzogerten Nuklea-
tion. Die Glutaminreste, die sich an N- und C-Terminus von P;;-4 befinden, fordern die
Hydrogelbildung.”®133 Sie spielen fiir die Nukleation ein untergeordnete Rolle. Dies wurde
sowohl durch die Analyse der Alaninmutante 145 QQ49/50AA als auch durch die Deleti-
onsmutanten (145 A6, 145 A7) gezeigt. Die Stabilisierung des Peptides wird durch das
Hydrophobin DewA gewahrleistet und die Ausbildung eines Hydrogels ist daher nicht er-
forderlich. Daher fiihrte die Deletion der Aminoséduren Q49, Q50, Q58 und Q59 zu keiner
Verschlechterung der Nukleationsaktivitdt. Ebenso konnten die aromatischen Aminosau-
ren Phenylalanin (F52, F56) und Tryptophan (W54) durch das nicht aromatische Alanin
substituiert werden, ohne eine signifikante Verschlechterung der Nukleationseigenschaften
zu beobachten. Wie die Glutaminreste, tragen die aromatischen Aminosauren in P-4 zur
Hydrogelbildung bei, in diesem Fall iiber 7t — 7-Stapelkrifte.” Durch Analyse der Dele-
tionsmutanten konnte innerhalb des Fusionskonstruktes aus der verkiirzten Variante des
YaaD und dem Hydrophobin DewA die Kernsequenz F E W E F E als ausschlaggebend
fur die Nukleationseigenschaften identifiziert werden (145 AS).
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Auf Basis der verkurzten Variante 145 A8 (40aaYaaD-FEWEFE-DewA) wurde eine klei-
ne fokussierte Bibliothek erstellt. Da die Untersuchungen der Alanin- und Deletionsmu-
tanten bereits den Einfluss der negativ geladenen Glutamatreste demonstriert haben,
wurden an den Positionen E50, E52 und E54 lediglich Substitutionen durch das ungela-
dene Homolog Glutamin und das kleinere Aspartat durchgefiihrt. Wie erwartet zeigten
Substitutionen durch Glutamin eine Verringerung in der Binde- als auch der Nukleations-
aktivitdt. Dies bestétigt erneut die essentielle Rolle der negativ geladenen Aminoséduren
in Bezug auf die Bindung als auch die Nukleation von Hydroxylapatit. Die Substitution
durch Aspartat hingegen fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der Bindeeigenschaften
(Diagramm 3.22). Durch gleichzeitigen Austausch der Glutamatreste E50, E52 und E54
gegen Aspartat in der 145_ Mutante EEE50/52/54DDD konnte die Bindung von 30 (£1)%
auf 41 (+4)% in Mundwasser B gesteigert werden. Bereits durch die Bindung der einzel-
nen Aminosduren sowie von Polyaspartat und Polyglutamat konnte eine hohere Affinitat
gegeniiber Hydroxylapatit fiir Aspartat nachgewiesen werden.'®® Auch im Vergleich der
Peptide DSS, und ESS, konnten Yarbrough et al. geringere Bindungsaffinitaten gegentiber
Hydroxylapatit fiir das Glutamathaltige Peptid feststellen.®> Ebenso ist Aspartat in der
Calcium-bindenden EF-Hand héufiger als Glutamat vertreten (Tabelle 4.2). Dies wird auf

