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1 Einleitung 

Biologische Materialien sind in ihrer Funktionalität und Effektivität bislang unerreicht. 

Mechanisch beanspruchte natürliche Materialien zeichnen sich dabei zumeist durch ihren 

Kompositcharakter aus, bei dem durch Optimierung und Anpassung über Millionen von 

Jahren das Zusammenspiel aller Elemente perfektioniert wurde. Bei natürlichen 

Verbundwerkstoffen wie Holz, Knochen, Sehnen, Zähnen aber auch Perlmutt beruht deren 

Erfolg auf dem Beitrag der Einzelkomponenten zur Gesamtfunktion. Aufgrund ihrer 

Zugfestigkeit und gleichzeitigen Elastizität bilden fibrilläre Kollagene häufig einen 

Baustein natürlicher Kompositmaterialien in biologischen Systemen.  

1.1 Fibrilläre Kollagene 

Fibrilläre Kollagene stellen als Bestandteil der extrazellulären Matrix einen evolutionären 

Meilenstein in der Entwicklung von Vielzellern dar (Boot-Handford & Tuckwell, 2003). 

Sowohl in der Gruppe der Wirbellosen (Invertebrata) als auch bei den Wirbeltieren 

(Vertebrata) bilden Kollagenfibrillen strukturelle Einheiten von Exoskeletten und 

Geweben bis hin zu Knochen und Sehnen höherer Wirbeltiere. 

1.1.1 Kollagene der Vertebraten 

Bisher wurden in Vertebraten 28 verschiedene Kollagentypen gefunden, welche von 

insgesamt 46 individuellen Polypeptidketten gebildet werden. Darüber hinaus enthalten 

viele weitere Proteine für Kollagen charakteristische tripelhelikale Domänen. Neben 

fibrillenbildenden Kollagenen gehören zu den Hauptfamilien die netzwerkbildenden, die 

fibrillenassoziierten (FACIT) und die mikrofibrillären Kollagene sowie 

Verankerungsfibrillen, Kollagene mit Transmembrandomänen und Multiplexins (Protein 

mit unterbrochenen tripelhelikalen Domänen) (Tab. 1-I) (Gelse et al., 2003). 

Fibrilläre Kollagenen sind der Hauptbestandteil mechanisch beanspruchter Gewebe wie 

Knochen, Knorpel, Haut, Sehnen, Bänder und übernehmen Stützfunktionen in den 

Geweben der inneren Organe oder Blutgefäßen. 
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Tab. 1-I Die Hauptfamilien der Vertebratenkollagene und die entsprechenden Kollagentypen (Gelse 
et al., 2003) 

Hauptfamilie Kollagentyp 

Fibrilläre Kollagene  I, II, III, V und XI 

Netzbildende Kollagene IV, VIII und X 

Fibrillenassoziierte Kollagene (FACIT) IX, XII, XIV, XIX, XX und XXI 

mikrofibrilläre Kollagene VI 

Verankerungsfibrillen  VII 

Kollagene mit Transmembrandomänen  XIII, XVII,  

Multiplexins (multiple triple helix with interruptions) XV, XVI und XVIII 

 

Sie bilden langgestreckte Fibrillen, die eine hohe Zugfestigkeit entlang der Fibrillenachse 

aufweisen. Die Kollagenfibrillen ordnen sich entsprechend der Richtung der einwirkenden 

Belastung an und verleihen somit dem Gewebe mechanische Stabilität. Die hohe 

Zugfestigkeit wird dabei auf molekularer Ebene durch das Strukturmotiv der Tripelhelix 

vermittelt. 

1.1.2 Die Tripelhelix  

Alle Kollagene besitzen eine tripelhelikale Struktur, die auf der Wiederholung des 

Sequenzmotivs GlyXaaYaa (Xaa entspricht hauptsächlich Pro und Yaa Hyp) basiert (Abb. 

1-1). Dabei falten drei linksgängige polyProlin II-Helices, in denen alle Peptidbindungen 

trans-Konformationen einnehmen, in eine rechtsgängige Tripelhelix, wobei Gly in den 

Helixkern gerichtet ist. Die einzelnen Peptidketten sind dabei um einen Aminosäurerest 

versetzt, und jedes Triplett bildet zur Stabilisation eine intermolekulare Wasserstoffbrücke 

zwischen der N-H-Gruppe des Glycins und dem Carbonylsauerstoff eines Amino-

säurerestes des Nachbarstranges aus (Shoulders & Raines, 2009). Für eine stabilen 

Tripelhelix ist ein hoher Iminosäuregehalt (Pro oder Hyp) und das Vorhandensein von 

Hyp in Yaa-Position unerlässlich, wodurch die Ausbildung eines regelmäßigen und 

hochgeordneten Wassernetzwerkes möglich ist (Bella et al., 2006; De Simone et al., 

2008). 

1.1.3 Biosynthese und Assemblierung fibrillärer Kollagene 

Da die Mechanismen der Biosynthese fibrillärer Kollagene detailliert aufgeklärt sind, 

werden im Folgenden die einzelnen Schritte ab der Translation des Gens bis hin zur 

Assemblierung der Kollagenfibrille anhand von Säugetier-Kollagen Typ I erläutert (Abb. 
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1-1) (Gelse et al., 2003), einem Heterotrimer aus zwei α1(I)- und einer α2(I)-

Polypeptidkette. Der tripelhelikale Bereich von Kollagen Typ I wird aminoterminal durch 

das N-Propeptid und das nicht-helikale N-Telopeptid und carboxyterminal durch das C-

Propeptid und das C-Telopeptid flankiert (Abb. 1-1 Protokollagen).  

 

Abb. 1-1 Schematische Darstellung des hierarchischen Aufbaus fibrillärer Kollagene in Vertebraten 
und deren posttranslationeller Biosynthese 

Die Translation der entsprechenden mRNAs der Einzelstränge erfolgt als Protokollagen  

in das Lumen des rauen Endoplasmatischen Retikulums. Nach Abspaltung des 

Signalpeptids wird das Protokollagenmolekül in mehreren Schritten posttranslational 

modifiziert. Dabei werden Prolyl-Reste enzymatisch durch Prolyl 3-hydroxylase bzw. 

Prolyl 4-hydroxylase hydroxyliert, und Lysyl-Reste sowohl mittels Lysylhydroxylase 

hydroxyliert als auch mit entsprechenden Glycosyl-Transferasen glykosyliert. Die Faltung 

in eine stabile tripelhelikale Struktur erfolgt gerichtet, wobei das C-Propeptid durch seine 

globuläre Struktur die Anlagerung dreier entsprechender Protokollagene dirigiert und das 
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so entstandene Trimer durch intermolekulare Disulfidbrücken stabilisiert (Gelse et al., 

2003). Anschließend erfolgt die Faltung der Tripelhelix ausgehend vom C-Propeptid in 

Anwesenheit von Peptidyl-Prolyl cis-trans-Isomerase, Protein-Disulfid-Isomerase und 

dem kollagenspezifischen Chaperon HSP47 (Gelse et al., 2003). Das gefaltete trimere 

Prokollagen (Abb. 1-1) wird nun über sekretorische Vesikel des Golgi-Apparates in den 

Interzellularraum entlassen. Während der Sekretion erfolgt eine laterale Vorassemblierung 

von bis zu fünf Prokollagenen, welche durch das C-Propeptid gesteuert wird (Silver et al., 

2003). Nach Sekretion spalten Prokollagen-Proteinasen das C- und N-Propeptid (Abb. 1-1 

Tropokollagen), da diese eine weitere Fibrillenbildung inhibieren (Kadler et al., 1996). 

Das entstandene Tropokollagen wird nun von den Telopeptiden flankiert. Während die 

Rolle des N-Propeptids noch nicht vollständig geklärt ist, initiiert das C-Telopeptid durch 

Interaktion mit spezifischen Bindestellen an tripelhelikalen Trimeren die weitere 

Fibrillogenese und vermittelt die versetzte Anordnung der Tropokollagene (Shoulders & 

Raines, 2009). Darüber hinaus erfolgt eine Quervernetzung von Lysinen und 

Hydroxylysinen der Telopeptide mittels Lysyloxidase, wobei bis zu vier Seitenketten 

verknüpft werden können, was die Zugfestigkeit und Stabilität der Kollagenfibrillen 

erhöht (Gelse et al., 2003). 

Neben dem Einfluss des C-Telopeptids spielen auch hydrophobe und elektrostatische 

Interaktionen der Tropokollagenmoleküle eine Rolle bei der versetzten Assemblierung der 

Trimere in eine Kollagenfibrille. Dadurch entstehen Bereiche, in denen sich die Moleküle 

überlappen und Abschnitte mit Lücken. Der Abstand einer Überlapp- und Lückenregion 

entspricht der D-Periode und beträgt 67 nm. Diese Periodizität unterschiedlich dichter 

Bereiche führt zu dem für fibrilläre Kollagene charakteristischen gebänderten Muster 

(Abb. 1-1 Fibrille). 

In der nächsten Hierarchieebene arrangieren sich Kollagenfibrillen zu Kollagenfasern, in 

denen die einzelnen Fibrillen über Proteoglykane wie Decorin quervernetzt sein können 

(Franchi et al., 2007). Diese Glykoproteine sind möglicherweise an der Anordnung, 

Orientierung und Ordnung der Kollagenfibrillen beteiligt. Ein Verbund von 

Kollagenfasern, Blutgefäßen und Nervenzellen bildet dann Gewebe wie Sehnen, Bänder 

und Knochen. 
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1.1.4 Molekulare Auswirkungen äußerer mechanischer Belastung in fibrillären 

Kollagenen 

Bei mechanischer Beanspruchung fibrillärer Kollagene erfolgt eine Absorption und 

Ableitung der wirkenden Kraft strukturvermittelt. Röntgenbeugungsanalysen an Fibrillen 

des Kollagens Typ I (Fratzl et al., 1998) und nanomechanische Studien an Einzel-

molekülen des Tropokollagens (Buehler et al., 2008) zeigen die molekularen Prozesse bei 

der axialen Streckung von fibrillären Kollagenen. In der ersten Phase, bei kleinen 

Dehnungswerten, werden Molekülbiegungen und -knicke durch die einwirkenden 

Zugkräfte gestreckt und die Fibrillen richten sich parallel aus. Des Weiteren kommt es zur 

Dissipation der mechanischen Energie durch molekulares Strecken der Tripelhelices. 

Dabei kann mehr Energie abgeleitet werden, je länger die Tripelhelix ist. Der 

Molekularstreckung wirken die intermolekularen Quervernetzungen in einer Tripelhelix 

(Wasserstoffbrücken) und zwischen Tripelhelices bzw. Fibrillen (Wassernetzwerk, 

Proteoglykane) entgegen, was zum Anstieg der Steifigkeit führt. Je mehr 

Quervernetzungen vorliegen, desto höher ist die Festigkeit des Kollagenmaterials. 

Allerdings führt eine zu große Vernetzungsdichte zur Verringerung der Deformations-

fähigkeit der Fibrillen, was die Brüchigkeit des Materials erhöht. Bei einer 

Materialdehnung über 2 % wurde eine Vergrößerung der Lückenregionen der D-Periode 

beobachtet, was auf ein aneinander Vorbeigleiten benachbarter Moleküle hinweist (Fratzl 

et al., 1998). Dabei spielen Scherkräfte und Reibung zwischen den Molekülen eine 

entscheidende Rolle. Während diese an Regionen, die keine Quervernetzungen enthalten, 

homogen wirken können, staut sich die Kraft an Stellen mit einer lateralen Bindung, bis 

deren Kapazität erreicht ist und bricht (Buehler et al., 2008). Das interfibrilläre Gleiten 

wird außerdem durch die Viskosität zwischen den Molekülen bestimmt. Dabei haben 

neben den eben besprochenen Quervernetzungen auch entsprechende Matrixproteine und 

Wasser einen entscheidenden Einfluss. Die intermolekulare Reibung kann beispielsweise 

durch einen Wasserfilm zwischen den Fibrillen minimiert werden, was zu einer höheren 

Dehnbarkeit des Materials führen kann.  

1.1.5 Fibrilläre Kollagene als Bestandteil natürlicher Kompositmaterialien 

In natürlichen Kompositmaterialien tragen die Einzelkomponenten mit ihren 

Eigenschaften zur Gesamtfunktion des Materials bei. In Knochen wird beispielsweise 

dessen hohe mechanische Belastbarkeit durch ein Zusammenspiel von fibrillären 
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Kollagenen und mineralischen Einlagerungen vermittelt. Würden Knochen lediglich aus 

Kollagenfasern bestehen, wäre dieses Material trotz hoher Zugfestigkeit zu weich und 

elastisch, so dass ihre Stützfunktion nicht gegeben wäre. Einlagerungen von 

Hydroxyapatit-Kristallen (Biomineralisierung), welche allein zu hart und brüchig wären, 

geben dem Kollagen die für Knochengewebe nötige Steifigkeit (Silver et al., 2003). 

Bei einer Biomineralisierung von Kollagenen wird kristallines Hydroxyapatit in 

Hohlräumen zwischen den Fibrillen aber auch in der Lückenregion der D-Periode 

eingelagert. Bei Akkumulation zwischen einzelnen Molekülen zeigt es hingegen eine 

amorphe Struktur (Silver et al., 2003). Dies schränkt die Bewegungsfreiheit der 

Kollagenfibrillen bzw. Einzelmoleküle ein und erhöht die Steifigkeit des Kollagen-

materials (Miles & Ghelashvili, 1999; Silver et al., 2003). Somit können die Eigenschaften 

fibrillärer Kollagene durch Variation der Anteile weicher und harter Komponenten sowie 

des Hydratationsgrads an die mechanischen Anforderungen angepasst werden. 

1.1.6 Fibrilläre Kollagene der Invertebraten 

Während für die Kollagene der Vertebraten eine Vielzahl an Informationen zu Struktur, 

Modifizierung und Assemblierung verfügbar sind, gibt es nur wenige Studien zu 

fibrillären Kollagenen der Invertebraten. Untersuchungen von Fadenwürmern (Nematoda), 

Ringelwürmern (Annelida), Schwämmen (Porifera), Stachelhäuter (Echinoderma) und 

Nesseltieren (Cnidaria) zeigen, dass sich diese zumeist in ihrer Gesamtlänge, der Existenz 

nicht-kollagener Domänen und einem hohen Grad an für Vertebraten untypische 

Vernetzungen unterscheiden. Beispielsweise wurden in der Kutikula von Nematoden sehr 

kurze Kollagene gefunden, die denen der nicht-fibrillären Kollagene der Wirbeltiere 

ähneln und neben Disulfidbrücken auch Querverbindungen durch Tyrosinseitenketten 

bilden (Harel & Tanzer, 1993). Grundsätzlich jedoch besitzen die Kollagenfibrillen der 

Invertebraten in ihrem Aufbau, ihrer Struktur und Morphologie eine große Ähnlichkeit zu 

denen der Wirbeltiere (Adams, 1978; Boot-Handford & Tuckwell, 2003; Harel & Tanzer, 

1993). Somit können viele strukturelle Informationen auch auf die fibrillären Kollagene 

der Invertebraten übertragen werden. 

Ein außergewöhnliches, kollagenhaltiges Kompositmaterial in der Gruppe der Wirbellosen 

stellt der Byssusfaden von Miesmuscheln dar. Dieser zeichnet sich durch eine graduelle 

Verteilung elastischer und steifer mechanischer Eigenschaften entlang des Fadens aus, und 
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eignet sich als Modellsystem zur Untersuchung des Zusammenhangs der Funktionsweise 

eines Materials und dessen molekularen und strukturellen Aufbaus. 

1.2 Der Muschelbyssus 

Miesmuscheln (Mytilidae) gehören als Weichtiere (Mollusca) zur Klasse der Muscheln 

(Bivalvia) und bevölkern in Küstennähe weite Teile der Weltmeere. Während die Unterart 

Mytilus edulis (Linnaeus, 1758) vornehmlich in Nord- und Ostsee sowie Ost- und West-

Atlantik zu finden ist, kommt Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) im Mittelmeer, 

Ost-/West-Atlantik sowie im Ost-Pazifik und im Schwarzes Meer vor. Hier können sie 

große Muschelbänke mit Millionen von Individuen bilden, aber auch Hafenwände, Pfähle 

und Steine besiedeln. Um eine Verdriftung (passives Wegspülen mit dem Wasserstrom) 

zu verhindern, besitzen Miesmuscheln ein Befestigungssystem - den Muschelbyssus (Abb. 

1-2). 

 

Abb. 1-2 Miesmuschel Mytilus galloprovincialis mit Byssusapparat (A) und ein entsprechender 
Einzelfaden (B) 
1 – Miesmuschel M. galloprovincialis, 2 – Byssusstamm, 3 – Byssusfaden, 3a – proximaler Fadenteil, 3b – 
distaler Fadenteil, 4 – Haftscheibe 
(Foto: Anja Hagenau) 

Der Muschelbyssus besteht aus einem Bündel dünner, extrakorporaler Fäden, die über den 

Byssustamm mit dem Retraktormuskel des Muschelgewebes verbunden sind, und deren 

Enden über Haftscheiben (Plaques) die Befestigung zum Untergrund vermitteln (Abb. 

1-2). Wird diese nicht mehr benötigt, verursacht die Muschel durch Zug an einzelnen 

Fäden deren Zerreißen. Der Byssusfaden kann in einen proximalen (Muschel-naher 

Bereich) und distalen (Muschel-ferne Region) Fadenteil unterteilt werden, wobei sich 

beide Fadenteile in ihrer Morphologie, ihren mechanischen Eigenschaften und ihrem 

Aufbau unterscheiden.  
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1.2.1 Mechanische Eigenschaften des Muschelbyssus  

Studien zu den mechanischen Eigenschaften der Byssusfäden zeigen, dass der distale Teil 

eine hohe Zugfestigkeit besitzt, damit die Muschel bei Wellenbewegungen nicht vom 

Stein gerissen wird, während der proximale sehr elastisch ist und somit als Stoßdämpfer 

wirkt (Waite et al., 2002). Dabei ändert sich die Steifigkeit des Byssusfadens graduell von 

einer geringen Materialsteife im proximalen Teil zu einer hohen Steifigkeit im distalen 

Bereich. Eine Besonderheit im mechanischen Verhalten zeigt der distale Byssusfadenteil. 

Während dieser bei kleinen Dehnungen sich wie Sehnenkollagen verhält, ändert sich ab 

einem kritischen Dehnungswert die Steifigkeit des Materials, wobei der Faden bei 

geringem Kraftaufwand verlängert wird (Brazee & Carrington, 2006; Vaccaro & Waite, 

2001). Dieses sogenannte Yield-Verhalten erhöht die Zähigkeit des Byssusfadens und 

ermöglicht eine effektive Ableitung der mechanischen Energie (Aldred et al., 2007; 

Bertoldi & Boyce, 2007). Darüber hinaus zeigt der distale Fadenteil eine Fähigkeit zur 

„Selbstheilung“. Wird dieser bis in den Yield-Bereich gestreckt und die einwirkende Kraft 

eingestellt, ist das Material in der Lage, seine initialen mechanischen Eigenschaften 

teilweise wiederzuerlangen (Brazee & Carrington, 2006).  

1.2.2 Produktion der Byssusfäden in der Muschel 

Die Byssusfäden werden in einem speziellen Organ der Muschel hergestellt - dem 

Muschelfuß (Abb. 1-3A). Neben der Produktion des Byssusapparates dient dieser darüber 

hinaus der Fortbewegung, wie beispielsweise dem Eingraben in lockeren Sand, wodurch 

dieses Organ seine Bezeichnung erhielt.  

 

Abb. 1-3 Aufbau des Byssusapparates 
A) geöffnete Miesmuschel: 1 durchtrennter vorderer Schalenschließmuskel, 2 - Mantelgewebe, 3 – Kiemen, 
4 – Muschelfuß, 5 – Byssusfäden; B) Schema des Muschelfußes und des Byssusfadens: 1 – Drüsen des 
Byssusstammes, 2 – Kollagendrüsen, 3 – akzessorische Drüsen, 4 – ventrale Rinne mit vorgeformtem 
Faden, 5 – phenolische Drüsen (Foto: Anja Hagenau) 
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Zur Produktion des Fadens elongiert der Muschelfuß und presst sich an einen geeigneten 

Untergrund (Price, 1983). Spezialisierte Drüsenzellen produzieren dabei die Komponenten 

des Byssusstamms, der Haftscheibe und des Fadens, welche in die ventrale Rinne des 

Muschelfußes sekretiert (Abb. 1-3B) und vergleichbar zu einem Spritzgussverfahren oder 

dem Formpressen zum Faden geformt werden. Die Drüsen des Byssusstamms produzieren 

dabei die Komponenten des Stammes, während die Zellen der Kollagendrüsen die 

Proteine des Fadenkerns sekretieren. Die Moleküle werden dabei bis zur Entlassung in die 

ventrale Rinne in den sekretorischen Vesikeln als vorgeformte fibrilläre Filamente 

gelagert (Zuccarello, 1980), wobei dieser Speicherzustand mit einer smektischen Phase 

von Flüssigkristallen verglichen wurde (Harrington & Waite, 2008b; Hassenkam et al., 

2004). In den akzessorischen Drüsen erfolgt die Herstellung der Proteine der Faden-

kutikula, der Schutzschicht des Byssusfadens, und die phenolischen Drüsen sind für die 

Produktion der Bestandteile der Haftscheibe (Proteine, Lipide, Carbohydrate) 

verantwortlich (Price, 1983; Tamarin & Keller, 1972). Die Sekretion aller Komponenten 

erfolgt gleichzeitig und von allen Seiten der ventralen Rinne. Die Komponenten der 

phenolischen Drüsen werden in die distale Mulde sekretiert und fließen dann Richtung 

proximaler Teil (Price, 1983). Nach Erreichen einer Haftung zum Substrat über den 

Plaque, wird zunächst der distale Fadenteil aus dem Muschelfuß entlassen, wobei von der 

Muschel mechanischer Zug auf den Faden ausgeübt wird. Nach vollständiger Aushärtung 

wird auch der proximale Fadenteil freigegeben und der Muschelfuß zieht sich in die 

Muschelschale zurück. Beim Verfestigen des Fadens spielen spontane und Enzym-

regulierte quervernetzende Reaktionen eine große Rolle (Waite et al., 1998), auf die im 

Folgenden näher eingegangen wird.  

1.2.3 Aufbau des Byssusfadens 

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen von Fadenlängsschnitten 

(Bairati & Vitellaro Zuccarello, 1976; Vitellaro-Zuccarello et al., 1983) zeigen, dass der 

Byssusfaden aus einem Fadenkern besteht, der von einer elektronendichten Schicht, der 

Kutikula, umgeben ist. Vergleichbar zu einem faserverstärkten Verbundmaterial setzt sich 

der Fadenkern aus fibrillären Strukturen zusammen, welche in eine Matrix eingebettet 

sind. Dabei sind die Fibrillen des proximalen Fadenteils gewellt in einer lockeren Matrix 

angeordnet, während die Fibrillen des distalen Teils langgestreckt und von einer dichten 

Matrix umgeben sind. Bei Querschnitten des distalen Fadenteils wurde eine regelmäßige 

Anordnung der Fibrillen beobachtet, welche durch Hohlräume unterbrochen wurden, die 
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als Wasserspeicherreservoirs dienen könnten (Bairati & Vitellaro Zuccarello, 1976). Auch 

polarisationsmikroskopische Studien am Muschelbyssusfaden (Bairati & Zuccarello, 

1974) und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Holten-Andersen & Waite, 2008; 

Holten-Andersen et al., 2007) bestätigen das Vorhandensein von hochgeordneten Fibrillen 

im Fadenkern.  

1.2.3.1 Kutikula 

Die Kutikula des Byssusfadens und deren Funktionsweise wurden eingehend untersucht. 

Neben Metallionen (Eisen, Aluminium, Silizium, Kalzium) und einem hohen Gehalt an 

Fettsäuren (8 %) wird der Hauptbestandteil der Kutikula durch das Protein Mfp-1 (mussel 

foot protein 1) gebildet (Holten-Andersen & Waite, 2008; Sun & Waite, 2005). Dieses 

formt sowohl kugelförmige Strukturen (Granula) als auch die Matrix der Kutikula 

(Holten-Andersen et al., 2007). Die Aminosäuresequenz von Mfp-1 enthält 83-85 

Wiederholungen des Motivs (Ala-Lys-Pro-Ser-Tyr-diHyp-Hyp-Thr-DOPA-Lys), wobei 

DOPA der nicht-kanonischen Aminosäure L-3,4-Dihydroxyphenylalanin entspricht 

(Holten-Andersen & Waite, 2008; Inoue & Odo, 1994). Dieses neigt unter anderem zur 

Ausbildung von DOPA-Metall-Komplexen, welche eine stabile Quervernetzung darstellen 

und eine wesentliche Rolle bei der Funktionalität der Kutikula spielen (Harrington et al., 

2010). Anhand von Raman-spektroskopischen Untersuchungen wurde ein Modell zur 

Komplexierung dreiwertigen Eisens mit DOPA postuliert, welches eine bidentate 

Koordinierung (zwei Carbonyl-gruppen eines Chinons binden gleichzeitig an ein 

Metallion) eines Eisen(III)-Ions mit drei DOPA-Resten vorsieht.  

Die Kutikula schützt zum einen den Fadenkern vor äußeren Einflüssen und muss zum 

anderen dessen Bewegungen folgen können. Somit wirken auf die Kutikula mechanische 

Belastungen wie  Zug-, Kompressions- und Scherkräfte. Mechanische Zugmessungen 

ergaben, dass die granuläre Kutikula von M. galloprovincialis erst bei einer 70 %igen 

Fadendehnung reißt (Holten-Andersen et al., 2007). Dies wird durch das Entstehen von 

Mikrorissen in der Matrix der Kutikula erreicht, was eine Verteilung der 

Materialschädigung auf ein großes Volumen ermöglicht (Holten-Andersen & Waite, 

2008). Es wird angenommen, dass diese Mikrorisse durch das Auflösen der DOPA-Eisen-

Komplexe aufgrund mechanischer Belastung verursacht werden. Erst wenn die Mikrorisse 

zu groß werden und zusammenfließen, kommt es zum Reißen der Kutikula. Wird jedoch 

die Fadendehnung bei ca. 30 % eingestellt, können sich diese Chelat-Komplexe neu 
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formieren und die Mikrorisse geschlossen werden (Harrington et al., 2010), wodurch die 

Lebensdauer der Byssusfäden erhöht wird. 

1.2.3.2 Proteinmatrix des Fadenkerns 

Während der Anteil der Fadenkernmatrix im proximalen Teil 34 % des Gesamtprotein-

gehaltes darstellt, entspricht er im distalen Bereich lediglich 4 % (Waite et al., 2002). 

Bislang konnten zwei potentielle Matrixproteine identifiziert werden. Das wasserlösliche 

Matrixprotein PTMP-1 (proximal thread matrix protein 1) wurde aus dem proximalen 

Fadenteil isoliert und besitzt einen hohen Anteil der Aminosäuren Gly, Asp und Asn 

sowie Glu und Gln (Sun et al., 2002). Für das gereinigte PTMP-1 konnten 

Glykosylierungen mit α-D-Manno- und α-D-Glukopyranosyl-Resten nachgewiesen und 

eine hohe Affinität des PTMP-1-Extraktes gegenüber Kollagen Typ I detektiert werden. 

Die cDNA-basierte Proteinsequenz zeigte zwei identische Motive, welche Ähnlichkeit zu 

den kollagenbindenden Domänen des van Willebrandt-Faktors und Integrin α1I besitzen 

(Sun et al., 2002). Diese Domänen bilden ein spezielles Sekundärstrukturmotiv aus, bei 

dem sechs β-Faltblätter von sechs α-Helices umgeben sind (Qu, 1995; Sadler, 1998).  

Ein weiteres Matrixprotein wurde durch Analysen des Extraktes distaler Fadenteile 

identifiziert (Sagert & Waite, 2009). Mit einem hohen Anteil an Gly, Tyr und Asn zeigt 

TMP (thread matrix protein) repetitive Sequenzmotive. Anhand der entsprechenden 

RNA-Verteilung konnte nachgewiesen werden, dass dieses Protein im gesamten 

Byssusfaden vorliegt. Eine Besonderheit der Proteinsequenz des TMPs ist die häufig 

auftretende Aminosäureabfolge Asn-Gly, welche zur spontanen Deaminierung zu iso-

Asparaginsäure neigt. Dies kann neben der Einführung negativer Ladungen zu einer 

veränderten Verknüpfung des Peptidrückgrats führen, was tiefgreifende Auswirkungen auf 

die Proteinstruktur von TMP haben kann. Da diese Reaktion eine pH-Abhängigkeit zeigt 

(erhöhte Deaminierungsrate bei pH 8), könnte TMP eine Rolle im Assemblierungs-

mechanismus beim Byssusfadenbildungsprozess spielen (Sagert & Waite, 2009). Die 

genaue physiologische Relevanz der Deaminierung im Falle von Matrixproteinen des 

Byssusfadens ist jedoch bislang nicht geklärt. 
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1.2.3.3 Kollagen-ähnliche Proteine des Fadenkerns (preCols) 

Mittels Röntgenbeugungsanalysen am distalen Byssusfaden konnten kollagenähnliche, 

tripelhelikale Strukturen nachgewiesen werden (Mercer, 1952; Rudall, 1955), was auf das 

Vorhandensein von Kollagenfibrillen im Muschelbyssusfaden hinweist.  

In Byssusfadenextrakten wurden Proteine, die sogenannten preCols, identifiziert. Der 

Name preCol kennzeichnet die kollagen-ähnlichen Volllängenproteine des Byssusfadens 

und leitet sich historisch gesehen von pre-pepsinized collagens ab. Durch Pepsinierung 

der Byssusfäden wurden zunächst stabile Fragmente mit einer kollagen-ähnlichen 

Aminosäurezusammensetzung identifiziert (Qin & Waite, 1995). Anhand von 

Aminosäureanalysen und der Isolierung der Gensequenzen aus einer cDNA-Bank des 

Muschelfußes konnten später die vollständigen Proteinsequenzen der preCols aufgeklärt 

werden (Coyne et al., 1997; Lucas et al., 2002; Qin & Waite, 1998; Qin et al., 1997; Silver 

et al., 2003). Diese Proteine weisen eine graduelle Verteilung über den Faden auf (Abb. 

1-4). Während preCol P Hauptbestandteil des proximalen Fadenteils ist, findet man 

preCols D vornehmlich im distalen Teil des Fadens. Die Verteilung dieser preCols erfolgt 

in einem stufenlosen Übergang entlang des Fadens (Qin & Waite, 1995). Ein drittes 

preCol-Protein wurde im gesamten Byssusfaden nachgewiesen und dementsprechend 

preCol NG (nicht-graduell) genannt (Qin & Waite, 1998).  

 

Abb. 1-4 Verteilung der preCols entlang des 
Byssusfadens  

Die preCols weisen einen ausgeprägten Multidomänen-Charakter auf (Abb. 1-5). Sie 

besitzen eine zentrale Kollagendomäne, welche das für Kollagene charakteristische 

Sequenzmotiv GlyXaaYaa beinhaltet, wobei Xaa und Yaa beliebige Aminosäuren 

darstellen, allerdings zum großen Teil in Xaa-Position Prolin und in Yaa-Position 

Hydroxyprolin vorkommen. Eine solche Aminosäureabfolge bildet, wie in Kapitel 1.1.2 

besprochen, in Kollagenen die Grundlage für die Faltung in eine tripelhelikale Struktur. 

Dieses regelmäßige Muster wird in einigen Tripletts der preCols durch Deletionen und 

Substitutionen sowie Insertionen unterbrochen (Lucas et al., 2002; Waite et al., 1998). Es 
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wird angenommen, dass diese Abweichungen in einer Tripelhelix Molekülknicke 

verursachen können (Coyne et al., 1997; Harrington & Waite, 2008b; Qin & Waite, 1998; 

Qin et al., 1997). 

 

Abb. 1-5 Schematische Darstellung eines Einzelpeptidstranges der preCols  
Die preCols unterscheiden sich grundsätzlich in ihren flankierenden Domänen. 

Die Kollagendomäne wird von Bereichen flankiert, welche Sequenzhomologien zu 

anderen Strukturproteinen aufweisen (Scheibel & Serpell, 2005). Die flankierenden 

Domänen unterscheiden sich zwischen den verschiedenen preCols in ihren Aminosäure-

motiven. Während preCol P Sequenzmotive enthält, die auch in Proteinen wie Elastin, 

Resilin oder Flagelliform-Spinnenseide vorkommen (Coyne et al., 1997; Lucas et al., 

2002), zeigen die des preCol Ds Ähnlichkeiten zu den repetitiven Sequenzen der 

Maulbeerspinnerseide oder der Spinnenseide des Abseilfadens von Radnetzspinnen (Lucas 

et al., 2002; Qin et al., 1997). Die flankierenden Bereiche des preCol NGs hingegen 

beinhalten hauptsächlich Glycin-reiche Sequenzen (Lucas et al., 2002; Qin & Waite, 

1998).  

An den jeweiligen Enden der preCol-Moleküle befinden sich des Weiteren Abschnitte mit 

einem hohen Anteil an Histidin und bis zu vier Tyrosinen und wurden somit als 

His&DOPA-Domänen bezeichnet (Lucas et al., 2002; Waite et al., 1998)(Abb. 1-5). Im 

natürlichen Byssusfaden konnten mittels Röntgenbeugung-Emissions-Spektroskopie 

Übergangsmetalle wie Zink, Kupfer und Eisen nachgewiesen werden (Vaccaro & Waite, 

2001). Untersuchungen zum Einfluss der Metallkomplexe auf die Steifigkeit des Fadens 

zeigen, dass ein Vorhandensein von Metallionen unerlässlich für dessen mechanische 

Eigenschaften ist (Vaccaro & Waite, 2001). Da Histidin-Reste zur Koordinierung von 

zweiwertigen Metallen wie Kupfer(II)- und Zink(II)-Ionen tendieren, wird angenommen, 

dass die Histidin-reichen Termini der preCols durch Metall-Komplexierung eine axiale 

Quervernetzung vermitteln (Waite et al., 2002; Waite et al., 2004), und dass aufgrund der 

Reversibilität dieser Komplexbildung diese Sequenzbereiche maßgeblich am 

"Selbstheilungs"-Prozess der Byssusfäden beteiligt sind (Harrington & Waite, 2007; 
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Vaccaro & Waite, 2001). Die Tyrosine der carboxy- und aminoterminalen Domänen der 

preCols zeigen eine posttranslationelle Modifizierung zu DOPA (Qin et al., 1997). Diese 

können wie bei Mfp-1 (siehe Kapitel 1.2.3.1) intermolekulare Interaktionen über die 

Koordinierung von Eisen(III)-Ionen eingehen, aber auch kovalente Quervernetzungen 

zwischen benachbarten preCols ausbilden. Dabei reagiert die hochreaktive oxidierte Form 

des DOPAs (DOPA-Chinon) mit einer weiteren DOPA-Seitenkette zu diDOPA (Waite, 

2002). Aber auch His-, Cys- und Lys-Seitengruppen können statt eines zweiten DOPAs 

involviert sein (Waite et al., 1998). Dadurch wird möglicherweise eine lineare 

Quervernetzung der preCols erreicht (Harrington & Waite, 2008b).  

Somit spielen die His&DOPA-reichen Domänen der preCols sowohl bei der Vermittlung 

mechanischer Eigenschaften als auch bei der Assemblierung der preCols während des 

Fadenbildungsprozesses eine wichtige Rolle (Harrington & Waite, 2008b). 

1.2.3.4 Der Muschelbyssusfaden - ein Gradientenmaterial 

Die Ausbildung verschiedener mechanischer Eigenschaften entlang des Byssusfadens setzt 

den Einsatz von Materialien mit unterschiedlichen Steifigkeiten voraus. Bei einer 

Kombination weicher und harter Komponenten in einem Kompositmaterial bilden jedoch 

deren Kontaktstellen potentielle Schwachstellen. Die verschiedenen Steifigkeiten der 

einzelnen Komponenten zeigen bei mechanischer Belastung unterschiedliches 

Deformationsverhalten, was an den Grenzflächen zu einer Erhöhung der Spannungen 

zwischen den Materialien führt.  

Im Byssusfadenkern bilden neben den Matrixproteinen die preCols den Hauptteil der 

funktionsvermittelnden Einheiten. Es wird davon ausgegangen, dass die preCols aufgrund 

ihrer Diversität der Aminosäuresequenzen der flankierenden Domänen unterschiedliche 

mechanische Eigenschaften vermitteln. Somit ergeben sich sowohl an den Grenzflächen 

zwischen der Fadenkernmatrix und den fibrillenbildenden preCols, als auch an den 

Kontaktpunkten der einzelnen preCols potentielle Materialschwachstellen im Byssusfaden 

(Waite et al., 2004). Um dies zu minimieren, sind die funktionsvermittelnden 

Komponenten (preCol P und D, PTMP-1) graduell über den Faden verteilt, wodurch 

großflächige Grenzbereiche vermindert und somit lokale Spannungen auf eine größere 

Fläche bzw. Volumen verteilt werden (Suresh, 2001). Zur Verbesserung der Interaktion an 

Kontaktflächen weisen die preCols einen hohen Vernetzungsgrad beispielsweise durch die 

Ausbildung von Metall-Chelatkomplexen in den His&DOPA-Domänen und kovalenten 
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intermolekularen diDOPA-Bindungen auf. Eine hohe Zahl an Quervernetzungen und der 

graduelle Verbund der einzelnen Komponenten des Byssusfadens tragen maßgeblich zu 

dessen Stabilität und mechanischer Belastbarkeit bei.  

1.3 Zielsetzung 

Byssusfäden von Miesmuscheln vereinen in einem mechanischen Gradienten elastisches 

Materialverhalten an einem Fadenende mit einer hohen Steifigkeit am anderen, was durch 

die Komposition und das Arrangement der Proteinkomponenten des Fadens maßgeblich 

bestimmt wird. Somit stellt der Byssusfaden ein Modellsystem für biologische Materialien 

mit strukturvermittelter Funktion dar. Den Hauptbestandteil der Byssusfäden bilden in 

eine Matrix eingebettete Proteinfibrillen, die aus kollagenähnlichen Multidomänen-

proteinen (preCols) bestehen und von denen angenommen wird, dass sie verantwortlich 

für die Ausbildung der mechanischen Eigenschaften des Byssusfadens sind. Trotz 

zahlreicher Studien zur Funktion des Byssusfadens und der Identifizierung seiner 

Bestandteile, ist die molekulare Struktur der Proteine, deren Anordnung und ihr 

funktionales Zusammenspiel nur teilweise verstanden. Ziel dieser Arbeit ist es, 

grundlegende Erkenntnisse zum strukturellen Aufbau und der Funktionsweise des 

natürlichen Byssusfadens zu erwerben, um so eine bessere Vorstellung vom 

Zusammenwirken der unterschiedlichen strukturellen Elemente bei der Vermittlung 

mechanischer Funktionalität zu erhalten. 

Hierfür soll der natürliche Faden zunächst materialwissenschaftlich hinsichtlich seiner 

mechanischen Eigenschaften und thermischen Verhaltens analysiert werden. Darüber 

hinaus sollen Proteinstrukturanalysen einen detaillierten Einblick in die Struktur der 

Byssusproteine, insbesondere der preCols, und deren Arrangement im Faden geben. 