t.132 In Bezug

die weniger sterische Beanspruchung des kleineren Aspartates zuriickgefiithr
auf die Nukleationsaktivitit konnte in dieser Arbeit durch den Austausch von Glutamat
zu Aspartat eine Beschleunigung erzielt werden. Dies steht jedoch im Widerspruch zur
Literatur. Fiir Polyaspartat wird eine stark inhibierende Wirkung postuliert.!28130:134 Gy
ping et al. konnten einen stabilisierenden Effekt von freiem Aspartat auf die Nukleation
von Hydroxylapatit nachweisen. Als Mechansimus der Inhibierung wurde die Bindung der
freien Asparaginsaure an die (1010) Flache und somit die Hemmung des Kristallwachs-
tums postuliert. Dabei wurde mit steigender Konzentration an Aspartat eine zunehmende
Stabilisierung nachgewiesen.!3* Allerdings waren die eingesetzten Konzentrationen an As-
partat mit 2 - 10 mM deutlich tiber den in dieser Arbeit verwendeten Konzentration. In
dieser Arbeit wurden Proteinkonzentrationen von 25 uM verwendet, was bezogen auf As-
partat einer Konzentration von 75 uM entspricht, also deutlich unter 2 mM. Desweiteren
wurden in den Versuchen von Su-ping et al. freie Asparaginsdure verwendet, die demnach
zwei freie Carboxylgruppen fiir die Chelatisierung der Ca?*-Ionen und die Bindung an
die Hydroxylapatitkristalle besitzt. Fujisawa et al. untersuchten das Nukleationsvermo-
gen von Glug und Aspg in einem Gelsystem. Dabei wurde fiir Glug eine beschleunigende,
fiir Aspg eine inhibierende Wirkung auf die Nukleation von Hydroxylapatit beobachtet.!3
Allerdings ist fiir viele Proteine bekannt, dass sie in wvitro sowohl inhibierende als auch
beschleunigende Effekte auf die Nukleation von Hydroxylapatit zeigen, abhéngig von den

experimentellen Konditionen. So konnte fiir den Austausch einer Polyglutamatdomaéne im
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4 Diskussion

Bonesialoprotein durch eine entsprechende Anzahl an Aspartatresten kein Unterschied in
der Nukleationsaktivitit detektiert werden.'?® In der Natur finden sich weiterhin zahlrei-
che Aspartatreiche Proteine, die die Nukelation von Hydroxylapatit fordern, wie z.B das
Dentinphosphoprotein.23:26: 135

An den Positionen F49, W51 und F53 wurde weiterhin der Einfluss anderer Funktionalité-
ten bewertet. Hierfiir wurden als positiv geladene Aminosduren Arginin und Histidin und
als hydroxylierte Aminosauren Serin bzw. Tyrosin eingefithrt. Neben den unterschiedli-
chen funktionellen Gruppen wurde aulerdem der Einfluss von Aminoséduren, die aroma-
tische bzw. nicht-aromatische Seitenketten aufweisen, untersucht. Als nicht-aromatische,
nicht polare Aminoséaure wurde zudem Valin eingesetzt. Bei Untersuchung der Bindeeigen-
schaften zeigte sich lediglich fiir die Mutante F49R eine leichte Verbesserung gegeniiber
dem Wildtyp. Dies deckt sich mit den Alaninsubstitutionen auf Basis von BioMin 144
(40aaYaaD-CPL12-DewA). Auch dort zeigten Substitutionen an den positiv geladenen
Lysinresten den grofiten Einfluss auf die Bindeeigenschaften des Konstruktes. Fiir Stathe-
rin wurden die sauren Aminosduren am N-Terminus des Proteins als ausschlaggebend fiir
die Bindung an Hydroxylapatit nachgewiesen. Es wurden jedoch auch Studien durchge-
fithrt, die sich mit der Rolle der basischen Aminoséduren Lysin und Arginin in Statherin
befassen. Uber Festkorper-NMR-Messungen konnte von Ndao et al. zumindest eine grofie
Nihe fiir die Argininreste R9 und R10 an die Hydroxylapatitoberfliche nachweisen.”? Die
Einfithrung einer positiven Ladung durch Histidin hingegen lieferte keine Verbesserung.
Auch dies entspricht den Ergebnissen der Alaninmutanten auf Basis von BioMin 144.
Die Einfiihrung von hydroxylierten Aminoséuren (Serin/Tyrosin) sowie des ungeladenen
Valins zeigten ebenfalls keinen Einfluss auf die Bindung. In Hinblick auf die Nukleations-
eigenschaften konnte durch den Austausch an den Positionen F49, W51 und F53 durch
Serin und Arginin eine Beschleunigung erzielt werden.