Des Weiteren dient diese Arbeit zur Erstellung von cDNA-Banken aus dem Gewebe von 

Muschelfüßen, um die genetischen Informationen aller am Fadenbildungsprozess 

beteiligter Proteine wie preCols, Matrix- und Kutikulaproteine sowie essentielle Enzyme 

zugänglich zu machen. Bioinformatische Analysen der aus den cDNA-Banken isolierten 

preCol-Sequenzen sollen zusätzliche Informationen zur tripelhelikalen Konformation der 

Kollagendomäne geben, und klären, ob die bisherigen Modelle zur molekularen Struktur 

der preCols Bestand haben.  
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Die Erkenntnisse der Sequenzanalysen und der Strukturuntersuchungen in Kombination 

Ergebnissen mechanischer Studien sollten dann zu einem besseren Verständnis der 

Funktionalität der einzelnen preCol-Domänen aber auch deren Zusammenwirken im 

Byssusfaden führen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalie Firma 

2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Amersham Redivue™ 32P-, 33P-Nucleotide GE Healthcare UK Unlimited, Buckinghamshire, UK 

Ampicillin Natriumsalz, >99 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Brilliant Blau R 250 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland 

CaCl2 x 6 H2O Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland 

DEPC (Diethyldicarbonat) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 

Titriplex III  

Merck, Darmstadt, Deutschland  

Glyzerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

HCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

MgCl2 x 6 H2O Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

MgSO4 x 7 H2O Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

NaHCO3 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

NaOH Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Silica Orange Gel Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

TRIzol® Reagent Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 
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2.1.2 Puffer, Lösungen und Medien  

Puffer/Lösungen Zusammensetzung 

10x DNA-Auftragspuffer 50 % (v/v) Glyzerin, 10 mM EDTA, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 

0,2 % (w/v) Xylencyanol 

10x SDS-PAGE-Laufpuffer 0,25M Tris/HCl, 1,92M Glycin, 1 % w/v SDS (pH 8,3) 

50x TAE-Puffer 2 M Tris/Acetat, pH 8,0, 50 mM EDTA 

5x SDS-PAGE-Auftragspuffer 

(Lämmli) 

10 % w/v SDS, 50 % v/v Glyzerin, 312,5mM, Tris/HCl (pH 6,8), 

0,005 % w/v Bromphenolblau, 25 % v/v 2-Mercaptoethanol 

Entfärbelösung D nach Fairbanks 10 % v/v Essigsäure; 0,002 %, Brilliant Blau R 250 

Färbelösung A nach Fairbanks 25 % v/v Isopropanol; 10 % v/v Essigsäure; 0,05 % w/v  Brilliant 

Blau R 250 

Künstliches Meerwasser (KMW) 480 mM NaCl, 28 mM MgSO4 x 7 H2O, 24 mM MgCl2 x 6 H2O, 16 

mM CaCl2 x 6 H2O, 2,4mM NaHCO3 

RNase-freies Wasser Wasser mit 0,1 % (v/v) DEPC für 1 Stunde bei 37°C inkubieren und 

anschließendes Autoklavieren zur Inaktivierung von DEPC 

 

Medium Zusammensetzung 

S.O.C.-Medium 20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 0,5 g/L NaCl, 10 mM MgCl2,10 

mM MgSO4, 20 mM Glucose 

LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Natriumchlorid, pH-Wert 

7,2, für Platten: 15g/L Agar-Agar  

Antibiotika Kanamycin (35 µg/mL), Ampicillin (50 µg/mL) 

 

2.1.3 Plasmide 

Vektor Eigenschaften Firma 

pDONR™222 pUC ori, KanR, ccd B, attP1, attP2, CmR,  Invitrogen GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

pUC 19 lacZα, origin, AmpR  Invitrogen GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

KanR – Resistenz gegenüber Kanamycin, CmR – Resistenz gegenüber Chloramphenicol, AmpR – Resistenz 
gegenüber Ampicillin 

 
2.1.4 Bakterienstämme und Muscheln 

Stamm Genotyp Firma 

Electromax™ DH10B™ T1 Phage 

resistente Zellen 

F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ 

∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 araD139 ∆(ara, 

leu)7697 galU galK λ - rpsL nupG tonA 

Invitrogen GmbH, 

Darmstadt, 

Deutschland 
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Species Herkunftsort Firma 

Miesmuschel  

Mytilus galloprovincialis 

(Lamarck, 1819) 

Muschelfarm in Goro 

(Venetien, Italien) 

Moby Dick Fisch, Geflügel und Delikatessen 

Handels GmbH, Zenettistr. 11, München, 

Deutschland 

 

2.1.5 Kits 

Kit Firma 

RNeasy Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RNase-freies DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

FastTrack®MAG Midi mRNA Isolation Kit Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 

CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Wizard Plus SV Miniprep Kit Promega, Madison, Wisconsin, USA 

 

2.1.6 Standards und Enzyme 

Standard/Enzym Firma 

ColorPlus Prestained Protein Marker, Broad 

Range (7-175 kDa)  

New England Biolabs GmbH, Frankfurt/M., Deutschland 

1kB DNA-Längenstandard PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen, Deutschland 

λ/BstEII DNA-Längenstandard New England Biolabs GmbH, Frankfurt/M., Deutschland 

BsrGI Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland 

 

2.1.7 Sonstige Materialien 

Material Firma 

Plastik Modellbaukleber UHU GmbH & Co. KG, Bühl, Deutschland 

Alox Tiegelchen für TGA Mettler Toledo, Giessen, Deutschland  

Bleikügelchen für TMA TA Instruments, Eschborn, Deutschland 

Alutiegel für DSC Mettler Toledo, Giessen, Deutschland  

REM-Probenhalter Agar Scientific Ltd., Essex, UK 

SERVAGel™ TG 4-20 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

CaF2-Objekträger Crystal GmbH, Berlin, Deutschland 

Glasobjektträger Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Deckgläschen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
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2.1.8 Geräte 

Gerät Modell Firma  
Lichtmikroskop Leica DMI 3000 B mit einer Leica DFC340FX 

Schwarz-Weißkamera, Software: Leica 
Application Suite 
 

Leica Microsystems GmbH, 
Deutschland 

Lichtmikroskop Leica DMIL LED mit einer Leica DFC 295 
Farbkamera, Software: Leica Application Suite 

Leica Microsystems GmbH, 
Deutschland 

Rasterelektronen-
mikroskop 

1540EsB Cross Beam mit Thermo Noran 
System Six EDX-System Focused Ion Beam 

Carl Zeiss MicroImaging 
GmbH, Göttingen, 
Deutschland 
 

FTIR-Spektrometer Bruker Tensor 27 IR-Spektrometer  
 

Detektor:  MCT  
Messeinheit: MIRacle Germanium- 
  ATR-Kristall  
Mikroskop: Hyperion 1000 
Objektiv: 15x IR-objektiv 
Filter:   Infrarot-Polarisator  
  A675P1 
 

Bruker, Rheinstetten 
Deutschland 

FTIR-Spektrometer Bruker IFS 66/s Spektrometer  
 

Mikroskop: IRscope II 
Objektiv: 36x IR-objektiv 
 

Bruker, Rheinstetten 
Deutschland 

FTIR-Spektrometer Varian FTS6000  
 

Detektor: MCT  
Mikroskop: UMA 500 
Filter:   ZnSe-Polarisationsfilter  
  (motorbetrieben) 
Klimakammer: ZnSe-Fenster, Temperatur- 
  und RF-Kontrolle  
 

Varian Inc., Palo Alto, 
California, USA 

Kraftsensor:  Burster 8411-10 Kraftsensor  Burster GmbH, Deutschland 
 

Dynamisch-mechanische 
ThermoAnalyse 

DMTA IV Rheometric Scientific 
 

Thermomechanische 
Analyse 

TMA2940 Thermomechanical Analyzer Waters GmbH, TA 
Instruments, Eschborn, 
Deutschland 
 

Kalorimeter DSC/SDTA 821e, Stare-Software Mettler Toledo, Giessen, 
Deutschland  

Thermogravimeter TGA/SDTA 851e, Stare-Software Mettler Toledo, Giessen, 
Deutschland  

Röntgenbeugungsanalysen 
mit Synchrotronstrahlung 

Advanced Photon Source (APS) des Argonne 
National Laboratory 

Argonne, Illinois, USA 

WAXS  Department of Biochemistry, 
School of Life Sciences, 
University of Sussex, UK 
 

NMR-Spektrometer Bruker Advance 750 NMR-Spektrometer  Bruker, Rheinstetten, 
Deutschland 
 

Zugmaschine Bose ElectroForce 3220 Bose ElectroForce Systems 
Group, Bose Corporation, 
Friedrichsdorf, Deutschland 



Material  | 21  

Gerät Modell Firma  
 
Exsikkator  VWR International GmbH, 

   Darmstadt, Deutschland 

Feinwaage CPA225D Sartorius AG, Göttingen, 
Deutschland 

Konzentrator Savant SpeedVac Konzentrator Thermo Fisher Scientific,  

Kühlzentrifuge Avanti J-25, Rotor: JA 20.1 Beckman Coulter Inc. 
Fullerton, CA, USA 

Laborkugelmühle Dismembrator S Satorius Stedim, Biotech, 
Göttingen, Deutschland 

Ofen  Heraeus Function Line UT 20, Thermo Fisher Scientific Inc.,  
Waltham, MA, USA 

Pipetten Eppendorff Research Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

Reagenzglasschüttler Vortexer W3 VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäßständer  Magna-Sep™ Magnetic Particle Separator Invitrogen GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Rührer Heidolph MR 3001 VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 

SDS-PAGE 
Laufapparatur:  

Mighty Small II SE250 (10 x 8 cm), basic Hoefer Inc., Holliston, MA, 
USA 

Stromversorgungsgerät  BluePower™ 500 Plus, Serva Electrophoresis GmbH 
Heidelberg, Deutschland 

Thermomixer Thermomixer compact/comfort Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

Thermomixer Thermomixer comfort 5355 Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

UV/VIS-
Photospektrometer 

NanoDrop ND-1000 

 

PEQLAB Biotechnologie 
GMBH, Erlangen, 
Deutschland 

Waage Ohaus Pioneer VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 

Wärme/Brutschrank WB 560 K mytron Bio- und Solartechnik 
GmbH, Heilbad Heiligenstadt, 
Deutschland 

 

Sonstige Verbrauchsmaterialien wurden über die Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

oder VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen. 
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2.1.9 Sonstige Computerprogramme und Datenbanken 

Computerprogramm Firma 

2DFit Copyright 1987-2005 Andy Hammersley, ESRF, 

Grenoble, Frankreich 

Adobe Acrobat 8.0 Professional Adobe Systems, San Jose, CA, USA 

Adobe Illustrator CS3 Adobe Systems, San Jose, CA, USA 

Adobe Photoshop CS3 Adobe Systems, San Jose, CA, USA 

Adobe Reader 9.0 Adobe Systems, San Jose, CA, USA 

CLC Sequence Viewer 6.4 CLC bio, Aarhus, Denmark 

Collagen Stability Calculator http://jupiter.umdnj.edu/collagen_calculator/help.php 

neue Version 2.1 unter: 

http://compbio.cs.princeton.edu/csc/ 

ExPASy - SIB Bioinformatics Resource Portal http://expasy.org/ 

LALIGN http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html 

Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond,WA, USA 

OriginPro 8.1G OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA 

Proteindatenbank: UniProtKB http://www.uniprot.org/ 

Swiss-PdB-Viewer Deep View v4.03 SIB Swiss Institute of Bioinformatics, Schweiz 

 

 

2.2 Fadenpräparation  

Marine Miesmuscheln der Art Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) wurden von 

einer Muschelfarm in Goro (Venetien, Italien) über einen Fischereigroßhandel bezogen. 

Die Muscheln wurden gewaschen und der Muschelbyssus nach Entfernung von der 

Muschel bei -20°C gelagert. Je nach Messmethode wurden die Byssusfäden individuell 

präpariert. 

Nach Abtrennen von Byssusstamm und Plaque wurden die Einzelfäden in ihre 

Einzelbereiche durch Teilung am Übergangsbereich zwischen distal und proximal 

präpariert und unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die Fadenteile wurden anschließend 

entweder in künstlichem Meerwasser (KMW) oder Reinstwasser (RW) bei 4°C inkubiert. 

KMW dient dabei zur Nachahmung der natürlichen Umweltbedingungen des 

Byssusfadens, während die Inkubation mit RW auf der Kutikula angelagerte und im Faden 

gebundene Salze entfernen soll.  
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Zur Dehydrierung wurden die Proben entweder über Nacht im Vakuum mit Trockenmittel 

Silica Orange oder mehrere Tage bei RT und einer RF von 20-25 % getrocknet.  

2.3 Bestimmung der Querschnittsfläche des Byssusfadens 

Für die Berechnung der elliptischen Querschnittsfläche des Byssusfadens (Abb. 2-1) 

wurden die Nebenachse (a) und Hauptachse (b) jedes einzelnen Fadens unter dem 

Lichtmikroskop Leica DMI 3000 B mittels der Auswerte-Software Leica Application 

Suite bestimmt (Kapitel 2.4.1).  

 

Abb. 2-1 Schema der elliptischen Querschnittsfläche des Muschelbyssusfaden 
a - Nebenachse; b- Hauptachse 

Die Querschnittsfläche wurde gemäß folgender Gleichung berechnet: 

A = π · ½ a · ½ b        (Gleichung 2-1) 

 

2.4 Mikroskopische Methoden 

2.4.1 Lichtmikroskopie 

Für lichtmikroskopische Untersuchungen wurden für 50, 100, 200 und 400fache 

Vergrößerungen das Mikroskop Leica DMIL LED mit einer Leica DFC 295 Farbkamera 

bzw. das Leica DMI 3000 B mit einer Leica DFC340FX Schwarz/Weiß-Kamera 

verwendet, welches auch für polarisationsmikroskopische Analysen mit 

Polarisationsfiltern ausgestattet ist. Die Software Leica Application Suite wurde zur 

Bestimmung von Dimensionen wie Fadenlänge und Dicke genutzt. Dehydrierte Proben 

wurden auf einen Glasobjektträger gelegt, während hydrierte Fäden mit einem Tropfen 

Wasser fixiert wurden. Die Belichtungszeit betrug 30-150 ms. 
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2.4.2 Rasterelektronenmikroskopie mit fokussiertem Ionenstrahl ( focussed ion 

beam, FIB) 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden am Lehrstuhl Metallische 

Werkstoffe der Universität Bayreuth an einem 1540EsB Cross Beam Rasterelektronen-

mikroskop von Zeiss angefertigt. 

Zunächst wurden die Proben im Vakuum getrocknet und mittels selbstklebenden 

Kohlenstoffplättchen auf Aluminium-Probenhaltern fixiert. Zur Vermittlung des 

Elektronenstroms wurde ein zusätzliches Aluminiumband über die Proben befestigt. Die 

Proben wurden anschließend bei 0,1 mbar und 30 mA für 40 sek oder zweimal 40 sek mit 

Gold besputtert. Die Dicke der Goldschicht betrug 10-20 nm. 

Es wurden eine Beschleunigungsspannung von 3 kV und ein Arbeitsabstand von 4-5 mm 

verwendet. Die Signale der Detektoren InLens und SE2 wurden mit einem Faktor von 

0,2503 gemixt. Bei Aufnahmen mit einer Beschleunigungsspannung von 5 kV wurde ein 

Abstand von 2,2 mm und ein Mix-Signal von 0,5 verwendet. 

Zum Schneiden des Byssusfadens mit fokussiertem Ionenstrahl (focussed ion beam, FIB) 

wurden Stromstärken von 2 nA und 200 pA verwendet und das Material für 15, 30 oder 

45 min geschnitten. 

2.5 Mechanische Zugmessung 

Die mechanischen Eigenschaften eines Materials sind gekennzeichnet durch dessen 

Vermögen, sich bei Belastung zu verformen und somit die einwirkende Kraft abzuleiten. 

Zu mechanischen Belastungen zählen dabei Zug und Druck, Biegung und Torsion. Die 

mechanischen Eigenschaften der Muschelbyssusfäden wurden mittels mechanischen 

Zugmessungen bestimmt. 

Die Fäden wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben in ihren distalen und proximalen 

Bereich unterteilt, in den entsprechenden Lösungen länger als eine Woche inkubiert und 

anschließend ein Teil der Proben getrocknet. 

Als Probenhalter wurden lasergeschnittene Plastikrahmen mit einer Aussparung für eine 

definierte Probenlänge von 2 mm verwendet und die Fadenteile mit einem 

wasserunlöslichen Modellbaukleber (UHU plast Kunststoff Modellbau, UHU) mittig auf 

die Probenhalter geklebt. Nach Aushärten des Klebers wurden die hydrierten Proben bis 
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zur Messung in der entsprechenden Lösung und die dehydrierten Proben an Luft gelagert. 

Mit Hilfe des Lichtmikroskops wurden die Fadenquerschnittsflächen anhand der längsten 

und kürzesten Seite des Fadens bestimmt (Kapitel 2.3) und die Flächen mit Gleichung 2-1 

berechnet.  

Die mechanischen Zugmessungen wurden an einer Bose ElectroForce 3220 Zugmaschine 

durchgeführt, welche mit einer 250 g Kraftmessdose und einer Klimakammer, geeignet für 

Messungen in Lösung, ausgestattet ist. Mit einer Zuggeschwindigkeit von 0,1 mm sek-1 

(entspricht 5 % sek-1) wurden die Längenänderungen der Proben und die dabei 

aufgewendete Kraft über einen Zeitraum von 75-200 sek aufgenommen. Die Messungen 

der dehydrierten Proben erfolgten bei RT (20-23°C) und einer RF von 25-30 %, während 

die hydrierten Proben in Lösung gemessen wurden. 

Zur Auswertung wurden Messungen ausgewählt, bei denen der Materialbruch in der Mitte 

des Fadens erfolgte. Dadurch konnten trotz einer hohen Probenanzahl (20-30 pro 

Probensatz) nur 6-9 Messungen pro Probensatz zur Bestimmung der die mechanischen 

Parameter herangezogen werden. 

Zunächst wurden anhand der Längenänderung der Probe und der dabei aufgewendeten 

Kraft die nominelle Dehnung und technische Spannung mit folgenden Gleichungen 

berechnet: 

ε = ∆L/L0          (Gleichung 2-2) 

σ = F/Ao          (Gleichung 2-3), 

wobei ε der nominellen Dehnung, ∆L der Längenänderung, L0 der Anfangslänge der 

Probe, σ der technischen Spannung, F der aufgewendeten Kraft und A0 der anfänglichen 

Fadenquerschnittsfläche entspricht. 

Da jedoch der Byssusfadens bei Streckung bei gleichbleibendem Volumen dünner wird, 

verkleinert sich die Querschnittsfläche, auf welche die Kraft wirkt (Pearce & Labarbera, 

2009). Somit sind die Werte der technischen Spannungs-Dehnung-Kurve besonders im 

Bereich großer Dehnung zu niedrig bewertet. Die reale oder wahre Spannung und 

Dehnung lässt sich über folgende Gleichungen berechnen (Hepburn et al., 1979): 

εr = ln (1+ε)         (Gleichung 2-4) 

σr = σ (1+ε)         (Gleichung 2-5),  
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wobei εr und σr jeweils der realen Dehnung und Spannung entsprechen. 

Eine Spannungs-Dehnungskurve eines viskoelastischen Werkstoffes ist in Abb. 2-2 

schematisch dargestellt. Der Kurvenverlauf lässt sich in einen linear elastischen Bereich 

mit reversibler Verformung des Materials und einen plastischen Deformationsbereich 

unterscheiden.  

 

Abb. 2-2 Spannungs-Dehnungskurve eines viskoelastischen Materials 
σ - Spannung, ε - Dehnung, σmax - Zugfestigkeit, εmax - Dehnbarkeit, σE - Spannung an der Elastizitätsgrenze, 
εE - Dehnung an der Elastizitätsgrenze, σY - Spannung am Yield-Punkt, εY - Dehnung am Yield-Punkt, E - E-
Modul/Elastizitätsmodul/Younǵs Modul, R - Resilienz 

Die Materialkenngrößen wurden anhand der Spannungs-Dehnungskurve wie folgt 

bestimmt: 

Bei linearer Krafteinwirkung auf ein Material, wird dessen Steifigkeit durch den 

Elastizitätsmodul E (auch: E-Modul, Elastizitätskoeffizient oder Young´s Modul) 

beschrieben, welcher den Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung im linear 

elastischen Verhalten eines Materials beschreibt. Er entspricht der 

Proportionalitätskonstante des Hookeśchen Gesetzes (Gleichung 2-6) und somit dem 

Anstieg der Spannungs-Dehnungskurve im linear elastischen Bereich, welcher mittels 

linearer Regression in entsprechenden Kurvenbereich ermittelt werden kann. 

σ = E * ε         (Gleichung 2-6) 

Die Elastizitätsgrenze markiert das unmittelbare Ende des linear elastischen Bereiches. 
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Bei viskoelastischen Materialien ist der Yield-Punkt am Ende des linear elastischen 

Bereiches gekennzeichnet durch eine mehr oder weniger stark ausgeprägte Änderung der 

Steifigkeit des Materials (Längenänderung mit geringem bis keinen Kraftaufwand) und 

somit in einer Änderung des Kurvenanstiegs. Dieser Punkt wurde durch den Schnittpunkt 

zweier Kurven-Tangenten im Bereich des Yield-Punktes bestimmt. 

Die Zugfestigkeit, die der maximalen Spannung und somit der Bruchspannung (σmax) 

entspricht, und die Dehnbarkeit des Fadens (maximale Dehnung, Bruchdehnung, εmax) 

wurden dem Spannungs-Dehnungsdiagramm direkt entnommen.  

Die Zähigkeit eines Materials beschreibt die gesamte Energie, die ein Material aufnehmen 

kann, ohne zu brechen und entspricht dem Integral der gesamten Spannungs-

Dehnungskurve. Die Resilienz - die maximale Energie, die ein Werkstoff speichern kann 

ohne plastische Deformation und somit dem elastischen Verhalten des Materials 

entspricht, wurde aus der Kurvenfläche bis zur Elastizitätsgrenze bestimmt. 

Zur Auswertung der mechanischen Parameter wurden der Mittelwert und die 

Standardabweichung aller Messungen der jeweiligen Probensätze bestimmt. 

2.6 Thermoanalysen 

2.6.1 Thermomechanische Analyse (TMA) 

Die mechanischen Eigenschaften eines Materials können sich je nach Temperatur ändern. 

Dabei können thermische Effekte wie Materialerweichung und -versteifung, Schrumpfen, 

Deformation und Phasenumwandlungen auftreten. Die Thermomechanische Analyse 

(TMA) untersucht die temperaturabhängige Materialantwort unter minimaler 

mechanischer Belastung. Dabei können neben dem thermischen Expansionskoeffizienten 

α auch Phasenübergänge und Schmelzprozesse ermittelt werden. 

Die Änderung der Länge des Byssusfadens in Abhängigkeit der Temperatur wurde an 

einem TMA2940 Thermomechanical Analyzer (TA Instruments) mit einem Messaufbau 

für Längenänderungen (Abb. 2-3) analysiert. Die Byssusfäden wurden gemäß Kapitel 2.2 

vorbereitet und anschließend die jeweiligen Enden des Fadens in Aluminiumkügelchen 

mit einem Gewicht von ca. 46 mg eingespannt. Hydrierte Proben wurden bis zum 

Bestücken des Messgeräts in den entsprechenden Lösungen gelagert. Die präparierten 
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Proben wurden in den Messaufbau eingespannt und eine statische Kraft von 5-10 mN zum 

Straffen der Probe angelegt. 

 

Abb. 2-3 Messaufbau der thermomechanischen Analyse (TMA) 
Die jeweiligen Enden der Probe (1) wurden in Aluminiumkügelchen (2) eingeklemmt und zwischen dem 
beweglichen Messarm (3) und der Aufhängung (4) mit einer geringen statischen Kraft von 5-10 mN 
gespannt. Der bewegliche Arm folgt der Längenänderung des Fadens, und die Temperatur wurde mittels 
Temperaturfühler (5) kontrolliert. 

Vor jeder Messung wurde die Anfangslänge der Probe (5-11 mm) bestimmt. Anschließend 

wurde die Temperatur mit einem Gradienten von 2°C min-1 bis 300°C erhöht und die 

Änderung der Fadenlänge aufgezeichnet. 

Die Rohdaten wurden auf die Fadenanfangslänge, welche 100 % entspricht, normiert und 

die so erhaltene TMA-Kurve zeigt die Längenänderung des Materials. Die jeweilige 

Verkürzungsrate wurde durch lineare Regression in einem Temperaturbereich von 

40-170°C (langsames Schrumpfen) und von 205-215°C (abruptes Schrumpfen) ermittelt. 

Der Schnittpunkt beider Geraden bildet den Startpunkt des abrupten Schrumpfens. Das 

Minimum der Kurve und der Wert der maximalen Elongation des Fadens wurden der 

Kurve direkt entnommen. 

Des Weiteren wurde der thermische Längenausdehnungskoeffizient α bestimmt, welcher 

das Verhalten eines Materials bei Temperaturänderung charakterisiert. Dieser wurde 

gemäß Gleichung 2-7 berechnet und entspricht dem Anstieg der TMA-Kurve und somit 

deren erster Ableitung. 

α = 1/L0 · ∆L/∆T        (Gleichung 2-7),

wobei L0 die Fadenausgangslänge, ∆L die Änderung der Fadenlänge und ∆T die 

Temperaturänderung beschreibt. Hierbei gilt, je höher der thermische 

Ausdehnungskoeffizient ist, desto weicher das Material.  
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2.6.2 Bestimmung der temperaturabhängigen Änderung der Fadenmorphologie 

Zur Untersuchung der makroskopischen Dimensionsänderungen des Byssusfadens mit 

steigender Temperatur wurden distale Fäden gemäß Kapitel 2.2 in ca. 1 cm lange Stücke 

präpariert, unter Vakuum getrocknet und anschließend in Glaspetrischalen bei RT, 110, 

190, 200, 210, 220 und 240°C für jeweils 30 min inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt 

wurden am Lichtmikroskop Leica DMI 3000 B (Zeiss) bei einer 50-fachen Vergrößerung 

Bilder von den Fäden aufgenommen und der Durchmesser und die Länge mit der Software 

Leica Application Suite bestimmt. Die Längen- und Dickenwerte wurden anschließend auf 

die Anfangswerte normiert und in Abhängigkeit von der Temperatur graphisch dargestellt. 

2.6.3 Dynamisch-Mechanische Thermoanalyse (DMTA)  

Mit der Dynamisch-Mechanischen Thermoanalyse (DMTA) kann der Einfluss von 

Temperatur auf die mechanischen Eigenschaften eines Materials untersucht werden. Bei 

DMTA-Messungen wird die Probe mit einer Sinus-Frequenz um einen Dehnungswert, der 

im linear-elastischen Bereich der Probe liegt, gestrafft und bei steigender Temperatur der 

Speicher- und Verlustmodul sowie der Verlustfaktor tan δ ermittelt.  

Bei viskoelastischen Materialien setzt sich der E-Modul sowohl aus einem elastischen 

Anteil, dem Speichermodul E', als auch einem viskosen Anteil, dem Verlustmodul E'' 

zusammen. Dabei entspricht E' der Steifigkeit, bei der mechanische Energie aufgenommen 

und wieder abgegeben werden kann, während E'' den Anteil der Steifigkeit beschreibt, bei 

dem mechanische Energie durch Verformung in Reibungswärme umgewandelt wird. 

Durch Anlegen einer Sinus-Frequenz kann die zeitliche Verschiebung zwischen 

mechanischer Belastung und Materialantwort ermittelt werden. Die dabei auftretende 

Phasenverschiebung wird über den Winkel δ angegeben. Hierbei gilt, je kleiner δ, umso 

fester das Material (Ehrenstein et al., 1998). Mit dem Verlustwinkel δ kann der E-Modul E 

anhand Gleichung 2-8 und der Betrag von ∣E∣ durch Gleichung 2-9 in seine Bestandteile E' 

und E'' zerlegt werden kann.  

E = E' + i E''         (Gleichung 2-8) 

∣E∣ = (E' 2 + E'' 2)0,5 = E' / cos δ      (Gleichung 2-9) 

Der Verlustfaktor tan δ ergibt sich aus dem Verhältnis von E'' und E' und ist ein Maß für 

die im Material dissipierte Energie.  
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Die DMTA-Messungen erfolgten an einem Rheometric Scientific DMTA IV-System mit 

einem Messaufbau für Zugspannung (Abb. 2-4). Hierfür wurden proximale und distale 

Byssusfäden präpariert und entsprechend in RW bzw. KMW inkubiert (Kapitel 2.2). 

Hydrierte Proben wurden feucht, während dehydrierte über mehrere Tage bei RT und 

einer RF von 20-25 % getrocknet in den Messaufbau eingespannt wurden. Der 

Fadendurchmesser wurde am Lichtmikroskop bestimmt und der Durchmesser der längsten 

und kürzesten Seite gemittelt, da bei der Messmethode vom Programm eine zylindrische 

Rundstab-Geometrie vorgegeben wurde. Somit ergaben sich Fadendurchmesser zwischen 

50-100 µm. Die distalen Fäden wurden mit einer Länge von 3-12 mm und die proximalen 

mit 1-2 mm jeweils an ihren Enden zwischen zwei Metallbacken festgeschraubt.  

 

Abb. 2-4 Messaufbau der DMTA 
Die jeweiligen Enden der Probe (1) wurden zwischen Metallbacken des beweglichen Messarm (2) und der 
Aufhängung (3) eingespannt. Die Proben wurden bis max. 2 % gedehnt und eine Sinusfrequenz von 1 Hz 
angelegt. Der Messarm registriert die entstehende Kraft, aus der die Parameter E‘, E‘‘ und tan δ abgeleitet 
werden. Die Probe wurde mit 2°C min-1 auf 300°C erhitzt und die Temperatur mittels Temperaturfühler (4) 
kontrolliert. 

Vor jeder DMTA-Messung wurden mechanische Zugmessungen für kleine Kraft- und 

Dehnungswerte durchgeführt, um den linear-elastischen Bereich der Probe zu ermitteln. 

Dabei wurden bei distalen Proben Dehnungswerte zwischen 0,05-0,2 % und Kräfte von 1-

10 mN als Startwert für die DMTA-Messung ausgewählt. Zu hohe Anfangswerte für Kraft 

und Dehnung können bei höheren Temperaturen ein Reißen des Fadens verursachen. Im 

Fall der proximalen Fäden wurden Dehnungen von 0,05-2 % und Kräfte von 5-20 mN 

verwendet.  

Anschließend wurde an die gestrafften Fäden eine Sinus-Frequenz von 1 Hz angelegt. Die 

Temperaturerhöhung auf 300°C erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 2°C min-1. Mittels 

der Programmsoftware wurde direkt das Speichermodul E' und das Verlustmodul E'' sowie 

den Verlustfaktor tan δ der Fäden bestimmt.  
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Die Werte E', E'' und tan δ wurden in Abhängigkeit von der Temperatur graphisch 

dargestellt, wobei E' und E'' logarithmisch skaliert wurden. Der Anfangswert einer 

Änderung in E' wurde über den Schnittpunkt zweier Tangenten im entsprechenden 

Kurvenbereich ermittelt. Für E'' und tan δ wurden jeweils die Maxima direkt der Kurve 

entnommen.  

2.6.4 Thermogravimetrische Analyse  

Bei der Thermogravimetrischen Analyse (TGA) wird die temperatur- und zeitabhängige 

Masseänderung einer Probe untersucht, um so Informationen über deren 

Zusammensetzung zu erhalten. Ein Gewichtsverlust wird dabei durch physikalische 

Prozesse wie Verdampfen, Desorption und Austrocknen oder Sublimieren und durch 

chemische Reaktionen wie Zersetzung, Verbrennung und Reduktion von Metalloxiden 

verursacht. Oxidationsreaktionen und Adsorptionsprozesse mit Spülgas können hingegen 

zu einer Zunahme der Masse führen. 

Zur Untersuchung der Masseänderung bei steigender Temperatur wurden distale und 

proximale Teile der Fäden präpariert (Kapitel 2.2) und entsprechend in KMW und RW 

inkubiert. Anschließend wurden die Proben im Vakuum mit Trockenmittel (Silica Orange 

Gel) über Nacht getrocknet und in 1-5 mm Stücke zerkleinert. In Aluminiumoxid-Tiegeln 

mit einem Fassungsvermögen von 700 µL wurden pro Messung 4-13 mg eingewogen. Die 

TGA-Messungen wurden an einem TGA/SDTA 851e System (Mettler Toledo, Schweiz) 

durchgeführt, dessen Mikrowaage eine Genauigkeit von 1 µg besitzt. Bei einer Heizrate 

von 10°C min-1 wurden die Proben in einer sauerstoffreichen Atmosphäre (Spülrate 

50 mL min-1) von 25 auf 800 °C bzw. 1100°C erhitzt. Pro Probensatz wurden 

Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Das gemessene Gewicht wurde auf das Ausgangsgewicht der Probe normiert. Der 

Anfangspunkt einer Masseänderung wurde durch den Schnittpunkt zweier Tangenten im 

entsprechenden Kurvenbereich bestimmt. Die maximale Masseänderung eines 

Umsatzprozesses entspricht dem Wendepunkt (Wp) der TGA-Kurve und wurde über die 

Minima der ersten Ableitung berechnet. Bei einer mehrstufigen Masseabnahme können 

sich Umsatzreaktionen überlagern. Dabei bleibt die Masse zwischen zwei Stufen nicht 

konstant, die TGA-Kurve erreicht kein Plateau. In dem Fall wurde der Mittelpunkt der 

beiden Umsetzungen als Definition des Temperaturbereiches eines Prozesses 

herangezogen.  
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2.6.5 Dynamische Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry, DSC)  

Mit der Dynamischen Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry, DSC) 

können temperaturabhängige Änderungen im Material untersucht werden, die mit einem 

endo- oder exothermen Wärmeeffekt einhergehen. Somit können mittels der 

Wärmeumsätze spezifische Wärmekapazitäten bestimmt, aber auch physikalische 

Prozesse wie Phasenbildungen und -umwandlungen, Kristallisationen, Verdampfen und 

Schmelzen und chemische Reaktionen wie Zersetzungen untersucht werden. 

Für die DSC-Messungen wurden gesamte Byssusfäden, aber auch distale und proximale 

Teile, präpariert (Kapitel 2.2) und entsprechend in KMW und RW inkubiert. Anschließend 

wurden die Proben im Vakuum mit Trockenmittel (Silica Orange Gel) über Nacht 

getrocknet und in 1-5 mm Stücke zerkleinert. Pro Messung wurden 3-6 mg Probe in 

Aluminium-Tiegeln eingewogen. Die DSC-Messungen wurden an einem Mettler Toledo 

DSC/SDTA 821e System (Mettler Toledo, Schweiz), ausgestattet mit einer keramischen 

Sensorplatte mit 56-fachen Au-AuPd Temperaturfühlern, durchgeführt. Die 

kalorimetrische Messeinheit besitzt eine Empfindlichkeit von 7 µW. Bei einer Heizrate 

von 2°C min-1 wurden die Proben in einer Stickstoff-Atmosphäre (Spülrate 20 ml min-1) 

von 20°C auf 350°C erhitzt. Zur besseren Auflösung der Umsatzprozesse des 

Temperaturbereiches zwischen 20 und 100°C wurde zunächst auf 100°C aufgeheizt und 

nach 10-minütiger isothermer Inkubation auf -50°C abgekühlt. Anschließend wurde die 

Probe erneut auf 350°C erhitzt.  

Der Wärmestrom bezogen auf die Ausgangsmasse der Probe wurde gegen die Temperatur 

aufgetragen. Anhand dieser Kurve können nun typische Wärmeeffekte ermittelt werden 

(Abb. 2-5).  

 

Abb. 2-5 DSC-Kurve typischer thermischer 
Wärmeeffekte 
Ein endothermer Kurvenversatz entspricht einem 
Phasenübergang, während bei Kristallisationen 
exotherme Peaks und bei Schmelzvorgängen 
endotherme Peaks erhalten werden. 
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Nach Basislinienkorrektur wurde der Temperaturbereich eines Wärmeumsatzpeaks über 

den Schnittpunkt der Grundlinie zwischen rechtem und linkem Minimum mit den 

Tangenten an den Peakanstiegs- und -abstiegsflanken bestimmt. Der Wendepunkt von 

Kurvenversätzen entspricht dem Minimum der ersten Ableitung im entsprechenden 

Kurvenbereich. Die Enthalpie eines Wärmeumsatzes wurde durch Integration der 

Peakfläche berechnet. 

2.6.6 Untersuchung des thermischen Proteinabbaus mittel SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese  

Um zu untersuchen, inwieweit die Proteine des Byssusfadens thermisch zersetzt werden, 

wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

verwendet. Mit dieser Methode können Proteine eines Gemisches durch ihre 

Bewegungseigenschaften durch eine Polyacrylamid-Gelmatrix in einem elektrischen Feld 

aufgetrennt werden. Dabei bestimmen Größe des Proteins, Ladung und Molekülform die 

Wanderrichtung und Geschwindigkeit. Durch die Verwendung von Natriumdodecylsulfat 

(SDS), welches die Eigenladungen des Proteins maskiert, kann eine Auftrennung der 

Proteine nach ihrem Molekulargewicht erreicht werden. 

Distale Byssusfäden wurden gemäß Kapitel 2.2 präpariert, an Luft getrocknet und in 

flüssigen Stickstoff mit einem Mörser zerkleinert. Anschließend wurden die Proben in 

Glaspetrischalen im Ofen bei 80, 110, 150, 190, 200, 210, 220, 230 und 240°C für 30 min 

inkubiert. Nach Zugabe von 100 µL Probenauftragspuffer (Laemmli, 1970) wurden die 

Proben zur vollständigen Denaturierung der Proteine des Byssusfadens bei 95°C für 30 

min inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf Eis abgekühlt und 10 µL auf das Gel 

aufgetragen. Es wurde ein kommerzielles Tris/Glycin Gradientengel (ServaGelTM TG 4-

20) verwendet und die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer konstanten 

Stromstärke von 25 mA für 60 min. Als Proteinstandard wurde der Color Plus Prestained 

Protein Marker Broad Range (NEB) zur Einordnung der Molekulargewichte verwendet. 

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden durch Anfärben mit Coomassie-Brilliant-Blau 

nach Fairbank (Fairbank et al., 1971) sichtbar gemacht. Hierfür wurde das Gel in 

Fairbanks-Lösung A in der Mikrowelle aufgekocht und 30 min darin geschwenkt. 

Anschließend wurde zum Entfernen nichtgebundenen Farbstoffs das Gel mehrmals in 

Fairbanks-Lösung D inkubiert. 
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2.7 Strukturanalysen 

2.7.1 Festphasen-Kernspinresonanzspektroskopie (ssNMR, solid state nuclear 

magnetic resonance) 

Alle beschriebenen ssNMR-Messungen wurden von Holger A. Scheidt am Institut 

Biochemie/Biotechnologie der Martin-Luther Universität Halle-Wittenberg unter der 

Betreuung von Prof. Daniel Huster (Institut für Medizinische Physik und Biophysik der 

Universität Leipzig) durchgeführt. 

Für die ssNMR-Analysen wurden sowohl Gesamtbyssus als auch proximale und distalen 

Fadenteile präpariert (Kapitel 2.2) und in RW bis zur Messung gelagert. Für die 

Messungen wurde das natürliche Vorkommen von 13C-Atomen in biologischen 

Materialien genutzt. Die Experimente wurden an einem Bruker Advance 750 NMR-

Spektrometer mit einer Resonanzfrequenz von 188,5 MHz für 13C und 749,7 MHz für 1H 

durchgeführt, wobei hydrierte Byssusfäden in einem 4 mm magic angle spinning (MAS) 

Rotor mit Tefloneinsatz (Volumen ca. 50 µl) befestigt wurden. Der Doppelresonanz-

MAS-Messkopf war mit einem 4 mm spinning-Modul ausgestattet und die MAS-Frequenz 

betrug 7 kHz bei 20°C. Die Länge des 13C-90°-Pulses betrug 7 µs. Eine Kreuzpolarisation 

(cross polarization, CP) wurde erreicht mittels eines 1H-90°-Puls von 4 µs über eine CP-

Kontaktzeit von 700 µs. Während der heteronuklearen Entkopplung wurde eine Feldstärke 

von 65 kHz für die Radiofrequenz von 1H genutzt unter Verwendung einer two pulse 

phase-Modulation (TPPM) (Bennett et al., 1995). Direkt angeregte 13C-Spektren (Bloch-

Spektren) wurden mit Protonen-Entkopplungsstärken von 20 dB und 6,5 dB 

aufgenommen. Als externer Standard für die chemische Verschiebung von 13C wurde das 
13C=O-Signal eines 13C-markierten Glycins bei 176,45 ppm verwendet. Für das Signal von 

Tetramethylsilan (TMS) (Morcombe & Zilm, 2003) wurde eine chemische Verschiebung 

von 0 ppm festgelegt.  

In DIPSHIFT-Experimenten wurde die Stärke der 13C/1H-dipolaren Entkopplung 

bestimmt (Munovitz et al., 1981). Für das 1H/1H-homopolare Entkoppeln wurde die 

frequency switched Lee Goldburg (FSLG) Sequenz (Hong et al., 1997). verwendet. Im 

Falle der Übereinstimmung des dipolar-induzierten Signalverlustes mit der Rotorperiode, 

wurde nur eine Rotorperiode in indirekter Dimension herangezogen. Das dipolare, 

phasenverschobene Signal wurde für jeden aufgelösten Peak entnommen und über die 
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Rotorperiodenzeit gefittet, um so Kopplungsstärke und C-H-Ordnungsparameter zu 

bestimmen. Mit dem 13C/1H- Ordnungsparameter erhält man Informationen über die 

Bewegungsamplitude des 13C/1H-Bindungsvektors. Ein Ordnungsparameter von 0 

bedeutet isotrope Bewegung des betrachteten Moleküls und ein Wert von 1 steht für 

absolute Rigidität. 

2.7.2 Röntgenbeugungsanalysen am Muschelbyssusfaden 

Die Röntgenbeugungsanalyse wird in der Proteinbiochemie zur Strukturaufklärung an 

Proteinkristallen verwendet. Aber auch Proteinfibrillen, die eine hohe Ordnung von 

Proteinstrukturen besitzen, können mit dieser Methode untersucht werden. Hierbei werden 

Proben mit kurzwelliger Röntgenstrahlung bestrahlt, wobei ein Teil dieser Strahlung mit 

der Elektronenhülle der Atome wechselwirkt. Bei periodisch wiederkehrenden 

Strukuranordnungen, wie in Proteinkristallen, kommt es somit zu einer destruktiven oder 

konstruktiven Interferenz der emittierten Strahlung. Der emittierte Strahl zeigt dann 

bezogen auf den Primärstrahl eine Beugung, welche vom Kristallgitter abhängig ist. Somit 

erhält man bei einer regelmäßigen Anordnung sich wiederholender Proteinstrukturen ein 

für das Protein bzw. das Material spezifisches Beugungsmuster (Richter, 2003). 

Röntgenbeugungsanalysen wurden von Dr. Louise Serpell an der University of Sussex 

durchgeführt und ausgewertet. Muschelbyssusfäden wurden entsprechend in distale und 

proximale Fadenteile präpariert (Kapitel 2.2), in RW gewaschen und in einem 

Glaskapillar-Röhrchen fixiert, welches auf dem Goniometer-Kopf befestigt wurde. Es 

wurde eine Rikuga CuK α-Drehanode und ein R-Achsen 4++ Detektor mit einem Proben-

Detektor-Abstand von 160 mm verwendet. Die Belichtungszeiten betrugen 10-20 min. Die 

Darstellung der Röntgenbeugungsmuster erfolgte unter Verwendung der CrystalClear-

Software (MSC). Die Auswertung der Positionen der Beugungssignale erfolgte mit 

Mosflm (CCP4).  

Röntgenbeugungsanalysen mit höherer Auflösung wurden unter Verwendung einer 

Synchrotron-Quelle am Advanced Photon Source (APS) des Argonne National Laboratory 

in Argonne, Illinois, USA durchgeführt. Bei diesem Teilchenbeschleuniger der dritten 

Generation hat die produzierte Synchrotronstrahlung eine hohe Intensität und kann besser 

fokussiert werden als bei herkömmlichen Röntgenstrahlungsgeneratoren. Dies ermöglicht 

eine höhere Auflösung der Beugungsmuster. Volllängen-Byssusfäden wurden in KMW 

und RW über mehrere Tage inkubiert und anschließend getrocknet. Einzelne Fäden und 
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Fadenbündel wurden auf Papierrahmen mit einer Aussparung von 1x1 cm aufgeklebt. Zur 

Verringerung von störenden Hintergrundsignalen wurden die Fäden zusätzlich ohne 

Papierrahmen mit Metallklammern im Strahlengang fixiert. Für die Aufnahme der 

Röntgenbeugung wurden Wellenlängen von 1,329 bzw. 1,033 nm verwendet und der 

Proben-Detektor-Abstand betrug 230,000 bzw. 254,418 mm. Die Beugungsmuster wurden 

mittels Fit2D-Software ausgewertet. Hierbei wurden entsprechende Bereiche des 

Beugungsmusters hinsichtlich der Intensität der Signale ausgewertet und die 

Signalintensität in Abhängigkeit der Distanz graphisch dargestellt. 

2.7.3 Fourier-transformierte Infrarot (FTIR)-Spektroskopi e 

FTIR-Spektroskopie stellt eine nicht-invasive Methode dar, welche 

Schwingungsübergänge von Bindungen untersucht und zur Strukturaufklärung von 

Proteinen, aber auch zur Untersuchung von Material-Anisotropien genutzt werden kann.  

2.7.3.1 FTIR-Spektroskopie zur Bestimmung von Sekundärstrukturanteilen 

Zur Analyse der Sekundärstrukturanteile im proximalen und distalen Fadenteil wurden 

FTIR-Messungen in Kooperation mit Dr. Sebastian Rammensee (Department Physik der 

TU München) an einem Bruker IFS 66/s Spektrometer mit IRscope II-Mikroskop unter 

Verwendung eines 36x IR-Objektiv (Bruker, Rheinstetten, Deutschland) durchgeführt. 

Hierfür wurden Querschnitte von proximalen und distalen Proben angefertigt und 

getrocknet. Anschließend wurden die Proben zwischen zwei CaF2-Probenträgern gepresst, 

um so eine möglichst dünne Probe zu erhalten. Die IR-Messungen erfolgten bei RT am 

IR-Mikroskop im Transmissionsmodus in einem Spektralbereich von 700-6000 cm-1 und 

einer Auflösung von 4 cm-1. 

Bei allen Abbildungen und Auswertungen wurden grundsätzlich Absorptionsspektren 

verwendet. Die Absorption A(�) bei einer Wellenzahl � ist definiert durch: 

A(�) = - lg (I0/I)               (Gleichung 2-10), 

wobei I0 und I der Intensität des einfallenden und transmittierten IR-Lichtes entsprechen. 

Zur Bestimmung der Sekundärstruktur in den entsprechenden Fadenteilen wurden 

zunächst die Peakmaxima der Amid I und II-Banden in erster Ableitung gemäß Tab. 2-I 

den jeweiligen Proteinstrukturen zugeordnet.  
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Tab. 2-I Absorptionsbereiche der Amid I und II-Bande und deren Zuordnung zu Sekundärstrukturen 
von Proteinen und Peptiden in Wasser.  