Basierend auf den Erkenntnissen der fokussierten Bibliothek wurden Mutationen, die sich
beschleunigend auf die Nukleation auswirkten, in drei Mutanten kombiniert. Durch Kom-
bination dieser Mutanten konnte die Nukleationsfahigkeit noch etwas gesteigert werden.
Im Fall der Mutante BioMin 145 MME RRR konnte weiterhin die Bindeeigenschaft
weiter erhéht werden. Bei Betrachtung der Sequenz (RD)j lisst sich eine gewisse Ahn-
lichkeit mit dem Peptid RADA16 (RADARADARADA) feststellen. Dieses Peptid wurde
entworfen um Hydrogele auszubilden. Es findet bereits in verschiedenen Bereichen der
regenerativen Medizin Anwendung.'3® Dabei dient es jedoch eher als Target oder Stabili-
sator und erleichtert die Zelladhésion an Implantate. Weiterhin konnte fiir dieses Peptid
eine beschleunigende Wirkung auf die Nukleation in artifiziellem Speichel nachgeweisen
werden (personliche Mitteilung Thorsten Henkes, Universitét Stuttgart).

Die Kombination der auf die Nukleation beschleunigend wirkenden Mutationen fiihrte
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4 Diskussion

auBerdem zu dem Konstrukt BioMin 145 MME_SSS (40aaYaaD-SDSDSD-DewA). Als
hartes Metallion erfolgt die Koordination von Ca** {iber harte Liganden, bevorzugt Sau-
erstoffatome.'3? Die zusétzliche Einfiihrung der Hydroxylgruppen durch die Serinreste in
der Mutante BioMin 145 MME SSS fiithrt daher vermutlich zu einer starkeren Koordi-
nation der Ca?*-Ionen und damit zu einer hoheren lokalen Ubersittigung. Dies wiirde
die beschleunigte Nukleation erklaren. Bei Betrachtung der Aminosduresequenz ist die
Analogie zu dem predominanten Motiv DSS aus dem Dentinphosphoprotein offensicht-
lich. Das Dentinphosphoprotein gehort zu den nicht-kollagenen Matrixproteinen wahrend
der Dentinogenese. Dabei ist es sowohl in der Ablagerung der ersten Hydroxylapatitkris-
talle aber auch an der Kontolle iiber die Kristallform beteiligt.® 2527 Diese Eigenschaften
werden auf das Motiv D-S-S zuriickgefiihrt. Vor allem der C-terminale Bereich des Dentin-
phosphoproteins weist eine hohe Anzahl an Wiederholungen dieses Aminosauretripletts
auf. In einem geringeren Ausmafl kénnen auch Wiederholungen des Motivs DS gefunden
werden.?® Zwar befinden sich alle Serinreste in diesem Fall in einem phosphorylierten Zu-
stand, jedoch konnte auch fiir die unphosphorylierten Varianten eine starke Bindung als
auch Nukleationsfahigkeit nachgewiesen werden. Ebenso konnten Yarbrough et al. einen
mineralisierenden Effekt des unphosphorylierten Peptides (DSS)g nach Immobilisierung
nachweisen. Wie bereits mehrfach diskutiert, scheint auch in diesem Fall das Hydropho-
bin das eingebaute Peptid zu stabilisieren. Das Peptid (DSS)g (BioMin 78) zeigte keinen
Einfluss auf die Nukleation. Ebenso wird lediglich fiir immobilisierte Peptide des Motives
(DSS),, eine mineralisierende Wirkung beschrieben, nicht aber fiir die freien Peptide in

der Losung.3 36

Interessanterweise wurde das urspriingliche Peptid P;;-4 entworfen um die strukturge-
benden Eigenschaften der extrazelluliren Matrix zu imitieren und so die Nukleation von
Hydroxylapatit zu fordern. Durch Fusion an das Hydrophobin DewA und einen semi-
rationalen Ansatz wurde die Aminosduresequenz des Peptids Pq;-4 schrittweise in eine
von der Natur vorgegebene Sequenz zuriickgefiihrt. Dadurch konnte die Nukleationsfa-
higkeit des Konstruktes weiter gesteigert werden, ohne die Fahigkeit zur Bildung von
Hydroxylapatit zu verlieren. Die dabei enthaltene Sequenz ahnelt stark dem Motiv DSS
aus dem Dentinphosphoprotein, einem Protein aus der extrazelluliren Matrix wahrend

der Dentinogenese.
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4.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein System zur Bewertung unterschiedlicher Proteine beziiglich
ihrer Binde- und Nukleationseigenschaften gegeniiber Hydroxylapatit erarbeitet. Fiir die
Anwendung in Mundpflegeprodukten wére die Weiterentwicklung der verwendeten Assays
vor allem in Bezug auf die Mineralisierung sinnvoll. Dabei konnten die unterschiedlichen
Kandidaten direkt auf ihre remineralisierende Wirkung getestet werden.

Wie bereits unter 4.4.1 angesprochen, wére die Charakterisierung der entstandenen Pra-
zipitate zu unterschiedlichen Zeitpunkten interessant. Auf diese Weise konnte geklart wer-
den iiber welche Zwischenstufen die Nukleation von Hydroxylapatit in diesen Versuchen
verlauft.

Da bereits der Einbau der Sequenz SDSDSD in das Fusionskonstrukt 40aaYaaD-DewA
zu einer beschleunigten Nukleation gefiihrt hat, kénnte der Einbau des Motivs (DSS),
zu einer weiteren Steigerung in den Nukleationsfahigkeiten fithren. Interessant wéare auch
die Aufklirung der Kristallstruktur dieser Mutanten. Uber Festkorper-NMR kénnten au-
Berdem detaillierte Aussagen tiber die fir die Bindung verantwortlichen Aminoséduren
getroffen werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stabilisierung von Peptiden einen wich-
tigen Einfluss auf das Nukleationsverhalten hat. Dies konnte in den Konstrukten BioMin
144 und BioMin 145 durch das Hydrophobin DewA gewéhrleistet werden. Weiterhin ist
DewA fiir die Bindung an Hydroxylapatit verantwortlich. Interessant wéare nun, ob auf
diese Weise auch andere Materialien hergestellt werden kénnten. Durch Einbau entspre-

chender Peptide konnte so eventuell die Synthese unterschiedlicher Materialien gelingen.
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5 Zusammenfassung

Calciumphosphatmineralisation ist von groffem Interesse in der Zahnpflege. Dabei stellt
die Verwendung von Proteinen und Peptiden in biomimetischen Ansétzen einen vielver-
sprechenden Weg dar, um die erodierte Zahnoberfliche zu behandeln.

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von Proteinen, die spéater in Mundpflegepro-
dukten Anwendung finden kénnen. Hierfiir wurden 24 unterschiedliche Proteine beziiglich
ihrer Bindeeigenschaften und ihrer Nukleationsaktivitat gegeniiber Hydroxylapatit bewer-
tet. Die Untersuchung der Bindeeigenschaften erfolgte, nach Fluoreszenzmarkierung der
Proteine, iiber Messung der Fluoreszenzintensitaten und iiber Fluoreszenzmikroskopie.
Die Bindeversuche wurden zum einen in HBST-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM HEPES
pH 7.5, 0,1% Tween 20) und fiir relevantere Versuchsbedingungen in den beiden 50%
igen Mundwasserformulierungen A und B durchgefiihrt. Fiir alle 24 Proteine, aufler der
Negativkontrolle, konnte eine gute Bindefédhigkeit in HBST-Puffer nachgewiesen werden.
Interessanterweise zeigten lediglich fiinf Proteine eine gute Bindefdhigkeit in den Mund-
wasserformulierungen mit mehr als 10% gebundenem Protein (BioMin 60, BioMin 93,
BioMin 115, BioMin 144 und BioMin 145). Fiir Proteine, die eine Bindeaktivitit gegen-
iiber Hydroxylapatit in den Mundwasserformulierungen gezeigt hatten, wurde zusétzlich
das Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte untersucht. Dabei konnte in der Mund-
wasserformulierung B lediglich eine Bindung an Dentin, nicht jedoch an den Zahnschmelz
beobachtet werden.