Sekundärstruktur Maximum der  

Amid I-Bande 

Maximum der  

Amid II-Bande 

 

α-Helix 1648 – 1657 cm-1 1545 – 1550 cm-1 (Fabian & Schultz, 
2000; Goormaghtigh 
et al., 1994; Tatulian 
et al., 1997) 

β-Faltblatt 1623 – 1641 cm-1 

1674 – 1695 cm-1 

1525 – 1532 cm-1 

β- Schleifen 1662 – 1682 cm-1  

unstrukturiert (random coil) 1642 – 1657 cm-1  

Tripelhelix 1633-1640 cm-1  (Lazarev et al., 
1985; Vidal & 
Mello, 2011) 

Seitengruppen 1610-1628 cm-1  (Goormaghtigh et 
al., 1994; Tatulian et 
al., 1997) 

 

Des Weiteren wurde zur Bestimmung der Sekundärstrukturanteile nach 

Basislinienkorrektur eine Dekonvolution der Amid I-Bande mit Lorentz-Oszillatoren 

(OriginPro 7.5) durchgeführt. 

2.7.3.2 Polarisierte FTIR-Spektroskopie  

Für weitere FTIR-spektroskopische Messungen wurde das Bruker Tensor 27 IR-

Spektrometer mit einem Trockenluft-gespülten MIRacle Ge (Germanium)-ATR 

(attenuated total reflection)-Kristall bzw. das IR-Mikroskop Hyperion 1000 im 

Transmissionsmodus mit einem 15x IR-Objektiv verwendet. Beide Geräte waren jeweils 

mit einem stickstoffgekühlten MCT (Mercury Cadmium Telluride)-Detektor ausgestattet. 

Bei einer Auflösung von 2 cm-1 und einer Akkumulation von 20 Spektren bei ATR-

Messungen und 80-120 Spektren bei Transmissionsmessung wurden im Spektralbereich 

von 4000-700 cm-1 sowohl Gesamtbyssusfäden als auch Fadenquerschnitte und 

Einzelfibrillen des Fadenkerns untersucht. Für polarisierte FTIR-spektroskopische 

Untersuchungen wurde am Hyperion IR-Mikroskop ein manuell einstellbarer IR-

Polarisationsfilter verwendet. Da die Spektrenqualität stark durch die Dicke der Probe 

beeinflusst wird, erlauben Transmissionsmessungen am gesamten Byssusfaden eine gute 

Auflösung der Amid III- und fingerprint-Region, während die Amid I und II-Banden 

durch zu hohe Absorption nicht aufgelöst werden können. 

Die detaillierten Untersuchungen zur Ausrichtung der Strukturelemente im distalen 

Byssusfaden und deren Reaktion auf äußere mechanische Belastung wurde in Kooperation 
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mit Dr. Periklis Papadopoulus (Institut für Experimentelle Physik der Universität Leipzig) 

durchgeführt. Für die FTIR-Messungen wurde ein Messaufbau (Abb. 2-6) verwendet, 

welcher schon in früheren Publikationen beschrieben wurde (Ene et al., 2009; Ene et al., 

2010; Hagenau et al., 2011; Papadopoulos et al., 2007; Papadopoulos et al., 2009a; 

Papadopoulos et al., 2009b).  

 

Abb. 2-6 Messaufbau für polarisierte FTIR-Messungen in Kombination mit einem Mikro-
Manipulator zur Untersuchung des Einflusses äußerer mechanischer Belastung auf die Probe 
(Hagenau et al., 2011) 

Es wurde ein FTIR-Spektrometer Varian FTS6000 ausgestattet mit einem UMA 500 IR-

Mikroskop und einem photovoltaischen MCT-Detektor verwendet. Die IR-Spektren 

wurden mit einer Auflösung von 2 cm-1 und einer Akkumulation von 256 (hydrierte 

Proben) und 1024 Einzelspektren (dehydrierte Proben) aufgenommen. Zur Untersuchung 

des Dichroismus der Proben wurde ein motorbetriebener, rotierender ZnSe-

Polarisationsfilter im IR-Strahl verwendet. IR-Spektren wurden bei Polarisationswinkeln 

zwischen 0° und 180° in 18°-Schritten aufgenommen. 

Dehydrierte distale Proben wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben präpariert und auf 

Papierrahmen mit einer Aussparung für eine Probenlänge von 5 mm mit 

wasserunlöslichem Modellbaukleber (UHU plast Kunststoff Modellbau, UHU) fixiert. 

Anschließend wurden sie in den Probenhaltern des Messaufbaus eingespannt, und die 

Messungen erfolgten an Luft bei RT und einer RF von 20-30 %. Analysen hydrierter 

Proben erfolgten in einer Klimakammer mit einer kontrollierten RF von 100 %.  

Die Spektren wurden basislinienkorrigiert und zwischen 0 und 1 normiert. 

Bei anisotropen Materialien hängt die Absorption von der Polarisationsrichtung des IR-

Strahls bezüglich der Symmetrieachse ab. Sind beispielsweise alle Übergangsmomente 
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entlang der Achse ausgerichtet, erhält man bei senkrechter Polarisation keine Absorption. 

Diese Abhängigkeit kann wie folgt beschrieben werden: 

A(�,Ω) = -log10 (10- Apar(�) cos2 (Ω - Ω0) + 10 -Aper(�)  sin2 (Ω - Ω0 ))        (Gleichung 

2-11) 

Dabei entspricht Ω dem Polarisationswinkel, Ω0 der mögliche Fehlausrichtung des 

Byssusfadens in der Messapparatur, und Apar und Aper den Absorptionswerten bei 

paralleler und senkrechter Polarisation. Der Ordnungsparameter Smol beschreibt die 

Ausrichtung und den Grad der Orientierung einer Schwingung. Dieser wird bei 

zylindrischer Probengeometrie mit Gleichung 2-12 bestimmt. 

Smol = (Apar - Aper) / (Apar + 2 Aper)            (Gleichung 2-12) 

Da der Byssusfaden jedoch eine elliptische Querschnittsgeometrie (Kapitel 2.3, Abb. 2-1) 

besitzt, sollten die angegebenen Smol-Werte als Näherung betrachtet werden. Hierbei gilt: 

Schwingungen mit Dipolübergangsmomenten, die parallel zur Fadenachse ausgerichtet 

sind, besitzen einen Ordnungsparameter zwischen 0 und 1, wobei ein Wert von 1 perfekte 

Ausrichtung und 0 isotrope Anordnung beschreibt. Liegt der Wert zwischen 0 und -0,5 

sind die Schwingungen senkrecht angeordnet. 

Für die Analyse der Ausrichtung der Molekülschwingungen im Byssusfaden wurden die 

Peakflächen der betrachteten Absorptionsbanden bei Polarisationswinkeln zwischen 0 und 

180° durch manuelle Gauss-Fits (Origin 8G) nach Basislinienkorrektur (gerade Linie 

zwischen rechten und linken Peakminimum) bestimmt. Da sich die Schwingungen bei 

Polarisationswinkeln zwischen 0-180° genauso verhalten wie zwischen 180-360°, wurden 

die erhaltenen Werte der Peakflächen zur kompletten graphischen Darstellung in 

Polardiagrammen entsprechend den Winkeln bis 360° zugeordnet. Zum Fitten der 

Polardiagramme wurde die von Dr. Periklis Papadopoulos für Origin 8G entwickelte 

Fitfunktion "orderArea" benutzt. Diese kombiniert die Gleichungen 2-11 sowie 2-12, und 

erleichtert die Bestimmung von Smol anhand der Polardiagramme.  

2.7.3.3 Polarisierte FTIR-Spektroskopie in Kombination mit äußerer mechanischer 

Belastung  

Bei äußerer, linearer mechanischer Belastung kann die externe Kraft bis auf die 

Molekülbindungen wirken. Entsprechend des Quantenmechanischen Modells (Schwabl, 
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2002) kommt es dabei je nach Eigenschaften der entsprechenden Schwingung zu einer 

Änderung der IR-Bandenparameter.  

Zur Untersuchung des Einflusses äußerer, linearer mechanischer Belastung auf die 

Molekülschwingungen im Byssusfaden wurde der Messaufbau in Abb. 2-6 verwendet und 

die Dehnung des Fadens mit Mikrometerschrauben (Genauigkeit 5 µm) schrittweise 

erhöht. Die dabei ausgeübte Kraft wurde mit einem Burster 8411-10 Kraftsensor (Burster 

GmbH, Deutschland) gemessen. FTIR-Messungen wurden mit Einstellen einer konstanten 

Kraft nach ca. 10-20 min gestartet. Zur Bestimmung der mechanischen Spannung wurde 

der Kraftwert nach Erreichen einer konstanten Kraft verwendet und mit Gleichung 2-5 in 

reale Spannung umgerechnet.  

Zur Analyse der Effekte mechanischer Belastung auf einzelne Absorptionsbanden der 

Fingerprintregion wurde von Dr. Periklis Papadopoulos ein Algorithmus für Origin 8G 

(Fitprogramm: "fit collagen") entwickelt, der automatisch für jeden Faden-Dehnungswert 

einzelne Banden von Spektren, die bei 0 und 90° aufgenommen wurden, hinsichtlich 

Peakmitte, Peakbreite, maximale Absorption des Peaks und Ordnungsparameter Smol 

auswertet. Dieses Programm basiert auf der Bestimmung einer geraden Basislinie 

zwischen rechtem und linkem Peakminimum und entsprechenden Gauss-Fits.  

Zur besseren Vergleichbarkeit der Wellenzahlverschiebung unterschiedlicher Banden 

wurde jeweils die Differenz ∆� zwischen der Bandenmitte bei 0 % Dehnung und der bei 

höheren Dehnungen ermittelt. Diese wurde gegen die reale Spannung aufgetragen und 

mittels linearer Regression im entsprechenden Bereich die Bandenverschiebung pro GPa 

bestimmt. 

2.7.3.4 Untersuchung der temperaturabhängigen Strukturänderung 

Die Untersuchung der temperaturabhängigen Änderungen der Protein-Sekundärstrukturen 

wurden am Tensor 27 IR-Spektrometer mit ATR-Kristall durchgeführt, da hier eine 

bessere Auflösung der Amid I-Bande erreicht werden konnte als am IR-Mikroskop 

Hyperion 1000 im Transmissionsmodus. Hierfür wurden distale Byssusfäden präpariert 

(Kapitel 2.2), an Luft getrocknet und in flüssigem Stickstoff zerkleinert. Anschließend 

wurden die Proben in Glaspetrischalen im Ofen bei 80, 110, 150, 190, 200, 210, 220, 230 

und 240°C für 30 min inkubiert. Die Proben wurden auf den ATR-Kristall angepresst und 

FTIR-Spektren mit einer Auflösung von 2 cm-1 und einer Akkumulation von 20 Spektren 
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im Bereich 750-5000 cm-1 bei RT aufgenommen. Pro Temperaturschritt wurden drei 

Probenmessungen durchgeführt.  

Weitere FTIR-spektroskopische Analysen der Temperatureffekte auf 

Molekülschwingungen des Byssusfadens wurden in einer temperierbaren Klimakammer 

mit präziser Temperatursteuerung von Dr. Periklis Papadopoulos durchgeführt. Die 

distalen Byssusfäden wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben präpariert und in der 

Klimakammer fixiert. Die Temperatur wurde in 10°C-Schritten auf 260°C erhöht und 

anschließend wieder schrittweise auf 30°C abgekühlt. Nach Einstellen einer konstanten 

Temperatur (nach ca. 5-10 min) wurden FTIR-Messungen im Transmissionsmodus mit 

einer Auflösung von 2 cm-1 und einer Akkumulation von 256 Spektren durchgeführt. 

Die Spektren wurden zunächst basislinienkorrigiert und normiert. Zur Auswertung der 

Sekundärstrukturänderung anhand der Amid I-Bande wurde eine gerade Linie vom 

rechten und linken Minimum des Peaks als Basislinie abgezogen und der Bereich von 

1580-1740 cm-1 normiert. Anschließend wurden Differenzspektren errechnet und die 

qualitative Änderung der Sekundärstrukturanteile anhand der Abhängigkeit der IR-

Absorption von der Temperatur bei spezifischen Wellenzahlen analysiert. 

Absorptionsbanden in der fingerprint-Region wurden wie in Abschnitt 2.7.3.3 beschrieben 

mit dem Algorithmus "fit collagen" hinsichtlich maximaler Absorption und Bandenbreite 

analysiert. 

2.8 Erstellung einer cDNA-Bank aus dem Gewebe des Muschelfußes 

Der Muschelfuß ist für die Produktion des Muschelbyssusfadens in der Muschel 

verantwortlich. Hier werden alle Bestandteile des Fadens wie preCols, Matrix- und 

Kutikulaproteine sowie die für den Fadenbildungsprozess notwendigen Enzyme 

(Hydroxylasen oder Oxidasen) hergestellt. Aus Muschelfüssen wurden die mRNAs 

extrahiert, um eine stabile cDNA-Bank zu erstellen. 

Die Arbeiten zur Herstellung einer cDNA-Bank aus dem Gewebe des Muschelfußes 

erfolgten in Kooperation mit Prof. Dr. Jerzy Adamski des Genomanalyse-Zentrums des 

Instituts für Experimentelle Genetik des GSF - Forschungszentrum für Umwelt und 

Gesundheit (heute Helmholtz-Zentrum München). 
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2.8.1 Präparation der Muschelfüße 

Unter Durchtrennung des Schalen-Schließmuskel wurden die Muscheln geöffnet. Die 

Muschelfüße wurden vom restlichen Muschelgewebe separiert und bei -20°C gelagert. 

2.8.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus dem Muschelfußgewebe 

Muschelfüße von vier Individuen wurden ausgewählt und nach Vorkühlen auf -80°C in 

der Laborkugelmühle Mikro-Dismembrator S in zwei Durchgängen bei 2000 rpm für 45 

sek zerkleinert. Das pulverisierte Gewebe wurde anschließend mit 4 mL Trizol suspendiert 

und in ein 15 mL Röhrchen überführt. Nach Zugabe von 1 mL Chloroform wurde der 

Ansatz weitere 15 sek geschüttelt und anschließend bei RT drei Minuten inkubiert. Nach 

15minütiger Zentrifugation mit einer Geschwindigkeit von 14.000xg bei 4°C wurde die 

obere Phase des Ansatzes in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 0,53 Volumen 

Ethanol tröpfchenweise unter Schütteln zugegeben. Die Isolierung der Gesamt-RNA 

erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit nach dem Protokoll für die Extraktion von RNA aus 

tierischem Gewebe. Als zusätzlicher Schritt wurde zur Entfernung von DNA ein DNase-

Verdau mit dem RNase-freien DNase Set direkt auf den Säulchen durchgeführt. Die 

Gesamt-RNA wurde mit 500 µL RNase-freiem Wasser eluiert. Zur anschließenden RNA-

Fällung wurde das Eluat mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2) versetzt 

und 2,5 Volumen Ethanol zugegeben. Die Fällung erfolgte bei -20°C für 40 min. Die 

gefällte RNA wurde zweimal mit 500 µL 75 %igem Ethanol gewaschen und danach in 

einem Speedvac-Konzentrator getrocknet. Das Pellet wurde anschließend in 80 µL RNase-

freiem Wasser aufgenommen und die Konzentration der Gesamt-RNA mittels Nanodrop-

UV/VIS-Photometer bestimmt. 

2.8.3 Anreicherung der mRNA 

Zur Anreicherung der mRNA aus dem Gesamt-RNA-Ansatz wurde der FastTrack®MAG 

Midi mRNA Isolation Kit verwendet, welcher auf der Wechselwirkung von polyA-

Sequenzen der mRNA mit poly(dT)-Oligomeren basiert, welche an magnetische Partikel 

gebunden sind, wodurch die mRNA spezifisch aus einem RNA-Gemisch isoliert werden 

kann. Der Gesamt-RNA-Ansatz jeweils zweier Muschelfüße wurde vereint und die 

mRNA isoliert. Um auch mRNAs mit verkürzten polyA-Sequenzen effektiv zu binden, 

wurde eine 20minütige Inkubationszeit gewählt. Die zweifache Elution mit je 15 µL 

RNase-freiem Wasser erfolgte bei 37°C für 7 min. Um die für die Konstruktion der 
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cDNA-Bank benötigte mRNA-Menge von 5 µg in 6 µL zu erhalten, wurde die mRNA mit 

1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol für 2 

Stunden bei -20°C gefällt und inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation bei 

14.500 rpm für 20 min bei 4°C wurde das Pellet zweimal mit 80 %igem Ethanol 

gewaschen, an Luft getrocknet und in 8 µL RNase-freiem Wasser aufgenommen. 

2.8.4 Erstellung der cDNA-Bank 

Zur Erstellung der cDNA-Bank aus der isolierten mRNA wurde der Clone Miner™ cDNA 

Library Construction Kit verwendet. Dieser nutzt ein Restriktionsenzym-freies System, 

bei der zunächst die reverse Transkription mittels einer SuperScript II Reverse 

Transcriptase erfolgt und die resultierenden cDNA-Konstrukte über Rekombinations-

sequenzen (attB1- und attB2-Adapter) durch homologe Rekombination in den Zielvektor 

eingebracht werden (Gateway® Technologie, Invitrogen).  

2.8.4.1 Erststrangsynthese  

Bei der Erststrangsynthese wird unter Verwendung eines oligo(dT)-Primers, welcher 

zusätzlich die Sequenz für den ersten Rekombinantionsadapter attB2 beinhaltet, die 

mRNA revers transkribiert. Hierfür wurde die isolierte mRNA in zwei Ansätze aufgeteilt, 

wobei einer zur Erstellung der cDNA-Bank und ein weiterer zur Überprüfung der Qualität 

der cDNA-Bank genutzt wurde. Die Qualitätsbestimmung der cDNA basiert auf der 

Effizienz des Einbaus radioaktiv markierten [α-32P]dCTPs während der Erststrang-

synthese. Während bei dem Probenansatz für die Konstruktion der cDNA-Bank 5,5 µg 

mRNA eingesetzt wurden, wurden für die Bestimmung der cDNA-Qualität 1,5 µg isolierte 

mRNA bzw. 2 µg Kontroll-mRNA und radioaktiv markierte Nukleotide (Amersham 

Redivue™ 32P-, 33P-Nukleotide) verwendet. Bei der Erststrangsynthese wurde den 

Anweisungen der Gebrauchsanleitung des CloneMiner™ Kits gefolgt.  

2.8.4.2 Analyse der Qualität der cDNA 

Nach Beendigung der reversen Transkription wurden zur Überprüfung der cDNA-Qualität 

und somit der Qualität der Ausgangs-mRNA von den Proben je 10 µL auf Filterpapier 

pipettiert. Pro Probe wurde ein Filterpapier laut Protokoll des Kits gewaschen und ein 

weiteres verblieb ungewaschen. In Scintillationsmessungen wurde anschließend die 

Radioaktivität der einzelnen Proben als cpm-Werte bestimmt. Die Auswertung der 

Scintillationsmessungen erfolgte gemäß den Angaben des Clone Miner™ cDNA Library 
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Construction Kits. Die spezifische Aktivität (sA) von [α-32P]dCTP entspricht der 

Gesamtradioaktivität bezogen auf die vorhandene Menge an [α-32P]dCTP im 

Reaktionsansatz (Gleichung 2-13). 

     Gleichung 2-13 

Dabei kann die Ausbeute der erhaltenen cDNA mit Gleichung 2-14 bestimmt werden. 

 

Gleichung 2-14 

Mit dem prozentualen Einbau von [α-32P]dCTP, welcher mit Gleichung 2-15 errechnet 

wird, kann nun die cDNA-Qualität und somit auch die der isolierten mRNA abgeschätzt 

werden. 

      Gleichung 2-15 

Ein Prozentsatz von 20-50 % [α-32P]dCTP-Einbau entspricht einer cDNA-Bank mit 

überwiegend großen Klonen, während ein Einbau von weniger als 10 % darauf hinweist, 

dass Klone mit einer geringen Größe enthalten sind. In diesem Fall ist die cDNA-Qualität 

als schlecht und nicht repräsentativ zu bewerten. 

2.8.4.3 Herstellung doppelsträngiger cDNA mit Adaptern für die Rekombination 

Die Synthese des zweiten Stranges aus dem DNA-Strang der Erststrangsynthese erfolgte 

gemäß den Angaben des CloneMiner™-Kits. Anschließend wurde der zweite 

Rekombinations-Adapter attB1 mit der doppelsträngigen cDNA ligiert. Durch 

Größenausschlußchromatographie mit Sephacryl® S-500 HR-Säulchen (1 mL) wurden 

zum einen überschüssige Adapter-Oligomere abgetrennt und zum anderen die cDNA-

Fragmente des Ansatzes nach ihrer Größe in 30-40 µL fraktioniert. Dabei enthalten frühe 

Fraktionen große Konstrukte und späte eher kürzere cDNAs. Die Konzentrationen der 

einzelnen Fraktionen wurden mittels Nanodrop-Photometer bestimmt. Die Fraktionen 4-7 

wurden zur cDNA-Teilbank MfL-1 (mussel feet library-1) vereint, welche potentiell 
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größere Konstrukte enthalten sollten, während die Fraktionen 8-11 mit größtenteils 

kürzeren cDNAs in der cDNA-Teilbank MfL-2 (mussel feet library-2) zusammengeführt 

wurden. 

2.8.4.4 Rekombinationsreaktion und Transformation 

Die Integration der cDNA-Fragmente beider Teilbanken in den Donor-Vektor erfolgte wie 

in der Anleitung des CloneMiner™-Kits beschrieben, mittels homologer Rekombination 

der Adapter mit dem Vektor pDONR™222. Für alle Rekombinationsansätze wurden 

250 ng Vektor-DNA eingesetzt, die cDNA-Menge bei MfL-1 betrug 106 ng bzw. 121 ng 

bei MfL-2. Als Negativkontrolle der Rekombination wurde ein Ansatz ohne DNA 

verwendet, die Positivkontrolle enthielt 50 ng der im Kit enthaltenen pEXP7-tet Kontroll-

DNA. Anschließend wurden Electromax™ DH10B™ T1 Phage resistente Zellen mit den 

Rekombinationsansätzen transformiert. Die Elektroporation von 50 µL Zellen erfolgte mit 

1,5 µL DNA in Küvetten mit einer Schichtdicke von 0,1 cm und bei einer Stromstärke von 

2,0 kV, einem Widerstand von 200 Ω sowie einer elektrischen Kapazität von 25 µF. Als 

Positivkontrolle für die Transformation wurden 10 pg des Vektors pUC19 eingesetzt. 

Insgesamt wurden jeweils sechs Transformationen für die cDNA-Banken MfL-1 und 

MfL-2 sowie je zwei Ansätze für die Kontrollen der Rekombinationsreaktion 

durchgeführt. Die Zellen wurden nach Elektroporation in 2 mL S.O.C-Medium 

resuspendiert, in ein 15 mL Kulturröhrchen überführt und eine Stunde bei 37°C und 250 

rpm inkubiert. Anschließend wurden die transformierten Zellen der jeweiligen cDNA-

Bank vereint und mit dem gleichen Volumen Glyzerol-S.O.C.-Medium versetzt. Es 

wurden anschließend 500 µL-Aliquots gebildet und diese bei -80°C gelagert. 

2.8.5 Bestimmung des Titers der cDNA-Banken 

Zur Bestimmung der Gesamtzahl aller Konstrukte der cDNA-Bank wurde der Titer der 

transformierten Zellen bestimmt, wobei eine koloniebildende Einheit (KBE) ein Konstrukt 

der Bank repräsentiert. Es wurden Doppelbestimmungen von 1:100, 1:1.000 und 

1:10.000-Verdünnungen der MfL-1, MfL-2, der Positiv- und Negativkontrolle der 

Rekombinationsreaktion sowie eine 1:100 Verdünnung der Transformationskontrolle auf 

LB-Nähragarplatten mit Kanamycin (35 µg/mL) bzw. Ampicillin (50 µg/mL) 

durchgeführt. Nach einer Inkubation bei 37°C über Nacht wurden die KBEs jeder Platte 

ausgezählt und der Mittelwert gebildet. Neben dem durchschnittlichen Titer pro mL wurde 

auch der Gesamt-Titer der einzelnen cDNA-Banken bestimmt. 
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2.8.6 Bestimmung der Qualität der cDNA-Banken 

Zur Bestimmung der cDNA-Bank-Qualität wurde neben der Größe der rekombinierten 

Konstrukte auch der Erfolg der Rekombination bestimmt. 

Hierfür wurden von den Verdünnungsausstrichen der Titerbestimmung (siehe oben) pro 

cDNA-Bank 24 isolierte Klone jeweils in 5 mL LB-Medium mit Kanamycin (35 µg/mL) 

über Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Anschließend erfolgte eine Plasmidisolation 

mit dem Wizard Plus SV Miniprep Kit. Die isolierten Plasmide wurden mit 50 µL sterilem 

Wasser eluiert. Zur Analyse der Größe der rekombinierten Konstrukte wurde zunächst ein 

analytischer Restriktionsverdau in einem Volumen von 20 µL durchgeführt. Dabei wurde 

die Plasmid-DNA mit 5 U des Restriktionsenzyms BsrGI im entsprechenden Puffer unter 

BSA-Zugabe bei 37°C für 2 Stunden inkubiert. Die Detektion der entstandenen Fragmente 

erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Mit dieser Methode können linearisierte DNA-

Fragmente ihrer Größe entsprechend aufgetrennt werden, da ihre Wandergeschwindigkeit 

in einem elektrischen Feld in einer Gelmatrix nur von ihrer Masse abhängt. Für 1 %ige 

Agarosegele wurden entsprechende Mengen an Agarose in TAE-Puffer unter Erhitzen 

gelöst. Nach Abkühlen der Lösung wurde Ethidiumbromid (0,04 % (w/v) End-

konzentration) zugesetzt, welches in DNA interkaliert und dadurch ihre Detektion unter 

UV-Licht (254 nm) ermöglicht. Die Proben wurden mit 6 x Auftragspuffer versetzt und 

auf das Gel aufgetragen. Zur Einschätzung der Fragmentgröße wurden entsprechende 

Standards verwendet. Als Laufpuffer diente 1x TAE und die elektrophoretische 

Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 120 V für 45 min. Anhand der Anzahl der 

Klone, die ein entsprechendes DNA-Fragment der cDNA-Bank tragen, im Verhältnis zu 

den analysierten Klonen wurde die Effizienz der Rekombination ermittelt. 

2.8.7 Sequenzvergleich der aus den cDNA-Banken isolierten preCol-Varianten mit 

den publizierten Sequenzen 

Im Rahmen der Doktorarbeiten von Michael Suhre und Adrian Golser wurden die 

Sequenzen der Proteine preCol NG, P und D aus den cDNA-Banken isoliert und 

sequenziert. Für den Vergleich der DNA-Sequenzen dieser preCol-Klone mit den bereits 

publizierten wurde das Programm CLC Sequence Viewer 6.4 verwendet, während für die 
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Aminosäuresequenzen der online verfügbare Algorithmus LALIGN1 (Huang & Miller, 

1991) genutzt wurde.  

2.9 Sequenzanalyse der Kollagendomäne der preCols 

Die Sequenzen der preCol-Kollagendomänen der aus den cDNA-Bank isolierten 

Sequenzen von preCol P, D und NG wurden hinsichtlich ihrer Aminosäure-

Zusammensetzung analysiert, um Aussagen über eine mögliche Konformation der 

Tripelhelix zu treffen. 

Zunächst wurden die Aminosäure-Tripletts in iminosäurehaltige Tripletts (GlyProPro, 

GlyXaaPro, und GlyProYaa, wobei Pro auch gleichbedeutend mit Hyp ist und Xaa sowie 

Yaa beliebigen Aminosäuren entsprechen) und iminosäurefreie Tripletts (GlyXaaYaa) 

klassifiziert. Da die Stabilität der Tripelhelix von der Aminosäuresequenz der Tripletts 

abhängig ist, wurden anschließend die einzelnen Tripletts gemäß ihrer Sequenz in 

stabilisierende und destabilisierende Tripletts eingeteilt. Diese Einteilung beruhte auf 

Analysen des natürlichen Vorkommens der Tripletts in Kollagenen (Ramshaw et al., 

1998) und Untersuchungen der thermischen Stabilität von Modellpeptiden (Brodsky & 

Ramshaw, 1997; Brodsky et al., 2008; Persikov et al., 2000). Darüber hinaus geben 

Röntgenbeugungsstudien an Modellpeptiden Informationen zur tripelhelikalen 

Konformation und somit zur Packungsdichte. Bei der Einteilung der Tripletts der preCol-

Kollagendomäne gelten somit folgende Aspekte: 

GlyProPro entspricht dem Triplett mit der höchsten Stabilität und faltet in eine sehr dichte 

Tripelhelix. Tripletts ohne Iminosäuren (GlyXaaYaa) zeigen eine lockere, eher relaxierte 

Faltungssymmetrie. Bei Tripletts mit einer Iminosäure wirken weitere Aminosäuren mehr 

oder weniger stabilisierend je nach Position der Iminosäure im Triplett. Dabei gilt bei 

GlyProYaa-Motiven für Aminosäuren in der Yaa-Position folgende Rangliste (Persikov et 

al., 2000).  

Pro/Hyp > Glu > Ala > Lys > Arg > Gln > Asp > Leu > Val > Met > Ile > Asn > 

Ser > His > Thr > Cys > Tyr > Phe > Gly > Trp  

Bei GlyXaaPro-Tripletts gilt für die Xaa-Position hinsichtlich des stabilisierenden 

Effektes der Aminosäuren (Persikov et al., 2000): 

                                                 
1 http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html, Parameter: Opening gap penalty = -14, 
Extending gap penalty = -4 
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Pro/Hyp > Arg > Met > Ile > Gln > Ala > Val > Glu > Thr > Cys > Lys > 

His > Ser > Asp > Gly > Leu > Asn > Tyr > Phe > Trp  

Zusätzlich wurden die Sequenzen der Kollagendomänen mit dem Algorithmus Collagen 

Stability Calculator 2 analysiert, welcher auf experimentellen Daten zur thermischen 

Stabilität von Modellpeptiden basiert und die Stabilität der Tripletts einer Sequenz anhand 

einer Modellierung der Schmelztemperatur unter Standard-Bedingungen (Konzentration 

1 mg mL-1 in PBS pH 7.0, durchschnittliche Heizrate 0.1 K min-1) vorhersagt (Persikov et 

al., 2005). Bei der Bestimmung der Stabilität wurde angenommen, dass alle Pro in Yaa-

Position der Tripletts hydroxyliert vorliegen. 

 

                                                 
2 http://jupiter.umdnj.edu/collagen_calculator/index.php 
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3 Ergebnisse 

3.1 Morphologie des Muschelbyssusfadens der Muschel Mytilus 

galloprovincialis 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Muschelbyssusfäden mit einer 

durchschnittlichen Länge von 1,5-2,5 cm verwendet. Der distale Fadenteil bildet mit 1-

2 cm Länge den größten Anteil des Fadens und ist im trockenen Zustand geradlinig 

gestreckt. Der proximale Teil hingegen weist mit einer Länge von 0,1-0,5 cm eine 

gebogene Form auf. Während dehydrierte Fäden eine gewisse Starrheit besitzen, sind 

hydrierte Fäden sehr biegsam. 

3.1.1 Optische Mikroskopie 

Lichtmikroskopische Aufnahmen (Kapitel 2.4.1) bei einer 200-fachen Vergrößerung 

zeigen, dass der distale Fadenteil (Abb. 3-1A) gerade und seine Oberfläche eben ist, 

während der proximale Teil (Abb. 3-1B) eine wellige Struktur zeigt. 

 

Abb. 3-1 Lichtmikroskopische Aufnahmen des distalen und proximalen Teils eines Byssusfadens bei 
einer 200-fachen Vergrößerung mit Phasenkontrast 
A) distaler Faden, B) proximaler Faden  
Der Messbalken entspricht 100 µm. 

Der elliptische Querschnitt im distalen Fadenteil besitzt an der längsten Seite 

(Hauptachse) einen Durchmesser von 80-130 µm und an der schmalsten Stelle 

(Nebenachse) 33-80 µm. Im Gegensatz dazu ist der proximale Faden mit 120-230  µm 

Durchmesser wesentlich breiter. 
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3.1.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden sowohl die Oberflächenmorphologie 

der Byssusfäden als auch die innen liegenden Strukturen bis hin zur Fibrille im Fadenkern 

untersucht (Kapitel 2.4.2). 

Wie in den lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen die jeweiligen Fadenteile auch im 

REM unterschiedliche Oberflächenmorphologien. Während der proximale Faden (Abb. 

3-2A+B) gewellt ist und tiefe, quer zur Fadenachse verlaufende Furchen besitzt, welche in 

ihrer Ausprägung zwischen einzelnen Fäden variieren können, ist der distale Faden (Abb. 

3-1C+D) gerade und gleichmäßig eben. Längsrillen können dabei beim Trockenen des 

Fadens entstehen. Der Übergang zwischen den einzelnen Fadenteilen erfolgt fließend 

(Abb. 3-2E). Der gesamte Faden zeigt eine elliptische Querschnittsfläche (Abb. 3-2F). 

 

Abb. 3-2 REM-Aufnahmen des Muschelbyssusfadens 
A) proximaler Fadenteil (1.000-fach) B) proximaler Fadenteil (1.000-fach) C) distaler Fadenteil (1.000-fach) 
D) distaler Fadenteil (2.000-fach) E) Zusammenschnitt mehrerer Aufnahmen entlang des Fadens (500-fach) 
F) Querschnitt eines proximalen Fadens (1.500-fach)  
Falls nicht anders gekennzeichnet entspricht der Messbalken 20 µm. 

Bei höherer Vergrößerung ist die Oberfläche distaler Fäden stark strukturiert (Abb. 3-3) 

und zeigt kugelförmige Gebilde. Dies ist bei proximalen Fäden weniger ausgeprägt. Ein 

Querschnitt durch die Kutikula mittels FIB (fokussierter Ionenstrahl) zeigt räumlich 

abgegrenzte kugelförmige Strukturen mit einen Durchmesser von durchschnittlich 2,3µm, 

die in mehreren Lagen die Kutikula des Byssusfadens mit einer Dicke von ca. 3,4 µm 

(Abb. 3-3D) bilden. Diese besteht aus Mfgp1, welches sich zu Granula, die in eine 

Proteinmatrix eingebettet sind, um den Fadenkern arrangiert (Sun & Waite, 2005). Leider 

konnten mittels FIB nur für die Kutikula eindeutig abgegrenzte Formen erhalten werden. 

Die darunterliegenden Schichten des Fadenkerns zeigen keine Feinstruktur.  



Ergebnisse  | 51  

 

 

Abb. 3-3 Kutikula des Muschelbyssusfadens 
A) Oberfläche eines distalen Byssusfadens (5.000-fach) B) Oberflächenstruktur (25.000-fach) C) Granula 
(100.000-fach) D) Querschnitt durch die Kutikula geschnitten mittels FIB bei 200 pA für 30 min (30.000-
fach) Der Durchmesser der kugelförmigen Strukturen beträgt ca. 2,3 µm.  

Nach Ablösen der Kutikula liegt der Fadenkern frei, welcher aus Fasern oder 

Fibrillenbündeln besteht, die entlang der Fadenachse ausgerichtet sind (Abb. 3-4). Die 

Fasern der unmittelbar unter der Kutikula liegenden Schicht verlaufen analog zu den 

Strukturen der Kutikula, während tiefer liegende Fasern geradlinig ausgerichtet sind (Abb. 

3-4C). 

 

Abb. 3-4 Der Kern des Byssusfadens 
A) proximalen Faden (4.000-fach) und B) distaler Faden (2.500-fach): unmittelbare Schicht unter der 
Kutikula, C) proximaler Faden (10.000-fach) D) und distaler Faden (16.000-fach): tiefere Schichten des 
Fadenkerns  
Für diese Aufnahmen wurden entsprechende Bildausschnitte gewählt, bei denen die Kutikula aufgrund 
mechanischer Belastung bei der Probenpräparation fehlte.  
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Die Fasern des Fadenkerns bestehen wiederum aus Fibrillen (Abb. 3-5), welche eine 

Verdrehung um die Faserachse aufweisen. Die kleinste aufgelöste Fibrille hat einen 

Durchmesser von durchschnittlich 70 nm.  

 

Abb. 3-5 Fasern des Byssusfadenkerns 
A) distaler Fadenkern und Vergrößerung von Abb. 3-4B (25.000-fach) B) Einzelfaser mit Verdrehung der 
Fibrillen um Faserachse (15.000-fach) C) höchste Auflösung von Einzelfibrillen (70.000-fach). Die kleinste 
gefundene Fibrille hatte einen Durchmesser von ca. 70 nm)  
Die jeweiligen Vergrößerungen sind in Klammern angegeben. 

Die REM-Aufnahmen zeigen einen hierarchischen Aufbau des Byssusfadens sowohl im 

distalen als auch proximalen Teil, wobei Fibrillen sich zu Fibrillenbündeln oder Fasern 

zusammenlagern und den Fadenkern aufbauen, der von einer granulären Kutikula 

umgeben ist.  

3.1.3 Polarisierte optische Mikroskopie 

Die Fibrillen im Byssusfaden sind entlang der Fadenachse gerichtet angeordnet. Aufgrund 

dieser Ordnung sind diese doppelbrechend und dadurch optisch aktiv, d.h. sie können die 

Polarisationsebene von linear polarisiertem Licht drehen. Die doppelbrechenden 

Eigenschaften des Byssusfadens wurden mittels Polarisationsmikroskopie analysiert 

(Kapitel 2.4.1). 

Der distale Byssusfaden wurde zunächst parallel zur Polarisationsrichtung des Lichtes 

unter dem Mikroskop ausgerichtet (Abb. 3-6A/B). Hierbei zeigt die Probe bei gekreuzten 

Polarisatoren (Abb. 3-6B) keine optische Aktivität. Es kommt zur Auslöschung, da die 

Durchlassrichtung der Probe der Polarisationsrichtung des Lichtes entspricht und es im 

Material somit zu keiner Doppelbrechung kommt.  
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Abb. 3-6 Polarisationsmikroskopie von distalen Muschelbyssusfäden 
Linke Spalte: distaler Faden parallel zur Polarisationsrichtung des Lichtes: A) ohne und B) mit gekreuzten 
Polarisatoren. Mittlere Spalte: distale Probe schräg zur Polarisationsrichtung C) ohne und D) mit gekreuzten 
Polarisatoren. E) Doppelbrechung der Fibrillen im distalen Fadenkern 
Der Messbalken entspricht 50 µm. 

Bei Ausrichtung der distalen Probe schräg zur Polarisationsrichtung erhält man ein helles 

Bild der ausgerichteten Fibrillen im Faden (Abb. 3-6C/D/E). Nun wird das linear 

polarisierte Licht an den Strukturelementen des Fadens gebrochen, so dass gewisse 

Anteile davon den Analysator passieren können. Deutlich zu erkennen ist, dass 

ausschließlich der Fadenkern mit den Fibrillen optisch aktiv ist, während die Kutikula 

isotrope Eigenschaften zeigt. 

Der proximale Fadenteil zeigt bei gekreuzten Polarisatoren Aufhellung im Bereich der 

Fadenkanten (Abb. 3-7).  

 

Abb. 3-7 Polarisationsmikroskopie von proximalen Muschelbyssusfäden 
Linke Spalte: proximaler Faden parallel zur Polarisationsrichtung des Lichtes: A) ohne und B) mit 
gekreuzten Polarisatoren. Rechte Spalte: proximale Probe schräg zur Polarisationsrichtung C) ohne und D) 
mit gekreuzten Polarisatoren 
Der Messbalken entspricht 50 µm. 
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Es können zwar keine ausgerichteten Strukturen zugeordnet werden, aber die Aufhellung 

bei Kreuzpolarisation deutet auf das Vorhandensein anisotroper Elemente hin.  

Wie in früheren Publikationen beschrieben (Bairati & Zuccarello, 1974; Mercer, 1952) 

zeigen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse der polarisationsmikroskopischen 

Untersuchungen, dass die entlang der Fadenachse ausgerichteten Fibrillen im Fadenkern 

insbesondere im distalen Fadenteil starke doppelbrechende Eigenschaften besitzen.  

3.2 Mechanische Eigenschaften des Muschelbyssusfadens 

Zur Analyse der mechanischen Eigenschaften des Muschelbyssusfadens wurden 

Zugmessungen mit distalen und proximalen Byssusfäden sowohl im hydrierten als auch 

dehydrierten Zustand durchgeführt, die entweder in RW oder KMW gelagert wurden. Die 

Proben wurden, wie in den Abschnitten Kapitel 2.2 und 2.5 beschrieben, präpariert und 

mit einer Zuggeschwindigkeit von 0,1 mm sek-1 an einer Bose ElectroForce 3220 

Zugmaschine, ausgestattet mit einer 250 g Messdose, vermessen. Während die 

dehydrierten Proben an Luft mit einer RF von 25-30 % gemessen wurden, erfolgte die 

Analyse der hydrierten Proben in Lösung. Für Abbildungen wurden Messungen 

ausgewählt, welche die Mittelwerte des jeweiligen Probensatzes repräsentieren.  

Generell ist die Kurve des distalen Byssusfadens (Abb. 3-8) gekennzeichnet durch einen 

steilen linear elastischen Bereich gefolgt von einem oder zwei Yield-Bereichen, die mehr 

oder weniger stark ausgeprägt sein können.  

 
Abb. 3-8 Vergleich technischer und realer Spannungs-Dehnungskurven des distalen und proximalen 
Muschelbyssusfadens. 
Die Fadenteile wurden in KMW inkubiert und mechanische Zugmessung im hydrierten Zustand 
durchgeführt. A) Technische Spannungs-Dehnungskurven; B) Reale Spannungs-Dehnungskurven 
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Anschließend versteift der Faden bis hin zum Materialbruch, was durch einen weiteren 

Anstieg der Kurve gekennzeichnet ist. Im Gegensatz dazu verläuft die Kurve des 

proximalen Fadens flacher mit einem langen, linear elastischen Bereich ohne Yield-

Verhalten. Bei der technischen Spannung und Dehnung geht man davon aus, dass der 

Probenquerschnitt sich unter der Messung nicht verändert. Allerdings wird der Faden 

unter Zug bei gleichbleibenden Volumen dünner. Folglich wirkt die Kraft auf eine immer 

kleiner werdende Querschnittsfläche. Die Werte der technischen Spannung sind somit im 

Bereich der plastischen Deformation des Materials bei großer Dehnung viel geringer als 

die der real wirkenden. Aus diesem Grund wurden für alle Messungen die reale Spannung 

und Dehnung mit den Gleichungen 2-4 und 2-5 bestimmt. 

Im Vergleich zur technischen Spannungs-Dehnungskurve (Abb. 3-8A) erhält man steilere 

Kurvenverläufe und damit höhere Werte für die reale Zugfestigkeit, während die reale 

Dehnbarkeit geringer ist (Abb. 3-8B).  

Alle im Folgenden beschriebenen mechanischen Parameter beziehen sich auf die realen 

Spannungs-Dehnungskurven. Reale Spannungs-Dehnungskurven, die den Mittelwert der 

jeweiligen Probensätze repräsentieren, sind in Abb. 3-9 zusammengefasst und die 

entsprechenden mechanischen Parameter in Tab. 3-I gelistet. Die Ergebnisse weisen eine 

hohe Fehlerstreuung auf, was zum einen auf eine geringe Probenzahl zurückzuführen ist. 

Zum Anderen ist nicht auszuschließen, dass durch die Probenpräparation potentielle 

Schwachstellen im Material entstanden sind. 