Neben den Bindeeigenschaften wurden die 24 Proteine beziiglich ihrer Nukleationsakti-
vitdt gegeniiber Hydroxylapatit bewertet. Hierfir wurden zwei Assays aus der Literatur
angepasst. Die Mineralbildung wurde zum einen durch Messung der Absorption bei 820
nm bewertet. Zum anderen wurde der Verbrauch an Ca?*-Ionen aus der Losung ver-
folgt. Fur die Nukleation wurde eine Versuchsreihe in einer gepufferten Salzlosung (3,0
mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.5) durchgefiihrt
und fir realitatsnahere Konditionen eine zweite in artifiziellem Speichel. Dabei zeigte der
Grofiteil der Proteine einen Nukleationsverlauf wie die Kontrolle ohne Protein. Es wurden
allerdings auch Proteine identifiziert, die eine stabilisierende Wirkung auf die Nukleation
ausiibten, und es wurden fiinf Proteine identifiziert, die eine beschleunigende Wirkung auf
die Nukleation in artifiziellem Speichel zeigten (BioMin 4-3, BioMin 11-2, BioMin 77-5,
BioMin 144 und BioMin 145).
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5 Zusammenfassung

Der wahrend der Nukleation gebildete Niederschlag konnte tiber Pulverdiffraktometrie als
Hydroxylapatit identifiziert werden. Die Analyse tiber Transmissionselektronen-Mikroskopie
zeigte plattchenformige Kristalle, die typisch fir Hydroxylapatit sind.

In dieser Arbeit konnten Proteine identifiziert werden, die eine gute Bindung an Hydro-
xylapatit in den Mundwasserformulierungen zeigten, jedoch keine Beschleunigung in der
Nukleation bewirkten. Auf der anderen Seite wurden auch solche Proteine gefunden, die
einen beschleunigenden Effekt auf die Nukleation hatten, allerdings keine Bindeaktivitat
in den Mundwasserformulierungen aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen, dass aufgrund der
Bindeeigenschaften keine Riickschliisse auf die Nukleationsaktivitat der einzelnen Protei-
ne geschlossen werden konnen.

Von allen untersuchten Proteinen, zeigten nur die zwei Hydrophobinkonstrukte BioMin
144 (40aaYaaD-CPL12-DewA) und BioMin 145 (40aaYaaD-P;;-4-DewA ) sowohl bindende
Eigenschaften in den Mundwasserformulierungen als auch eine beschleunigte Nukleation in
artifiziellem Speichel. Beide Konstrukte besitzen dasselbe Grundgeriist aus einer verkiirz-
ten Form der Synthase YaaD, einem Hydroxylapatit-bindenden Peptid und dem Hydro-
phobin DewA am C-Terminus. Das Konstrukt BioMin 145 wurde fiir weitere detaillierte
Untersuchungen durch ortsgerichtete Mutagenese gewéahlt. Da die Nukleationsaktivitét
des Konstruktes auf die Sequenz des eingefithrten Peptides (P-4, QQRFEWEFEQQ)
zuriickgefithrt werden kann, wurden anhand dieser Sequenz Alanin- und Deletionsmutan-
ten erstellt, um fir die Nukleation essentielle Aminosauren zu identifizieren. Die Analyse
der Alanin- und Deletionsmutanten verdeutlichte die wichtige Rolle der Glutamatreste
fir die Nukleationsaktivitat von BioMin 145. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Deletionsvariante 145 A8 (40aaYaaD-FEWEFE-DewA ), die nur noch sechs der urspriing-
lichen elf Aminosduren enthalt, ein wildtyp-ahnliches Nukleationsverhalten besitzt. Auf
Basis dieser Deletionsvariante wurde eine fokussierte Bibliothek erstellt. Die Analyse der
erstellten Mutanten demonstrierte, dass nicht-aromatische, hydroxylierte (S) und geladene
(R/D) Aminosauren einen positiven Effekt auf die Bindung und die Nukleation von Hydro-
xylapatit besitzen. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden die drei Kombinationsmu-
tanten BioMin 145 MME_SSS (40aaYaaD-SDSDSD-DewA), BioMin 145 MME_ SRS
(40aaYaaD-SDRDSD-DewA) und BioMin 145 MME_RRR (40aaYaaD-RDRDRD-DewA)
erstellt. Mit diesen Mutanten konnte das Konstrukt BioMin 145 beziiglich einer beschleu-
nigten Nukleation noch weiter optimiert werden. Besonders in Hinblick auf die Sequenz
der Mutante 145 MME__SSS ist die Analogie zu einem aus der Natur bekannten Motiv zu
erkennen. Interessanterweise wurde das urspriingliche Peptid P;-4 rational entworfen um
die extrazellulare Matrix zu imitieren. In dieser Arbeit konnte diese Sequenz, innerhalb
eines Fusionsproteins (BioMin 145), schrittweise in ein biologisch aktives Motiv (SD) aus
der Natur zuriickgefithrt werden. Die erhaltene Sequenz ahnelt stark dem aktiven Mo-
tiv des Dentinphosphoproteins, einem Protein der extrazelluliren Matrix wahrend der