Der distale Fadenteil zeigt eine drei- bis vierfach höhere Steifigkeit als der proximale und 

weist bei gleicher Dehnbarkeit (dehydriert: 0,5 und hydriert: 1,2) eine dreifach höhere 

Zugfestigkeit (300-500 MPa) und somit auch eine dreifach höhere Zähigkeit 

(80-170 MPa) auf. Der proximale Fadenteil besitzt hingegen eine bis zu siebenfach höhere 

Elastizität, was sich in einem größeren linear-elastischen Bereich und einer höheren 

Resilienz R - der Fähigkeit, Energie ohne Verformung aufzunehmen (im hydrierten 

Zustand: 13-24 MJ m-3), äußert. Somit wirkt der proximale Fadenteil elastisch, während 

der distale Teil Zugstärke vermittelt.  
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Abb. 3-9 Reale Spannungs-Dehnungskurven des Muschelbyssusfadens  
Die mechanische Zugmessung des distalen (schwarz) und proximalen Fadenteils (rot), die jeweils in RW 
und KMW inkubiert und in hydrierten sowie dehydrierten Zustand gemessen wurden, erfolgte mit einer 
Zuggeschwindigkeit von 0,1 mm sek-1. 

Der Hydratationsgrad der Proben hat einen wesentlichen Einfluss auf die mechanischen 

Eigenschaften beider Fadenbereiche. Dehydrierte Proben sind generell nur halb so 

dehnbar (εmax: 0,4-0,5) wie hydrierte (εmax: 1,1-1,2), und besitzen somit auch eine 

geringere Zähigkeit (distal: 80-130 MJ m-3; proximal: 24-40 MJ m-3). Die Steifigkeit des 

Fadens ist bei dehydrierten Proben stark erhöht, was sich in einem vier- bis fünffach 

höheren E-Modul widerspiegelt. Des Weiteren verschiebt sich der linear-elastische 

Bereich hydrierter Proben zu höheren Dehnungswerten, wobei sich bei proximalen Fäden 

das Elastizitätsvermögen vervierfacht, während es sich im distalen nur verdoppelt. Somit 

erhält der proximale Faden durch Wasser zusätzliche Elastizität bzwischen verliert diese 

beim Austrocknen. Auch das Yield-Verhalten der Fäden ist durch Wasser beeinflusst. Im 

Gegensatz zu hydrierten distalen Proben zeigen dehydrierte lediglich einen Yield-Punkt. 

Proximale Fäden besitzen nur im dehydrierten Zustand einen Yield. Erstaunlicherweise 

beträgt die Zugfestigkeit distaler Proben ca. 500 MPa mit Ausnahme des Probensatzes 

dehydrierter, in KMW inkubierter distaler Fäden. D.h. dehydrierte Proben brechen bei 

nahezu gleicher mechanischer Spannung wie hydrierte.  

 

 



Ergebnisse  | 57  

 

Tab. 3-I Mechanische Eigenschaften des proximalen und distalen Muschelbyssusfadens  
Die hier aufgeführten Werte entsprechend dem Mittelwert eines Probensatzes und der daraus errechneten 
Standardabweichung. 

 distal proximal 
KMW RW KMW RW 

dehydriert hydriert dehydriert hydriert dehydriert hydriert dehydriert hydriert 

n 6 8 7 8 9 8 6 8 

E-Modul/ MPa 
Steifigkeit 

1900 
± 600 

510 
± 140 

2800 
± 880 

510 
± 220 

620 
± 300 

140 
± 60 

680 
± 140 

190 
± 90 

εE 

Elastizitätsgrenze 

0,05 
± 0,02 

0,09 
± 0,04 

0,03 
± 0,005 

0,11 
± 0,05 

0,14 
± 0,08 

0,65 
± 0,2 

0,18 
± 0,08 

0,78 
± 0,24 

σE/ MPa 

Elastizitätsgrenze 

65 
± 18 

34 
± 8 

70 
± 17 

41 
± 14 

39 
± 11 

51 
± 34 

59 
± 15 

81 
± 42 

R/ MJ m-3 

 Resilienz 
1,3 
± 0,5 

1,1 
± 0,6 

1,1 
± 0,3 

1,8 
± 0,7 

1,6 
± 0,6 

13 
± 10 

3,3 
± 2,5 

24 
± 10 

εY1 0,07 
± 0,03 

0,14 
± 0,03 

0,06 
± 0,005 

0,15 
± 0,07 

0,16 
± 0,08 

 0,18 
± 0,08 

 

σY1/ MPa 91 
± 30 

51 

± 12 

90 

± 24 

58 
± 21 

48 
± 16 

 48 
± 15 

 

εY2  0,6 
± 0,1 

 0,5 
± 0,2 

    

σY2/ MPa  150 
± 40 

 150 

± 70 

    

εmax 
Dehnbarkeit 

0,5 
± 0,2 

1,3 
± 0,4 

0,5 
± 0,1 

1,2 
± 0,2 

0,4 
± 0,1 

1,1 
± 0,2 

0,5 
± 0,1 

1,3 
± 0,4 

σmax/ MPa 

Zugfestigkeit 

330 
± 190 

500 

± 160 

540 

± 150 

560 

± 290 

110 

± 40 

140 
± 60 

170 
± 20 

220 
± 100 

Zähigkeit/ MJ m-3 80 
± 70 

210 
± 70 

130 
± 50 

270 
± 130 

24 
± 15 

60 
± 23 

40 
± 12 

90 
± 44 

n - Probenanzahl, σ - Spannung, ε - Dehnung, σE - Spannung an der Elastizitätsgrenze, εE - Dehnung an der 
Elastizitätsgrenze, σY - Spannung am Yield-Punkt, εY - Dehnung am Yield-Punkt 

Um den Einfluss von Salzen auf die mechanischen Eigenschaften des Byssusfadens zu 

untersuchen, wurden diese jeweils in KMW und RW inkubiert. In den jeweiligen 

Lösungen hydrierte distale Proben zeigen dabei keine Unterschiede in den mechanischen 

Parametern. Wiederum weisen dehydrierte distale Fäden inkubiert in KMW eine 1,5-fach 

geringere Zugfestigkeit (σmax: 330 MPa) und somit auch Zähigkeit (80 MJ m-3) auf. Im 

Falle der proximalen Proben zeigen dehydrierte Fäden inkubiert in KMW auch eine 

geringere Zugfestigkeit (σmax: 100 MPa) und Zähigkeit (24 MJ m-3) im Vergleich zu den 

übrigen proximalen Probensätzen. 
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3.3 Thermisches Verhalten des Muschelbyssusfadens 

3.3.1 Thermomechanische Analyse des Byssusfadens 

Die temperaturbedingten Änderungen der Länge des Byssusfadens und damit dessen 

thermomechanisches Verhalten in einem Temperaturbereich von 30-300°C wurden mittels 

thermomechanischer Analyse (TMA) untersucht. Sowohl in KMW als auch RW 

inkubierte proximale und distale Bereiche des Byssusfadens wurden separat im trockenen 

und nassen Zustand analysiert. Endsprechend Kapitel 2.6.1 wurden die Proben mit einer 

Kraft von 0,005-0,01 N gespannt und bei einer Heizrate von 2°C min-1 auf 300°C erhitzt. 

Für Abbildungen wurden Einzelmessungen ausgewählt, welche die Mittelwerte des 

jeweiligen Probensatzes repräsentieren. 

Die TMA-Kurven (Abb. 3-10) weisen für alle Proben den gleichen Verlauf auf, welcher in 

vier Bereiche unterteilt werden kann: langsames Schrumpfen bis ca. 195°C, rapide 

Verkürzung zwischen 195-219°C, minimale Länge bei ca. 220°C und anschließende 

Elongation des Byssusfadens.  

 

Abb. 3-10 Untersuchung des thermomechanischen Verhaltens des Muschelbyssusfadens von M. 
galloprovincialis mittels TMA 
Distale (schwarz) und proximale (rot) Fadenteile der jeweiligen Probensätze wurden mit einer statischen 
Kraft von 5-10 mN gestrafft und die Längenänderung im Temperaturbereich 20-300°C bei einer Heizrate 
von 2°C min-1 untersucht. 
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Zur Bestimmung der Verkürzungsrate wurde eine lineare Regression im 

Temperaturbereich zwischen 40-170°C (langsames Schrumpfen) und 205-215°C (rapide 

Verkürzung) durchgeführt, wobei der Schnittpunkt beider Geraden den Startpunkt der 

rapiden Verkürzung bildet. Die Parameter der Kurven sind in Tab. 3-II für alle 

Probensätze zusammengefasst. 

Im Temperaturbereich bis 195°C verkürzen sich der distale und der proximale Faden 

gleichermaßen, und der Onset der rapiden Verkürzung liegt bei beiden Fadenteilen bei 

194°C. Die rapide Verkürzung des Byssusfadens ist beim distalen Fadenteil stärker 

ausgeprägt als beim proximalen, was sich in einem steileren Abfall der TMA-Kurve im 

entsprechenden Temperaturbereich zeigt. Desweiteren ist der distale Faden bei seiner 

maximalen Verkürzung bei 221°C um 5 % kürzer als der proximale. Anschließend 

verlängern sich beide Fadenteile, wobei der proximale Teil sich um 8 % mehr verlängert 

als der distale, allerdings auch bei niedrigeren Temperaturen reißt. 

Die Kurven der hydrierten und dehydrierten Proben unterscheiden sich im Bereich von 35-

55°C. Hier verkürzen sich die hydrierten Proben abrupt, was einem Versatz der TMA-

Kurve verursacht. 

Tab. 3-II Zusammenfassung der Kurvenparameter der thermomechanische Analyse am Byssusfaden 
n - Anzahl der Proben; Die prozentualen Angaben beziehen sich auf die Fadenanfangslänge. Die hier 
aufgeführten Werte entsprechend dem Mittelwert und der entsprechenden Standardabweichung. 

  langsames 

Schrumpfen 
Rapide Verkürzung 

Minimum Bruch des 
Fadens 

n Anstieg  

[% K-1] 
Startpunkt 

Anstieg  

[% K-1] 

d
is

ta
l 

RW 

dehydriert 2 -0,03 ± 0,01 
197°C ± 1 

93 % ±4 
-0,49 ± 0,07 

221°C ±1 
85 % ± 4 

287°C ± 2 
137 % ± 10 

hydriert 4 -0,03 ± 0,01 
196°C ± 4 
93 % ± 2 

-0,34 ± 0,03 
220°C ± 1 
87 % ± 2 

269°C ± 13 
122 % ± 17 

KMW 

dehydriert 2 -0,03 ± 0,00 
193°C ± 1 
94 % ± 1 

-0,49 ± 0,02 
219°C ± 4 
85 % ± 3 

283°C ± 8 
133 % ± 1 

hydriert 2 -0,03 ± 0,00 
193°C ± 0 
92 % ± 1 

-0,46 ± 0,12 
224°C ± 4 
82 % ± 4 

281°C ± 26 
110 % ± 6 

p
ro

xi
m

al
 RW 

dehydriert 2 -0,02 ± 0,00 
195°C ± 1 
96 % ± 0 

-0,22 ± 0,01 
220°C ± 1 
92 % ± 0 

248°C ± 9 
122 % ± 9 

hydriert 4 -0,03 ± 0,01 
194°C ± 2 
93 % ± 1 

-0,26 ± 0,05 
219°C ± 1 
89 % ± 2 

260°C ± 12 
136 % ± 12 

KMW 

dehydriert 2 -0,03 ± 0,00 
194°C ± 1 
94 % ± 1 

-0,32 ± 0,06 
218°C ± 0 
88 % ± 1 

266°C ± 1 
132 % ± 13 

hydriert 1 -0,02 
194°C 
93 % 

-0,28 
219°C 
88 % 

270°C 
148 % 
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Beim Vergleich der Proben, die in KMW inkubiert wurden mit denen aus RW ergeben 

sich anhand der Kurvenparameter keine wesentlichen Unterschiede. Allerdings weisen die 

in KMW inkubierten Proben einen breiteren Peak am Minimum der TMA-Kurve auf. 

Mittels des thermischen Längenausdehnungskoeffizienten können thermische Prozesse 

wie Erweichung und Versteifung eines Materials bestimmt werden. Dieser wird durch 

Gleichung 2-7 bestimmt und entspricht der ersten Ableitung der TMA-Kurve. Eine 

exemplarische TMA-Kurve und deren entsprechenden Längenausdehnungskoeffizienten α 

ist in Abb. 3-11 dargestellt. 

Der Längenausdehnungskoeffizient α zeigt bei hydrierten Proben ein Minimum innerhalb 

des Bereiches von 35-55°C und kennzeichnet damit den Wendepunkt des Versatzes der 

TMA-Kurve. Bis ca. 125°C steigt α leicht an, das Material im Byssusfaden wird weicher. 

Anschließend versteift es sich, wobei α bis zu einem Minimum bei 211°C sinkt. Dies 

entspricht dem Wendepunkt des rapiden Schrumpfens der TMA-Kurve. Nach maximaler 

Fadenverkürzung steigt der Ausdehnungskoeffizient wieder an, der Faden erweicht. 

Zwischen 225°C und 256°C erhöht sich α weniger stark, steigt aber ab ca. 256°C weiter 

bis zum Reißen des Fadens.  

 

Abb. 3-11 TMA-Kurve und thermischer Längenausdehnungskoeffizient α  
Gezeigt ist exemplarisch für alle Probensätze eine TMA- (schwarz) und α-Kurve (rot) eines in RW 
inkubierten, hydrierten proximalen Byssusfadens. Verhalten des Längenausdehnungskoeffizienten α: 1 – 
Minimum α durch abrupten Wasserverlust, 2 (Ausschnitt) – α steigt leicht bis 125°C (Faden wird weicher), 
3 (Ausschnitt) - α sinkt bis 211°C, 4 – höchste Materialsteifigkeit erreicht mit einem Minimum von α bei 
211°C, 5 – der Faden erweicht (α steigt) bis 225°C, 6 – zwischen 225-256°C bleibt α nahezu konstant, 7 – α 
steigt und der Faden verliert seine Integrität durch thermische Zersetzung  
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3.3.2 Temperaturabhängige Änderung der Fadenmorphologie 

Zur Analyse der makroskopischen, temperaturabhängigen Längen- und Breitenänderung 

des Byssusfadens wurden distale Fäden für 30 min im Ofen erhitzt und nach jeder 

Inkubationsstufe die Länge und Breite des Fadens bestimmt (Kapitel 2.6.2). Der Faden 

verkürzt sich vergleichbar den TMA-Studien (Kapitel 3.3.1) bis ca. 190°C langsam und 

anschließend rapide (Abb. 3-12). Die Fadenbreite bleibt bis 190°C nahezu konstant und 

verbreitert sich bei höheren Temperaturen. 

 

Abb. 3-12 Dimensionsänderungen des distalen 
Byssusfadens in Abhängigkeit von der 
Temperatur.  
Die Proben wurden im Ofen beid er 
entsprechenden Temperaturt jeweils 30 min 
inkubiert und die Fadenbreite und -länge nach 
Abkühlen am Lichtmikroskop bestimmt. Die 
Graphik zeigt den Mittelwert von 
Doppelbestimmungen für die Fadenlänge L und 
die Fadenbreite B. 

3.3.3 Dynamisch-Mechanische Thermoanalyse (DMTA) 

Bei der Dynamisch-Mechanischen Thermoanalyse (DMTA) werden die mechanischen 

Materialeigenschaften, insbesondere des E-Moduls E, in Abhängigkeit von der 

Temperatur untersucht. Durch Bestimmung des Speicher- (E') und Verlustmoduls (E'') 

sowie des Verlustfaktors tan δ können somit Aussagen über die mechanische Integrität des 

Materials getroffen werden. 

Proximale und distale Fadenteile wurden bei einer Frequenz von 1 Hz bis max. 2 % 

gedehnt und mit einer Temperiergeschwindigkeit von 2°C min-1 auf 300°C erhitzt (Kapitel 

2.6.3). Während der Messung wurden die Parameter E', E'' und tan δ erfasst. Für jeden 

Probensatz erfolgten mindestens Doppelbestimmungen und die Abbildungen zeigen Daten 

einer Probe eines Probensatzes. In Tab. 3-III sind alle Ergebnisse der DMTA-Messungen 

zusammengefasst. 

Bei den distalen Proben (Abb. 3-13) zeigen die Kurven des Speichermoduls E' einen 

Anstieg bis ca. 40-50°C. Dies kennzeichnet ein Versteifen des Materials, was zum einen 

auf die Abgabe von Wasser zurückzuführen ist, zum anderen durch das Schrumpfen des 

Fadens verursacht wird, wodurch mehr Kraft zur Aufrechterhaltung der Dehnung 

aufgewendet werden muss.  
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Abb. 3-13 DMTA-Messungen der distalen Byssusfäden 
Die Proben wurden mit einer Frequenz von 1 Hz und anfänglichen Kräften von 1-10 mN bis 0,05-0,2 % 
gedehnt, und mit einer Heizrate von 2°C min-1 auf 300°C erhitzt. Pro Probensatz wurde eine repräsentative 
Messung ausgewählt und die Abhängigkeit des Speichermoduls E' (schwarz), Verlustmoduls E'' (rot) und 
Verlustfaktors tan δ (grün) von der Temperatur dargestellt. 

Nachdem E' über einen weiten Temperaturbereich konstant bleibt, kommt es zu einem 

rapiden Abfall. Hierbei liegt der Startpunkt des Kurvenabfalls von dehydrierten KMW-

Proben bei durchschnittlich 212°C, während bei Proben, welche in RW inkubiert wurden, 

der Verlust des Speichermoduls bei ca. 228°C startet. Bei hydrierten Proben liegt der 

Startpunkt bei um 8°C niedrigeren Temperaturen. Das Verlustmodul E'', der Anteil der 

Steifigkeit, der durch plastische Verformung mechanische Energie dissipiert, steigt bis 40-

50°C an und bleibt dann konstant. Bei hydrierten Proben zeigt die Kurve zwischen 50-

150°C eine starke Streuung der Werte, was durch Wasserverdunstung aus dem Faden 

verursacht wird. Ab ca. 200°C erfolgt ein Anstieg in E'' mit einem Maximum bei 225°C 

bei Fäden, die in KMW inkubiert wurden. Auch hier liegt das Maximum von E'' bei RW-

Proben 10°C höher. In diesem Bereich wird mechanische Energie verstärkt durch 

plastische Verformung übertragen. Das Material erweicht. Aufgrund des Verlustes der 

Steifigkeit des Fadens bei höheren Temperaturen sinkt E'' bei weiterer 

Materialerweichung. Dieses "Fließen" des Fadenmaterials spiegelt sich auch im Verlauf 

der tan δ-Kurve wieder. Bis ca. 200°C besitzt tan δ niedrige Werte, das Material ist fest. 

Anschließend steigt tan δ an und erreicht ein Maximum bei 240-245°C bzw. 250°C für 
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dehydriert und hydrierte Proben inkubiert in KMW bzw. RW. Bis ca. 260°C bleibt dann 

tan δ konstant bzw. erhöht sich nur mäßig, und zeigt dann einen erneuten Anstieg. 

Der Speichermodul E' der proximalen Proben (Abb. 3-14) steigt kontinuierlich bei 

niedrigen Temperaturen und erreicht ab 90-120°C konstante Werte. Einige Proben, wie 

der in KMW inkubierte, dehydrierte proximale Faden (Abb. 3-14), zeigen keine 

konstanten Werte von E' sondern einen kontinuierlichen Anstieg bis zu einem Maximum, 

welches dem Wert des Startpunktes des Kurvenabfalls entspricht. Die Materialversteifung 

erfolgt somit über einen größeren Temperaturbereich im Vergleich zu distalen Fäden. E' 

zeigt dann einen starken Abfall bei KMW-Proben bei ca. 220°C und 231°C bei RW-

Proben. Der Verlustmodul E'' steigt ebenfalls bis 120°C stark an. Dies weist darauf hin, 

dass hier das Material im Faden oder ein Teil davon plastisch deformiert wird. 

Anschließend erhöht sich E'' weiter bis zu einem Maximum bei 230 bzw. 223°C für 

hydrierte bzw. dehydrierte KMW-Proben und bis 235°C bei Proben inkubiert in RW.  

 

Abb. 3-14 DMTA-Messungen der proximalen Byssusfäden 
Die Proben wurden mit einer Frequenz von 1 Hz und anfänglichen Kräften von 5-20 mN bis 0,05-2 % 
gedehnt, und mit einer Heizrate von 2°C min-1 auf 300°C erhitzt. Pro Probensatz wurde eine repräsentative 
Messung ausgewählt und die Abhängigkeit des Speichermoduls E' (schwarz), Verlustmoduls E'' (rot) und 
Verlustfaktors tan δ (grün) von der Temperatur dargestellt. 
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Die tan δ-Kurve zeigt, dass das Material bis 120°C fester wird, da sie in diesem Bereich 

kleinere Werte erreicht. Möglicherweise verhärten die Matrixproteine des proximalen 

Fadenteils in diesem Temperaturbereich, weil sie plastisch verformt werden. Ab 200°C 

steigt tan δ rapide an bis zu einem Maximum bei 245°C (KMW) bzw. 250/260°C (RW), 

das Material erweicht. Darüber hinaus zeigt tan δ ähnlich wie im Fall der distalen Proben 

einen weiteren Anstieg ab 280°C.  

Tab. 3-III Zusammenfassung der Ergebnisse der DMTA-Messungen des Muschelbyssusfadens. 
Die hier aufgeführten Werte entsprechend dem Mittelwert eines Probensatzes und der entsprechenden 
Standardabweichung.  

 distal proximal 

KMW RW KMW RW 

dehydriert hydriert dehydriert hydriert dehydriert hydriert dehydriert hydriert 

n 3 2 2 5 3 3 2 5 

Abfall E' 212°C ± 1 205°C ± 4 228°C ± 1 220°C ± 2 220°C ± 10 223°C ± 1 233°C ± 2 231°C ± 1 

Max. E'' 223°C ± 2 225°C  ± 1 234°C ± 0 234°C ± 2 230°C ± 6 223°C ± 1 235°C ± 1 234°C ± 1 

Max. tan δ 240°C ± 4 245°C ± 1 252°C ± 3 249°C ± 1 245°C ± 0 245°C ± 2 250°C ± 0 259°C ± 1 

n…Anzahl der Proben 

Die Kurvenverläufe der proximalen Proben variieren stark, wobei manche denen der 

distalen Proben ähneln. Aufgrund der geringen Länge des proximalen Fadenteils ist es bei 

der Probenpräparation schwierig eine ausreichende Probenlänge zu erhalten und es ist 

nicht ausgeschlossen, dass auch Anteile des distalen Teils die Messungen beeinträchtigen.  

Des Weiteren muss beachtet werden, dass die Werte für E', E'' und tan δ keine realen 

Werte sind und der Kurvenverlauf lediglich qualitativ bewertet wurde. Die 

Vergleichbarkeit der Werte unterschiedlicher Proben ist allein durch die stark variierende 

Vorspannung des Fadens schwierig. Darüber hinaus sind die Werte für E' nicht 

korrelierbar mit dem E-Modul, welcher durch mechanische Zugmessungen bestimmt 

wurde, da die angenommene Probengeometrie bei den DMTA-Messungen nicht dem 

elliptischen Fadendurchmesser entspricht und dadurch apparent zu hohe E'-Werte erhalten 

wurden. 

Dennoch kann den Kurvenverläufen generell entnommen werden, dass die Bysussfäden 

ihre mechanische Integrität ab ca. 205°C verlieren. Hier sinkt ihre Steifigkeit, das Material 

erweicht und die mechanische Energie wird hauptsächlich durch plastische Deformation 

dissipiert.  
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3.3.4 Thermogravimetrische Analyse des Byssusfadens (TGA) 

Zur Untersuchung der temperaturabhängigen Masseänderung des Byssusfadens mittels 

TGA wurden die Proben mit einer Heizrate von 10°C min-1 auf 800 bzw. 1100°C erhitzt 

(Kapitel 2.6.4).  

Die TGA-Kurven der proximalen und distalen Proben unterscheiden sich nicht signifikant 

in ihrem Verlauf, was darauf hindeutet, dass ähnliche Zersetzungsprozesse ablaufen (Abb. 

3-15). Während die TGA-Kurven der RW-Byssusproben lediglich drei thermogravi-

metrische Effekte zeigen (Abb. 3-15A), erhält man für die KMW-Proben bis zu sechs 

Umsetzungsprozesse (Abb. 3-15B). 

 

Abb. 3-15 TGA-Kurven des Muschelbyssusfadens 
Mit einer Heizrate von 10°C min-1 wurden distale und proximale Proben, welche in RW (A) bzw. KMW (B) 
inkubiert wurden, auf 1100°C erhitzt. Die Abbildung zeigt exemplarisch jeweils eine Kurve aus jedem 
Probensatz. Die Ziffern kennzeichnen die in Tab. 3-IV gelisteten Umsetzungsprozesse. 

Die Kennwerte der TGA-Kurven sind für jeden Masseverlust in Tab. 3-IV 

zusammengefasst. Der erste Masseverlust, welcher hauptsächlich auf das Verdampfen von 

Wasser zurückzuführen ist (Bigi et al., 1987; Lim & Shamos, 1974), erfolgt bei den RW-

Proben in einem Temperaturbereich von 36-172°C, während er bei den KMW-Proben bis 

210°C anhält. Bei allen Probensätzen liegen die Wendepunkte zwischen 61°C und 68°C 

und die durchschnittliche Gewichtsabnahme beträgt 10 %. An dieser Stelle wird darauf 

hingewiesen, dass der verschobene Kurvenverlauf der proximalen KMW-Probe (Abb. 

3-15B) kein materialspezifisches Verhalten für den proximalen Faden darstellt, sondern 

auf einen höheren Anfangswassergehalt der hier gemessenen Probe zurückzuführen ist. 

Der zweite Umsetzungsprozess beginnt bei 270°C für die RW-Proben und 280°C bei den 

KMW-Proben und endet bei allen Probensätzen bei 400°C. In diesem Temperaturbereich 

kommt es zur Oxidation organische Verbindungen. Die KMW-Proben verlieren bei 
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diesem Umsatzprozess 6-7 % weniger Masse als die RW-Proben. Die in RW inkubierten 

Proben werden ab einer Temperatur von ca. 460°C in einem dritten Umsetzungsprozess 

bis auf anorganische Reste von 1,4-2,1 % vollständig verbrannt. Alle organischen Anteile 

wurden umgesetzt. 

Tab. 3-IV Kennwerte der TGA-Kurven zu den Masseumsatzprozessen des Muschelbyssusfadens 
Die hier aufgeführten Werte entsprechend dem Mittelwert von Doppelbestimmungen. 

  RW KMW 
  distal proximal distal proximal 

Prozess 1  
H2O Verlust 
(Bigi et al., 1987; Lim & Shamos, 1974) 

T-Bereich 36 - 179°C 40 - 172°C 44 - 209°C 41 - 206°C 
Wp 61°C 68°C 64°C 63°C 
Gewichtsverlust 12 % 8 % 10 % 12 % 

Prozess 2 
Oxidation organischer  
Verbindungen/Verkohlen 
(Kristensen, 1990) 

T-Bereich 180 - 399 °C 173 - 398 °C 210 - 403 °C 207 - 404°C 
Start 270°C 266°C 284°C 281°C 
Wp 321°C 331°C 314°C 314°C 
Gewichtsverlust 33 % 36 % 27 % 29 % 

Prozess 3 

CO2-Freisetzung aus HCO3
- 

(Hisatsun & Adl, 1970) 

T-Bereich 400 - 631°C 
457°C 
498°C 
54 % 

399 - 629°C 
457°C 
497°C 
54 % 

404 - 503 °C 405 - 518 °C 
Start 438°C 438°C 
Wp mehrere mehrere 
Gewichtsverlust 24 % 26 % 

Prozess 4 
thermischer Abbau organischer Verbindungen 
(Kristensen, 1990) 

T-Bereich 504 - 640°C 519 - 679°C 
Start 539°C 549°C 
Wp 573°C 580°C 
Gewichtsverlust 25 % 25 % 

Prozess 5 T-Bereich 641 - 848°C 680 - 866°C 
Start 761°C 775°C 
Wp 805°C 813°C 
Gewichtsverlust 1 % 7,6 % 

Prozess 6 T-Bereich 849 - 925°C 867 - 950°C 
Start 890°C 900°C 
Wp 915°C 935°C 
Gewichtsverlust 6 % 3,7 % 

Rückstand 
anorganischer Rest 

 1,4 % 2,1 % 8 % 0 % 

 

Im Gegensatz dazu erfolgen bei den KMW-Proben im Bereich von 404-518°C mehrere 

kleinere, aufeinanderfolgende Prozesse mit einem Masseverlust von 24-26 %. In diesem 

Bereich erfolgt eine stufenweise CO2-Freisetzung aus dem im KMW enthaltenen HCO3
- 

(Prozess 3). Anschließend durchlaufen die KMW-Proben noch drei weitere Masseverluste 

bis zur vollständigen Verbrennung. Dabei liegen bei den distalen Proben die Wendepunkte 

bei 572°C, 80°C und 915°C, während sie bei den proximalen Fäden um 10-20°C zu 

höheren Temperaturen verschoben sind. Der thermische Abbau der organischen 

Verbindungen ist bei 640-680°C abgeschlossen. Die weiteren Masseverluste des Prozesses 

5 und 6 können auf die im KMW enthaltenen Salze zurückgeführt werden.  
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3.3.5 Dynamische Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry, DSC) 

Zur Untersuchung thermodynamischer Prozesse im Byssusfaden wurden DSC-Messungen 

durchgeführt. Hierbei wurden zunächst gesamte Byssusfäden, die entweder in KMW oder 

RW inkubiert wurden, von 20°C auf 350°C erhitzt und die dabei ablaufenden 

Wärmeumsätze ermittelt (Kapitel 2.6.5). 

Die DSC-Kurve der in RW inkubierten Proben zeigt vier Umsatzprozesse (Abb. 3-16). Im 

Temperaturbereich von 35-122°C wurde ein breiter endothermer Peak mit einem 

Maximum bei 72°C erhalten, und bei 205°C zeigt die DSC-Kurve einen Versatz. Ein 

weiterer endothermer Prozess liegt bei 224°C, der bei ca. 230°C in einen großen 

endothermen Peak übergeht. Dieser verläuft sehr breit mit zwei lokalen Maxima bei 260 

und 281°C und wird ab ca. 300°C stark exotherm.  

 

Abb. 3-16 DSC-Kurven gesamter 
Muschelbyssusfäden inkubiert in KMW und 
RW 
Die Proben wurden bei 2°C min-1 auf 350°C 
erhitzt und die Wärmedifferenz zu einer 
Referenzprobe ermittelt. Die Kurven wurden 
basislinienkorrigiert und sind mit Kurvenversatz 
dargestellt. 

Im Vergleich dazu zeigt die DSC-Kurve der KMW-Proben ebenfalls einen endothermen 

Peak bei 75°C, dieser verläuft allerdings wesentlich breiter bis ca. 145°C. Bei höheren 

Temperaturen überlagern sich die Wärmeumsatzprozesse stärker, denn statt eines 

definierten Peaks bei 223°C wurde lediglich eine Schulter detektiert und das Maximum 

des Hauptpeaks liegt bei 290°C. Im Vergleich zu den RW-Proben ist dieser stärker 

ausgeprägt und schmaler. 

Inwieweit sich die Wärmeumsatzprozesse des distalen und proximalen Byssusfadens 

unterscheiden, sollte durch Messungen der jeweiligen Fadenteile geklärt werden. Das 

Temperaturprogramm wurde so modifiziert, dass die ablaufenden Prozesse des großen 

endothermen Peaks bei ca. 75°C durch Aufheizen auf 100°C gefolgt von einem Abkühlen 

auf -50°C vor einem anschließenden erneuten Erhitzen auf 350°C voneinander separiert 

werden konnten.  
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Grundsätzlich unterscheiden sich die Kurven des distalen und proximalen Fadens nicht 

signifikant in ihrem Verlauf (Abb. 3-17), es erfolgen die gleichen Umsatzprozesse. Diese 

sind für proximale und distale Fadenteile in Tab. 3-V zusammengefasst. 

 

Abb. 3-17 DSC-Kurven distaler und proximaler Proben  
Die Proben wurden mit 2°C min-1 zunächst auf 100°C erhitzt und isotherm für 10 min inkubiert. 
Anschließend erfolgte ein Abkühlen auf -50°C und ein anschließendes Aufheizen auf 350°C. 
A) Proben inkubiert in RW B) Proben inkubiert in KMW. Die ablaufenden Wärmeumsätze sind: 1 – 
endothermer Peak, 2 – endothermer Peak, 3 – exothermer Kurvenversatz, 4 – endothermer Peak, 5 - 
endothermer Peak, 6 – exothermer Verlauf. 

Bei allen Proben konnte der erste endotherme Peak in zwei Prozesse aufgelöst werden. 

Der erste Umsatz hat ein Maximum bei 77°C sowohl bei den RW als auch den KMW-

Proben, während der zweite Prozess zwischen 60-160°C erfolgt und ein Maximum bei 

118°C (KMW) bzw. 111°C (RW) besitzt. Die in KMW inkubierten Proben zeigen auch in 

diesen Messungen bei Temperaturen ab ca. 190°C eine Überlagerung unterschiedlicher 

Prozesse, was sich in einem großen Peak mit Maximum bei 290°C widerspiegelt. Eine 

Schulter bei 224°C entspricht dabei möglicherweise dem kleinen Schmelzpeak der RW-

Proben.  

Tab. 3-V DSC-Analysen von Muschelbyssusfäden 

Wärmeumsatz 

RW KMW 
T-Bereich Maximum/Wp T-Bereich Maximum/Wp 

1 – endothermer Peak ab 40°C 77°C ab 39°C 77°C 
2 – endothermer Peak 60 – 152°C 111°C 60 – 158°C 118°C 
3 – exothermer Kurvenversatz 172 – 200°C 194°C / / 
4 – endothermer Peak 205 – 230°C 222°C 205 – 258°C (Schulter) 
5 – endothermer Peak 230 – 350°C 263°C 

(Schulter) 
290°C 

258 – 350°C 290°C 

6 – exothermer Verlauf 305-320°C  330-350°C  
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Die DSC-Kurven der Proben, welche in RW inkubiert wurden, zeigen in einem 

Temperaturbereich von 190-350°C eine definiertere Auflösung. Ein exothermer 

Kurvenversatz mit Wp bei 194°C weist auf eine Verringerung der Wärmekapazität des 

Materials hin, es kann ab hier weniger Wärme aufnehmen. Es ist sehr schwierig, genau 

festzulegen, ob es sich um einen Kurvenversatz oder einen exothermen Peak handelt, da 

die Lage der Basislinie dabei eine große Rolle spielt. Normalerweise erhält man bei 

Einkomponenten-Materialien eine gerade Grundlinie, aber bei Mehrkomponenten-

Systemen können sich die einzelnen Prozesse so stark überlagern, dass die Grundlinie 

stark verschoben ist. Die berechnete Basislinie ist in solchen Fällen oft subjektiv. Auch 

wenn es sich hier um einen exothermen Kristallisationspeak handelt, so bestärkt dies die 

Annahme, dass es in diesem Temperaturbereich zu einer Versteifung des Byssusfadens 

kommt. 

Bei höheren Temperaturen erhält man zwischen 205-230°C einen endothermen Peak mit 

einem Maximum bei 222°C, der in einen großen, breiten endothermen Peak übergeht. 

Dieser setzt sich auch aus zwei Prozessen zusammen, die sich vergleichbar zu den 

Messungen des gesamten Byssusfadens in einer Schulter bei 263°C und einem Maximum 

bei 290°C zeigen. Bei den RW-Proben verläuft die DSC-Kurve ab 305°C exotherm. Bei 

den KMW-Proben ist dies ab 330°C der Fall. Hier beginnt die thermische Zersetzung.  

3.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Analyse des 

thermischen Abbaus der Proteine im Byssusfaden 

Um die thermische Zersetzung der Proteine im Byssusfaden zu untersuchen, wurden die 

Proteine distaler Byssusfäden, welche im Ofen bei 80, 110, 150, 190, 200, 210, 220, 230 

und 240°C für 30 min inkubiert wurden, mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) aufgetrennt (Kapitel 2.6.6). 

Das Gel (Abb. 3-18) zeigt für die Temperaturen 22°C bis 150°C ein definiertes 

Bandenmuster mit einer Doppelbande bei 80 KDa, welche entweder den preCols (Qin & 

Waite, 1995) oder auch dem Kutikulaprotein Mgfp-1 (Inoue & Odo, 1994) zugeordnet 

werden kann (Abb. 3-18 schwarze Pfeile). Proteinbanden bei 50-60 kDa entsprechen 

möglicherweise den Matrixproteinen (Abb. 3-18 rote Pfeile) (Sagert & Waite, 2009; Sun 

et al., 2002). Diffuse Banden bei einer Größe von mehr als 175 kDa deuten auf größere 

Oligomere wie z.B. Di- und Trimere der preCols hin (Abb. 3-18 geschweifte Klammer).  
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Abb. 3-18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Temperatur-behandelter 
Muschelbyssusfäden 
Die SDS-PAGE Temperatur-behandelter Muschelbyssus-Proben erfolgte bei 25 mA für 60 min.  
geschweifte Klammer - größere Oligomere, schwarze Pfeile - Proteinbanden möglicherweise von preCols 
oder Mgfp-1, rote Pfeile - Banden entsprechen wahrscheinlich den Matrixproteinen 

Ab 190°C zeigt das SDS-Gel keine definierten Banden mehr, die größer als 60 kDa sind. 

Somit lösen sich die Oligomere auf und die Proteine werden möglicherweise thermisch 

entfaltet. Ab 230°C zeigt das Gel keine Proteinbanden mehr.  

3.4 Protein-Strukturanalyse des Muschelbyssusfadens 

3.4.1 Festphasen-Kernspinresonanzspektroskopie (ssNMR, solid state nuclear 

magnetic resonance) 

Zur Untersuchung der Molekülstruktur und Dynamik der Proteine im Muschelbyssusfaden 

wurden Experimente mit ssNMR-Spektroskopie durchgeführt (Kapitel 2.7.1), da diese 

Methode sich sehr gut zur Analyse von Mehrkomponentenmaterialien und intakten 

Geweben eignet. Bei den Messungen wurde das natürliche Vorkommen von 13C im 

Muschelbyssusfaden genutzt. Die Experimente wurden von Holger Scheidt vom Institut 

Biochemie/Biotechnologie (MLU Halle-Wittenberg) durchgeführt. 

Zunächst wurden von hydrierten Gesamt-Byssusfäden kreuzpolarisierte (cross 

polarization, CP) 13C MAS NMR Spektren gemessen. Mit dieser Methode können rigide 

Moleküle und Molekülgruppen detektiert werden. Das 13C CP MAS Spektrum (Abb. 

3-19A) zeigt bei den Aminosäuren Ala, Gly, Pro und Hyp (Zuordnung nach (Bielecki, 

1989; Schulz, 2007; Zernia & Huster, 2006) chemische Verschiebungen, die auch in 

Kollagen der Achillessehne detektiert werden können (Abb. 3-19B). Besonders der Peak 
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von Hyp δ bei 71.1 ppm ist typisch für Kollagen, da keine andere Aminosäure einen 

solche charakteristische Verschiebung zeigt. 

 

Abb. 3-19 Festphasen NMR-Spektroskopie des gesamten Byssusfaden und Achillessehnen-Kollagen 
Die MAS-Frequenz betrug 7 kHz bei 20°C. Peaks gekennzeichnet mit ssb (spinning side band) sind 
messtechnische Nebeneffekte. 
A) Protonen-entkoppeltes 188 MHz 13C CP MAS NMR-Spektrum von hydriertem Gesamt-Byssusfaden. 
Für Ala, Gly, Pro und Hyp in Byssusfäden wurden ähnliche Verschiebungen erhalten wie bei Kollagen, und 
ein prominentes zusätzliches Signal bei 118 ppm (Pfeil) kann dem in der preCol His&DOPA-Domäne 
vorkommenden His zugeordnet werden. B) 13C CP MAS NMR-Spektrum von Achillessehnen-Kollagen 
(Wassergehalt: 20 % D2O).  
(nach Hagenau & Scheibel, 2010 und Hagenau et al., 2009 mit Erlaubnis der Verlage John Wiley and Sons 
und Taylor&Francis Group) 

Weitere Signale könnten von den flankierenden Domänen der preCols sowie den Matrix- 

und Kutikulaproteine stammen, doch eine eindeutige Zuordnung zu den jeweiligen 

Proteinen ist nicht möglich. Lediglich ein markanter Peak bei 118 ppm entspricht dem 

Signal von His δ und repräsentiert somit die His&DOPA-Domänen der preCols.  

Direkt angeregte 13C NMR-Spektren (Bloch-Spektrum) mit hohen und niedrigen 

Protonen-Entkopplungsstärken wurden am Gesamt-Byssusfaden durchgeführt, um flexible 

Moleküle zu detektieren. Dabei zeigen Moleküle hoher Beweglichkeit starke Signale bei 

niedriger Entkopplungsstärke, während hohe Protonen-Entkopplung moderat flexible 

Gruppen betrachtet. Für den Gesamt-Byssusfaden zeigt das direkt angeregte 13C-Spektrum 

(siehe Anhang Abb. 9-1) bei hoher und niedriger 1H-Entkopplung weitestgehend 
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identische chemische Verschiebungen verglichen mit dem 13C CP MAS-Spektrum. Die 

Signalintensitäten bei niedriger 1H-Entkopplung liegen im Hintergrundrauschen, was auf 

ein Fehlen hoch flexibler Aminosäuren im Byssusfaden schließen lässt. Auch das Bloch-

Spektrum bei hoher Entkopplungsstärke weist ein niedriges Signal-Rausch-Verhältnis auf. 

Dennoch sind die Signalintensitäten höher als bei niedriger Protonen-Entkopplung, was 

darauf hindeutet, dass die Proteine im Byssusfaden somit größtenteils wenig flexibel bis 

unbeweglich sind. 

Da sich die Spektren der Gesamt-Byssusfäden aus den Signalen aller Proteinkomponenten 

zusammensetzen, können mögliche Unterschiede der Flexibilität der Proteine der distalen 

und proximalen Fadenteile nicht aufgelöst werden. Deshalb wurden NMR-Spektren der 

jeweiligen Fadenbereiche einzeln aufgenommen. Das 13C CP MAS NMR-Spektrum 

proximaler und distaler Proben unterscheidet sich nicht in den chemischen 

Verschiebungen (Abb. 3-19), und sie entsprechen denen der Spektren des Gesamt-

Byssusfadens und somit auch denen des Achillessehnen-Kollagens. Die Spektren zeigen 

lediglich Signale der preCol-Kollagendomäne, welche die Signale der Matrixproteine und 

flankierenden Domänen der preCols überlagern.  