Dentinogenese.
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Summary

Calcium phosphate mineralization is of particular interest in dental repair. Thereby, a
biomimetic approach using proteins or peptides seems to be a highly promising way to
reconstruct eroded teeth.

The aim of this work was to identify proteins that can be applied in oral care products.
Therefore a panel of 24 different proteins was screened for their binding and nucleating
abilities towards hydroxyapatite. Binding abilities were determined after fluorescence la-
beling of the proteins by measurments of the fluorescence intensity and by fluorescence
microscopy. Binding assays were performed in HBST buffer (150 mM NaCl, 50 mM HE-
PES pH 7.5, 0.1 % Tween 20) and for more relevant conditions in the two 50 % mouthwash
formulations A and B. For all 24 proteins, except the negative control, good binding abili-
tes were detected in the HBST buffer. Interestingly, only five proteins maintained their
binding activities in the mouthwash formulations and showed good binding with more
than 10 % bound protein (BioMin 60, BioMin 93, BioMin 115, BioMin 144 and BioMin
145). Proteins that maintained binding in the mouthwash formulations were also tested
for their binding behavior to human tooth slices. In the mouthwash formulation B only
binding towards dentin, not to enamel was observed.

Beside their binding activities, the 24 proteins were investigated for their nucleation ac-
tivity. Therefore two assays were adapted from the literature. Mineral formation was
followed by absorbance measurments at 820 nm. In addition, the consumption of Ca?*
ions in the solution was detected. Nucleation was performed in a buffered salt solution and
for more realistic conditions in artificial saliva. Most of the investigated proteins showed
a nucleation behavior similiar to the control without protein. But there were also pro-
teins identified that showed a stabilizing effect on the nucleation and five proteins were
found, that exhibit an increased nucleation in artificial saliva (BioMin 4-3, BioMin 11-2,
BioMin 77-5, BioMin 144 and BioMin 145). The formed precipitate during nucleation was
identified as hydroxyapatite by X-ray powder diffraction. TEM analysis showed plate-like
crystals, that are typical for hydroxyapatite.

In this work proteins were identified that showed a good binding to hydroxyapatite in

the mouthwash formulations, but had no increasing effect on the nucleation. In addition
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there were also proteins that exhibited an enhanced nucleation, but did not show bin-
ding actitvities in the mouthwash formulations. These results demonstrate that a strong
binding affinity to hydroxyapatite is not necessarily an indication of its nucleation activity.
Out of the 24 tested proteins only two hydrophobin fusion proteins BioMin 144 (40aaYaaD-
CPL12-DewA) and BioMin 145 (40aaYaaD-Py;-4-DewA) show binding abilities to hy-
droxyapatite in the mouthwash formulations and an increased nucleation in artificial
saliva. Both constructs share the same core structure based on a truncated version of
the synthase YaaD, a hydroxyapatite binding peptide and the hydrophobin DewA at
the C-terminus. The construct BioMin 145 was chosen for further detailed investigati-
ons by site-directed mutagenesis. Because the nucleation activity of the construct can
be attributed to the inserted peptide sequence (P11-4, QQRFEWEFEQQ), alanine and
deletion variants were created based on this sequence to identify crucial amino acids for
the nucleation activity. Investigation of the alanine mutations and the deletion variants
clearly demonstrated the importance of the glutamate residues for the nucleation activity
of BioMin 145. It has been also found that the truncated variant 145 A8 (40aaYaaD-
FEWEFE-DewA) containing only six of the originally eleven amino acid residues shows a
wild-type like nucleation behavior. Based on this truncated variant a small focused libra-
ry was created. Analysis demonstrated that non-aromatic, hydroxylated (S) and charged
(R/D) amino acid residues show beneficial effects in the binding and nucleation of hydro-
xyapatite. With this knowledge the three combination variants BioMin 145 MME_SSS
(40aaYaaD-SDSDSD-DewA), BioMin 145 MME_ SRS (40aaYaaD-SDRDSD-DewA) and
BioMin 145 MME_RRR (40aaYaaD-RDRDRD-DewA) were constructed. With these
variants the protein BioMin 145 could be further engineered towards a faster nucleation
activity. The sequence of the variant 145 MME SSS is found to be similar to a motif
found in nature. Interestingly, the original peptide P11-4 was designed to mimic the ex-
tracellular matrices. In this work this sequence within a fusion protein was subsequently
modified into a biologically active motif (SD) that is found in nature. The obtained se-
quence is similar to the active motif in the dentin phosphoprotein, one of the proteins of

the extracellular matrix during dentinogenesis.
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{ Anhang

7.1 Bindung an menschliche Zahnschnitte

Proteine, fir die eine Bindefdhigkeit in den Mundwasserformulierungen A und B nachge-
wiesen werden konnte, wurden weiter auf ihr Bindeverhalten an menschliche Zahnschnitte
untersucht (siehe 2.13.6 und 3.1.1.2). Im folgenden sind die entsprechenden Fluorezenz-
aufnahmen angefiithrt. Es konnte hauptséchlich eine Bindung an Dentin, jedoch nicht an

Enamel nachgewiesen werden.

(b)

Abbildung 7.1: Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 8-2-
1 in 50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entspre-
chende Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und
Enamel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 7.2:

Abbildung 7.3:

Abbildung 7.4:

7 Anhang

(b)

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 65 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.

(b)

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 93 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.

(b)

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 104-
1 in 50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entspre-
chende Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und
Enamel (E) sind durch die weilen Buchstaben gekennzeichnet.
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Abbildung 7.5:

Abbildung 7.6:

Abbildung 7.7:

7 Anhang

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 115 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.

()

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 144 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.

(b)

Abbildung eines menschlichen Zahnschnittes nach Bindung von BioMin 146 in
50% igem Mundwasser B. (a) zeigt das Durchlichtbild, (b) das entsprechende
Fluoreszenzbild. Die unterschiedlichen Kompartimente Dentin (D) und Ena-
mel (E) sind durch die weiflen Buchstaben gekennzeichnet.
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7 Anhang

7.2 Nukleation in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5

Fiir die Bewertung der Nukleationseigenschaften der 24 unterschiedlichen Proteine wurde
die Abnahme der Calciumkonzentration in einer Losung aus 3,0 mM CaCl, und 1,8 mM
Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.5 verfolgt (siche 2.14.3 und 3.1.2.1.2).

Im Folgenden sind die Nukleationsverldufe der unterschiedlichen Proteine aufgefiihrt.

—n— Blank

—e— BioMin 1-2
—A— BioMin 4-3
—v— BioMin 7-2
—&— BioMin 8-2-1
—<— BioMin 10
—p— BioMin 11-2
—e— BioMin 77
—x— BioMin 107

—e— BioMin 163-2

c(Ca®)[mM]

Zeit [h]

Diagramm 7.1: Ubersicht iiber die Nukleation der Ameolgeninderivate in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO,.
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7 Anhang

—=— Blank
—e— BioMin 47

B —aA— BioMin 50-1
¢ I 1 4 —v—BioMin 60
S — ey Y— —e—BioMin 65
T T —<— BioMin 78
J —p— BioMin 79
—e— BioMin 146
S o NN NG N
£
Nm \
@) »
o 44 N\ AN AN
L
»
1 = ¥
0 T T T T
0 2 4 6 8
Zeit [h]

Diagramm 7.2: Ubersicht iiber die Nukleation der Kontrollen und weiterer Proteine in 10 mM
NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO,.