 

Abb. 3-20 Protonen-entkoppeltes 188 MHz 13C CP MAS NMR-Spektren distaler und proximaler 
Byssusfäden  
Die Spektren zeigen keinen Unterschied in den chemischen Verschiebungen, lediglich einige 
Signalintensitäten (besonders für Pro) sind in der proximalen Probe stärker. ssb - spinning side band, 
messtechnischer Nebeneffekt 
(nach Hagenau et al., 2009 mit Erlaubnis des Verlags John Wiley and Sons) 

Direkt angeregte 13C-Spektren (siehe Anhang Abb. 9-2 und Abb. 9-3) zeigen sowohl bei 

den distalen als auch den proximalen Proben nur ein geringes Signal-Rausch-Verhältnis 

und geben keinen Hinweis auf das Vorhandensein hochflexibler Strukturen.  
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Der Grad der Flexibilität von einzelnen Aminosäuren wurde anhand des 13C/1H- 

Ordnungsparameters in DIPSHIFT-Experimenten bestimmt (Kapitel 2.7.1). Dabei 

bedeutet ein Ordnungsparameter von 1 komplette Unbeweglichkeit der entsprechenden 

Aminosäure, während ein Wert von 0 für isotrope Mobilität steht. Die 13C/1H- 

Ordnungsparameter einzelner Aminosäuren unterscheiden sich für proximale und distale 

Proben nicht signifikant (Abb. 3-21).  

 

Abb. 3-21 13C/1H- Ordnungsparameter 
einzelner Aminosäuren für distale und 
proximale Byssusfäden bestimmt mit 
DIPSHIFT-Experimenten  
 

Die 13C/1H- Ordnungsparameter der Aminosäuren, die direkt in die Bildung und 

Stabilisierung der kollagenen Tripelhelix über Wasserstoffbrückenbindungen involviert 

sind, besitzen einen Wert über 0,7, was darauf hindeutet, dass die betrachtete Bindungen 

eher unflexibel sind. Im Gegensatz dazu ist der 13C/1H- Ordnungsparameter für die C-

Atome der aliphatischen Kette von Ala und Leu niedriger. Diese Molekülgruppen sind 

somit frei beweglich. 

Die Ergebnissen der ssNMR-Untersuchungen zeigen, dass der Hauptteil der betrachteten 

Aminosäuren den Kollagendomänen der preCols im proximalen und im distalen 

Byssusfaden zugeordnet werden kann und diese eine hohe Packungsdichte im 

Byssusfaden aufweisen. 
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3.4.2 Strukturuntersuchungen am Muschelbyssusfadens mittels FTIR-

Spektroskopie 

Im folgenden Kapitel wurden neben den strukturellen Unterschieden des proximalen und 

distalen Fadenteils auch die Orientierung der Proteine und der Einfluss von mechanischer 

Belastung sowie Temperatur auf die Strukturelemente im distalen Faden untersucht. 

3.4.2.1 FTIR-Spektroskopie des distalen und proximalen Byssusfadens 

Zunächst sollte geklärt werden, ob Ionen in der Inkubationslösung die Struktur der 

Proteine im Byssusfaden beeinflussen. Hierfür wurden sowohl Messungen am ATR-

Kristall als auch Transmissionsmessungen (Kapitel 2.7.3.2) mit distalen und proximalen 

Fadenteilen, welche jeweils in KMW und RW inkubiert wurden, durchgeführt. 

Exemplarisch sind in Abb. 3-22 die Spektren distaler Proben gezeigt.  

 

Abb. 3-22 FTIR-Spektroskopie distaler Fadenteile inkubiert in KMW und RW 
A) Gesamtspektrum aufgenommen am Tensor MIRacle Ge (ATR-Kristall) mit Zuordnung der wichtigsten 
Absorptionsbanden: 1- Amid A, 2- Amid B, 3- Amid I, 4- Amid II, 5-Amid III und 6- fingerprint-Region. B) 
Fingerprint-Region des FTIR-Spektrums für eine bessere Bandenauflösung aufgenommen am Hyperion 
FTIR-Mikroskop im Transmissionsmodus.  
Nach Grundlinienkorrektur wurden die Gesamtspektren normiert. 

Die ATR-Spektren (Abb. 3-22A) zeigen nur im Bereich der fingerprint-Region 

signifikante Unterschiede zwischen KMW und RW. Eine geringe Bandenauflösung und 

unterschiedliche Absorptionsintensitäten können darauf zurückgeführt werden, dass die 

ATR-Methode in diesem Wellenzahlbereich limitiert ist, denn Spektren aufgenommen im 

Transmissionsmodus (Abb. 3-22B) zeigen eine gute Bandentrennung und geringe 

Unterschiede in der Bandenintensität. Da bei einem natürlichen Material wie dem 
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Byssusfaden keine exakte Proteinkonzentration eingestellt werden kann und die 

Oberfläche des Fadens Streuung verursacht, können die Absorptionsintensitäten zwischen 

einzelnen Proben variieren. Auch die FTIR-Spektren der proximalen Proben, welche in 

KMW bzw. RW inkubiert wurden, zeigen keine Unterschiede. Die Inkubationslösung 

beeinflusst somit nicht die Proteinstruktur des Fadens. 

Zur Untersuchung der strukturellen Unterschiede der Proteine wurden FTIR-Spektren des 

distalen und proximalen Fadenteils anhand der Amid I-, II- und III-Banden sowie der 

fingerprint-Region analysiert.  

Sekundärstrukturbestimmung anhand der Amid I und II-Bande 

Die Absorptionsbanden der Amid-I und -II-Schwingungen setzen sich aus der 

Überlagerung der Banden des Peptid-Rückgrates und den Aminosäureseitenketten 

zusammen und sind stark beeinflusst von der Ausbildung von Sekundärstrukturen.  

Die FTIR-Messungen zur Auswertung der Amid I und II-Banden wurden in Kooperation 

mit Dr. Sebastian Rammensee vom Department Physik der TU München durchgeführt 

(Kapitel 2.7.3.1). Bei der Auswertung der FTIR-Spektren wurden zunächst die Maxima 

der Amid I- und Amid II-Banden der distalen und proximalen Fadenteile bestimmt und 

Sekundärstrukturen (Tab. 2-I) zugeordnet. Im Falle der distalen Fäden wies die Amid I-

Bande ein Maximum bei 1633 cm-1 und die Amid II-Bande bei 1530 cm-1 auf, was auf 

tripelhelikale und β-Faltblatt-Strukturen hindeutet (Abb. 3-23).  

 

Abb. 3-23 Amid I und II-Bereich der FTIR-
Spektren des distalen und proximalen 
Fadenteils 
Die Proben wurden in RW inkubiert und im 
Transmissionsmodus an einem Bruker IFS 66/s 
Spektrometer mit IRscope II-Mikroskop bei einer 
Auflösung von 4 cm-1 gemessen. Die Spektren 
wurden grundlinienkorrigiert und die Maxima der 
entsprechenden Amid-Banden sind gekenn-
zeichnet.  
(nach Hagenau et al., 2009 mit Erlaubnis des 
Verlags John Wiley and Sons) 

Bei den proximalen Proben kennzeichnet ein Maximum der Amid I-Bande bei 1626 cm-1 

β-Faltblatt-Strukturen, während die Amid II-Bande bei 1543 cm-1 α-Helices zugeordnet 

werden konnte.  



 76 | Ergebnisse 

 

Durch Dekonvolution der Amid I-Bande mit Lorentz-Fits wurden die Sekundär-

strukturanteile der jeweiligen Fadenteile bestimmt (Tab. 3-VI).  

Tab. 3-VI Sekundärstrukturanteile des Muschelbyssusfadens bestimmt durch Dekonvolution der 
Amid I-Bande mittels Lorentz-Fits  
(nach Hagenau et al., 2009 mit Erlaubnis des Verlags John Wiley and Sons) 

 proximal distal 

Seitengruppen (1610-1628 cm-1) 26 % 8 % 

β-Faltblatt (1625-1640 cm-1) 

β-Schleifen (1660-1685 cm-1) 

15 % 70 % 

α-Helix (1648-1660 cm-1) 46 % 0 % 

Tripelhelix (1633-1640 cm-1) 13 % 22 % 
 

Hierbei zeigen die proximalen Fäden mit 46 % hauptsächlich α-helikale Strukturen sowie 

einen geringen Anteil an β-Konformationen (15%) und Tripelhelices (13 %). Im 

Gegensatz dazu enthalten die distalen Fadenteile 22 % tripelhelikale Strukturen und zu 

einem Großteil β-Faltblätter und β -Schleifen. 

Somit kennzeichnet die Proteine des proximalen Fadens ein hoher helikaler 

Sekundärstrukturanteil, während im distalen Faden vorwiegend β-strukturierte Proteine 

vorliegen. 

Amid III- und Fingerprint-Region 

Im Wellenzahlbereich unter 1500 cm-1 setzen sich die Absorptionsbanden aus Beiträgen 

mehrerer Molekülschwingungen zusammen. Dadurch ist eine exakte Zuordnung der 

Banden schwierig. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zuordnungen ausschließlich auf 

die in den preCols vorkommenden Molekülschwingungen bezogen und anhand von 

Literaturdaten und den Ergebnissen zur Orientierung der Schwingung und deren Verhalten 

bei mechanischer Belastung getroffen. Die wichtigsten Absorptionsbanden, die in der 

Amid III-Bande und dem fingerprint-Bereich des FTIR-Spektrums des Byssusfadens 

auftreten, sind in Abb. 3-24 gekennzeichnet und in Tab. 3-VII zusammengefasst. 
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Abb. 3-24 Fingerprint- und Amid III-Bereich der FTIR-Spektren des distalen und proximalen 
Fadenteils. 
Das Spektrum wurde im Transmissionsmodus am Bruker Hyperion Mikroskop aufgenommen und eine 
Grundlinienkorrektur und Normierung im entsprechenden Wellenzahlbereich durchgeführt. Die wichtigsten 
Peaks sind gekennzeichnet und in Tab. 3-VII zusammengefasst. 

Tab. 3-VII Übersicht der IR-Absorptionsbanden der Amid III-Bande und des fingerprint-Bereiches 
sowie deren molekulare Zuordnung 
Die Zuordnung beruht auf dem Vergleich mit Spektren von Kollagenmaterialien und polyAminosäuren. 

Bande 
(cm-1) 

Molekulare Zuordnung Referenz 

966 N-Cα Streckschwingung in polyAla- Faltblättern (Dwivedi & Krimm, 1982b; 
Papadopoulos et al., 2007) 

1015 Streckschwingung des Peptidrückgrats in polyGly I 
Faltblättern 

(Dwivedi & Krimm, 1982a; 
Suzuki et al., 1966; Taga et 
al., 1997) 

1030 Kombination aus C-O Streck- und Biegeschwingung in 
Hyp in Kollagenen 

(Gough et al., 2003; 
Movasaghi et al., 2008) 

1080 Cα-Cβ und N-Cα Streckschwingung in polyPro II Helices (Dwivedi & Gupta, 1972; 
Isemura et al., 1968) 

1204 C-N Streckschwingung der Peptidbindung in Kollagen (Belbachir et al., 2009; 
Gough et al., 2003; 
Movasaghi et al., 2008) 1240 N-H Deformationsschwingung der Peptidbindung in 

Kollagen h 

1340 CH3 und CH2 Schwingungen vieler Aminosäuren u. a. 
Pro 

(Barth, 2000; Movasaghi et 
al., 2008) 

 

In FTIR-Spektren des distalen und proximalen Fadens, welche am Bruker Hyperion 1000 

IR-Mikroskop (Kapitel 2.7.3.2) aufgenommenen wurden, zeigen einige Unterschiede in 

der fingerprint-Region (Abb. 3-24). So sind die Amid III-Banden bei 1280 cm-1 und 

1204 cm-1, welche Schwingungen des Kollagens zugeordnet werden können, in Spektren 

des proximalen Fadens weniger ausgeprägt als bei denen des distalen Fadens. Dies kann 
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auf einen geringeren preCol-Anteil im proximalen Faden zurückgeführt werden (Kapitel 

1.2.3.2). 

Des Weiteren zeigt der Peak bei 1080 cm-1 im proximalen Teil eine höhere Absorption. 

Da zu dieser Bande auch Schwingungen von Phosphat beitragen können (Movasaghi et 

al., 2008) und das proximale Matrixprotein PTMP-1 eine hohe Zahl an potentiellen 

Phosphorylierungsstellen besitzt (Sun et al., 2002), könnte diese erhöhte Absorption 

möglicherweise von Phosphat im proximalen Fadenteil resultieren. Ein weiterer 

signifikanter Unterschied zeigt die Bande bei 966 cm-1, welche polyAla β-Faltblättern 

zugeordnet werden kann (Dwivedi & Krimm, 1982b). Diese Vibration weist im distalen 

Faden eine wesentlich höhere Absorption auf. PreCol P besitzt im Vergleich zu preCol D 

keine ausreichend langen polyAla-Sequenzen in den flankierenden Regionen, die in ein 

solches Strukturmotiv falten können. 

3.4.2.2 Polarisierte FTIR-Spektroskopie des distalen Byssusfadens 

Hochgeordnete Strukturen in einem anisotropen Material absorbieren polarisiertes IR-

Licht je nach Polarisierungswinkel unterschiedlich und zeigen damit Dichroismus. So 

erhält man bspw. bei senkrechter Polarisation keine Absorption, wenn die Dipol-

Übergangsmomente alle parallel entlang der Symmetrieachse orientiert sind. Somit kann 

die Ausrichtung von Bindungen in einem Material bestimmt werden. 

Zur Analyse der Orientierung verschiedener Aminosäure-Bindungen und damit der 

entsprechenden Strukturmotive der preCols wurden polarisierte FTIR-Messungen am 

distalen Fadenteil durchgeführt (Kapitel 2.7.3.2). Dabei bedeutet ein Polarisationswinkel 

von 0° eine Polarisation parallel zur Fadenachse, während 90° eine senkrechte 

Ausrichtung angibt. 

Die Amid A und I-Banden zeigen bei einer Polarisation von 90° eine höhere Absorption 

im Vergleich zu 0°. Die entsprechenden Schwingungen besitzen somit eine senkrechte 

Ausrichtung im Bezug auf die Fadenachse. Im Gegensatz dazu zeigt die Amid II-Bande 

bei einer Polarisation von 0° eine höhere Absorption und folglich parallele Orientierung 

(Abb. 3-25 A). 
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Abb. 3-25 Polarisierte FTIR-Spektroskopie des distalen Byssusfadens 
A) Gesamtspektrum mit parallel (schwarze Linie, ||) und senkrecht (grüne, gepunktete Linie,⊥) polarisierten 
IR-Licht. B) Ausschnitt der fingerprint-Region. Die zur weiteren Analyse verwendeten Absorptionsbanden 
sind gekennzeichnet und die entsprechenden Molekülschwingungen sind in Tab. 3-VII gelistet. 
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 

Da in den Amid A und I-Banden zum Großteil die Carbonyl-Schwingungen der 

Peptidbindung absorbieren und die Amid II-Bande sich aus unterschiedlichen 

Peptidrückgrat-Schwingungen zusammensetzt (Movasaghi et al., 2008), kann aus dem 

Dichroismus der Banden geschlossen werden, dass die Proteine im distalen Byssusfaden 

im Durchschnitt eher parallel zur Fadenachse ausgerichtet sind.  

Im Bereich der Amid III-Bande und des fingerprint-Bereiches wurden Banden 

spezifischer Aminosäure-Bindungen ausgewählt und deren Orientierung analysiert. Diese 

entsprechen zum einen Schwingungen der Kollagendomäne der preCols (1240 cm-1, 

1204 cm-1) (Belbachir et al., 2009; Gough et al., 2003), und zum anderen können sie Gly- 

(1015 cm-1) (Dwivedi & Krimm, 1982a; Suzuki et al., 1966; Taga et al., 1997) und Ala-

reichen (966 cm-1) (Dwivedi & Krimm, 1982b) β-Faltblättern der flankierenden preCol-

Sequenzen zugeordnet werden. Die Bande bei 1030 cm-1 kann je nach Orientierung der 

Schwingungsmoden entweder der Streckschwingung im Peptidrückgrat von polyGly II-

Helices (Dwivedi & Krimm, 1982a; Papadopoulos et al., 2007) oder der Streck- und 

Biegeschwingung der C-O-Bindung des Hydroxyprolins in Tripelhelices zugeordnet 

werden (Abb. 3-25 B, Tab. 3-VII) (Gough et al., 2003; Movasaghi et al., 2008). 

FTIR-Spektren hydrierter und dehydrierter distaler Byssusfäden wurden bei 

Polarisationswinkeln zwischen 0 und 180°, wie in Kapitel 2.7.3.2 beschrieben, 

aufgenommen. Die Flächen der jeweiligen Banden wurden nach Basislinienkorrektur 

bestimmt, normiert und in Abhängigkeit vom Polarisationswinkel in sogenannten 

Polardiagrammen graphisch dargestellt (Abb. 3-26). Nach Fitten der Daten wurde der 
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Ordnungsparameter Smol, welcher den Grad der Orientierung einer Schwingung angibt, 

bestimmt. Alle Smol-Werte sind in Tab. 3-VIII zusammengefasst. 

 

Abb. 3-26 Abhängigkeit der Fläche ausgewählter Absorptionsbanden von der Polarisierung des IR-
Lichts dargestellt in Polardiagrammen.  
Die ausgewählten Banden repräsentieren die Kollagendomäne und die flankierenden Regionen der preCols 
im distalen dehydrierten Muschelbyssusfaden. Die Fadenachse entspricht 0°. 
A) Polardiagramm ausgewählter Schwingungsmoden in tripelhelikalen Strukturen. Hier zeigt die 
Peptidrückgratschwingung bei 1204 cm-1 eine hohe Orientierung entlang der Fadenachse, während die 
Vibrationen bei 1240 und 1030 cm-1 senkrecht orientiert sind. B) Polarisation-Abhängigkeit der 
Absorptionssignale von β-Faltblattstrukturen in polyAla und polyGly, welche in den flankierenden Regionen 
von preCol D und NG vorkommen. Beide Schwingungen zeigen eine eher parallele Orientierung im 
Byssusfaden, wobei die polyGly I-Schwingung eine höhere Ordnung besitzt. 
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 

Die Amid-Schwingung bei 1204 cm-1 in dehydrierten Proben zeigt eine parallele 

Ausrichtung entlang der Fadenachse mit einem sehr hohen Ordnungsparameter (Smol 0,94). 

Der Grad der Orientierung in hydrierten Fäden ist hingegen geringer (Smol 0,69). Die 

Schwingung bei 1240 cm-1 ist dagegen senkrecht orientiert mit einem Smol von -0,28 und 

-0,21 für dehydrierte und hydrierte Proben. Mit Ordnungsparametern von -0,19 und -0,28 

zeigen die Übergangmomente mit Absorption bei 1030 cm-1 eine senkrechte Ausrichtung 

und könnten somit eher der Schwingung der C-O-Bindung in Hydroxyprolin zugeordnet 

werden.  

Die Aminosäure-Schwingungen der β-Faltblattstrukturen sind im Falle von polyAla 

(966 cm-1) nur gering parallel orientiert, während die von polyGly (1015 cm-1) eine hohe 

parallele Ausrichtung mit einem Smol von 0,5 (hydriert) und 0,8 (dehydriert) aufweisen. 
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Tab. 3-VIII Orientierung und Ordnungsparameter Smol ausgewählter Schwingungsmoden der 
Amid III-Bande und fingerprint-Region des distalen Byssusfadens  
Die Werte für Smol wurden anhand von Polardiagrammen bestimmt. 
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 

Bande 
Orientierung 

der Bindung 
Smol 

  dehydriert hydriert 

966 cm-1 || 0,09 ± 0,01 n.d. 

1015 cm-1 || 0,81 ± 0,08 0,5 ± 0,17 

1030 cm-1 ⊥ -0,19 ± 0,01 -0,28 ± 0,08 

1204 cm-1 || 0,94 ± 0,2 0,69 ± 0,14 

1240 cm-1 ⊥ -0,28 ± 0,04 -0,21 ± 0,03 

 

3.4.3 Analyse der Strukturänderung im distalen Faden bei mechanischer Belastung 

Bei äußerer mechanischer Belastung eines Materials wird die wirkende Kraft bis auf die 

Molekülbindungen weitergeleitet. Dabei können sich je nach Bindungscharakteristika und 

deren Beteiligung an der Kraftübertragung Schwingungsausrichtung und Dipol-

Übergangsmoment verändern, was eine Verschiebung der IR-Absorptionsbanden und eine 

Änderung des Ordnungsparameters Smol verursacht. Bei Kraft-tragenden, hochorientierten 

Bindungen erfolgt dabei neben einer Bandenverschiebung zu niedrigeren Wellenzahlen 

gleichzeitig ein Anstieg in Smol. In Anlehnung an das Quanten-mechanische Modell für 

Bindungen, die durch das Morse-Potential beschrieben werden, ist die 

Bandenverschiebung direkt proportional zur einwirkenden mechanischen Spannung 

(Papadopoulos et al., 2007; Young & Eichhorn, 2007).  

Inwieweit die Bindungen im distalen Bysussfaden durch externe mechanische Belastung 

beeinflusst werden, wurde mit polarisierter FTIR-Spektroskopie in Kombination mit 

mechanischen Zugmessungen untersucht (Kapitel 2.7.3.3). Dabei wurden distale Fäden in 

hydrierten und dehydrierten Zustand stufenweise bis zum Reißen gedehnt (Abb. 3-27A) 

und bei jeder Dehnung nach Einstellen einer konstanten Kraft FTIR-Spektren bei 0° und 

90° Polarisation aufgenommen. 



 82 | Ergebnisse 

 

 

Abb. 3-27 Ablauf der Strukturunter-
suchungen am gestreckten distalen 
Byssusfaden mittels FTIR-Spektroskopie  
A) Zeitaufgelöste Kraftmessung eines 
hydrierten (grau) und dehydrierten (schwarz) 
distalen Fadens. Der Faden wurde stufenweise 
gedehnt und die FTIR-Messungen bei 
Polarisationswinkeln von 0° und 90° gestartet 
nachdem sich ein Gleichgewicht der Kraft 
eingestellt hat. B) Reale Spannungs-
Dehnungskurve für den hydrierten (□) und 
dehydrierten (■) distalen Faden.  
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des 
Verlags Elsevier) 

Die Werte für die mechanische Spannung wurden anhand der zeitabhängigen Kraftkurve 

nach Einstellen des Gleichgewichts mit Gleichung 2-3 berechnet. Reale Spannung und 

Dehnung wurden mit den Gleichungen 2-4 und 2-5 bestimmt und zeigen ähnlich den 

kontinuierlichen Kraftmessungen (Kapitel 3.2), dass der hydrierte Faden eine höhere 

Dehnbarkeit aufweist als der dehydrierte, beide aber eine max. Spannung von 300 MPa 

besitzen (Abb. 3-27B). 

Die Bandenverschiebungen und Änderungen im Betrag von Smol bei steigender 

mechanischer Spannung sind in Abb. 3-28 dargestellt. Die Wellenzahlenverlagerungen 

wurden im entsprechenden Bereich linear gefittet und die Anstiege der Geraden sind in 

Tab. 3-IX aufgeführt.  

Das Maximum der Bande bei 966 cm-1 (polyAla β-Faltblatt) verschiebt sich bei hydrierten 

Proben bis zu einer mechanischen Spannung von ca. 55 MPa zu niedrigeren Wellenzahlen 

und Smol steigt leicht. Bei größerer Belastung verliert diese Bindung ihre krafttragende 

Fähigkeit, da die Bande wieder bei höheren Frequenzen zu finden ist und Smol konstant 

bleibt. Bei dehydrierten Proben kann leider keine Aussage über das Peakmaximum bei 

kleinen Spannungswerten getroffen werden, da zu wenige Messpunkte in diesem Bereich 

vorliegen.  
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Abb. 3-28 Effekte der externen, linearen mechanischen Belastung auf Aminosäure-Bindungen in der 
Kollagendomäne und den flankierenden Regionen der preCols im distalen Byssusfaden.  
Die Fehlerbalken sind im Falle kleiner Fehlerwerte vom Symbol überdeckt. 
A) Abhängigkeit der Peakmaxima von der angelegten mechanischen Spannung. Die Maxima der Banden bei 
1030 cm-1, 1204 cm-1 und 1240 cm-1 verschieben sich mit steigender mechanischer Spannung zu niedrigeren 
Wellenzahlen, während es bei den polyGly I Schwingungen zu keiner Peakverschiebung kommt. Die 
Vibrationen des polyAla-Motivs zeigen bis zu einer mechanischen Spannung von 55 MPa eine 
Verschiebung zu niedrigeren Frequenzen. B) Abhängigkeit des Betrages des Ordnungsparameters Smol 
von der mechanischen Spannung.  
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 

Bei der polyGly I-Schwingung (1015 cm-1) in hydrierten Fäden konnte kein eindeutiger 

Trend in der Bandenverschiebung und Smol beobachtet werden, aber bei dehydrierten 

Proben steigt der Ordnungsparameter leicht an. Die Auswertung dieser Bande war 

aufgrund schlechter Spektrenqualität schwierig, was sich in den großen Fehlerbalken 

widerspiegelt. Dadurch kann zu dieser Schwingung keine klare Aussage getroffen werden. 
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Tab. 3-IX Einfluss äußerer mechanischer Belastung auf die Absorptionsbanden-Maxima und 
Ordnungsparameter Smol von Aminosäure-Schwingungen der preCol-Kollagendomäne und 
flankierender Regionen des distalen Byssusfaden.  
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 

 

Bande 

� Verschiebung (cm-1/GPa) │ Smol │ mit steigender σ 

dehydriert hydriert dehydriert hydriert 

966 cm-1 +2,1 ± 1,3 -9 ± 0,3 a konst. konst. 

1015 cm-1 +1,2 ± 1,3 +1,7 ± 6 ↑ ↓↑ d 

1030 cm-1 -2,0 ± 0,7 -15 ± 6 b ↓ ↓↑ d 

1204 cm-1 -12,0 ± 0,8 -11 ± 0,8 ↑ c ↑ 

1240 cm-1 n.d. -25 ± 12 b ↑ ↓↑ d 

a Verschiebung zu niedrigeren Wellenzahlen nur bis zu einer Spannung von 55 MPa b Abnahme bis zu 
100 MPa, danach kein eindeutiger Trend c ein kontinuierlicher Anstieg wurde bei der Auswertung von 
Polardiagrammen bei steigender mechanischer Spannung erhalten (Daten nicht gezeigt)     d kein eindeutiger 
Trend 

Alle Schwingungen, die der Kollagendomäne von preCols zugeordnet werden können, 

besitzen krafttragende Eigenschaften sowohl im hydrierten als auch dehydrierten 

Probenzustand. Die Peaks der senkrecht ausgerichteten Vibrationen bei 1030 cm-1 und 

1240 cm-1 verschieben sich bis zu einer mechanischen Spannung von 100 MPa zu 

niedrigeren Wellenzahlen, danach scheinen sie nicht mehr unter Zug zu sein, da kein 

eindeutiger Trend beobachtbar ist und der Ordnungsparameter keinen Anstieg zeigt. Die 

Bande bei 1204 cm-1 zeigt hingegen eine kontinuierliche Bandenverlagerung zu niedrigen 

Frequenzen bis der Faden reißt. Gleichzeitig steigt die Orientierung der 

Übergangsmomente. Somit ist das Peptidrückgrat der preCol-Kollagendomäne die 

grundlegende Kraft-tragende Struktur im Byssusfaden. 

3.4.4 FTIR-Untersuchung der Struktur des distalen Fadenteils in Abhängigkeit von 

der Temperatur 

Der Einfluss von Temperatur auf die Proteinstruktur im distalen Byssusfaden wurde 

mittels FTIR-Spektroskopie analysiert, um so thermische Strukturänderungen, 

Denaturierungseffekte und Proteinabbauprozesse zu untersuchen. 

Hierfür wurden zunächst distale Proben im Ofen stufenweise für je 30 min erhitzt (Kapitel 

2.7.3.4) und am IR-Spektrometer Tensor 27 in abgeschwächter Totalreflexion (ATR) 

gemessen. Die Spektren (Abb. 3-29) zeigen im Bereich der Amid III-Bande mit 
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zunehmender Temperatur eine signifikante Abnahme der Schwingungsabsorption bei 

1240 cm-1 (grauer Pfeil), was auf einen thermischen Einfluss auf die Molekül-

schwingungen der Tripelhelix hindeutet. 

 

 

Abb. 3-29 FTIR-Spektren des distalen 
Byssusfadens bei steigender Temperatur 
Die Proben wurden auf 240°C erhitzt und FTIR-
Spektren am ATR-Kristall aufgenommen. A) Die 
Spektren wurden normiert und mit Kurvenversatz 
geplottet. Gekennzeichnet sind die Amid III-
Bande (grauer Pfeil) und die Amid I-Bande 
(schwarzer Pfeil). B) Abnahme der IR-
Absorption bei 1240 cm-1 mit steigender 
Temperatur. Im Falle kleiner Fehlerwerte sind die 
Fehlerbalken vom Symbol überdeckt. 

Zur Bestimmung der thermischen Effekte auf die Sekundärstruktur der 

Byssusfadenproteine wurden Differenzspektren der Amid I-Bande erstellt (Abb. 3-30A).  

 

Abb. 3-30 Änderung der Proteinsekundärstruktur in Abhängigkeit von der Temperatur 
A) Differenzspektren der Amid I-Region bei steigender Temperatur bezogen auf das Spektrum bei 22°C. 
Die wichtigsten Wellenzahlen sind gekennzeichnet. B) IR-Absorption einzelner Wellenzahlen 
entsprechender Sekundärstrukturen in Abhängigkeit von der Temperatur.  
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Diese weisen auf eine Abnahme tripelhelikaler und paralleler β-Faltblatt-Strukturen hin, 

während β-Konformationen wie Schleifen und antiparallele Faltblätter (Fabian & Schultz, 

2000) mit steigender Temperatur zunehmen.  

Die IR-Absorptionen der Amid I-Bande bei einzelnen Wellenzahlen, die den 

entsprechenden Sekundärstrukturen laut Tab. 2-I zugeordnet werden können, wurden in 

Abhängigkeit von der Temperatur graphisch dargestellt (Abb. 3-30B). Dies kann 

allerdings nur als qualitative Näherung betrachtet werden, da sich 

Schwingungsabsorptionen unterschiedlicher Sekundärstrukturen in der Amid I-Bande 

überlagern und somit eine exakte Zuordnung der Wellenzahlen nicht eindeutig möglich 

ist. Dennoch zeigt Abb. 3-30B deutlich, dass Tripelhelices und parallele β-Faltblätter sich 

auflösen und β-Schleifen sowie antiparallele β-Faltblätter zunehmen, während die Anteile 

an random coil-Konformationen konstant bleiben. 

Darüber hinaus bildet sich eine breite Schulter bei 1717 cm-1, insbesondere ab einer 

Temperatur von 200°C, aus. Bei dieser Frequenz werden C=O-Streckschwingungen der 

Peptid-Carbonylgruppe angeregt, wenn das entsprechende Carboxyl protoniert wird 

(Barth, 2000). Dies ist der Fall, wenn die Peptidbindung hydrolytisch gespalten wird. Da 

die Messungen nicht unter Luftausschluss durchgeführt wurden, könnte diese Reaktion 

durch Restwasser in der Probe oder Wasser der Luft stattfinden. 

Zur besseren Auflösung der fingerprint-Region wurden FTIR-spektroskopische 

Messungen von Dr. Periklis Papadopoulos an Einzelfäden des distalen Teils in einer 

temperierbaren Klimakammer durchgeführt (Kapitel 2.7.3.4). Dabei wurden die Proben in 

10°C-Schritten auf 260°C erhitzt und anschließend wieder abgekühlt, wobei bei jeder 

Temperaturstufe FTIR-Spektren im Transmissionsmodus aufgenommen wurden. 

Vergleichbar zu den Messungen in abgeschwächter Totalreflexion (ATR) (Abb. 3-29A) 

konnte auch hier eine Abnahme der Bandenabsorption im Bereich der Amid III-Bande mit 

steigender Temperatur detektiert werden (Abb. 3-31). Darüber hinaus zeigen auch die 

Banden bei 1340 und 1160 cm-1 (grauer Pfeil) sowie bei 1080, 1030 und 966 cm-1 

(schwarzer Pfeil) eine Intensitätsabnahme.  
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Abb. 3-31 Fingerprint-Bereich der FTIR-
Spektren bei steigender Temperatur 
Distale Byssusfäden wurden in 10°C-Schritten 
auf 260°C erhitzt und FTIR-Spektren im 
Transmissionsmodus gemessen. Die Abbildung 
zeigt Spektren ausgewählter Temperaturen nach 
Basislinienkorrektur in dem Wellenzahlbereich 
zwischen 3500-700 cm-1, Normierung und 
Kurvenversatz. Die gekennzeichneten Banden 
zeigen eine starke Intensitätsabnahme mit 
steigender Temperatur. Die Banden bei 1080, 
1030, und 966 cm-1 (schwarzer Pfeil) wurden 
eingehender analysiert. 

Da sich im Wellenzahlbereich über 1200 cm-1 die Spektrenqualität verschlechtert, wurden 

zur detaillierteren Auswertung nur die Banden bei 1080, 1030 und 966 cm-1 herangezogen. 

Dabei wurde mittels dem Algorithmus "fit collagen" (Kapitel 2.7.3.3) die jeweilige 

Bandenbreite und das Absorptionsmaximum berechnet.  

Die Bande bei 966 cm-1, welche der Peptidrückgrat-Schwingung von polyAla in β-

Faltblattstrukturen zugeordnet werden kann (Tab. 3-VII), zeigt eine Abnahme der 

maximalen Absorption bei Bandenverbreiterung (Abb. 3-32). Beim Abkühlen des Fadens 

steigt die Absorption wieder an und übertrifft sogar den Ausgangswert, während die 

Peakbreite wieder abnimmt. Diese Schwingungen bleiben somit möglicherweise bei einer 

Erhitzung auf 260°C stabil und intakt. Die Bandenabsorption der C-O-Schwingung von 

Hyp bei 1030 cm-1 sinkt bis 210°C langsam, danach abrupt, wobei sich die Peakbreite 

leicht verbreitert. Während des Abkühlens wird die Bande schmäler und die Absorption 

steigt wieder langsam an, erreicht allerdings nur 30 % der Ausgangsabsorption. Diese 

Schwingung wurde somit thermisch sehr stark beeinflusst. 

IR-Absorptionen bei 1080 cm-1 können polyProlin II-helikalen Konformationen 

zugeordnet werden und repräsentieren dabei die Cα-Cβ und N-Cα Streckschwingung der 

preCol-Kollagendomäne. Die entsprechende Bande dieser Schwingungen verbreitert sich 

bis 260°C und die Absorption nimmt, ähnlich zur Bande bei 1030cm-1, bei 240°C stark ab. 

Anschließendes Abkühlen der Probe führt zu keiner vollständigen Regeneration der 

Schwingung mit Absorption bei 1080 cm-1.  
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Abb. 3-32 Temperaturabhängigkeit der maximalen Absorption ( Amax) und der Basispeakbreite (wb) 
der IR-Banden bei 966, 1030 und 1080 cm-1 

Der Übergang zum Abkühlen ist mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. Die Werte wurden mit dem 
Rechenalgorithmus „fit collagen“ bestimmt und im Falle kleiner Fehlerwerte sind die Fehlerbalken vom 
Symbol überdeckt.  

Die Ergebnisse der FTIR-Untersuchungen zeigen, dass tripelhelikale Strukturen der 

preCol-Kollagendomäne thermisch stark beeinflusst wurden und sich auflösten, während 

β-Konformationen eine höhere thermische Stabilität zeigten. 

Schon die Ergebnisse der TMA- (Kapitel 3.3.1), DMTA- (Kapitel 3.3.3) und DSC-

Messungen (Kapitel 3.3.5) deuten darauf hin, dass im Temperaturbereich ab 40-70°C die 

Proteine thermisch entfalten. Insbesondere die Denaturierung der Tripelhelix der preCol-

Kollagendomäne kann dabei zur Freisetzung gebundenen Wassers führen, wodurch der 

Byssusfaden versteift und schrumpft. Dieses Verhalten konnte auch bei kollagenhaltigen 

Geweben beobachtet werden (Stylianopoulos et al., 2008; Wright & Humphrey, 2002). 

Das Auftreten einer IR-Absorptionsbande bei 1717 cm-1 und ein endothermer 

Schmelzpeak in den DSC-Messungen (Kapitel 3.3.5) bei 200-220°C deutet auf die 

Spaltung der Peptidbindungen der Proteine des Byssusfadens hin. Das Elongieren des 

Fadens nach maximaler Verkürzung, welches in den TMA-Studien in diesem 

Temperaturbereich beobachtet wurde, und der Verlust der mechanischen Integrität des 

Fadens (Kapitel 3.3.3) unterstützen diese Annahme.  
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3.4.5 Röntgenbeugungsanalysen am Muschelbyssusfaden 

Zur Aufklärung der Proteinstrukturen im Muschelbyssusfaden wurden 

Röntgenbeugungsanalysen durchgeführt. Messungen mit Röntgenstrahlung, die mittels 

Drehanoden-Generatoren erzeugt wurde, wurden von Dr. Louise Serpell (University of 

Sussex, Großbritannien) durchgeführt und ausgewertet. Beugungsanalysen hoher 

Auflösung wurden mit Synchrotronstrahlung am Argonne National Laboratory in 

Argonne (Illinois, USA) gemessen. 

Röntgenbeugungsanalysen an distalen Fadenteilen zeigen ein definiertes Beugungsmuster 

mit ausgeprägten Signalen. Das Röntgenbeugungsmuster der Messungen am System mit 

Drehanode (Abb. 3-33A) zeigt äquatorial ein starkes, definiertes Signal bei 12 Å und 

einen Fleck bei 5,8 Å sowie einem sehr diffusen Signal bei ca. 4,5 Å, das von einem 

diffusen, unorientierten Ring bei 4,7 Å teilweise überlagert wird.  

 

Abb. 3-33 Röntgenbeugungsanalysen am distalen Byssusfaden 
A) Röntgenbeugungsmuster erhalten durch Messungen an einem System mit Drehanoden-Generator durch 
Dr. Louise Serpell B) Beugungsmuster detektiert bei Messung mit Synchrotronstrahlung. Die gestrichelten 
Linien kennzeichnen die in C ausgewerteten Bereiche des Beugungsmusters. C) Auswertung der 
äquatorialen (1), diagonalen (off-meridional) (2) und meridionalen (3) Beugungssignale.  
Die Byssusfadenachse ist gekennzeichnet durch einen roten Pfeil. 
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Des Weiteren zeigt das Beugungsmuster ein meridionales Signal bei 2,85 Å. Abgesehen 

von dem ringförmigen Signal bei 4,7 Å wurden die benannten Beugungssignale auch in 

kollagenen Materialien detektiert (Fraser & MacRae, 1973c; Rudall, 1955) und können 

somit der Geometrie der Kollagentripelhelix zugeordnet werden. Darüber hinaus 

repräsentiert ein zusätzliches, schwaches und leicht versetztes Signal (off-meridional) bei 

3,8 Å möglicherweise die Distanz zwischen gestapelten β-Faltblättern. 

Auch bei den Untersuchungen mit Synchrotron-Strahlung zeigt das Beugungsmuster für 

den distalen Faden (Abb. 3-33B) einen diffusen Ring bei 4,7 Å, ein Signal bei 5,8 Å und 

ein definiertes, starkes Signal bei 12 Å. Zusätzlich jedoch wurde meridional ein Signal bei 

4,0 Å und off-meridional bei 10 Å detektiert, was insbesondere im 

Röntgenbeugungsdiagramm (Abb. 3-33C), welches die Auswertung der Intensitäten der in 

Abb. 3-33B gekennzeichneten Bereiche des Beugungsmusters zeigt, deutlich wird. 

Darüber hinaus zeigen die Synchrotron-Messungen für kleine Beugungswinkel starke 

meridionale Signale (Abb. 3-34). Die Signale mit der höchsten Intensität entsprechen den 

Distanzen 42 Å, 62 Å und 122 Å.  

 

Abb. 3-34 Röntgenbeugungsanalysen am distalen Byssusfaden  
A) Ausschnitt des Röntgenbeugungsmusters von Abb. 3-33B für kleine Beugungswinkel. Die 
entsprechenden Distanzen der stärksten Signale sind gekennzeichnet. B) Fit2D-Auswertung der 
meridionalen Signale von A. 
Der senkrechte Pfeil kennzeichnet die Ausrichtung der Byssusfadenachse. 

Diese meridionalen Signale deuten auf ein periodisches Arrangement der Proteine oder 

von Proteinstrukturen entlang der Fadenachse hin. Solche Beugungsmuster können auch 

bei Analysen von Kollagen erhalten werden und entsprechen dabei den Dimensionen der 

D-Periode von Kollagenfibrillen (Bear, 1944; Brodsky et al., 1982; Eikenberry & 

Brodsky, 1980). 
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In weiteren Messungen wurde entlang des Byssusfadens vom proximalen zum distalen 

Teil Beugungsmuster aufgenommen. Dabei wurden für den proximalen Faden 

zwei diffuse Ringe bei 4,5

hindeutet, dass die Proteine des proximalen Fadens im Vergleich zum distalen Teil eher 

unorientiert im Faden vorliegen. 

 

Der Übergangsbereich zum distalen Fadenteil (

Beugungsmusters des distalen Teils wie ein starkes äquatoriales Signal bei 11

ein meridionales bei 2,8

Röntgenbeugungsdiagramme der meridionalen Signale, welche durch Synchrotron

Messungen erhalten wurden (

für die Signale bei 4,7 Å, 5,8

Die Ergebnisse zeigen, dass die Proteine im distalen Faden eine hohe Ordnung und 

hauptsächlich eine tripelhelikale Struktur ähnlich der fibrillärer Kollagene besitzen. 

Darüber hinaus lassen die erhaltenen Signale darauf schließen, dass die Proteine linear 

entlang des Fadens in einer periodischen Anordnung vorliegen. Im proximalen Faden 

zeigen die Proteine keine hohe Orientierung, der Übergang erfolgt dabei fließend.

 

In weiteren Messungen wurde entlang des Byssusfadens vom proximalen zum distalen 

Teil Beugungsmuster aufgenommen. Dabei wurden für den proximalen Faden 

zwei diffuse Ringe bei 4,5-4,7 Å sowie 11-12 Å detektiert (Abb. 

hindeutet, dass die Proteine des proximalen Fadens im Vergleich zum distalen Teil eher 

unorientiert im Faden vorliegen.  

 

Abb. 3-35 Röntgenbeugungsanalysen entlang 
des Muschelbyssusfadens
Der Pfeil kennzeichnet die Ausrichtung der 
Byssusfadenachse. Beugungsmuster erhalten bei 
Messungen mit Drehanoden
proximaler Fadenteil, B) Übergangsberei
zwischen proximal und distal und C) distaler 
Fadenbereich. D) Röntgenbeugungsdiagramme 
der meridionalen Signale der Synchrotron
Messungen zeigen eine Zunahme der 
Signalintensitäten von proximal zu distal. Die 
Kurven sind mit Kurvenversatz dargestellt.
 (nach Hagenau et al., 20
Verlags John Wiley and Sons)

Der Übergangsbereich zum distalen Fadenteil (Abb. 3-35B) zeigt Merkmale des 

Beugungsmusters des distalen Teils wie ein starkes äquatoriales Signal bei 11

ein meridionales bei 2,8 Å, sowie den diffusen Ring bei 4,7

iagramme der meridionalen Signale, welche durch Synchrotron

Messungen erhalten wurden (Abb. 3-35D), zeigen eine deutliche Zunahme der Intensitäten 

Å, 5,8 Å und 12,1Å von proximal nach distal. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Proteine im distalen Faden eine hohe Ordnung und 

hauptsächlich eine tripelhelikale Struktur ähnlich der fibrillärer Kollagene besitzen. 

die erhaltenen Signale darauf schließen, dass die Proteine linear 

entlang des Fadens in einer periodischen Anordnung vorliegen. Im proximalen Faden 

zeigen die Proteine keine hohe Orientierung, der Übergang erfolgt dabei fließend.
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In weiteren Messungen wurde entlang des Byssusfadens vom proximalen zum distalen 

Teil Beugungsmuster aufgenommen. Dabei wurden für den proximalen Faden lediglich 

Abb. 3-35A), was darauf 

hindeutet, dass die Proteine des proximalen Fadens im Vergleich zum distalen Teil eher 

 

Röntgenbeugungsanalysen entlang 
des Muschelbyssusfadens.  
Der Pfeil kennzeichnet die Ausrichtung der 
Byssusfadenachse. Beugungsmuster erhalten bei 
Messungen mit Drehanoden-System: A) 
proximaler Fadenteil, B) Übergangsbereich 

proximal und distal und C) distaler 
Fadenbereich. D) Röntgenbeugungsdiagramme 
der meridionalen Signale der Synchrotron-
Messungen zeigen eine Zunahme der 
Signalintensitäten von proximal zu distal. Die 
Kurven sind mit Kurvenversatz dargestellt. 

Hagenau et al., 2009 mit Erlaubnis des 
John Wiley and Sons) 

B) zeigt Merkmale des 

Beugungsmusters des distalen Teils wie ein starkes äquatoriales Signal bei 11-12 Å und 

Å, sowie den diffusen Ring bei 4,7 Å. Die 

iagramme der meridionalen Signale, welche durch Synchrotron-

D), zeigen eine deutliche Zunahme der Intensitäten 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Proteine im distalen Faden eine hohe Ordnung und 

hauptsächlich eine tripelhelikale Struktur ähnlich der fibrillärer Kollagene besitzen. 

die erhaltenen Signale darauf schließen, dass die Proteine linear 

entlang des Fadens in einer periodischen Anordnung vorliegen. Im proximalen Faden 

zeigen die Proteine keine hohe Orientierung, der Übergang erfolgt dabei fließend. 



 92 | Ergebnisse 

 

3.5 Erstellung einer cDNA-Bank aus dem Gewebe des Muschelfußes 

Zum Erhalt der Erbinformationen aller beim Bildungsprozess des Byssusfadens beteiligter 

Proteine wie preCols, Matrix- und Kutikulaproteine sowie essentieller Enzyme wurde eine 

cDNA-Bank vom Gewebe des Muschelfußes erstellt. 

Bei der Isolierung der Gesamt-RNA aus dem Muschelfußgewebe (Kapitel 2.8.2) konnten 

pro Muschelfuß 230-330 µg Gesamt-RNA isoliert werden. Die RNA von jeweils zwei 

Muschelfüßen wurde vereint und die mRNA mittels oligo(dT)-konjugierter magnetischer 

Partikel (Kapitel 2.8.3) angereichert. Dabei konnten Ausbeuten für die Präparation I von 

7 µg und für Präparation II von 4,6 µg mRNA erhalten werden. Für die Erstellung der 

cDNA-Bank wurde die Präparation I eingesetzt, wobei 5,5 µg der mRNA für die 

eigentliche cDNA-Bank und 1,5 µg für die Analyse der cDNA-Qualität (Kapitel 2.8.4.2) 

verwendet wurden. Nach der Erststrangsynthese wurde bei der Probe für die 

Qualitätsbestimmung der cDNA der Einbau radioaktiv markierten [α-32P]dCTP analysiert. 

In Scintillationsmessungen wurden der Gesamtgehalt an Radioaktivität der Probe und der 

Gehalt nach Entfernen von freiem [α-32P]dCTP ermittelt. Anhand dieser cpm-Werte 

konnte sowohl die spezifische Aktivität sA von [α-32P]dCTP (Gleichung 2-13) als auch die 

cDNA-Ausbeute (Gleichung 2-14) und der prozentuale Einbau von [α-32P]dCTP 

(Gleichung 2-15) in den Erststrang ermittelt werden (Tab. 3-X).  

Die Analyse zeigte, dass in der Erststrangsynthese 0,373 µg cDNA erhalten wurde, was 

einem Einbau an [α-32P]dCTP von 25 % entspricht. Ein Einbau über 20 % wiederum 

bedeutet, dass hauptsächlich lange cDNA-Fragmente enthalten und die cDNA-Qualität 

und somit auch die Ausgangs-mRNA sehr gut sind.  

Tab. 3-X Auswertung der Scintillationsmessungen zur Einschätzung der cDNA-Qualität 

 Kontrolle cDNA aus Muschelfuß 

Gesamtradioaktivität 47875,6 cpm 50930,6 cpm 

in cDNA eingebaute Radioaktivität 4831,9 cpm 1438,5 cpm 

sA 239 cpm/pmol 254 cpm/pmol 

cDNA Ausbeute 1,33 µg 0,373 µg 

eingesetzte mRNA-Menge 2 µg 1,5 µg 

Einbau  66,5 % 25 % 

 

Die Analyse zeigte, dass in der Erststrangsynthese 0,373 µg cDNA erhalten wurde, was 

einem Einbau an [α-32P]dCTP von 25 % entspricht. Ein Einbau über 20 % wiederum 
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bedeutet, dass hauptsächlich lange cDNA-Fragmente enthalten und die cDNA-Qualität 

und somit auch die Ausgangs-mRNA sehr gut sind.  

Nach der Synthese des zweiten Stranges und der Ligation des Adapters attB1 wurden die 

cDNA-Fragmente in einer Größenausschlusschromatographie fraktioniert und einzelne 

Fraktionen zu zwei cDNA-Banken vereint (Kapitel 2.8.4.3). Dabei besteht die Bank MfL-

1 mit 238 ng cDNA aus größeren Fragmenten, während MfL-2 mit einer cDNA-Menge 

von 1090 ng eher kleinere Konstrukte enthält. Anschließend wurden die DNA-Fragmente 

in den Vektor pDONR™222 rekombiniert und Electromax™ DH10B™ T1 Phage 

resistente Zellen damit transformiert (Kapitel 2.8.4.4). Während der Titer der jeweiligen 

cDNA-Banken anhand von Verdünnungsreihen bestimmt wurde (Kapitel 2.8.5), zeigen 

Restriktionsanalysen einzelner Klone (Kapitel 2.8.6) neben den Konstruktgrößen auch die 

Rekombinationseffizienz (Tab. 3-XI). Die Bank MfL-1 besitzt dabei einen Titer von 1,6 x 

106 KBE/mL, was einer Gesamtzahl von 21 Millionen Konstrukten entspricht. Mit einer 

Rekombinationseffizienz von 100 % enthält MfL-1 vorwiegend große Konstrukte mit 

einer Größe von ca. 0,2-3 kb.  

Tab. 3-XI Zusammenfassung der Kennwerte der cDNA-Banken Mfl-1 und -2 aus dem 
Muschelfußgewebe von 2 Individuen 

 MfL-1 MfL-2 

Titer 1,6 x 106 KBE/mL 5,3 x 106 KBE/mL 

Gesamtanzahl  2,1 x 107 KBE 6,35 x 107 KBE 

Effizienz der Rekombination 100 % 91 % 

Größe der Konstrukte 0,2-3 kb 0,15-2 kb 

 ∅ Konstruktgröße 1,2 kb 630 bp 

 

Im Gegensatz dazu befinden sich in der cDNA-Bank Mfl-2 insgesamt 63,5 Millionen 

Konstrukte mit einer durchschnittlichen Größe von 630 bp bei einer 

Rekombinationseffizienz von 91 %.  

  



 94 | Ergebnisse 

 

3.5.1 Sequenzvergleich der aus den cDNA-Banken isolierten preCol-Varianten mit 

publizierten Sequenzen 

Im Rahmen der Doktorarbeiten von Michael Suhre und Adrian Golser wurden aus den 

cDNA-Banken die Sequenzen der Proteine preCol NG, P und D isoliert und sequenziert. 

Mit dem Online-Programm LALIGN3 (Huang & Miller, 1991) (Kapitel 2.8.7) wurde ein 

Sequenzvergleich der Aminosäuresequenzen der cDNA-Bank-Proteine mit den 

publizierten Sequenzen für preCol P, D und NG aus Mytilus galloprovincialis (Lucas et 

al., 2002) durchgeführt. Durch zusätzliche Vergleiche der entsprechenden DNA-

Sequenzen konnten die Positionen einzelner Insertionen nachträglich korrigiert werden 

(mit freundlicher Unterstützung von Michael Suhre, Vergleich der DNA-Sequenzen siehe 

Anhang 9.3.1, 9.3.2 und 9.3.3). Für eine bessere Übersichtlichkeit wurden bei den 

Sequenzvergleichen (Tab. 3-XII, Tab. 3-XIII und Tab. 3-XIV) die einzelnen Domänen der 

preCols den entsprechenden Sequenzen nach Lucas et al., 2002 zugeordnet. 

  

                                                 
3 http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html 
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Tab. 3-XII Vergleich der Aminosäuresequenz des aus der cDNA-Bank isolierten preCol Ps mit der 
entsprechenden publizierten Sequenz (UniProtKB: Q8MW54) (Lucas et al., 2002) 
Zeichenerklärung: graue Markierung – Übereinstimmung, gelbe Markierung - Unterschiede in der Sequenz, 
rote Markierung - konservierte Bereiche mit Unterbrechungen im Triplettmuster  

Q8MW54 
preCol P 

1 MVRFSLASVLLLAVTSTAFA Signal- 
sequenz 

Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 

21 
1 
 
81 
61 

GTISDYGGGIKVVPYYGGGGGGGGGGGHGGSWHHGGGPYHGHGHGGIGGIGGGSAHAHSS 
GTISDYGGGIKVVPYHGGGGGGGGGGGHGGSWHHGGGPYHGHGHGGIGGIGGGSAHAHSS 
 
ASAHAHHFGPGGSSHASAGSSSHASASHNGLGGGSAHAHSSSSAHAHS 
ASAHAHHFGPGGSSHASAGSSSHASASHNGLGGGSAHAHSSSSAHAHS 

His&DOPA-reiche 
Domäne 

Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 

129 
109 
 
190 
170 

GGFGGIGGIGPGGSVGGGIGGIGGGVGGVGGIGGVGGPGGNGGIGIGPGFGGGFGPGSSA 
GGFGGIGGIGPGGSVGGGIGGIGGGVGGVGGIGGVGGPGGIGGIGIGPGFGGGFGPGSSA 
 
SGFGSGSAFGGPGGSSASANAAARANANGGGGF 
SGSGSGSAFGGPGGSSASANAAARANANGGGGF 

flankierende 
Domäne 

Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 

222 
202 
 
261 
241 
 
321 
301 
 
381 
361 
 
441 
421 
 
501 
481 
 
561 
541 
 
621 
601 

GGPGTPGNAGPPGQPGLPGAPGAPGRPGNTPPGRPGNPG 
GGPGTPGNAGPPGQPGLPGAPGAPGRPGNTPPGRPGNPG 
 
PPGQPGNPGRPGSAGRPGGSGQPGGPGRPGIPGKPGNRGQPGQPGGPGQPGHPGAGGQPG 
PPGQPGNPGRPGSAGRPGGSGQPGSPGRPGIPGKPGNRGQPGQPGGPGQPGHPGAGGQPG 
 
RNGNPGNPGKPGTPGHPGTVGSRGSPGTPGTPGQPGIPGTTGGRGPRGPAGIIGLIGPKG 
RNGNPGNPGKPGTPGHPGTAGSRGSPGTPGTPGQPGIPGTTGGRGPRGPAGIIGLIGPKG 
 
NPGEPGNPGAPGGPGSTGPQGPQGPAGGPGASGGPGDKGAPGTPGGTGPRGPIGPSGPSG 
NPGEPGNPGAPGGPGSTGPQGPQGPAGGPGASGGPGDKGAPGTPGGTGPRGPIGPSGPSG 
 
GPGDQGPQGGRGLPGIPGKPGPKGLQGSNGEVGPQGPSGPAGPQGPQGKNGVKGPAGDQG 
GPGDQGPQGGRGLPGIPGKPGPKGLQGSNGEVGPQGPSGPAGPQGPQGKNGVKGPAGDQG 
 
ARGPEGKAGPGGPQGEQGPKGPTGAQGPAGPAGPSGEQGPGGERGAQGPQGAEGPSGPAG 
ARGPEGKAGPAGPQGEQGPKGPTGAQGPAGPAGPSGEQGPGGERGAQGPQGAEGPSGPAG 
 
PRGPAGHQGPSGERGAPGSPGKKGPNGDRGNQGSPGAPGKNGARGDRGSRGSNGSPGRSG 
PRGPAGQQGPSGERGAPGSPGKKGPNGDRGNQGSPGAPGKNGARGDRGSRGSNGSPGRSG 
 
SPGSRGKPGPQGPHGPRGARGSPGQKGPRGDQGAPGVI 
SPGSRGKPGPQGPHGPRGARGSPGQKGPRGDQGAPGVI 

Kollagendomäne 

Q8MW54 
preCol P 

659 
639 

RIVVDDQRTGPEVAE 
RIVIDDQRTGPEVEE 

Abschnitt saurer 
Aminosäuren 

Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 

674 
654 
 
734 
714 
 
790 
774 

FPGFGGFGGFGGASANAGSSANANAGGPGGSAGAGSSSGANANAGGFPFGGPFGGVGGGP 
FPGFGGFGGFGGASANAGSSANANAGGPGGSAGAGSSSGANANAGGFPFGGPFGGVGGGP 
 
GGAGGPGGVGGGPGGVGGGVGGGPG----GVGGGPGGAGGLGGFGGFGGGSSAGASSSGS 
GGAGGPGGVGGGPGGVGGGVGGGPGVGGGGVGGGPGGAGGLGGFGGFGGGSSAGASSSGS 
 
ASASSGGPFGVLNVGPGGGIGGGSASASAASRA 
ASASSGGPFGVLNVGPGGGIGGGSASASAASRA 

flankierende 
Domäne 

Q8MW54 
preCol P 
 
Q8MW54 
preCol P 

823 
807 
 
857 
841 

HAHAFGGLGGGSASAGGHSSSSAHSFGGHNVFHS 
HAHAFGGLGGGSASAGSHSTSSAHSFGGHNVFHS 
 
VIHHGGPSHASAHASAHAHASSSGGHGGHGGGPYKPGY 
VIHHGGPSHASAHASAHAHASSSGGHGGHGGGPYKPGY 

His&DOPA-reiche 
Domäne 
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Tab. 3-XIII Vergleich der Aminosäuresequenz des aus der cDNA-Bank isolierten preCol Ds mit der 
entsprechenden publizierten Sequenz (UniProtKB: Q8MW53) (Lucas et al., 2002) 
Zeichenerklärung: graue Markierung – Übereinstimmung, gelbe Markierung - Unterschiede in der Sequenz, 
rote Markierung - konservierte Bereiche mit Unterbrechungen im Triplettmuster, gerader Unterstrich – Gly-
Substitution, die in der cDNA-basierten Sequenz nicht auftritt 

Q8MW53 
preCol D 

1 MVYKLLTVCLVASLLEICLA Signal- 
sequenz 

Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 

21 
1 
 
81 
61 

DYHGNKQYGGRYGNRFGGGIGGAGAVAHAHAHAHASAGANGRARAHARALAHGHAGGSAA 
DYHGNKQYGGRYGNRFGGGIGGAGAVAHAHAHAHASAGANGRARAHARALAHAHAGGSAA 
 
HGHPGFP 
HGHPGFP 

His&DOPA-reiche 
Domäne 

 88 
68 

IGGSASAAARAAARASAGGLGGLGGFVSAAANAAAAANAGAGFGGFGGFGGLGGV 
VGGSASAAARAAARASAGGLGGLGGFGSAAANAAAAANAGAGFGGFGGFGGFGGV 

flankierende 
Domäne 

Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 

143 
123 
 
201 
181 
 
255 
241 
 
315 
301 
 
375 
361 
 
435 
421 
 
495 
481 
 
555 
541 
 
615 
601 

GGPGQPGGPGGPGGPGGPGGPGMPGGPGGPSGPGTGGPGQPDGPGGPGGPGGPGGPGM 
GGPGQPGGPGGPGGPGGPGGPGMPGGPGGPSGPGTGGPGQPGGPGGPGGPGGPGGPGM 
 
PGGPGGP------GGPGGPGRPGVGGGDGGIPGMPGPAGPPGPAGPQGPEGEQGPRGRTP 
PGGPGGPGMPGGPGGPGGPGGPGVGGGDGGIPGMPGPAGPPGPAGPQGPEGEQGPRGRTP 
 
AGTPGPPGNPGEPGQAGAPGAPGAPGHAGKHGTAGPAGKAGRPGPRGQSGASGSSGQHGA 
AGTPGPPGNPGEPGQGGAPGAPGAPGHAGKPGTAGPAGKAGRPGPRGQSGASGSSGQHGA 
 
SGAPGRPGNPGSTGRPGATGDPGRPGATGTTGRPGPSGAPGNPGAPGALGAPGPRGAPGF 
SGAPGRPGNPGSTGRPGATGDPGRPGATGTTGRPGPSGAPGNPGAPGALGAPGPRGAPGF 
 
VGLPGPRGSPGEPGNQGPIGGPGYPGPRGPQGPDGAMGPQGPCGDRGAPGVPGKQGPVGG 
VGLPGPRGSPGEPGNQGPIGGPGYPGPRGPQGPDGAMGPQGPCGDRGAPGVPGKQGPVGG 
 
QGPAGPRGPRGDGGPVGPKGEPGAKGADGKPGDRGPDGETGPQGPAGPKGQVGDQGKPGA 
QGPAGPRGPRGDGGPVGPKGEPGAKGADGKPGDRGPDGETGPQGPAGPKGQVGDQGKPGA 
 
KGETGDQGARGEAGKAGEQGPGGIQGPKGPVGGQGPAGPRGPRGDEGPVGPKGEPGAKGA 
KGETGDQGARGEAGKAGEQGPGGIQGPKGPVGGQGPAGPRGPRGDEGPVGPKGEPGAKGA 
 
DGKPGDRGPDGETGPQGPAGPKGQVGDQGAQGDQGASGADGKKGEPRERGQQGAAGPVGR 
DGKPGDRGPDGETGPQGPAGPKGQVGDQGAQGDQGASGADGKKGEPRERGQQGAAGPVGR 
 
PGPRGDRGAKGIQGSRGRPGGMGRRGNRGSQGAVGPRGETGPDGNQGQRGEQGAPGVI 
PGPRGDRGAKGIQGSRGRPGGMGRRGNRGSQGAVGPRGETGPDGNQGQRGEQGAPGVI 

Kollagendomäne 

Q8MW53 
preCol D 

673 
659 

TLVIEDLRTAGVESPVETFDA 
TLVIEDLRTAGVESPVETFDA 

Abschnitt saurer 
Aminosäuren 

Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 
 
Q8MW53 
preCol D 

694 
680 
 
733 
719 
 
793 
779 
 
850 
839 

GAGTGGPAPGAGATAGAFAGAGPGGANAGGNAAAGAGPG 
GAGTGGPAPGAGATAGAFAGAGPGGANAGGNAAAGAGPG 
 
GLGGAGPGGLGGLGGGLGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGGA 
GLGGAGPGGLGGLGGGLGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGLGGGLGGLGGAGGGA 
 
GGAGGAGA---IAAAAAQAAAAAGAGGNGGAAQAAAQAAASAAANSGLGAGAARAAASAA 
GGAGGAGAGAGIAAAAAQAAAAAGAGGNGGAAQAAAQAAASAAANSGLGAGAARAAASAA 
 
ARATVAGHGSGTAAAAANAAAQAHAATRGQGGSHAHAAAAAHAAA 
ARATVAGHGSGTAAAAANAAAQAHAATRGQGGSHAHAAAAAHAAA 

flankierende 
Domäne 

Q8MW53 
preCol D 

895 
884 

SSVIHGGGHGGHGGDYHGGDAGYHKPGY 
SSVIHGGGHGGHGGDYHGGDAGYHKPGY 

His&DOPA-reiche 
Domäne 
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Tab. 3-XIV Vergleich der Aminosäuresequenz des aus der cDNA-Bank isolierten preCol NGs mit der 
entsprechenden publizierten Sequenz (UniProtKB: Q8MW55) (Lucas et al., 2002) 
Zeichenerklärung: graue Markierung – Übereinstimmung, gelbe Markierung - Unterschiede in der Sequenz, 
rote Markierung - konservierte Bereiche mit Unterbrechungen im Triplettmuster, gerader Unterstrich – Gly-
Substitution, die in der cDNA-basierten Sequenz nicht auftritt, gewellter Unterstrich – abweichende Sequenz  

Q8MW55 
preCol NG 

1 
1 

MVHNFLTVFLIAAIARTGLA 
MVHNFLTVFLIAAIARTGLA 

Signal- 
sequenz 

Q8MW55 
preCol NG 

21 
21 

GSIGYGKPGYGGGRDFFNGHGGGHGGGHGGGHGGSAS 
GSIGYGKPGYGGGRDFFNGHGGGHGGGHGGGHGGSAS 

His&DOPA-reiche 
Domäne 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

58 
58 
 
118 
118 
 
176 
173 

AAAHAAAVANALGGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGAS 
AAAHAAAVANALGGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGSASAAARAAAAARALGGGGGAS 
 
AAARAAAAASALGGGGGGFGGLGGGLGGLGGGAGGLGGLGGGFGGLGGGGPGGGGLGG-- 
AAARAAAAASAL-GGGGGFGGL----GGLGGGAGGLGGLGGGLGGLGGGGVGGGGVGGGG 
 
---VGPGGLLGGGGGPGSAGAFGNGNAAAGPGGAGASASAGAFATGGGGFPLP 
VGGIGPGGLLGGGGGPGSAGAFGNGNAAAGPGGAGASASAGAFATGGGGFPLP 

flankierende 
Domäne 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

226 
226 
 
289 
289 
 
346 
346 
 
406 
406 
 
466 
466 
 
526 
526 
 
586 
586 
 
646 
646 

GAPGPQGPRGPAGPPGDQGHGGPPGPPGHSPQGPQGSRGAPGAPGEQGANGNPGQPGNAG 
GAPGPQGPRGPAGPPGDQGHGGPPGPPGHSPQGPQGSRGAPGAPGEQGANGNPGQPGNAG 
 
APGQPGAPGQAGAPGARGPSGAAGHQGAQGGVDQPGSPGQQGSAGQPGAPGNPGAPGAPG 
PGQPGAPGQAGAAPGARGPSGAAGHQGAQGGVGQPGSPGQQGSAGQPGAPGNPGAPGAPG 
 
PTGQAGSVGNIGGPGERGAQGSAGPRGIQGRPGCKGLPGPKRPDGPQGAPGKPGADGPAG 
PTGQAGSVGNIGGPGERGAQGSAGPRGIQGRPGCKGLPGPKGPDGPQGAPGKPGADGPAG 
 
VRGPIGPAGGKGPTGPKGAPGDVGPEGPEGPAGGPGPKGPTGPQGAKGSPGEDGEPGAEG 
VRGPIGPAGGKGPTGPKGAPGDVGPEGPEGPAGGPGPKGPTGPQGAKGSPGEDGEPGAEG 
 
EPGAKGGDGLPGQAGPRGNAGPQGPEGPVGDKGAPGESGGPGAPGPHGPQGPAGEQGDLG 
EPGAKGGDGLPGQAGPRGNAGPQGPEGPVGDKGAPGESGGPGAPGPHGPQGPAGEQGDLG 
 
EVGPAGEAGAAGVPGPKGIQGPEGELGPVGKEGPAGEAGPKGRLGQKGPAGEPGQPGEEG 
EVGPAGEAGAAGVPGPKGIQGPEGELGPVGKEGPAGEAGPKGRLGQKGPAGEPGQPGEEG 
 
KQGDLGAPGNRGATGVGGVKGPTGFRGNRGKPGNAGRPGRPGRNGPRGPTGPQGLRGNQG 
KQGDLGAPGNRGATGVGGVKGPTGFRGNRGKPGNAGRPGRPGRNGPRGPTGPQGLRGNQG 
 
PDGEQGGSGVAGVGGTI 
PDGEQGGSGVAGVGGTI 

Kollagendomäne 

Q8MW55 
preCol NG 
 

663 
663 

HIIVDDNGARFGDFADITGPNSNEVNMQLVREFIGDLDTFLSLNGPGGPAGV 
HIIVDDNGARFGDFADITGPNSNEVNMQLVREFIGDLDTFLSLNGPGGPAGV 

Abschnitt saurer 
Aminosäuren 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

715 
715 
 
774 
775 

GAGEAGTGGAGGGAGGPGGLGGEPR-AGGLGGGFGGLGGGAGGLGGLGGGAGGAGGVGGL 
GAGEGGAGGAGGGAGGAGGLGGGAGGAGGLGGGFGGLGGGAGGLGGLGGGAGGAGGVGGL 
 
GGGVGGLGGVGGLGFGGAGASAGAGANAGAGGAGGSASA 
GGGVGGLGGVGGLGFGGAGASAGAGANAGAGGAGGSASA 

flankierende 
Domäne 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

813 
814 
 
873 
874 

HAHAHAHASSAGGLGGGSAHAHAAAHAHSVSHAGGSHAHAATASTRTFSKSLPEDHTHTQ 
HAHAHAHASSAGGLGGGSAHAHAAAHAHSVSHAGGSHAHAAAAAHAHSVSHAGGSHAHAA 
 
LPQAHAHAASLGGSTGGHSLHYNDPFYGKKADY 
AA-AHAHAASLGGSTGGHSLHYNDPFYGKKADY 

His&DOPA-reiche 
Domäne 

 

  



 98 | Ergebnisse 

 

Trotz einer hohen Zahl von Polymorphismen auf DNA-Ebene, besitzen die 

Aminosäuresequenzen der aus der cDNA-Bank isolierten preCol-Varianten eine 

95-98 %ige Homologie zu den veröffentlichten Sequenzen. Dabei unterscheiden sie sich 

überwiegend in einzelnen Aminosäure-Positionen. Alle Abweichungen zu den 

publizierten Aminosäuresequenzen sind in Tab. 3-XV aufgeführt.  

In den flankierenden Domänen wurden hydrophobe Aminosäuren wie Leu, Ala und Gly 

durch Aminosäuren derselben Stoffklasse ersetzt. Auch Aminosäureaustausche in den 

Tripletts der preCol-Kollagendomänen unterbrechen nicht das Sequenzmotiv GlyXaaYaa, 

was die Ausbildung einer tripelhelikalen Konformation nicht beeinträchtigt. 

Tab. 3-XV Übersicht der Abweichungen in der preCol-Aminosäuresequenz der aus der cDNA-Bank 
isolierten preCol-Proteine von den publizierten Sequenzen (Lucas et al., 2002) 
 preCol P preCol D preCol NG 
Sequenzidentität  98,3 % 98,1 % 95,6 % 

His&DOPA- Domäne  

(amino-terminal) 

Tyr36His Gly73Ala  

flankierende Domäne  

(amino-terminal) 

Asn169Ile 

Phe119Ser 

Ile88Val 

Val144Gly 

Leu139Phe 

Deletion Position 130: Gly 

Deletion Position 140: 

   GlyGlyGlyLeu 

Phe160Leu 

Pro168Val 

Leu173Gly 

Insertion Position 175:  

   GlyGlyValGlyGly 

Val176Ile 

Kollagendomäne Gly285Ser 

Val340Ala 

Gly511Ala 

His567Gln 

Asp184Gly 

Insertion Position 208:  

   GlyMetProGlyGlyPro 

Arg215Gly 

Asp380Gly 

Arg389Gly 

Bereich saurer  

Aminosäuren 

Val662Ile 

Ala672Glu 

Ala270Gly 

His285Pro 

 

flankierende Domäne 

(carboxyterminal) 

Insertion Position 759:  

   ValGlyGlyGly 

 Ala721Gly 

Thr723Ala 

Pro733Ala 

Glu739Gly 

Pro740Ala 

Arg741Gly 

Insertion Position 742: Gly 

His&DOPA- Domäne 

(carboxy-terminal) 

Gly839Ser 

Ser842Thr 

Insertion Position 801:  

   GlyAlaGly 

Position 857-878 

 abweichende Sequenz 

 

Der Vergleich der Sequenzen zeigt darüber hinaus, dass bei einigen Tripletts, die in den 

publizierten Sequenzen eine Gly-Substitution im GlyXaaYaa-Motiv enthalten, die cDNA-

Bank-basierten Sequenzen diese nicht aufweisen. Die Aminosäureabfolge der carboxy-
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terminalen His&DOPA-Domäne des preCol NGs zeigt eine starke Abweichung über einen 

großen Sequenzbereich (Tab. 3-XIV, gewellt unterstrichen). Während bei der publizierten 

Sequenz für diesen Bereich untypische Aminosäuren wie Thr, Pro, Arg und Glu auftreten, 

zeigt die cDNA-Bank-basierte Sequenz eine Aminosäureabfolge, die den His-reichen 

Motiven der His&DOPA-Domäne entsprechen. Ein Vergleich der DNA-Sequenzen zeigt, 

dass in den publizierten Sequenzen eine Leserahmenverschiebung durch drei bei der 

Sequenzierung zusätzlich detektierte Basen (Basenpaar 2569, 2594 und 2628, Tab. 3-XVI) 

auftrat, die zu der abweichenden und vermutlich falschen Aminosäureabfolge führte. Dies 

lässt darauf schließen, dass die cDNA-basierte Sequenz vermutlich eher der des 

natürlichen preCol NGs entspricht. 

Tab. 3-XVI Vergleich der DNA- und Aminosäuresequenzen der carboxy-terminalen His&DOPA-
Domäne von preCol NG 
Zeichenerklärung: graue Markierung – Übereinstimmung, gelbe Markierung - Unterschiede in der Sequenz 

DNA 
DNA 
 
Protein 
Protein 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

2548 
2548 
 
849 
850 

CACGCACACGCAGCTACCGCAAGCACACGCACATTCAGTAAGTCACTGCCGGAGGATCAC 
CACGCACACGCAGCTGCCGCA-GCACACGCACATTCAGTAAGTCAC-GCCGGAGGATCAC 
 
 H  A  H  A  A  T  A  S  T  R  T  F  S  K  S  L  P  E  D  H  
 H  A  H  A  A  A  A   A  H  A  H  S  V  S  H   A  G  G  S   

DNA 
DNA 
 
Protein 
Protein 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

2608 
2606 
 
869 
869 

ACGCACACGCAGCTGCCGCAAGCACACsGCACATGCTGCATCTCTCGGAGGATCTACTGGA 
ACGCACACGCAGCTGCCGCA-GCACACGCACATGCTGCATCTCTCGGAGGATCTACTGGA 
 
 T  H  T  Q  L  P  Q  A  H  A  H  A  A  S  L  G  G  S  T  G  
H  A  H  A  A  A  A   A  H  A  H  A  A  S  L  G  G  S  T  G   

DNA 
DNA 
 
Protein 
Protein 

Q8MW55 
preCol NG 
 
Q8MW55 
preCol NG 

2668 
2665 
 
889 
889 

GGACACTCACTGCACTACAACGATCCATTTTATGGCAAAAAAGCCGACTATTGA 
GGACACTCACTGCACTACAACGATCCATTTTATGGCAAAAAAGCCGACTATTGA 
 
 G  H  S  L  H  Y  N  D  P  F  Y  G  K  K  A  D  Y  Stop 
 G  H  S  L  H  Y  N  D  P  F  Y  G  K  K  A  D  Y  Stop 

 

3.6 Sequenzanalyse der Kollagendomäne der preCols  

Durch die Ergebnisse der Röntgenbeugungsanalysen konnte gezeigt werden, dass im 

Muschelbyssusfaden, insbesondere im distalen Teil, hochgeordnete tripelhelikale 

Strukturen vorliegen. Die Geometrie, Packungsdichte und somit auch die Stabilität der 

Tripelhelix ist abhängig von der Aminosäuresequenz der einzelnen Tripletts. 

Untersuchungen dazu zeigten, dass mit steigendem Iminosäure-Gehalt eines Tripletts die 

Packungsdichte und Stabilität der Tripelhelix (Brodsky et al., 2008) zunimmt.  

Um Aussagen über eine mögliche Konformation der Tripelhelix in preCols zu treffen, 

wurden die Tripletts der Kollagendomänen von preCol D, P und NG, welche aus der 

Muschelfuß-cDNA-Bank isoliert wurden, hinsichtlich ihrer Aminosäure-Sequenzen 
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analysiert (Kapitel 2.9). Die Domänengrenzen der Kollagendomänen wurden nach Lucas 

et al., 2002 festgelegt. 

Die Tripletts wurden zunächst gemäß des Vorkommens von Iminosäuren und deren 

Position in der Sequenz eingeteilt (Tab. 3-XVII). Die Kollagendomäne von preCol D ist 

mit 179 Tripletts die längste unter den preCol-Proteinen. Neben zwei sehr stabilen 

Tripletts der Sequenz GlyProPro enthält sie mit 38 % zum Großteil iminosäurefreie 

Tripletts (GlyXaaYaa, wobei Xaa und Yaa beliebige Aminosäuren darstellen). Des 

Weiteren enthalten 24 % und 34 % der Tripletts eine Iminosäure an 2. bzw. 3. Stelle.  

Tab. 3-XVII Aminosäure-Tripletts der Kollagendomänen von den cDNA-Bank-basierten preCol D, P 
und NG eingeteilt nach ihrem Gehalt an Iminosäuren  
Xaa und Yaa stehen für beliebige Aminosäuren 

 preCol D preCol P preCol NG 

Anzahl Tripletts 179 146 146 

GlyXaaYaa 69   (38 %) 49    (34 %) 65   (45 %) 

GlyProYaa 42   (24 %) 38    (26 %) 40   (27,4 %) 

GlyXaaPro 61   (34 %) 56    (38,5 %) 37   (25,5 %) 

GlyProPro 2     (1,2 %) 2      (1,4 %) 3     (2 %) 

Triplett mit Abweichungen 
(Deletionen, Insertionen) 

5     (2,8 %) 1      (0,1 %) 1     (0,1 %) 

 
Der Hauptteil der Kollagendomäne von preCol P wird von Tripletts mit einer Iminosäure 

gebildet, wobei Sequenzen mit Pro/Hyp an zweiter Stelle häufiger vorkommen. PreCol P 

besitzt neben zwei GlyProPro-Motiven weniger iminosäurefreie Tripletts als die 

Kollagendomänen von preCol D und NG. Bei letzterem liegt der Anteil an GlyXaaYaa-

Sequenzen bei 45 %, und Tripletts mit einer Iminosäure an 2. oder 3. Position kommen 

annähernd zu gleichen Anteilen vor.  

Abb. 3-36 zeigt ein Schema zur Verteilung der nach Iminosäure-Gehalt eingeteilten 

Tripletts in den jeweiligen preCol-Kollagendomänen.  

Auffällig ist dabei, dass die einzelnen Triplett-Klassen nicht zufällig verteilt sind, sondern 

Bereiche mit einem hohen Anteil von GlyXaaYaa, GlyXaaPro oder GlyProYaa 

vorkommen. In der Kollagendomäne von preCol D und P befinden sich im 

aminoterminalen Bereich viele GlyXaaPro-Tripletts (blau), während in der Mitte der 

Kollagendomäne eher GlyProYaa-Sequenzen (gelb) vorherrschen und carboxyterminal 

viele iminosäurefreie Motive (grau) auftreten. Bei preCol NG verteilen sich die Triplett-
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Motive eher zufällig, abgesehen von den GlyProYaa-Tripletts, welche vermehrt im 

mittleren Teil der Sequenz auftreten. 

 

Abb. 3-36 Schema zur Verteilung von Tripletts in der Kollagendomäne von preCol D, NG und P nach 
ihrem Iminosäure-Gehalt 
Jeder Block entspricht einem Triplett. grau - GlyXaaYaa, blau - GlyXaaPro, gelb - GlyProYaa, rot - 
GlyProPro, schwarz - Tripletts mit Abweichungen vom GlyXaaYaa-Motiv (Insertionen, Deletionen, 
Substitutionen) 

Der insgesamt niedrige Iminosäure-Gehalt in den Tripletts der Kollagendomänen lässt 

darauf schließen, dass die Tripelhelix eher eine voluminöse, locker gepackte 

Konformation einnimmt. Dennoch bestimmen auch die übrigen Aminosäuren der Tripletts 

die Stabilität der Kollagentripelhelix, wobei einige Aminosäuren stabilisierend wirken, 

andere eher einen destabilisierenden Einfluss zeigen. Anhand von Untersuchungen zum 

natürlichen Vorkommen von Tripletts in Kollagenen (Ramshaw et al., 1998) und zur 

thermischen Stabilität von Modelpeptiden (Brodsky & Ramshaw, 1997; Brodsky et al., 

2008; Persikov et al., 2000) wurden alle Aminosäuren hinsichtlich ihrer stabilisierenden 

Eigenschaften eingeordnet (siehe Kapitel 2.9). Anhand dieser Auflistung wurden die 

Tripletts der preCol-Kollagendomänen nach ihrer stabilisierenden Wirkung in einem 

preCol-Homotrimer eingeschätzt. Zusätzlich wurde mit dem Online-Tool Collagen 

Stability Calculator4 zur Bestimmung der relativen Stabilität von Tripelhelices die 

Aminosäuresequenz der Kollagendomänen analysiert (Abb. 3-37).  

                                                 
4 http://jupiter.umdnj.edu/collagen_calculator/index.php  



 102 | Ergebnisse 

 

 

Abb. 3-37 Stabilität der Triplets von preCol D, P und NG (cDNA-Bank basierte Sequenzen) 
Die Kurven zeigen die Stabilitäten bestimmt durch den Algorithmus Collagen Stability Calculator (mit 
Kurvenversatz), wobei für Insertionen und Deletionen im Triplettmuster kein Stabilitätswert erhalten wurde 
(Lücken in Kurve). Über den Kurven ist ein Schema der Tripletts der jeweiligen Kollagendomänen 
dargestellt. Hier wurden die Tripletts nach ihrer thermischen Stabilität in Modellpeptiden eingeteilt 
(Persikov et al., 2000). Die Sequenzbereiche stabiler Tripletts sind dunkelgrau und die mit lockerer 
tripelhelikaler Konformation hellgrau gefärbt. Tripletts mit Abweichungen vom GlyXaaYaa-Motiv 
(Insertionen, Deletionen, Substitutionen) erscheinen schwarz. 

Anhand dieser Sequenzanalysen zeigt sich, dass in den Kollagendomänen aller preCols 

Sequenzbereiche auftreten, für die eine hohe Stabilität vorhergesagt wird (Abb. 3-37). Sie 

enthalten Aminosäuren, die in eine stabile, dicht gepackte Tripelhelix falten können. Diese 

befinden sich bei preCol D im mittleren Teil der Kollagendomäne, während preCol P und 

NG laut der manuellen Einteilung der Tripletts gemäß ihrer thermischen Stabilität 

(Persikov et al., 2000) besonders aminoterminal einen breiten Bereich stabiler Tripletts 

aufweisen. Die mittels Algorithmus vorhergesagten Stabilitäten sehen jedoch im Bereich 

der Gly-Deletion im 11. Triplett einen instabilen tripelhelikalen Abschnitt vor. Bei preCol 

D befinden sich an den Termini der Kollagendomäne Bereiche, denen eine lockere, 

voluminöse und damit auch eher instabile tripelhelikale Konformation vorhergesagt wird.  
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4 Diskussion 

Kollagen-haltige Materialien wie Blutgefäße, Sehnen, Knochen und Knorpel befinden sich 

in der Regel innerhalb des Körpers. Der Muschelbyssus mariner Miesmuscheln hingegen 

stellt ein Beispiel extrakorporaler Kollagenmaterilalien dar. Neben starker mechanischer 

Beanspruchung ist dieser auch wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt. UV-

Strahlung, Austrocknung, mikrobielle Angriffe und saisonale Schwankungen der 

Wasserqualität, wie beispielsweise die Wassertemperatur und der Salzgehalt, stellen 

besondere Ansprüche an den Byssusfaden. Darüber hinaus muss neben einer 

gleichbleibenden mechanischen Stabilität auch ein beständiger Übergang vom Faden zur 

Haftscheibe einerseits und andererseits über den Byssusstamm ins Muschelgewebe 

gewährleistet sein.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der Muschelbyssusfaden der marinen Miesmuschel M. 

galloprovincialis hinsichtlich der mechanischen Eigenschaften, des strukturellen Aufbaus 

und thermischen Verhaltens untersucht, um dessen strukturelle Einheiten und deren 

Zusammenspiel besser zu verstehen, und daraus grundlegende Mechanismen zur 

Funktionsweise des Byssusfadens abzuleiten. 

4.1 Die Mechanik des Muschelbyssusfadens 

Marine Miesmuscheln besiedeln Habitate der Gezeitenzonen und Schelfregionen, in denen 

starke Strömungen und Wellenbewegungen vorherrschen. Dabei wirken mechanische 

Kräfte aus unterschiedlichen Richtungen auf die Byssusfäden, welche dadurch gestreckt, 

gestaucht und gebogen werden können. Somit müssen Byssusfäden reißfeste und zugleich 

elastische und stoßdämpfende Eigenschaften besitzen. Darüber hinaus muss ihre 

Reißfestigkeit auch im Falle von Austrocknung beispielsweise während Ebben erhalten 

bleiben. 

Mechanische Zugmessungen (Kapitel 3.2) zeigen, dass der distale Teil des Byssusfadens 

im Vergleich zum proximalen bei gleicher Dehnbarkeit eine höhere Steifigkeit, 

Zugfestigkeit und Zähigkeit besitzt. Der proximale Fadenteil hingegen ist stark elastisch 

verformbar, das heißt er kann mehr Energie aufnehmen, ohne sich plastisch zu verformen. 

Dabei spielt der Hydratationsgrad der Proben eine wesentliche Rolle. Dehydrierte Proben 

sind weniger dehnbar und besitzen eine höhere Steifigkeit, was sich in einem höheren E-

Modul widerspiegelt.  
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Die vorliegenden Studien stellen eine umfassende Übersicht der mechanischen 

Eigenschaften des distalen und proximalen Fadenteils dar. Um den natürlichen 

Arbeitsbereich der Muschelbyssusfäden nachzuempfinden, wurden die Byssusfäden in 

salzhaltiger bzw. salzfreier Lösung inkubiert und Messungen bei unterschiedlichen 

Hydratationszuständen durchgeführt. Es gibt keine vergleichbaren Datensätze für 

Byssusfäden der Muscheln M. edulis und galloprovincialis in der Literatur. Hier wurden 

hauptsächlich die mechanischen Eigenschaften von hydrierten Gesamtbyssusfäden 

(Aldred et al., 2007; Smeathers, 1979) oder der einzelnen Fadenteile analysiert (Bell & 

Gosline, 1996; Lucas et al., 2002; Vaccaro & Waite, 2001; Waite et al., 2002), die in 

KMW inkubiert und hydriert vermessen wurden. Des Weiteren wurden in früheren 

Studien die technischen Spannung-Dehnungskurven hinsichtlich der mechanischen 

Parameter ausgewertet, wobei eine zylindrische statt der wahren elliptischen 

Probengeometrie angenommen wurde. Wie schon in Kapitel 2.5 und 3.2 besprochen, 

spiegeln die technischen Daten für große Dehnungswerte nicht die realen Daten wider, da 

sich der Fadenquerschnitt beim Ziehen verkleinert und dadurch die Kraft auf eine kleinere 

Fläche wirkt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit berücksichtigt. Zur besseren 

Vergleichbarkeit mit den Literaturwerten werden allerdings in Tab. 4-I sowohl die Werte 

der technischen als auch der realen Spannungs-Dehnungskurve angegeben. 