—=— Blank

—e— BioMin 113
—aA— BioMin 115
—v— BioMin 114

c(Ca®)[mM]

Zeit [h]

Diagramm 7.3: Ubersicht iiber die Nukleation der Statherinderivate in 10 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO,.
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—s— Blank

—e— BioMin 92
—A— BioMin 93
—v— BioMin 104-1
—e— BioMin 144

—<— BioMin 145

c(Ca*)[mM]

0 . —
0 2 4 6 8
Zeit [h]

Diagramm 7.4: Ubersicht iiber die Nukleation der Hydrophobinderivate in 10 mM NaCl, 50
mM HEPES pH 7,5 mit 3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO,.
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7 Anhang
7.2.1 Charakterisierung iiber X-ray Pulverdiffraktometrie

Fir ausgewéhlte Proteine wurde der wahrend der Nukleation (3,0 mM CaCl,, 1,8 mM
Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.5) gebildete Niederschlag iiber Pulverdif-
fraktometrie charakterisiert. In allen Fallen konnte Hydroxylapatit als entstandene Phase

identifiziert werden.

2-Theta - Scale
e .  Type: 27T ok St 24000 7000 S 0020 S s 228 - T 25 (R - T i 02T 24000

Abbildung 7.8: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 1-2.

Abbildung 7.9: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5 in
der Gegenwart von BioMin 4-3.
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7 Anhang
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Abbildung 7.10: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 79.
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Abbildung 7.11: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 104-1.

Abbildung 7.12: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 107.
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7 Anhang
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Abbildung 7.13: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5

in der Gegenwart von BioMin 114.
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Abbildung 7.14: Pulverdiffraktogramm des Prézipitates gebildet in der Nukleationslésung aus
3,0 mM CaCl,, 1,8 mM Na,HPO, in 10 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5
in der Gegenwart von BioMin 146.
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7 Anhang

7.3 Nukleation in artifiziellem Speichel

Im Folgenden sind die Nukleationsverlaufe der unterschiedlichen Proteine in artifiziellem

Speichel aufgefiihrt.

—=— Blank

—e— BioMin 1-2

—aA— BioMin 4-3

—v— BioMin 8-2-1

N —e—BioMin 10
—<— BioMin 11-2
—p— BioMin 77-5

v —e— BioMin 107

c(Ca®)[mM]

Zeit []

Ubersicht iiber die Nukleation der Amelogeninderivate in artifiziellem Spei-
chel.

Diagramm 7.5:

—na— Blank

—e— BioMin 47
—aA— BioMin 50-2
—v— BioMin 60
—&—BioMin 65
—<— BioMin 78
—»— BioMin 79
—e— BioMin 146

c(Ca®)[mM]

Zeit [h]

Ubersicht iiber die Nukleation der Kontrollen und weiterer Proteine in artifi-

ziellem Speichel.

Diagramm 7.6:

148



c(Ca®)[mM]

7 Anhang

—na— Blank
—e— BioMin 113

—A— BioMin 114
I —v— BioMin 115
1’5_T. ””””” R S } ””””””” —+— BioMin 147-1
; ——t— ]
\ e
1’0_ 77777777777 B s~
N
054 \ """"""" N
0.0 . . .
0 2 4 6

Zeit [h]

Diagramm 7.7: Ubersicht iiber die Nukleation der Statherinderivate in artifiziellem Speichel.

Diagramm 7.8:

c(Ca®)[mM]

—a— Blank
—aA— BioMin 93
—v— BioMin 104
—e— BioMin 144
—<— BioMin 145

0,0

Zeit []

Ubersicht iiber die Nukleation der Hydrophobinderivate in artifiziellem Spei-
chel.
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