Die erhaltenen Werte für den E-Modul und die Zugfestigkeit σmax sowohl des distalen als 

auch des proximalen Fadenteils entsprechen den Literaturdaten. Die in dieser Arbeit 

erhaltene maximale Dehnbarkeit der distalen Fäden liegt allerdings bei bis zu dreifach 

höheren Werten (εmax: 240 %) als in der Literatur (εmax:68-80 %) (Lucas et al., 2002; Waite 

et al., 2002). Auch konnte kein Unterschied in der Dehnbarkeit beider Fadenteile erhalten 

werden, was laut früheren Veröffentlichungen neben der Steifigkeit den Hauptunterschied 

der beiden Fadenteile darstellt, da hier der proximale Fadenteil doppelt so dehnbar ist wie 

der distale (Waite et al., 2002). Aus den erhaltenen hohen Dehnbarkeitswerten resultieren 

somit auch größere Zähigkeiten im Vergleich zu den publizierten Daten. 

Ursachen für diese Diskrepanzen der Werte liegen möglicherweise im unterschiedlichen 

Alter der verwendeten Byssusfäden. Während in früheren Studien frisch von der Muschel 

präparierte Fäden untersucht wurden, lagerten die in dieser Arbeit verwendeten Proben 

mehrere Monate bei -20°C. Des Weiteren spielt auch die Herkunft der Muscheln eine 

entscheidende Rolle, da die Fadeneigenschaften an Wasserqualität und Umwelt-

bedingungen angepasst werden (Moeser & Carrington, 2006). Die in den publizierten 
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Studien verwendeten Muscheln stammen von der kalifornischen bzw. kanadischen 

Westküste (Bell & Gosline, 1996; Lucas et al., 2002; Vaccaro & Waite, 2001; Waite et al., 

2002) bzw. von der Nordseeküste Ostenglands (Aldred et al., 2007) und die Byssusfäden 

wurden im Labor unter kontrollierte Bedingungen produziert, während die in dieser Arbeit 

verwendeten Fäden von Muscheln stammen, die in einer Muschelfarm im adriatischen 

Mittelmeer produziert wurden. Bei einer entsprechenden Massenproduktion kann 

aufgrund des erhöhten Stresslevels der Organismen die Qualität des Byssus variieren. 

Tab. 4-I Vergleich der erhaltenen mechanischen Daten für distale und proximale Byssusfäden mit 
denen aus der Literatur für die Species M. galloprovincialis. 

 

a technische Werte , b reale Werte  

Aber auch unterschiedliche Zuggeschwindigkeiten und Probenlängen bei den 

mechanischen Zugmessungen können abweichende Werte verursachen. So kann 

beispielsweise bei geringeren Zuggeschwindigkeiten ein stärkeres Yield-Verhalten 

beobachtet werden (Aldred et al., 2007; Bertoldi & Boyce, 2007). 

Im Vergleich zu anderen Materialien (Gosline et al., 1999) (Tab. 4-II) zeigt der distale 

Byssusfaden im hydrierten Zustand eine geringere Steifigkeit als Sehnenkollagen, ist aber 

steifer als Elastin. Der distale Byssusfaden ist so dehnbar wie Elastin oder Flagelliform-

Spinnenseide bei einer Zugfestigkeit vergleichbar zum Kollagen von Sehnen. Somit 

 

distal proximal Referenz 

KMW KMW  

hydriert hydriert  

E-Modul/ MPa 
Steifigkeit 

510± 140 
a 

430± 130
 b

 

140± 60
 a

 

40± 10
 b

 
 

562± 55 50± 3,8 (Lucas et al., 2002) 

500 50 (Waite et al., 2002) 

εmax 
Dehnbarkeit 

1,3± 0,4
 a

 

2,4± 0,3
 b

 

1,1± 0,2
 a

 

2,2± 0,5
 b

 
 

0,68± 0,55 1,08± 0,39 (Lucas et al., 2002) 

0,8 1,6 (Waite et al., 2002) 

σmax/ MPa 

Zugfestigkeit 

500± 160
 a

 

160± 20
 b

 

140± 60
 a

 

50± 10
 b

 
 

138± 16 35,6± 1,8 (Lucas et al., 2002) 

150 20 (Waite et al., 2002) 

Zähigkeit/ MJ m-3 

210± 70
 a

 

230± 30
 b

 

60± 23
 a

 

60± 30
 b

 
 

46,3± 6,6 20,4± 1,9 (Lucas et al., 2002) 

50 15 (Waite et al., 2002) 
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besitzt der distale Fadenteil eine wesentlich höhere Zähigkeit im Vergleich zu 

Sehnenkollagen und sogar dragline-Spinnenseide.  

Im dehydrierten Zustand besitzt der distale Fadenteil eine höhere Steifigkeit als im 

hydrierten und diese ist vergleichbar zu der von Sehnenkollagen, aber geringer als bei 

Seiden-Materialien. Mit einer Dehnbarkeit von nur noch 50 % verhält sich der dehydrierte 

distale Byssusfaden elastischer als Kokoon- oder Spinnenseide, ist aber weniger dehnbar 

als Elastin. Mit einer Zugfestigkeit, die der von Sehnenkollagen entspricht, besitzt der 

dehydrierte distale Faden somit eine Zähigkeit wie Kokonseide des Maulbeerspinners 

(Bombyx mori) oder Nylon.  

Tab. 4-II Vergleich der mechanischen Daten des Muschelbyssusfadens mit weiteren biologischen 
Materialien (Gosline et al., 1999) 

Material E-Modul/ GPa 
Steifigkeit 

εmax 
Dehnbarkeit 

σmax/ MPa 
Zugfestigkeit 

Zähigkeit/ MJ m -3 

Byssusfaden  
(M. galloprovincialis) 

    

distaler Teil     
hydriert 0,43 2,4 160 230 

dehydriert 1,8 0,5 200 82 
proximaler Teil     

hydriert 0,04 2,2 45 56 
dehydriert 0,49 0,55 70 22 

     
dragline Seide  
(Araneus diatematus) 

10 0,27 1100 160 

Flagelliform-Seide  
(Araneus diatematus) 

0,003 2,7 500 150 

Kokon-Seide  
(Bombyx mori) 

7 0,18 600 70 

Sehnenkollagen 1,5 0,12 150 7,5 
Elastin 0,001 1,5 2 2 
     
Synthetischer Gummi 0,001 8,5 50 100 
Nylonfaden 5 0,18 950 80 

 

Im Gegensatz dazu zeigt der hydrierte, proximale Byssusfaden mit einer geringen 

Steifigkeit und hohen Dehnbarkeit mechanische Eigenschaften wie die Flagelliform-Seide 

und Elastin, ist aber zugfester und zäher als Elastin. Im dehydrierten Zustand ist der 

proximale Faden zwar steifer und zugfester als im hydrierten Zustand, erreicht aber nicht 

die Eigenschaften von Seiden-Materialien. 
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Des Weiteren zeigen die mechanischen Zugmessungen (Kapitel 3.2) dass die distalen 

Byssusfäden nach Erreichen der Elastizitätsgrenze bei ca. 15 % (hydrierte Fäden) und ca. 

7 % (dehydrierte Fäden) eine Änderung der mechanischen Eigenschaften erfahren. 

Proximale Fäden hingegen zeigen im hydrierten Zustand kein Yield-Verhalten, aber bei 

dehydrierten ändert sich die Steifigkeit ab einer Fadendehnung von 16-18 %. Es kommt 

hierbei zu einer Verminderung der Steifigkeit (Yield), wobei der Faden mit geringem 

Kraftaufwand gestreckt wird bis eine erneute Versteifung des Materials einsetzt. Dieses 

Verhalten des Fadens wurde in der Vergangenheit eingehend untersucht (Brazee & 

Carrington, 2006; Harrington et al., 2009; Smeathers, 1979). Insbesondere die Muscheln 

der Species M. californianus zeigen ein sehr ausgeprägtes Yield-Verhalten. Aber auch in 

Studien an Byssusfäden der Muschel M. galloprovincialis (Vaccaro & Waite, 2001) 

wurden, vergleichbar zu den Messungen der vorliegenden Arbeit, bei Fadendehnungen 

von ca. 20 % eine Verminderung bis hin zum Verlust der Steifigkeit beobachtet. Der 

Faden konnte dann bis ca. 60 % gedehnt werden bis eine Versteifung einsetzte. Durch 

dieses Materialverhalten wird zum einen die auf die Haftscheibe wirkende Kraft verringert 

und zum anderen wird durch die erhöhte Dehnbarkeit des einzelnen Fadens die Verteilung 

der Kraft auf umliegende Fäden ermöglicht (Aldred et al., 2007; Bertoldi & Boyce, 2007).  

Bei den Zugmessungen hydrierter distaler Fäden (Kapitel 3.2) konnte ein weiterer Yield-

Punkt bei einer Fadendehnung von 50-60 % beobachtet werden. Aufeinanderfolgende 

Yield-Ereignisse lassen sich in einem Multikomponenten-Material auf die 

unterschiedlichen Strukturen des Materials zurückführen. So kann beispielsweise der 

beobachtete zweite Yield-Punkt durch das Ablösen der Kutikula vom Fadenkern oder auch 

durch deren Reißen verursacht werden (Aldred et al., 2007). Untersuchungen zur 

mechanischen Stabilität der Kutikula zeigen, dass bei Byssusfäden der Muschel M. 

galloprovincialis die äußere Hülle um den Fadenkern bei einer Fadendehnung von 75 % 

bricht (Holten-Andersen et al., 2007).  

Dieses Phänomen des Yields gilt unter Materialwissenschaftlern als ein irreversibles 

Werkstoffverhalten und der Yield-Punkt kennzeichnet den Beginn der plastischen 

Deformation eines Materials. Der Byssusfaden jedoch besitzt in diesem Dehnungsbereich 

jedoch die Fähigkeit, einen großen Teil der plastischen Verformung durch 

unterschiedliche molekulare Prozesse wiederherzustellen. Wird der Faden bis zum Beginn 

des erneuten Versteifens gedehnt und die Krafteinwirkung eingestellt, kommt es zum 

Relaxieren des Fadens. Dabei zeigt der Byssusfaden eine Hysterese von bis zu 70 % 
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(Harrington & Waite, 2008b). Wird direkt nach Relaxation des Fadens erneut gezogen, 

zeigt der distale Fadenteil eine verringerte Steifigkeit (Brazee & Carrington, 2006; 

Harrington et al., 2009; Vaccaro & Waite, 2001), während der proximale sich versteift 

(Sun et al., 2001). Bei längerer Erholungspause nach dem ersten Ziehen zeigt 

insbesondere der distale Byssusfaden eine Wiederherstellung der anfänglichen 

mechanischen Eigenschaften. Dieser "Selbstheilungs"-Prozess ist zum einen zeitabhängig, 

d. h. je länger die Erholungszeit, umso höher die Effizienz der Wiedererlangung, und zum 

andern dehnungsabhängig. Dabei gilt, je höher die Streckung des Fadens, umso höher der 

Verlust der Steifigkeit im nächsten Zyklus (Harrington & Waite, 2007). So können 

beispielsweise bei Dehnung des Byssusfadens bis 35 % eine Wiederherstellung der 

anfänglichen Steifigkeit von 70 % nach einer Stunde erreicht werden (Harrington & 

Waite, 2007; Harrington & Waite, 2008b). 

Die mechanischen Fähigkeiten des Muschelbyssusfadens machen deutlich, dass der 

Lebensraum der Muschel mit seinen Wellenbewegungen und wechselnden Wasserständen 

nicht zwangsläufig eine hohe Zugfestigkeit vom Material fordert, sondern dass die 

einwirkenden Kräfte und Energien effizient absorbiert und abgeleitet werden müssen, 

damit ein dauerhafter Halt zum Substrat gewährleistet ist.  

 

4.2 Die molekulare Struktur des Muschelbyssusfadens 

Seit den 1950er Jahren wurde der Muschelbyssusfaden hinsichtlich seines Aufbaus und 

der Struktur der Byssusproteine untersucht, um herauszufinden, welche Strukturelemente 

den mechanischen Eigenschaften des Fadens zu Grunde liegen. Der Hauptanteil der 

Byssusfäden wird von den kollagen-ähnlichen preCol-Proteinen gebildet. Es wird davon 

ausgegangen, dass diese maßgeblich an der Vermittlung der mechanischen Eigenschaften 

des Byssusfadens beteiligt sind (Harrington & Waite, 2008b; Waite et al., 1998; Waite et 

al., 2002).  

Anhand der Ergebnisse von Strukturuntersuchungen mittels ssNMR, FTIR-Spektroskopie, 

sowie Röntgenbeugungsanalysen und Sequenzanalysen der preCol-Kollagendomäne der 

vorliegenden Arbeit soll im Folgenden sowohl die molekulare Struktur der preCol-

Kollagendomäne und der flankierenden Bereiche, als auch das Arrangement der preCols 

im Byssusfaden diskutiert werden. 
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4.2.1 Die preCol-Kollagendomäne 

In FTIR-spektroskopischen Studien an Längsschnitten des distalen und proximalen 

Byssusfadens (Kapitel 3.4.2) wurden Absorptionsbanden im Bereich der Amid I und III-

Bande sowie im fingerprint-Bereich des IR-Spektrums erhalten, die tripelhelikalen 

Strukturen zugeordnet werden können. Auch Untersuchungen mit ssNMR-Spektroskopie 

zeigen chemische Verschiebungen der Aminosäuresignale vergleichbar zu denen in 

fibrillären Kollagenen (Kapitel 3.4.1). Die Aminosäuresequenz der Kollagendomäne der 

preCol-Proteine ist gekennzeichnet durch das sich wiederholende Triplettmotiv 

(GlyXaaYaa)n, welches charakteristisch für Kollagen und damit auch für die Ausbildung 

einer tripelhelikalen Struktur ist.  

Einen detaillierten Einblick in die tripelhelikale Sekundärstruktur der Kollagendomäne 

gaben Röntgenbeugungsanalysen am Byssusfaden. In früheren Studien wurden für den 

Byssusfaden verschiedener Mytilus-Arten Röntgenbeugungsmuster erhalten, welche die 

Anwesenheit tripelhelikaler und β-strukturierter Konformationen (Harrington et al., 2009; 

Mercer, 1952; Rudall, 1955) belegen. Jedoch wurde dabei die dreidimensionale Struktur 

der Kollagendomäne nicht näher diskutiert.  

Die Ergebnisse der Röntgenbeugungsanalysen der vorliegenden Arbeit schaffen die 

Grundlage für ein Modell zur tripelhelikalen Struktur der preCol-Kollagendomäne. Durch 

eine Vielzahl von Strukturuntersuchungen an kollagen-haltigen Geweben und 

Modellpeptiden sind hochaufgelöste Strukturdaten zur tripelhelikalen Konformation 

verfügbar (Brodsky et al., 2008; Shoulders & Raines, 2009). Da die Röntgenbeugungs-

muster des distalen Byssusfadens vergleichbar mit denen von Säugetier-Kollagenen 

(Okuyama, 2008) sind, wurden zur Auswertung und Diskussion der Struktur der preCol-

Kollagendomäne die Strukturdaten von fibrillären Säugetier-Kollagenen und abgeleiteten 

Modellpeptiden herangezogen. 

4.2.1.1 Geometrie und Helixsymmetrie der tripelhelikalen preCol-Kollagendomäne 

Die Röntgenbeugungsmuster des distalen Fadenteils (Kapitel 3.4.5) zeigen, dass 

hochorientierte Strukturen parallel zur Fadenachse ausgerichtet sind. Die erhaltenen 

Signale können denen tripelhelikaler Strukturen zugeordnet werden und entsprechen somit 

den Tripelhelices der preCol-Kollagendomänen. (Abb. 4-1). Äquatoriale Signale 

entsprechen dabei dem Querschnitt und meridionale der Längsachse von Tripelhelices. 
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Das starke äquatoriale Signal mit einer Distanz von 12 Å kennzeichnet dabei den Abstand 

vom Zentrum einer Tripelhelix zu dem einer benachbarten (Abb. 4-1B). Dieser Abstand 

kann je nach Hydratationsgrad des Kollagenmaterials variieren. Je weniger Wasser 

gebunden ist, desto geringer ist der Abstand zwischen den Tripelhelices (Bella et al., 

1994). 

 

Abb. 4-1 Zuordnung der äquatorialen Röntgenbeugungssignale 
A) Röntgenbeugungsmuster des distalen Byssusfadens. Die entsprechenden äquatorialen Distanzen sind 
gekennzeichnet. B) Längsansicht Tripelhelices C) Querschnitt hexagonal angeordneter Tripelhelices 

Ein weiteres diffuses äquatoriales Signal bei 4,7 Å kann möglicherweise dem Abstand 

zwischen angrenzenden Einzelsträngen (Okuyama, 2008) zugeordnet werden. Dieses 

Signal geht in einen nicht-orientierten Ring mit einer Distanz von 4,6 Å über, der nicht 

definitiv einer Struktur des Fadens zugeordnet werden kann. Dieses Muster kann durch 

Beugungen am hochgeordneten Wassernetzwerk der Tripelhelices verursacht werden 

(Bella et al., 1995) oder es stammt von weiteren Bestandteilen des Byssusfadens wie 

Kutikula- oder Matrixproteinen.  

Die meridionalen Signale mit den Distanzen 2,85 Å, 4,0 Å und 10 Å (Abb. 3-33) 

entsprechen dem Beugungsmuster entlang einer Tripelhelix und können den einzelnen 

Ordnungen der Helixsymmetrie zugeordnet werden (Okuyama, 2008; Okuyama et al., 

2006; Shoulders & Raines, 2009). Generell wird eine rechtsgängige Tripelhelix von drei 

linksgängigen polyProlin II-Helices gebildet. Jedoch können sich Packungsdichte und 

Torsionswinkel je nach Aminosäuresequenz unterscheiden. In der Literatur existieren für 

eine tripelhelikale Helixsymmetrie zwei Modelle: die 10/3-Symmetrie von Rich & Crick 

(Rich & Crick, 1955) und die 7/2-Symmetrie von Okuyama (Okuyama et al., 1972) (Abb. 

4-2).  
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Basierend auf Röntgenbeugungsanalysen an Ratten- und Känguruschwanzsehne wurde 

zunächst eine 10/3-Symmetrie postuliert (Cowan et al., 1955; Ramachandran & Kartha, 

1954; Rich & Crick, 1955), bei der 3,33 Aminosäuren in einer Windung involviert sind 

und somit 10 Aminosäuren drei Helixwindungen bilden. Identische Aminosäuren 

benachbarter Polypeptidketten wiederholen sich dabei auf einer Achse mit einem Abstand 

von 28,6 Å (Abb. 4-2). Dieses Modell galt lange Zeit als allgemeingültig für die 

Helixsymmetrie natürlicher Kollagene. Da jedoch anhand der Röntgenbeugungsanalysen 

am natürlichen Kollagen keine Aussagen über die strukturellen Parameter einzelner 

Aminosäuren in den verschiedenen Tripletts einer Tripelhelix getroffen werden konnten, 

wurden Studien an Einkristallen durchgeführt. 

 

Abb. 4-2 Symmetriemodelle einer Tripelhelix nach Rich & Crick (10/3) und Okuyama (7/2) 

Strukturanalysen an Einkristallen von Kollagenpeptiden der Sequenz (ProProGly)n 

(Nagarajan et al., 1999; Okuyama et al., 1999; Okuyama et al., 1972) lieferten eine 

molekulare Struktur, bei der die linksgängige Tripelhelix eine 7/2-Symmetrie mit einer 

axialen Wiederholung gleicher Aminosäuren im Abstand von 20 Å besitzt (Abb. 4-1). 

Hierbei bilden 3,5 Aminosäuren eine Einzelstrangwindung und somit sieben Aminosäuren 

zwei Helixwindungen. Dieses Modell regte zur Neuinterpretation der Beugungsmuster 

natürlicher Kollagene an, da die prominentesten Beugungssignale bei 2,86 Å, 4 Å und 

10 Å auf der einen Seite der 10., 7. und 3. Ordnung des Rich & Crick Modells und damit 

einer 10/3-Symmetrie zugeordnet werden können und auf der anderen Seite gleichfalls der 

7., 5. und 2. Ordnung des Okuyama-Models (7/2-Symmetrie) entsprechen (Okuyama et 

al., 1999). Auch im Falle des Röntgenbeugungsmusters des distalen Muschelbyssusfadens 

ist eine Zuordnung der Symmetrieordnungen nicht eindeutig zu treffen (Abb. 4-3). Hier 
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wurden hinsichtlich der Helixsymmetrie lediglich die meridionalen Signale bei 2,86 Å, 

4 Å und 10 Å aufgelöst.  

 

Abb. 4-3 Röntgenbeugungsmuster und Zuordnung der Signale zu den Ordnungen der tripelhelikalen 
Helixsymmetrie 
A) meridionale Signale des distalen Byssusfadens B) Zuordnung der Röntgenbeugungssignale zu den 
Ordnungen der 10/3- und 7/2-Helixsymmetrie 

Bei der Kontroverse, welches Modell der Symmetrie natürlicher Kollagentripelhelices 

entspricht, lassen Studien an natürlichen Kollagenen mit hohen Prolinanteil sowie 

Ergebnisse mit iminosäure-armen Modellpeptiden (Jenkins & Raines, 2002; Ramshaw et 

al., 1998) und Peptiden mit Unterbrechungen im regelmäßigen GlyXaaYaa-Muster (Bella 

et al., 1994; Bella et al., 2006; Thiagarajan et al., 2008) den Schluss zu, dass die 

Helixsymmetrie in einer Tripelhelix variieren kann (Bella et al., 1994; Shoulders & 

Raines, 2009). Beispielsweise bilden iminosäurearme Sequenzen eher eine 10/3-

Symmetrie aus, während eine Sequenz mit hohem Prolinanteil eine Ganghöhe gemäß dem 

7/2-Modell zeigt (Boudko et al., 2008; Brodsky et al., 2008; Sweeney et al., 1998). 

Iminosäure-freie Regionen hingegen formen eine relaxierte Helix (Brodsky et al., 2008). 

Dadurch entstehen lockere und enggepackte Bereiche entlang einer Tripelhelix, welche 

unter anderem eine bestimmte Funktionalität wie die Interaktion mit anderen Molekülen 

vermitteln können (Bella et al., 2006).  

Somit stellt der Iminosäuregehalt der einzelnen Tripletts ein Indiz für die mögliche 

Symmetrie der Helix dar. Sequenzanalysen der Tripletts der Kollagendomänen anhand der 

cDNA-Bank-basierten Sequenzen von preCol P, D und NG (Kapitel 3.5, Tab. 3-XII; Tab. 

3-XIII, Tab. 3-XIV) zeigen, dass ein Großteil der GlyXaaYaa-Motive keine Iminosäuren 

enthalten, was somit für die Ausbildung einer 10/3-Symmetrie spricht. Diese Tripletts sind 

nicht gleichmäßig über die gesamte Kollagendomäne verteilt, sondern treten vermehrt 

insbesondere im jeweiligen carboxy-terminalen Bereich auf. Iminosäure-haltige Tripletts 
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kommen vorzugsweise aminoterminal und im Zentrum der Kollagendomäne vor. Diese 

Bereiche könnten somit eine 7/2-Helixsymmetrie ausbilden. 

Bei der Verteilung iminosäurehaltiger Tripletts ist auffällig, dass Motive der Sequenz 

GlyProYaa vorrangig im Zentrum der Kollagendomäne auftreten. Diese Tripletts sind 

thermisch stabiler, da das Prolin in zweiter Position in einer Tripelhelix nah am 

benachbarten Strang lokalisiert und somit weniger stark exponiert ist (Ramshaw et al., 

1998). Im Gegensatz dazu enthält der carboxy-terminale Bereich der Kollagendomäne 

einen hohen Anteil des Motivs GlyXaaPro. Tripletts dieser Sequenz sind per se thermisch 

instabil, was unter anderem an der Exposition des Prolins liegt (Ramshaw et al., 1998). 

Allerdings neigt Prolin an dritter Stelle im Sequenzmotiv zur Hydroxylierung zu 

Hydroxyprolin durch Prolyl 4-hydroxylase, was auch für die preCols beschrieben wurde 

(Mascolo & Waite, 1986; Qin & Waite, 1995). Dieses Hyp ist in der wasservermittelten 

inter- und intramolekularen Quervernetzung der Einzelstränge involviert und trägt somit 

maßgeblich zur Stabilität der Tripelhelix bei (Brodsky & Shah, 1995; Shoulders & Raines, 

2009). Das Vorkommen dieses Sequenzmotivs deutet darauf hin, dass möglicherweise 

besonders in den carboxy-terminalen Bereichen der preCol-Kollagendomäne eine stärkere 

Quervernetzung und Stabilität der Helix gegeben ist.  

Neben dem Iminosäure-Gehalt tragen auch die restlichen Aminosäuren in einem Triplett 

zur Stabilität und Packungsdichte und somit auch zur Helixsymmetrie einer Tripelhelix 

bei. So zeigt das häufige Vorkommen beispielsweise der Tripeptid-Motive GlyProAla, 

GlyAlaHyp, GlyLeuHyp, GlyProLys und GlySerHyp aber auch der iminosäurefreien 

Tripeptide GlyGluLys und GlyGluArg in natürlichen Kollagenen, dass diese Aminosäuren 

sich stabilisierend auf die Struktur der Tripelhelix auswirken (Jenkins & Raines, 2002; 

Ramshaw et al., 1998). Auch Studien zur thermischen Stabilität von Modellpeptiden der 

Sequenz (GlyProHyp)3-GlyXaaHyp-(GlyProHyp)4 und (GlyProHyp)3-GlyProYaa-

(GlyProHyp)4 (Persikov et al., 2000) zeigten, dass nur bestimmte Aminosäuren in Xaa- 

bzw. Yaa-Position eine Tripelhelix stabilisieren (Kapitel 2.9). Beispielsweise interagieren 

polare Aminosäurereste mit dem Wassernetzwerk der Tripelhelix vergleichbar zu Hyp, 

geben aber dem Einzelstrang eine höhere konformationelle Freiheit (Bella et al., 1994). 

Die Tripletts der preCol-Kollagendomänen wurden gemäß ihrer Aminosäure-

zusammensetzung analysiert und in Tripeptide eingeteilt, welche stabilisierend bzw. 

destabilisierend auf eine tripelhelikale Konformation wirken (Kapitel 3.6). Auch hier 

wurden Bereiche identifiziert, die mehrere aufeinanderfolgende Tripletts enthielten, denen 
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eine hohe Stabilität vorhergesagt wird, während anderen Bereichen eher eine geringe 

thermische Stabilität und damit eine lockere, voluminösere Helixpackung zugeordnet 

werden konnten. Alle preCols besitzen stabile, kompakte Bereiche im Zentralteil der 

Kollagendomäne, wodurch eine Stabilität des gesamten Trimers gewährleistet wird. Für 

die terminalen Bereiche der preCol D-Kollagendomäne wurden eine geringe Stabilität und 

damit eine lockere Helixpackung vorhergesagt. Diese Abschnitte der Tripelhelix sind 

möglicherweise flexibler und ermöglichen somit einen sterisch erleichterten Übergang zu 

den eher rigiden, β-Struktur-reichen flankierenden Domänen. Während der carboxy-

terminale Teil der Kollagendomänen von preCol P und NG eher destabilisierende Tripletts 

enthält, finden sich im aminoterminalen Bereich stabilisierende Tripeptide.  

Die Sequenzanalysen zeigen, dass in den Kollagendomänen der preCols neben stabilen, 

enggepackten Bereiche auch Sequenzabschnitte auftreten, die für eine lockere, flexible 

Tripelhelix sprechen. Somit könnte die gebildete Tripelhelix sowohl eine 10/3- als auch 

eine 7/2-Helixsymmetrie aufweisen. Folglich ist eine eindeutige Zuordnung der erhaltenen 

Röntgenbeugungsmuster hinsichtlich der Helixsymmetrie für den distalen Byssusfaden 

nicht möglich und repräsentiert eine Mischung beider Symmetrien.  

4.2.1.2 Auswirkungen von Abweichungen im Triplettmuster GlyXaaYaa auf die 

tripelhelikale Struktur 

Die Aminosäuresequenz der preCol-Kollagendomäne enthält Tripletts mit einer vom 

charakteristischen Motiv GlyXaaYaa abweichenden Sequenz. Wie in der Einleitung 

beschrieben (Kapitel 1.2.3.3), können dabei sowohl Gly-Deletionen als auch Insertionen 

und Gly-Substitutionen (Tab. 4-III) auftreten.  

Abweichungen im Triplettmuster können tiefgreifende Auswirkungen auf Struktur und 

Stabilität der preCol-Tripelhelix an den entsprechenden Stellen haben. Aufgrund der 

Beständigkeit dieser Bereiche gegenüber Degradation (Qin et al., 1997) und 

Strukturmodellierungen an Sequenzen der Einzelstränge (Qin & Waite, 1998), sowie 

AFM-Untersuchungen an Querschnitten des proximalen Faden (Hassenkam et al., 2004) 

wird davon ausgegangen, dass diese Abweichungen in einem Homotrimer Knicke im 

Molekül verursachen (Coyne et al., 1997; Harrington & Waite, 2008b; Qin & Waite, 

1998; Qin et al., 1997; Waite et al., 1998; Waite et al., 2002).  
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Tab. 4-III Abweichungen vom charakteristischen Triplett-Sequenzmotiv in der preCol-
Kollagendomäne der publizierten und cDNA-Bank-basierenden Sequenzen 

preCol 
Triplettnummer 

11 12 15 29/31 32 38/40 55 150 

D 

Lucas et 

al., 2002 
Gly173Ser 

Xaa/ Yaa- 

Deletion 
Gly184Asp 

Insertion: 

Pro 
 

Gly-

Deletion 
 Gly601Arg 

cDNA-

Bank 
Gly173Ser 

Xaa/ Yaa- 

Deletion 
 

Insertion: 

Pro 
 

Gly-

Deletion 
 Gly607Arg 

NG 

Lucas et 

al., 2002 

Gly-

Deletion 
   Gly318Asp  Gly387Arg  

cDNA-

Bank 

Gly-

Deletion 
       

P 

Lucas et 

al., 2002 

Gly-

Deletion 
       

cDNA-

Bank 

Gly-

Deletion 
       

 

Unterbrechungen im GlyXaaYaa-Motiv wurden an Modellpeptiden eingehend untersucht. 

Peptide mit einer Deletion des Hyp in Yaa-Position bildeten in einem Homotrimer eine 

reguläre Tripelhelix mit 10/3-Symmetrie vor und nach der Deletionsstelle ohne Knicke 

oder Biegungen des Moleküls. Der Bereich der Deletion wies eine flexiblere Helixfaltung 

mit veränderten Torsionswinkeln und Wasserstoffbrücken auf (Bella et al., 2006). Auch 

Studien an Peptiden mit einer Gly→Ala-Substitution (Bella et al., 1994) ergaben, dass die 

stabförmige tripelhelikale Konformation nicht durch die Substitution beeinflusst wurde. 

An der Substitutionsstelle zeigt die Tripelhelix eine lokale Entwindung, wobei die 

direkten intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen durch interstitielle 

Wasserbrücken ersetzt werden. Wie stark der destabilisierende Effekt einer Gly-

Substitution ist, hängt von der jeweiligen Aminosäure ab. Dabei gilt für die 

destabilisierende Wirkung: Ala, Ser < Cys < Arg < Val < Glu, Asp (Beck et al., 2000).  

Generell zeigen diese Studien, dass die allgemeine tripelhelikale Struktur in einem 

Homotrimer durch Unterbrechungen des Triplettmusters nicht zwangsläufig zu einem 

Knick im Molekül führt. Dabei spielen auch die umliegenden Sequenzen eine 

entscheidende Rolle. Wirken diese stabilisierend auf die Struktur, kann der Bereich der 

Unterbrechung kompensiert werden. Die Analyse der Lokalisierung stabiler tripelhelikaler 

Sequenzabschnitte in der preCol-Kollagendomäne zeigt, dass sich die Gly-Deletionen im 

11. Triplett von preCol P und NG sich in Bereichen einer stabilen Tripelhelix befinden. 

Die Faltung der umliegenden Bereiche könnte somit das Fehlen eines Gly ausgleichen, 
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wobei die Tripelhelix an der Deletionsstelle vermutlich eine voluminösere Packung zeigen 

würde.  

Grundsätzlich ist es möglich, dass, unter der Annahme, preCol-Moleküle bilden 

Homotrimere, die Unterbrechungen im GlyXaaYaa-Motiv bei der Faltung in eine 

tripelhelikale Struktur kompensiert werden können und keine Molekülknicke oder 

-biegungen verursachen. Falten jedoch die Einzelstränge stark versetzt zueinander, so dass 

die Regionen mit der abweichenden Aminosäuresequenz nicht auf einer Höhe liegen, kann 

die so entstehende Spannung im Molekül zur Ausbildung eines Knickes führen. Bisher 

liegen jedoch keine Informationen über den Proteinfaltungsmechanismus der preCols vor. 

Ferner existieren keinerlei Belege, dass es sich bei den preCol-Molekülen tatsächlich um 

Homotimere handelt.  

Den alleinigen Hinweis auf eine „geknickte“ Fibrillenmorphologie stellen publizierte 

AFM-Untersuchungen am proximalen Byssusfaden (Hassenkam et al., 2004) dar. Hier 

wurde eine Fibrillen-Topographie mit zwei Erhebungen beobachtet, was drei 

Molekülknicken entsprechen würde. Die Autoren postulierten, dass die detektierten 

Fibrillenbündel preCol NG zugeordnet werden können, da diese laut Aminosäuresequenz 

drei Abweichungen im Triplettmuster der Kollagendomäne besitzt, was laut 

computergestützter Strukturmodelliereung (Qin & Waite, 1998) zu drei Molekülknicken 

führen könnte. Weitere Topographien, die preCol P und D entsprechen, wurden nicht 

beobachtet. Die Hypothese, dass preCol NG drei Molekülknicke besitzt, ist jedoch äußerst 

fragwürdig, da Vergleiche der Aminosäuresequenzen der veröffentlichten Daten zu preCol 

D, P und NG (Lucas et al., 2002) mit denen der aus der cDNA-Bank isolierten Sequenzen 

zeigen, dass in preCol NG keine Aminosäureaustausche von Gly→Asp (32. Triplett) bzw. 

Gly→Arg (55. Triplett) vorliegen (Tab. 4-III). Auch die cDNA-Bank-basierte 

Aminosäuresequenz von preCol D enthält im 15. Triplett keine Gly-Substitution. Das 

GlyXaaYaa-Motiv ist in diesen Bereichen vollständig intakt. Höchstwahrscheinlich war 

die Auswertung der publizierten Sequenzdaten fehlerhaft, was dazu führte, dass durch 

Fehlinterpretation einer einzelnen Base, wie im Falle Gly und Arg, eine Gly-Substitution 

angenommen wurde. Treten in den entsprechenden Tripletts keine Gly-Substitution auf, 

sind die Strukturmodellierungen zu den Molekülknicken der preCols ungenau und die 

angenommenen Dimensionen, die unter anderem den AFM-Messungen am proximalen 

Byssusfaden (Hassenkam et al., 2004) zugrunde gelegt wurden, sind nicht korrekt. 

Dennoch zeigen die Sequenzanalysen auch, dass andere Unterbrechungen im 



Diskussion  | 117  

 

Triplettmuster, insbesondere im Bereich des 11. Triplett, konserviert sind, da diese sowohl 

in den publizierten als auch den cDNA-basierten Sequenzen auftreten.  

Basierend auf den aus der cDNA-Bank isolierten preCol-Aminosäuresequenzen und den 

hier besprochenen Annahmen zum Einfluss der Triplettsequenzen auf die Struktur der 

Tripelhelix ergibt sich, unter der Annahme der Ausbildung von Homotrimeren, eine 

Neuinterpretation der Struktur der preCol-Kollagendomäne (Abb. 4-4). Diese faltet somit 

in eine Tripelhelix, in der sowohl dichte, stabile Bereiche neben Abschnitten lockerer, 

relaxierter Helixpackung vorliegen. Es ist anzunehmen, dass bei preCol P und NG die 

Gly-Deletion im 11. Triplett durch eine stabile Helixfaltung der umliegenden Bereiche 

kompensiert wird und die Tripelhelix an dieser Stelle eine voluminöse Konformation 

zeigt, was eine höhere konformationelle Freiheit und somit eine höhere Flexibilität in dem 

Bereich ermöglicht.  

 

Abb. 4-4 Neuinterpretation der Morphologie der preCol-Kollagendomäne aufgrund der cDNA-Bank-
basierten preCol-Sequenzen  

Die Kollagendomäne von preCol D enthält dagegen vier potentielle Bereiche, bei denen 

ein Molekülknick der Tripelhelix nicht ausgeschlossen werden kann. Eine Gly→Ser-

Substitution im 11. Triplett würde die Struktur zwar nicht destabilisieren, da jedoch diese 

direkt von einer Gly-Deletion gefolgt wird und in einem Bereich mit lockerer 

tripelhelikaler Struktur liegt, zeigt dieser Bereich möglicherweise eine stark relaxierte 

Konformation, was gegebenenfalls zu einen Molekülknick führen könnte. Die Pro-

Insertion im 31. Triplett und die Gly-Deletion im 40. Triplett führen möglicherweise zu 

einem Entwinden der Tripelhelix aufgrund sterischer Spannung und verleihen diesen 

Bereichen somit mehr Flexibilität. Die Gly-Deletion könnte aber auch wie im Fall von 

preCol P bzw. NG kompensiert werden. Eine Gly→Arg-Substitution wie im 155. Triplett 

der preCol D-Kollagendomäne wirkt sich eher destabilisierend auf. Da sich diese 
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Abweichung vom Triplettmuster in einem Bereich mit lockerer tripelhelikaler Struktur 

befindet, ist an dieser Stelle ein Molekülknick nicht auszuschließen. 

4.2.1.3 Hydratation tripelhelikaler Strukturen 

Die mechanischen Zugmessungen (Kapitel 3.2) zeigen, dass der Hydratationsgrad des 

Byssusfadens einen wesentlichen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften des 

Materials hat, und diesem neben einer geringeren Steifigkeit eine höhere Dehnbarkeit und 

gleichbedeutend eine höhere Zähigkeit verleiht. Wasser agiert demzufolge als 

Weichmacher und ein Übergang vom dehydrierten (starr) zum hydrierten Zustand (weich) 

kann aus materialwissenschaftlicher Sicht als Glasübergang gewertet werden. Der 

Wassergehalt hydrierter Fäden beträgt 70 % (Waite et al., 2002), während TGA-Analysen 

dehydrierter Byssusproben zeigen, dass ein Masseanteil des Fadens von ca. 10 % 

assoziiertem Wasser entsprechen (Kapitel 3.3.4, Tab. 3-IV). Dies weist darauf hin, dass 

Wasser in unterschiedlichen Formen vorliegen kann. 

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen von Querschnitten des 

distalen Fadenteils zeigten neben einer regelmäßige Anordnung der Fibrillen im 

Fadenkern, dass diese durch Hohlräume unterbrochen wurden (Bairati & Vitellaro 

Zuccarello, 1976), welche als Speicherreservoirs für freies, unstrukturiertes Wasser dienen 

könnten. Darüber hinaus bildet Wasser definierte Hydrathüllen in Assoziation mit 

Tripelhelices (Brodsky & Ramshaw, 1997). Strukturanalysen zur Kristallstruktur 

tripelhelikaler Modellpeptide zeigten eine hochgeordnete Wasserstruktur, welche zur 

Stabilität der einzelnen Peptidstränge und der tripelhelikalen Trimere ebenso beiträgt wie 

zur Quervernetzung benachbarter Tripelhelices. Wasservermittelte Wasserstoffbrücken-

bindungen werden von freien Carbonyl-, Amid- und Hydroxylgruppen ausgebildet, wobei 

die Anwesenheit von Hyp eine entscheidende Rolle spielt. Somit ergeben sich 

unterschiedliche Wasserhüllen um Tripelhelices (Bella et al., 1995): 1) Direkt an die 

Tripelhelix gebundenes Wasser vernetzt intra- und intermolekular Carbonylgruppen 

miteinander oder mit einer OH-Gruppe von Hyp. 2) Wassermoleküle der zweiten Schicht 

interagieren mit denen der direkt gebundenen und füllen Gruben und Furchen der 

Tripelhelix auf. 3) Die dritte Schicht umhüllt die Tripelhelix komplett und vermittelt 

Wechselwirkungen mit dem Wassernetzwerk benachbarter Tripelhelices. Somit reguliert 

der Wasserzylinder um die Tripelhelix den Abstand zur benachbarten und verleiht den 
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einzelnen Molekülen eine gewisse Flexibilität und Bewegungsfreiheit (Miles & 

Ghelashvili, 1999).  

4.2.2 Die flankierenden Domänen der preCols 

Die Ergebnisse der FTIR-spektroskopischen Untersuchungen des Byssusfadens weisen 

darauf hin, dass die Proteine des proximalen Fadenteils einen hohen α-helikalen 

Strukturanteil besitzen (Kapitel 3.4.2.1 Abschnitt Sekundärstrukturbestimmung anhand 

der Amid I- und II-Bande). Dies kann zum einen auf das Matrixprotein PTMP-1 

zurückgeführt werden, welches einen Anteil von 33 % am Proteingehalt des proximalen 

Fadens besitzt (Waite et al., 2002) und eine vorwiegend α-helikale Sekundärstruktur 

ausbildet (persönliche Kommunikation Michael Suhre). Zum anderen kann die detektierte 

helikale Struktur den preCol-Proteinen P und NG zugeschrieben werden.  

Alle preCols enthalten Sequenzbereiche, welche die Kollagendomäne flankieren und 

deren Aminosäuresequenzen Homologien zu anderen Strukturproteinen aufweisen. Die 

flankierenden Domänen des preCol Ps beinhalten Aminosäuremotive der Sequenz 

XaaGlyXaaProGly, wobei Xaa den hydrophoben Aminosäuren Gly, Ala, Phe, Ile und Val 

entsprechen (Coyne et al., 1997). Diese Aminosäuren neigen zur Ausbildung von 

helikalen Strukturen (Fraser & MacRae, 1973c; Persikov et al., 2000). Neben der 

Ähnlichkeit dieses Motivs zur typischen repetitiven Aminosäureabfolge ValGlyValProGly 

des Elastins finden sich auch Übereinstimmungen zur Sequenz GlyProGlyGlyXaa der 

Flagelliform-Spinnenseide (Coyne et al., 1997; Waite et al., 2002), welche die Elastizität 

der Fangspirale eines Radnetzes vermittelt. Diese Sequenzmotive können in helikale 

Sekundärstrukturen wie α-Helices oder β-Spiralen falten (Hayashi & Lewis, 2001; 

Vrhovski & Weiss, 1998). Darüber hinaus enthalten die flankierenden Bereiche des 

preCol Ps Ala-reiche Bereiche und GlyGlyXaa-Wiederholungen (Xaa entspricht 

vorwiegend hydrophoben Aminosäuren wie Leu oder Val), welche ebenfalls bevorzugt 

eine helikale Konformation ausbilden (Fraser & MacRae, 1973b; Persikov et al., 2000). 

Die flankierenden Bereiche des preCol NGs enthalten neben polyAla-Motiven auch 

Wiederholungen der Sequenz XaaGlyn, wobei Gly ein- bis dreimal vorkommen kann und 

Xaa ebenfalls hydrophoben Aminosäuren wie Ala, Leu, Val und Phe entspricht, welche 

helikale Strukturen wie α-Helices oder β-Schleifen bilden können (Qin & Waite, 1998; 

Waite et al., 1998). Diese Charakteristika kommen auch in Gly-reichen Proteinen von 

Pflanzenzellwänden (Condit & Meagher, 1986) und Trematoden-Eierschalen (Bobek et 
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al., 1988) vor. Ala-reiche Sequenzen falten üblicherweise entropisch bevorzugt in eine α-

helikale Struktur (Fraser & MacRae, 1973a; Pace & Scholtz, 1998). Allerdings können 

Scherkräfte wie beim Verspinnen von Spinnenseide (Knight et al., 2000) oder 

möglicherweise beim Bildungsprozess des Byssusfadens (Kapitel 1.2.2) eine 

Konformationsänderung zu β-Faltblättern induzieren. Da preCol NG nicht graduell über 

den Byssusfaden verteilt ist, könnten die Ala-reichen Sequenzen der flankierenden 

Domänen, welche im proximalen Fadenteil vorliegen, in eine α-helikale Struktur falten, 

während die preCol NG-Domänen des distalen Fadenteils β-Faltblätter ausbilden. In 

biologischen Materialien wie Elastin und Resilin spielen helikale Proteinstrukturen eine 

wesentliche Rolle in der Vermittlung elastischer Eigenschaften. Die Ausbildung helikaler 

Konformationen in den flankierenden Domänen von preCol P und NG trägt somit 

maßgeblich zur Elastizität des proximalen Byssusfadenteils bei. 

Für den distalen Byssusfadenteil wurde in FTIR-spektroskopischen Analysen ein hoher 

Anteil β-strukturierter Konformationen wie β-Faltblätter und β-Schleifen detektiert 

(Kapitel 3.4.2.1). Darüber hinaus deuten Absorptionen im Wellenzahlbereich von 800-

1100 cm-1 (Kapitel 3.4.2.1, Abschnitt Amid III- und Fingerprint-Region) auf die 

Anwesenheit von β-Faltblättern hin, die von polyAla-Sequenzen und Gly-reichen 

Strukturen gebildet werden können (Tab. 3-VII). Im distalen Byssusfaden entsprechen 

96 % des gesamten Proteingehalts den preCols D und NG (Waite et al., 2002). Folglich 

kann der Anteil des Matrixproteins TMP (Sagert & Waite, 2009), dessen Struktur bisher 

unbekannt ist, an den detektierten Proteinstrukturen vernachlässigt werden. 

Die flankierenden Domänen des preCol NG können, wie oben besprochen, sowohl 

helikale als auch β-Faltblattstrukturen ausbilden. PreCol D hingegen enthält eine hohe 

Zahl an Ala-reichen Sequenzen, welche durch Bereiche von mindestens fünf Aminosäuren 

voneinander getrennt sind und voluminöse, polare Aminosäuren wie Gln und Arg 

enthalten. Möglicherweise wirken diese durch gegenseitige elektrostatische 

Wechselwirkungen stabilisierend und vergrößern zudem den Abstand zwischen den 

Faltblättern. Des Weiteren kommen in den flankierenden Domänen von preCol D auch 

sich wiederholende GlyGlyXaa-Motive mit vornehmlich hydrophoben Aminosäuren wie 

Ala, Leu und Phe in Xaa-Position (Qin et al., 1997) vor. Beide Sequenzmotive sind die 

Hauptcharakteristika der Spinnenseidenproteine des Abseilfadens und vermitteln hier eine 

entsprechende Zugfestigkeit des Materials (Scheibel, 2004). In Spinnenseidenproteinen 

bilden polyAla-Motive mikrokristalline β-Faltblätter, während die Gly-reichen Bereiche 
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sowohl in β-Faltblätter involviert sein können aber auch in Konformationen wie eine 31-

Helix falten (van Beek et al., 2002). In den FTIR-spektroskopischen Analysen des distalen 

Byssusfadens wurde eine Absorption bei 966 cm-1 detektiert, was darauf hin deutet, dass 

die Ala-reichen Sequenzen eine dicht gepackte β-Faltblatt-Struktur ausbilden. Darüber 

hinaus lässt eine IR-Bande bei 1015 cm-1 den Schluss zu, dass Gly-reiche Motive in eine 

polyGly I-Faltblattstruktur falten (Kapitel 3.4.2.1, Abschnitt Amid III- und Fingerprint-

Region). Das Vorhandensein von β-Faltblättern im distalen Byssusfaden wird zudem von 

Röntgenbeugungsanalysen bestätigt (Kapitel 3.4.5). Dabei können die erhaltenen nicht-

kollagenen Signale den Distanzen in β-Faltblättern zugeordnet werden. Ein off-

meridionales Signal bei 3,8 Å kann dem Abstand zwischen Cα-Atomen des 

Peptidrückgrats in β-Faltblättern entsprechen (Fraser & MacRae, 1973c), während 

äquatoriale Beugungsmuster mit einer Distanz von 5,8 Å dem intermolekularem Abstand 

zwischen gestapelten β-Faltblättern zugewiesen werden können (Fraser & MacRae, 

1973c). Der hohe β-Faltblattanteil erhöht die Rigidität der flankierenden Domänen des 

preCol Ds und trägt vergleichbar zu den Spinnenseidenproteinen des Abseilfadens zur 

Steifigkeit des distalen Byssusfadens bei. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen das Vorhandensein elastischer helikaler 

Proteinstrukturen im proximalen und steifer β-Faltblattstrukturen im distalen Fadenteil, 

und unterstützen damit die Hypothese früherer Publikationen, dass die flankierenden 

Domänen der preCols einen wesentlichen Faktor bei der Vermittlung der mechanischen 

Eigenschaften der einzelnen Byssusfadenteile darstellen (Harrington & Waite, 2008a; 

Waite et al., 1998). 

4.2.3 Die Anordnung der preCol-Moleküle im Byssusfaden 

Röntgenbeugungsanalysen entlang des Byssusfadens zeigen, dass der distale Fadenteil 

parallel zur Fadenachse ausgerichtete, hochorientierte Strukturen besitzt, während im 

proximalen Teil eine geringe Orientierung der Strukturen vorliegt (Kapitel 3.4.5). Die 

geringe Orientierung im proximalen Fadenteil kann zurückgeführt werden auf eine 

wellenförmige Anordnung der Fibrillen im Kern des proximalen Fadens (Bairati & 

Vitellaro Zuccarello, 1976; Qin & Waite, 1995). Dadurch sind die Proteinstrukturen nicht 

entlang einer Vorzugsrichtung ausgerichtet und eine Beugung der Röntgenstrahlung 

erfolgt willkürlich, was sich in einem Beugungsmuster mit diffusen, ungerichteten 

Signalen widerspiegelt. 
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Neben Aussagen über die Struktur und Ausrichtung der preCol-Kollagendomäne bzw. den 

flankierenden Bereichen geben die Röntgenbeugungsanalysen Hinweise auf die lineare 

Anordnung der preCol-Moleküle. Meridionale Signale bei kleinen Beugungswinkeln 

weisen auf eine periodische Anordnung der preCols vergleichbar zur D-Periode von Typ 

I-Kollagenfibrillen (Kapitel 3.4.5) hin. Die D-Periode kennzeichnet das in transmissions-

elektronenmikroskopischen Aufnahmen detektierbare, gebänderte Muster von Kollagen-

fibrillen, welches aus der versetzten Assemblierung von Tropokollagen-Molekülen 

resultiert. Nach abgeschlossener Modifikation und Quervernetzung entstehen dabei 

elektronenreiche (Überlapp-Region) und elektronenarme (Lücken-Region) Bereiche, 

welche die D-Periode mit einer Dimension von 67 nm (670 Å) bilden (Abb. 1-1) 

(Antipova & Orgel, 2009; Shoulders & Raines, 2009). Der direkte Vergleich der 

Beugungssignale des distalen Byssusfadens mit den Daten von Rattenschwanz-Kollagen 

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Joseph P.O.R. Orgel, Pritzker Institute 

of Biomedical Science and Engineering Illinois, Illinois Institute of Technology, Chicago, 

IL, USA) zeigt, dass ein Großteil der meridionalen Beugungssignale von Kollagenfibrillen 

auch beim distalen Byssusfaden detektiert und den einzelnen Ordnungen der D-Periode 

zugeordnet werden können (Abb. 4-5). 

 

Abb. 4-5 Vergleich der meridionalen Signale bei kleinen Beugungswinkeln von Rattenschwanz-
Kollagen (A) und distalen Byssusfaden (B) 
Die wichtigsten Beugungssignale sind gekennzeichnet, und die jeweiligen Distanzen sowie die 
entsprechende Ordnung der Beugungssignale sind entsprechend der D-Periode von Typ I-Kollagenfibrillen 
zugeordnet. 



Diskussion  | 123  

 

Lediglich die Intensitäten der Signale unterscheiden sich. Während bei Rattenschwanz-

Kollagen für die Signale mit den Distanzen 62 Å, 76 Å, 84 Å, 96 Å und 112 Å die höchste 

Intensität erhalten wurde, gilt dies bei den Beugungsmustern der distalen Fäden nur bei 

den Distanzen von 42 Å, 62 Å und 122 Å.  

Zur exakten Anordnung der preCol-Moleküle im Byssusfaden gibt es bisher nur wenige 

Informationen. Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen der vorliegenden 

Arbeit zeigen, dass der Byssusfadenkern aus langgestreckten, entlang der Fadenachse 

ausgerichteten Fibrillen mit einem Durchmesser von ca. 70 nm bestehen (Kapitel Abb. 

3-5). Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des Fadens dokumentieren bei 

höherer Vergrößerung Filamente, die einen Durchmesser von 7 nm besitzen und im 

Querschnitt eine hexagonale Anordnung mit einem Abstand von 20-23 nm zwischen den 

Zentren benachbarter Filamente zeigen (Bairati & Vitellaro Zuccarello, 1976). Darüber 

hinaus belegen Studien an Drüsenzellen des Muschelfußes die Anwesenheit von 

vorgeformten Filamenten mit einem Durchmesser von 7-9 nm in sekretorischen Vesikeln 

(Zuccarello, 1980). Diese zeigen eine Anordnung der Form "6+1", was einem 

hexagonalen Arrangement von sechs preCol-Trimeren und einem weiteren im Zentrum 

entspricht. Es wird angenommen, dass diese 6+1-Filamentbündel eine Bananen-förmige 

Morphologie mit einer Länge von 200 nm ausbilden (Hassenkam et al., 2004).  

Für die Anordnung der preCol-Moleküle existieren zwei Modelle (Waite et al., 2002). 

Modell 1 sieht eine Assemblierung der preCol-Trimere in C→N-Orientierung vor, wobei 

die carboxyterminale His&DOPA-Domäne des einen preCols mit der aminoterminalen 

des benachbarten interagiert. Dabei arrangieren sich preCol D bzw. P-Trimere, gemäß 

ihrer graduellen Verteilung, abwechselnd mit preCol NG-Trimere parallel zur 

Byssusfadenachse (Abb. 4-6 A).  
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Abb. 4-6 Modelle zur Anordnung der preCol-Trimere im Muschelbyssusfaden  
Modell 1: Arrangement in C→N-Orientierung, Modell 2: Assemblierung in C→C- bzw. N→N-
Orientierung. Der Anteil an Matrixproteinen nimmt jeweils zum distalen Teil hin ab. 

Während bei Modell 1 immer kurze und lange Domänen jeweils miteinander interagieren, 

trifft dies bei einer C→C- bzw. N→N-Orientierung nicht zu. Somit sieht Modell 2 eine 

lineare Assemblierung von preCol P und D entsprechend ihres Verteilungsgradienten und 

preCol NG mit sich selbst vor (Abb. 4-6 B). Für Modell 2 sprechen die Ergebnisse der 

AFM-Studien am proximalen Byssusfaden (Hassenkam et al., 2004). Hier wurde eine 

Topographie detektiert, deren Dimensionen denen des Modells 2 entsprechen. Darüber 

hinaus wurde in den Analysen am ungestreckten Byssusfaden eine 25°-Neigung der 

Fibrillen bezüglich der Fadenachse detektiert, was sterisch nur bei einer Assemblierung 

gemäß Modell 2 möglich ist.  

Im Gegensatz zur D-Periode bei Kollagenfibrillen setzen diese beiden Modelle eine nicht-

versetzte Assemblierung der preCols voraus. Die in Röntgenbeugungsanalysen detektierte 

Periodizität entlang des distalen Byssusfadens kann demzufolge auf die regelmäßige 

Aufeinanderfolge struktureller Einheiten wie globulärer Domänen bzw. Molekülknicken 

zurückgeführt werden. Legt man, trotz aller Zweifel an der Richtigkeit der Interpretation 

der AFM-Studien am proximalen Faden, die Dimensionen für die detektierte Fibrillen-

morphologie zu Grunde (Hassenkam et al., 2004) und nimmt an, dass die preCols nach 

Modell 2 assemblieren, ergibt sich für aufeinanderfolgende globuläre Bereiche ein 

Abstand von ca. 200 nm, wobei Molekülknicke im Abstand von 120 nm, 280 nm bzw. 

400 nm erfolgen würden (Abb. 4-7 preCol-Fibrillen). Die meridionalen Signale bei 42 Å, 

62 Å und 122 Å für den distalen Byssusfaden könnten somit dem Beugungsmuster dieser 

Abstände entsprechen. Eine Erweiterung dieses Modells sieht eine Assemblierung der 

preCol-Moleküle gemäß ihrer Verteilung zu Fibrillenbündeln mit mehr als 100 nm 
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Durchmesser vor, welche sich, separiert durch Matrixproteine, lateral leicht versetzt 

anordnen (Sagert & Waite, 2009). 

Anhand der Ergebnisse und Betrachtungen der vorliegenden Arbeit zur Struktur der 

einzelnen preCol-Domänen und deren linearer Anordnung ergibt sich zusammenfassend 

ein Modell zum hierarchischen Aufbau der preCols im Byssusfaden (Abb. 4-7). Drei 

preCol-Einzelstränge formen unter Ausbildung einer stabförmigen Tripelhelix im 

zentralen Bereich des Moleküls ein preCol-Trimer, dessen carboxy- und aminoterminale 

Enden globuläre Domänen mit helikalen und β-Faltblattstrukturen enthalten. Die 

tripelhelikale Domäne enthält darüber hinaus Abschnitte mit einer vom Triplettmuster 

abweichenden Sequenz, was zu einer erhöhten Flexibilität der Tripelhelix in diesem 

Bereich führt und eine Biegung der Kollagendomäne verursachen könnte. Sieben preCol-

Trimere assemblieren zu einem hexagonalen 6+1-Filamentbündel, welche in C→C- bzw. 

N→N-Orientierung parallel zur Byssusfadenachse assemblieren. Bei dieser Anordnung 

würden Knicke bzw. Bereiche relaxierter tripelhelikaler Struktur jeweils nebeneinander 

liegen und eine Stapelung der β-Faltblätter wäre gegeben. Darüber hinaus ermöglicht 

diese Assemblierung die Ausbildung lateraler Disulfidbrücken. 

 

Abb. 4-7 Schema zum hierarchischen Aufbau der preCol-Moleküle im Byssusfaden 
Bereiche der preCol-Kollagendomäne mit vom Triplettmuster GlyXaaYaa abweichender Sequenz werden 
als flexible Molekülabschnitte betrachtet, die möglicherweise zu einer Biegung der kollagenen Tripelhelix 
führen. 
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Basierend auf den vorliegenden Kenntnissen wäre nach diesem Modell die Fibrillen-

Assemblierung lediglich für preCol P- und NG-Filamente denkbar. Aufgrund der 

unterschiedlichen Dimensionen und Morphologien der preCol-Kollagendomänen von 

preCol D und NG wäre bei einer lateralen Anordnung gemäß Modell 2 eine dichte 

Packung der Trimere nicht gegeben. Dies führt zu der Hypothese, dass möglicherweise die 

preCol-Filamente zu homomeren statt, wie in Modell 2 vorgesehen, heteromeren Fibrillen 

assemblieren, was somit ein regelmäßiges laterales Arrangement der einzelnen Domänen 

der preCol-Trimere erlaubt. Demnach ordnen sich in der nächsten Hierarchie-Ebene, 

eingebettet in die entsprechenden Matrixproteine, abwechselnd preCol D- bzw. P-Fibrillen 

mit preCol NG-Fibrillen nebeneinander an. Ein Gradient der Proteine preCol P und D 

wäre dann vermutlich über eine graduelle Verteilung einzelner Fibrillen gegeben. 

4.3 Struktur-Funktionsbeziehung im distalen Muschelbyssusfaden 

Nach eingehender Betrachtung der Struktur und des Arrangements der preCol-Proteine, 

stellt sich die Frage, welche der strukturellen Elemente des Byssusfadens dessen 

mechanische Eigenschaften vermitteln.  

Die Infrarot-Spektroskopie eignet sich dabei als Methode zur Untersuchung der Effekte 

äußerer mechanischer Belastung auf der Ebene der Molekülschwingungen. Wird an einem 

Material gezogen, erfolgt die Weiterleitung der mechanischen Energie bis hin zu den 

Atombindungen. Entsprechend dem Quantenmechanischen Modell (Papadopoulos et al., 

2007; Schwabl, 2002) wird dabei die Molekülschwingung geringfügig beeinflusst, was zu 

einer Verminderung der Anregungsenergie führt, die zum Erreichen des nächst höheren 

Schwingungslevels benötigt wird. Somit verschieben sich in einem IR-Spektrum die 

entsprechenden Absorptionsbanden zu niedrigeren Wellenzahlen. Diese Verschiebung 

kann direkt proportional zur äußeren mechanischen Belastung erfolgen, wenn die 

betrachtete Schwingung linear zur Krafteinwirkung ausgerichtet ist. Senkrecht 

ausgerichtete Vibrationen hingegen sind nur indirekt betroffen und somit kann eine 

Wellenzahlverschiebung nur qualitativ gewertet werden. Eine Molekülbindung ist dann 

krafttragend, wenn es bei einer Verschiebung zu niedrigeren Frequenzen gleichzeitig zu 

einer Erhöhung der Orientierung der Schwingung kommt. 

FTIR-spektroskopische Untersuchungen mit polarisiertem IR-Licht an distalen 

Byssusfäden, die sukzessive bis zum Reißen gestreckt wurden, erlauben die Analyse der 
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Auswirkungen externer, linearer Krafteinwirkung auf Molekülschwingungen von 

tripelhelikalen und β-Faltblatt-Strukturen (Kapitel 3.4.3). Die Interpretation der 

Ergebnisse bezieht sich hauptsächlich auf die distalen Proteine preCol D und NG, da der 

Anteil an Matrix- und Kutikulaproteinen in diesem Fadenteil gering ist. Somit können die 

Absorptionsbanden bei 966 cm-1 und 1015 cm-1 der Hauptkettenschwingung in den Ala- 

und Gly-reichen β-Faltblättern der flankierenden Domänen der preCols D und NG 

zugeordnet werden, während die Absorptionen bei 1204 cm-1 (Peptidbindung), 1030 cm-1 

(C-O-Bindung in Hyp) und 1240 cm-1 (N-H-Gruppe der Peptidbindung) Schwingungen 

der Tripelhelices der preCol-Kollagendomänen entsprechen (Tab. 3-VII). Die 

aufgeführten Seitengruppen sind in intra- und intermolekulare Wasserstoffbrücken (in 

einem Einzelstrang bzw. zwischen benachbarten Peptidsträngen einer Tripelhelix) und 

Wassernetzwerke eingebunden und tragen somit zur Stabilität der Tripelhelix bei. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die C-N-Streckschwingungen der 

Peptidbindungen in den Tripelhelices der preCol-Kollagendomänen bis zum Reißen des 

Byssusfadens unter Spannung stehen, während andere Schwingungen ihre krafttragenden 

Eigenschaften ab einer gewissen Fadenspannung verlieren. Anhand den Ergebnissen der 

FTIR-spektroskopischen Studien sowie den mechanischen Zugmessungen (Kapitel 3.2), 

und unter Einbeziehung der Erkenntnisse früherer Veröffentlichungen ergibt sich somit 

ein qualitatives Modell für die strukturellen Ereignisse im distalen Byssusfaden (Abb. 

4-8).  

Die Spannungs-Dehnungsdiagramme des distalen Fadens können in fünf Phasen unterteilt 

werden (Abb. 4-8A). In der ersten Phase werden zunächst bei geringer Fadendehnung 

Falten des Materials, Biegungen der Fibrillen und mögliche Knicke der Moleküle 

gestreckt (Abb. 4-8B-1) (Bertoldi & Boyce, 2007; Hassenkam et al., 2004). Die zweite 

Phase ist gekennzeichnet durch eine hohe Steifigkeit und entspricht dem linear-elastischen 

Bereich des Byssusfadens. Die FTIR-spektroskopischen Analysen zeigen, dass in dieser 

Phase sowohl die Ala-reichen β-Faltblättern der flankierenden Domänen der preCols als 

auch alle Schwingungen der tripelhelikalen Struktur krafttragend sind (Abb. 4-8B-2, Tab. 

3-IX). Die Seitengruppenschwingungen der preCol-Kollagendomäne stehen ebenfalls 

unter Spannung, da sie durch Einbindung in stabilisierende Wasserstoffbrücken ein 

aneinander Vorbeigleiten der Moleküle verhindern und somit sterisch blockiert sind. Die 

mechanische Spannung wird direkt auf die Hauptkettenschwingungen der β-Faltblätter der 

flankierenden Domänen und der preCol-Tripelhelices transferiert, was zu einer 
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molekularen Streckung der preCol-Kollagendomäne von bis zu 1,7 % führt (Harrington et 

al., 2009).  

 

Abb. 4-8 Modell zur Struktur-Funktionsbeziehung beim Strecken eines distalen Byssusfadens bis zum 
Reißen.  
A) Schematisches Spannungs-Dehnungsdiagramm von hydrierten und dehydrierten distalen Byssusfäden, B) 
Molekulare Auswirkungen auf preCol-Trimere in den einzelnen Phasen mechanischer Belastung . 1 – 
Strecken von Falten, Fibrillenbiegungen und Molekülknicken, 2 – Molekulares Strecken der tripelhelikalen 
preCol-Kollagendomäne und der globulären flankierenden preCol-Domänen. 3 – Das Auflösen von His-
Metall-Chelatkomplexen und die Entfaltung globulärer Domänen ermöglicht am Yield-Punkt eine effektive 
Kraftdissipation. 4 – Die flankierenden Domänen sind komplett entfaltet, während die Hauptketten der 
preCol-Kollagendomänen maximal gestreckt und weiterhin krafttragend sind. Mit Erreichen der 
mechanischen Belastungsgrenze brechen jedoch die intermolekularen Wasserstoffbrücken in den 
Tripelhelices. 5 – In hydrierten Byssusfäden vermittelt Wasser vermutlich ein aneinander Vorbeigleiten der 
Moleküle und Fibrillen. Sobald die molekulare Reibung die Kapazität des Materials überschreitet, reißt der 
Byssusfaden. 
(nach Hagenau et al., 2011 mit Erlaubnis des Verlags Elsevier) 
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Leider konnten in den FTIR-Studien keine Aussagen über die helikalen Gly-reichen 

Bereiche der flankierenden Domänen getroffen werden, da die Absorptionsbande für 

polyGly II-Helices bei 1030 cm-1 von der C-O-Schwingung des Hyp in Tripelhelices 

überlagert wurde. Dennoch ist anzunehmen, dass in der zweiten Phase diese helikalen 

Bereiche auseinandergezogen werden (Bertoldi & Boyce, 2007).  

Nach dem linear-elastischen Bereich in der dritten Phase, dem Yield-Punkt, ändert sich die 

Steifigkeit, wobei der Byssusfaden bei geringem Kraftaufwand verlängert wird (Abb. 

4-8B-3). In dieser Phase sind die Haupt- und Seitenkettenbindungen der tripelhelikalen 

preCol-Kollagendomäne weiterhin krafttragend, während die β-Faltblätter der Ala- und 

Gly-reichen Bereiche der flankierenden Domänen diese Eigenschaft nicht mehr zeigen. 

Möglicherweise entfalten diese Bereiche partiell und orientieren sich neu, wodurch die 

Kraft aufgrund von Molekülverlängerungen dissipiert wird. Modellierungsdaten zu den 

Auswirkungen äußerer mechanischer Belastung auf die preCol-Moleküle erklären diesen 

Effekt mit einer Reduzierung der Energiebarriere, welche bei der Entfaltung überwunden 

werden muss, durch Einwirkung mechanischer Spannung auf die Molekülbindungen 

(Bertoldi & Boyce, 2007). Darüber hinaus zeigen weitere Studien, dass am Yield-Punkt 

die quervernetzten Histidin-Metall-Chelatkomplexe der Belastung nicht mehr standhalten 

und brechen (Vaccaro & Waite, 2001). Die His&DOPA-Domänen der preCols entfalten 

somit ebenfalls, und die intermolekularen Quervernetzungen zwischen benachbarten 

preCols gehen verloren. Dies führte zu der Hypothese, dass bei den simultanen 

molekularen Ereignissen am Yield-Punkt zunächst die His-Metall-Komplexe in preCol D 

geschwächt werden, und gleichzeitig die Gly-reichen Regionen der flankierenden Domäne 

von preCol NG eine Konformationsänderung erfahren. Die Kollagendomänen und 

β-Faltblattstrukturen der Ala-reichen Bereiche sowie die His&DOPA-Regionen von 

preCol NG bleiben allerdings weiterhin gefaltet (Harrington & Waite, 2007). Die FTIR-

Studien der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch eine sofortige Entfaltung der Ala-reichen 

β-Faltblätter. Somit ergibt sich eine neue Hypothese für die molekularen Auswirkungen 

am Yield-Punkt. Demnach brechen zuerst die His-Metall-Chelate und die Ala-reichen 

β-Faltblätter entfalten, während die helikalen Strukturen der Gly-reichen Bereiche 

maximal gestreckt werden und erst später entfalten. Eine genauere Betrachtung der 

Effekte auf His-Metall-Chelate mittel FTIR-Spektroskopie war in den vorliegenden 

Studien leider nicht möglich. PolyHistidine und His-Metall-Komplexe zeigen IR-

Absorptionsbanden bei 1100 cm-1, 1080 cm-1 und mehrere Banden unterhalb 940 cm-1 
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(Barth, 2000; Khoury & Hellwig, 2009). Während die Intensität der Bande bei 1100 cm-1 

zu schwach war, wurde die Bande bei 1080 cm-1 durch Absorptionen von polyPro-

Strukturen überlagert. Außerdem zeigte das IR-Spektrum für Wellenzahlen unter 940 cm-1 

durch Erreichen des Detektorlimits eine schlechte Auflösung. 

Nach dem Yield-Bereich (Phase 4) zeigt der distale Byssusfaden eine höhere Steifigkeit 

(Abb. 4-8B-4). Die Bindungen des Peptidrückgrats der Tripelhelices befinden sich 

weiterhin unter Spannung. Im Gegensatz dazu verlieren die senkrecht ausgerichteten N-H-

Bindungen der Amidgruppe und die C-O-Bindung der Hyp-Seitengruppe bei einer 

Fadenspannung von 100 MPa ihre krafttragenden Eigenschaften und Orientierung. Diese 

Gruppen sind, wie bereits erwähnt, in Wasserstoffbrückenbindungen eingebunden. 

Vermutlich wird in der vierten Phase die Kapazität dieser Quervernetzungen gegenüber 

mechanischer Belastung erreicht, was zum Aufbrechen der Wasserstoffbrücken führt. 

Dadurch kommt es zu einer konformationellen Entspannung der N-H- und C-O-

Bindungen, wodurch deren Schwingungscharakter verändert wird. 

In der fünften Phase (Abb. 4-8B-5) sind die Hauptkettenbindungen der kollagenen 

Tripelhelices weiterhin krafttragend bis der Byssusfaden reißt. Bisherige Untersuchungen 

konnten zeigen, dass die preCol-Kollagendomäne nach Erreichen des Yield-Punktes eine 

maximale molekulare Dehnung von 2 % aufweist (Harrington et al., 2009). Da der 

Byssusfaden jedoch eine Dehnung von bis zu 130 % im hydrierten Zustand erreichen 

kann, spielen vermutlich weitere Prozesse eine entscheidende Rolle. Der Hydratationsgrad 

hat großen Einfluss auf die Dehnbarkeit der Byssusfäden. Somit stellt Wasser einen 

wichtigen Faktor bei der Funktionalität des Materials dar und beeinflusst maßgeblich das 

plastische Deformationsverhalten des Byssusfadens. Wie in Kapitel 4.2.1.3 besprochen 

bildet Wasser in hydrierten Kollagenmaterialien hochgeordnete, mehrschichtige 

Wassernetzwerke um die Tripelhelices und wirkt als Quellmittel, indem es sich in 

Kavitäten des Materials anreichert (Bella et al., 1995). Dies verleiht den Molekülen eine 

höhere Flexibilität und Mobilität, welche in dehydrierten Materialien aufgrund niedrigerer 

Entropie nicht gegeben ist („Polymer-in-Box-Theorie“, Miles & Ghelashvili, 1999). In der 

fünften Phase liegen die meisten nicht-kollagenen Domänen der preCols entfaltet vor, und 

alle relevanten Quervernetzungen wurden unterbrochen. Folglich kann eine weitere 

Fadendehnung durch das aneinander Vorbeigleiten der preCol-Fibrillen bzw. den preCol-

Trimeren vergleichbar dem von fibrillärem Typ I-Kollagen (Fratzl et al., 1998) verursacht 
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werden, wobei Wasser als Gleitmittel wirkt. Wird schließlich die mechanische 

Belastungsgrenze des Materials erreicht, reißt der distale Byssusfaden. 

Das Modell zur Struktur-Funktionsbeziehung im distalen Byssusfaden zeigt, dass die 

preCol-Kollagendomäne die hauptsächlich krafttragende Einheit des Fadens darstellt, und 

die flankierenden Domänen maßgeblich an der Ableitung mechanischer Spannung 

beteiligt sind. Neben der Erhöhung der Steifigkeit des Materials durch Strukturmotive wie 

β-Faltblätter in den nicht-kollagenen Bereichen der preCols besitzen diese auch die 

Fähigkeit durch Domänenentfaltung zur Dehnbarkeit des Byssusfadens beizutragen und 

somit dessen Zähigkeit zu erhöhen. Das vorliegende Modell bezieht sich allerdings nur auf 

die Hauptkomponenten des distalen Byssusfadens und berücksichtigt nicht die Beiträge 

der Matrixproteine und Kutikula zu den mechanischen Eigenschaften. Des Weiteren bleibt 

offen, welche strukturellen Ereignisse der Funktionsweise des proximalen Fadens zu 

Grunde liegen, und wie ein Zusammenspiel beider Fadenteile die Funktionalität des 

Gesamtfadens vermittelt. 
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5 Zusammenfassung 

Miesmuscheln (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819) sind in der Lage 

unterschiedliche Habitate zu besiedeln. Ihr Erfolg basiert auf einer einzigartigen 

Befestigungsweise – dem Muschelbyssus, einem Bündel extrazellulärer Fäden, die sich in 

einen elastischen proximalen Bereich und einen steifen distalen Fadenteil unterteilen. Die 

Hauptbestandteile der Byssusfäden bilden fibrillenbildene, kollagenähnliche Multi-

domänenproteine, die in eine Proteinmatrix eingebettet sind. Während die Proteine preCol 

P und preCol D in einem definierten Gradienten in Faden vorliegen, ist preCol NG 

homogen über den Faden verteilt.  

Die mechanischen Studien der vorliegenden Arbeit geben zum ersten Mal eine 

umfassende Übersicht zur Mechanik der einzelnen Byssusfadenteile und zeigen, dass der 

proximale Fadenteil stark elastisch verformbar ist, während der distale Teil eine hohe 

Steifigkeit und Zugfestigkeit aufweist, wobei der Hydratationsgrad der Fäden eine 

entscheidende Rolle bei der Regulation der Zähigkeit spielt. 

Proteinstrukturanalysen mittels Festphasen-NMR, FTIR-spektroskopischen Methoden und 

Röntgenbeugung deuten darauf hin, dass die Proteine des Byssusfadens dicht gepackt sind 

und im proximalen Fadenteil ungeordnet vorliegen, während sie im distalen Teil 

hochgeordnet parallel entlang der Fadenachse ausgerichtet sind. Neben tripelhelikalen 

Strukturen wurde im proximalen Fadenteil ein hoher Anteil an α-helikalen 

Konformationen detektiert, während im distalen Teil hauptsächlich β-Faltblattstrukturen 

vorliegen. Die Röntgenbeugungssignale weisen auf eine ausgeprägte Periodizität dichter 

und weniger dichter Bereiche entlang der Fadenachse ähnlich der D-Periode von 

fibrillären Kollagenen hin.  

In der vorliegenden Arbeit wurden cDNA-Banken von Muschelfüßen erstellt, um die 

Erbinformationen aller am Bildungsprozess des Byssusfadens beteiligten Proteine zu 

erhalten. Vergleiche der Sequenzen von preCol-Varianten, welche aus den cDNA-Banken 

isoliert wurden, mit den publizierten zeigen, dass sich die cDNA-Bank basierten 

Sequenzen in einzelnen Aminosäurepositionen und durch Insertionen und Deletionen 

unterscheiden. Diese Erkenntnis und die Analysen der Triplettsequenzen der preCol-

Kollagendomänen hinsichtlich der Ausbildung einer stabilen Tripelhelix führten zu einer 

im Vergleich zu den publizierten Modellen Neuinterpretation der molekularen Struktur der 
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preCols. Diese bilden in der Kollagendomäne somit Bereiche dicht gepackter, sehr stabiler 

Tripelhelix aus, während andere Abschnitte eine voluminösere Konformation zeigen. 

Entgegen der bisherigen Vorstellung wird angenommen, dass die preCols P und NG keine 

Molekülknicke aufweisen, sondern Bereiche stark relaxierter Tripelhelix enthalten, welche 

eine höhere Flexibilität des Moleküls in diesem Bereich vermitteln. PreCol D hingegen 

weist Tripletts mit Substitutionen und Insertionen auf, welche möglicherweise 

Molekülknicke verursachen können.  

Anhand der Sequenzanalysen, den Ergebnissen der Studien am natürlichen Byssusfaden 

und unter Einbeziehung bereits veröffentlichter Studien konnte in der vorliegenden Arbeit 

ein Modell zum hierarchischen Aufbau des Byssusfadens entworfen werden. Dieses sieht 

vor, dass drei preCol-Einzelstränge in ein preCol-Trimer mit einer tripelhelikalen 

Kollagendomäne und strukturierten flankierenden Domänen falten. Dabei enthalten die 

flankierenden Bereiche des preCols P helikale, Gly-reiche Strukturen, während die von 

preCol D Ala-reiche β-Faltblätter ausbilden. PreCol NG hingegen könnte sowohl α-

Helices als auch β-Faltblätter aufweisen. Je sieben preCol-Trimere bilden in der nächsten 

Hierarchieebene preCol-Filamente, welche linear in C→C- bzw. N→N-Orientierung 

parallel zur Byssusfadenachse assemblieren. Somit ist eine regelmäßige Anordnung der 

einzelnen Domänen gegeben. 

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit anhand FTIR-spektroskopischer 

Untersuchungen an Byssusfäden, die bis zum Reißen gestreckt wurden, ein Modell zu den 

molekularen Ereignissen bei der Dehnung des Fadens zusammengefasst werden. Bei 

kleinen Dehnungswerten strecken sich dabei zunächst Falten des Fadens, 

Fibrillenbiegungen und potentielle Molekülknicke. Anschließend kommt es zum 

molekularen Strecken der tripelhelikalen preCol-Kollagendomäne und der globulären 

flankierenden preCol-Domänen, wobei helikale Sekundärstrukturen in diesen Domänen 

preCol P und NG Elastizität verleihen, während die Ala-reichen β-Faltblätter preCol D 

Steifigkeit vermitteln. Am Yield-Punkt lösen sich His-Metall-Chelatkomplexe auf und die 

globulären Domänen entfalten. Mit kompletter Entfaltung der flankierenden Domänen 

bleiben die Hauptketten der preCol-Kollagendomänen maximal gestreckt und sind 

weiterhin krafttragend. Nach weiterer Krafteinwirkung brechen jedoch die 

intermolekularen Wasserstoffbrücken in den Tripelhelices, wodurch die Fibrillen aber 

auch einzelne Moleküle aneinander Vorbeigleiten können, bis die Höhe der Scherkräfte 

die Kapazität des Materials erreichen und der Byssusfaden reißt. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

% Prozent 
µL Mikroliter 
A, mA, nA, pA Ampere, Milli-Ampere, Nano-Ampere, Piko-Ampere 
A.U. arbitrary unit, willkürliche Einheit 
Abb. Abbildung 
Ala Alanin 
APS Advanced Photon Source 
Arg Arginin 
Asn Asparaginsäure 
Asp Asparagin 
ATR attenuated total reflection 
B Breite 
bp Basenpaare 
bzw. beziehungsweise 
ca. zirka 
CaF2 Kalziumfluorid 
cDNA complementary desoxyribonucleic acid, komplementäre Desoxyribo-

nukleinsäure 
cm Zentimeter 
CP cross polarisation 
cpm counts per minute 
Cys Cystein 
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
DMTA Dynamisch-Mechanische Thermoanalyse 
DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 
DSC Dynamische Differenzkalorimetrie, differential scanning calorimetry 
E E-Modul/Younǵs Modul/Elastizitätsmodul 
E' Speichermodul 
E'' Verlustmodul 
FT Fourier-transformiert  
Gln Glutamin 
Glu Glutaminsäure 
Gly Glycin 
His Histidin 
HSP Hitzeschockprotein 
Hyp Hydroxyprolin 
Ile Isoleucin 
IR Infrarot 
K Kelvin 
kb Kilo-Basen 
KBE kolonie-bildende Einheit 
kHz, MHz Kilo-Hertz, Mega-Hertz 
KMW künstliches Meerwasser 
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kV Kilovolt 
L Länge 
Leu Leucin 
Lys Lysin 
M Molar, g mol-1 

m3 Kubikmeter 
MAS magic angle spinning 
mbar Millibar 
MCT Mercury Cadmium Telluride (HgCdTe) 
Met Methionin 
Mfgp-1 mussel foot protein 1 der Muschelspecies M. galloprovincialis 
Mfp-1 mussel foot protein 1, Protein der Kutikula 
mg  Milligramm 
min Minute 
MJ Mega-Joule 
mL Milli-Liter 
mm Millimeter 
mN Millinewton 
MPa Mega-Pascal 
ms Millisekunde 
ng Nano-Gramm 
p pico 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
pg Piko-Gramm 
Phe Phenylalanin 
pmol piko-mol 
ppm parts per million 
preCol Collagen-ähnliches Protein des Muschelbyssusfadens 
Pro Prolin 
PTMP-1 proximal matrix protein 1, Matrixprotein des proximalen Fadenteils 
R Resilienz 
REM Rasterelektronenmikroskopie 
RF relative Feuchte 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RW Reinstwasser 
sA spezifische Aktivität 
SDS Natriumlaurylsulfat, Sodium-dodecyl-sulfat 
Se Selen 
sek. Sekunde 
Ser Serin 
Smol Ordnungsparameter der Ausrichtung von Molekülschwinungen 
ssNMR solid state nuclear magnetic resonance 
Tab. Tabelle 
tan δ Verlustfaktor 
TGA Thermogravimetrische Analyse 
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Thr Threonin 
TMA Thermomechanische Analyse 
Trp Tryptophan 
Tyr Tyrosin 
U Unit, Einheit für Enzymaktivität: 1 U = 1 µmol Substrat/min 
� Wellenzahl 
Val Valin 
W Watt 
Zn Zink 
α Längenausdehnungskoeffizient 
ε Dehnung 
εE Dehnung an der Elastizitätsgrenze 
εmax Zugfestigkeit, maximale Spannung, Bruchspannung 
εr reale Dehnung 
εY Dehnung am Yield-Punkt 
σ Spannung 
σE Spannung an der Elastizitätsgrenze 
σmax Dehnbarkeit, maximale Dehnung, Bruchdehnung 
σr reale Spannung 
σY Spannung am Yield-Punkt 
Ω Polarisationswinkel 
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9 Anhang 

9.1 Vektorkarten 

9.1.1 pDONR™222 (Invitrogen CloneMiner cDNA Library Construction Kit) 
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9.1.2 pUC 19 (GenBank Zugangsnummer: L09137) 
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9.2 Festphasen-Kernspinresonanzspektroskopie (ssNMR, solid state 

nuclear magnetic resonance) 

 

Abb. 9-1 Protonen-entkoppelte 188 MHz 13C MAS-Spektren von hydrierten, gesamten Byssusfäden. 
Peaks gekennzeichnet mit ssb (spinning side band) sind messtechnische Nebeneffekte und das Teflon-Signal 
in den Bloch-Spektren wird durch die Beschichtung des Probenhalters verursacht. 
A) Direkt angeregtes 13C-Spektrum mit niedriger 1H-Entkopplerstärke (6,5 dB) zur Detektion hoch flexibler 
Moleküle. B) 13C CP MAS Spektrum C) Direkt angeregtes 13C-Spektrum mit hoher 1H-Entkopplerstärke (20 
dB) zur Detektion moderat beweglicher Moleküle. Die höheren Signalintensitäten bei hoher Entkopplung 
zeigen, dass es keine hoch flexiblen Aminosäuren im Byssusfaden gibt.  
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Abb. 9-2 188 MHz 13C MAS-
Das direkt angeregte Bloch-Spektrum (B) zeigt 
zu dem kreuzpolarisierten Spektrum (A). Die Signale der wichtigsten Aminosäuren sind gekennzeichnet. 
(ssb…spinning side band, messtechnischer Nebeneffekt)

 

-Spektrum des proximalen Fadenteils. 
Spektrum (B) zeigt nur ein schwaches Signal-Rausch-

zu dem kreuzpolarisierten Spektrum (A). Die Signale der wichtigsten Aminosäuren sind gekennzeichnet. 
, messtechnischer Nebeneffekt) 
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-Verhältnis im Vergleich 
zu dem kreuzpolarisierten Spektrum (A). Die Signale der wichtigsten Aminosäuren sind gekennzeichnet. 
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Abb. 9-3 188 MHz 13C MAS-Spektrum des distalen Fadenteils. 
Das direkt angeregte Bloch-Spektrum (B) zeigt nur ein schwaches Signal-Rausch-Verhältnis im Vergleich 
zu dem kreuzpolarisierten Spektrum (A). Die Signale der wichtigsten Aminosäuren sind gekennzeichnet. 
(ssb…spinning side band, messtechnischer Nebeneffekt) 
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9.3 Vergleich der DNA-Sequenzen 

Der Vergleich der DNA-Sequenzen von den cDNA-basierten und publizierten preCols 

(UniProtKB: Q8MW54, Q8MW53, Q8MW55) (Lucas et al., 2002) erfolgte mittels CLC 

Sequence Viewer 6.4 und einige Aminosäurepositioen wurden nachträglich manuell 

korrigiert. 

 

Zeichenerklärung:  

gelbe Markierung - Übereinstimmung,  

orange Markierung – abweichende Basen 
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9.3.1 preCol P 
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9.3.2 preCol D 
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9.3.3 preCol NG 
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